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1. UvVOD

Kupina je ekonomski znacajno voce, kako zbog visoke cijene plodova i izuzetno
povoljnog hemijskog sastava, tako i zbog mogucnosti kultivisanja bez upotrebe pesticida. Na
naSim prostorima (Srbija i Bosna i Hercegovina), na skoro svim lokalitetima prisutne su
samonikle vrste (divlja kupina), a intezivno se uzgajuju i kultivisane sorte (pitoma kupina).
Kupina je prirodno nutritivno vrijedna hrana — zbog bogatog hemijskog sastava i izvrsnih
organolepti¢kih svojstava. Plod kultivisane kupine kao sirovina pokazuje izuzetan kvalitet u
proizvodnji, dok plodovi samonikle kupine imaju visok nutritivni kvalitet i daju intenzivnije
obojen sok. Uvidom u rezultate dosadasnjih istrazivanja vidljive su znacajne razlike u hemijskom
i polifenolnom sastavu izmedu sorti divlje kupine i pitomih sorti.

Manje od 10 % ukupne koli¢ine jagodastog voca se prodaje i konzumira svjeze, zbog lake
kvarljivosti (nutritivnog i mikrobioloskog propadanja). Ostale koli¢ine se preraduju u sokove,
dzemove, Zelee, sirupe, voéna vina, ili se dodaju u konditorske proizvode, jogurte i razne druge
namirnice (Kalusevi¢ i sar., 2016), ¢ime se smanjuju kvalitet i zdravstvena korist. Tokom prerade
kupine u industriji zaostaju znaéajne koli¢ine tropa, u prosjeku od 20 do 30 %, posebno tokom
proizvodnje mati¢nog soka i vina (Struck i sar., 2016; Ignat i sar., 2011).

Trop koji zaostaje kao otpad, sastoji se uglavnom od sjemenki, pokozice i vlakana, i kao
takav je potencijalni izvor bioloski aktivnih jedinjenja. U industriji ostaje najée$ce neiskoristen i
predstavlja kako ekonomski tako i ekoloski problem. Prehrambena industrija, kao i mali
preradivaéi pokazuju u zadnje vrijeme sve veée interesovanje za iskoriStenjem zaostalog biljnog
materijala (tropa). Sagledavaju¢i ekonomsku opravdanost iskoris¢enja nusproizvoda industrije,
trop kupine bi mogao biti upotrebljen za obogac¢ivanje prehrambenih proizvoda (vino, sokovi,
voéni jogurt 1 konditorski proizvodi) i koristiti kao funkcionalni aditiv u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji.

Naucna javnost se sve viSe okreCe ispitivanju bioloski aktivnih molekula u hrani,
njihovom bioloskom potencijalu i blagodetima koje imaju na zdravlje Covjeka. Polifenolne
komponente u hrani su samo jedna od mnogobrojnih bioloski aktivnih molekula koji se u
posljednje vrijeme aktivno istrazuju, a bioloska aktivnost ovih jedinjenja je potvrdena u brojnim
eksperimentima. Biljni polifenoli kao prirodni antioksidanti mogu doprinijeti zastiti od djelovanja
slobodnih radikala, i tako sprijeciti nastajanje mnogih degenerativnih bolesti. Polifenoli imaju
Sirok spektar bioloskih efekata, ukljucujuci antioksidativna, antihiperglikemijska, antikancerogena
i antimikrobna svojstva. U prirodi se nalaze slobodni ili u obliku glukozida.

Pregledom literature uoceno je da su divlje sorte kupina za razliku od pitomih bile

predmet manjeg broja istrazivanja. U literaturi se nalazi i manji broj objavljenih podataka
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dobijenih medusobnim poredenjem hemijskog i polifenolnog sastava, kao i poredenjem sadrzaja
sekundarnih metabolita i bioloskog potencijala divljih i pitomih sorti kupine. Takode, neznatan
broj istraZzivanja se bavi problematikom dobijanja i vrjednovanja ekstrakata ploda i tropa, te
uporednom analizom sa plodom i mati¢nim sokom kao glavnim proizvodom u industriji prerade
voca.

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivanje je vrSeno na svjezim uzorcima ploda, tropa i soka
kupine (dvije pitome i dvije divlje), kao i esktraktima ploda i tropa kupina, sa dva razli¢ita
lokaliteta sjeverozapadnog dijela Bosne i Hercegovine. Uradena je ekstrakcija bioloski aktivnih
jedinjenja iz tropa kultivisanih i divljih sorti kupine. Ispitana je razlika izmedu hemijskog sastava,
bioloSkog potencijala i antimikrobne aktivnosti kultivisanih 1 samoniklih sorti kupina. Takode,
odredena je linearna povezanost izmedu sadrzaja polifenolnih komponenti, bioloskog potencijala i

antimikrobne aktivnosti.
Rad na izvodenju ove doktorske disertacije sastojao se iz vise faza:

e Dobijanje tropa kupine (dvije pitome i dvije divlje sa dva razlic¢ita lokaliteta
sjeverozapadnog dijela Bosne i Hercegovine) cijedenjem voca u laboratorijskim uslovima;

e Ekstrakcija bioaktivnih jedinjenja iz ploda i tropa kupina, metodom po Soxhlet-u uz
upotrebu prihvatljivog rastvaraca za prehrambenu industriju;

e Odredivanje osnovnog hemijskog sastava i sadrzaja polifenolnih jedinjenja (sadrzaja
ukupnih fenola, flavonoida i antocijana, kao i kvalitativnog i kvantitativnog sadrzaja ovih
bioaktivnih jedinjenja) ploda, tropa i soka kultivisanih i divljih sorti kupine;

* |[spitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata na stabilne 1,2-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) i katjon 2,2’- azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS") radikale,
sposobnost neutralizacije hidroksil (OH) radikala i metoda inhibicije Briggs Rauscher-ovih
oscilatornih reakcija;

* Ispitivanje antihiperglikemijske aktivnosti odredivanjem potencijala inhibicije aktivnosti
enzima a-glukozidaze;

* Invitro ispitivanje antiproliferativne aktivnosti na humane tumorske ¢éelijske linije;

* [spitivanje antimikrobnog djelovanja metodom difuzije u agaru sa bunar¢i¢ima i metodom
razredenja u agaru;

» Korelacione analize sadrzaja polifenolnih komponenti, bioloskog potencijala i antimikrobne

aktivnosti.
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2.0PSTI DIO

2.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE PORODICE ROSACEAE

Familija ruza (lat. Rosaceae) je jedna od najraznovrsnijih i najrasprostranjenijih biljnih
familija, koja broji 2.950 poznatih vrsta u 91 rodu (Christenhusz i Byng, 2016). lako je
taksonomija ove familije donekle sporna, obi¢no se dijeli na Cetiri podfamilije: Prunoideae (lat.
Prunus); Maloideae (lat. Malus, Pyrus i Cotoneaster); Rosoideae, (lat. Rosa, Fragaria, Potentilla
i Rubus) i Spiroideae (lat. Spirea) (Shulaev i sar., 2016). Vecina ovih vrsta je listopadna, dok su
neke i zimzelene (Watson i Dallwitz, 1992). Neke osnovne karakteristike ove familije su
prisustvo zalistaka, Cesto je prisutan veliki broj prasnika (15 ili vi$e), naizmjeniéni i jednostavni
listovi, hipantijum se krece od ravnog do ¢asastog ili cilindri¢nog, osloboden ili ukrasen carpelima
(Hummer i Janick, 2009; Nikoli¢, 2013). Cvjetovi biljaka su aktinomorfni (radijalno simetri¢ni) i
skoro uvjek hermafroditski, a generalno se opisuju kao "upadljivi" (Folta, 2008).

Rosaceae obuhvataju mnoge dobro poznate vrste, od zeljastih biljaka do Zbunja i drveca, a
tu spada: jestivo voce, ukrasno i ljekovito bilje. Ova familija je od velikog ekonomskog znacaja,
¢ija godi$nja proizvodnja u svijetu (na osnovu statistike FAO-a) iznosi preko 100 miliona tona
(Hummer i Janick, 2009). Podfamiliji Rosoideae pripada rod Rubus, zastupljen sa velikim brojem
vrsta, koje su izuzetno polimorfne i rasprostranjene na ¢itavoj sjevernoj hemisferi (Mladenovic,

2014). Rubus potice od latinske rije¢i Ruber (crven), jer vise vrsta ovog roda ima crven plod.
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2.2. KUPINA

Kupina (Rubus fruticosus L.) je vrsta vo¢a koja pripada podrodu Eubatus u rodu Rubus
(Tabela 1). Veoma je kompleksna u smislu geneticke pozadine, karakteristika rasta i broja vrsta
(Dai i sar., 2009; Clark i sar., 2007; Ryu i sar., 2014). Rasprostranjene su Sirom svijeta, uspjevaju
od tropskih do umjerenih i hladnih predjela, pa se smatraju i kosmopolitskim biljkama. Prema
pomoloskoj podjeli voc¢a, Sto najbolje odgovara prakticnim potrebama, kupina je slicna malini

(Rubus idaeus), i pripada grupi jagodastog voca (Soskié, 2008).

Tabela 1. Mjesto kupine u sistematici biljaka (Misi¢, 1989)

Odjeljak Angiospermae (skrivenosjemenice)
Klasa Dicotyledones (dikotile)

Podklasa Rosidae (ruze)

Nadred Rosanae (ruze)

Red Rosales (ruze)

Familija Rosaceae (ruze)

Podfamilija Rosaideae (jagodasto voée)

Rod Rubus (Tourn) L. (malina i kupina)
Podrod Eubatus Focke (kupine)

2.2.1. MORFOLOGIJA KUPINE

Kupine su visegodisnje biljke koje obi¢no nose dvogodis$nje stabljike iz visegodi$njeg
korijenovog sistema (Krewer i sar., 2004; Brouillet, 2015). Mogu da narastu 50 - 300 cm, a
izuzetno su varijabilne u obliku lista i biljnog oblika. Stabljika je drvenasti grm, obi¢no bodljikava
ili dlakava, uspravna ili pognuta, puze ili se penje (Slika 1). Stabljike se mogu ukorijeniti na
vrhovima kako bi se formirale nove biljke (Roy i sar., 1998; Bray i sar., 2003). Listovi su prstasto
sloZeni sa pet listi¢a, rasporedeni SU naizmjeni¢no i obi¢no imaju zaliske, koji rastu bo¢no iz
osnove lisne drske, izduzeni su i glatki na licu, a na nali¢ju bjeli¢asto-dlakavi. Cvjetovi su
pre¢nika 2—3 cm, sa pet bijelih ili blijedo ruzi¢astih latica. Obi¢no su hermafroditni, petoclani sa
velikom cvjetnom lozom (Misi¢, 1989; Krewer i sar., 2004; Milenkovi¢-Andelkovi¢, 2016).
Kupina cvjeta od maja do avgusta, nakon toga se iz svakog pojedinacnog cvijeta razvija sitni

jagodasti plod crvene boje, koji kasnije potamni do tamnoplave ili skoro crne boje.
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Plod je nabrana bobica duzine od 10 do 20 mm, sastoji se od otprilike dvadeset do pedeset
drupeleta. Masa ploda pitomih sorti kupine u prosjeku se kreé¢e od 4 do 8 g, pojedinaéno mogu biti
teSke 3 do 12 g, a ponekad i vise (Nikoli¢ i Milivojevié, 2010). Sjemenke kupine su duboko i
nepravilno kostane, ovalne, svijetlo do tamno smede boje, duzine od 2,6 do 3,7 mm i Sirine od 1,6

do 2,5 mm (Krewer i sar., 2004; Soski¢, 1998).

Slika 1. Plod kupine (http://www.lizzieharper.co.uk)

2.2.2. TRADICIONALNA UPOTREBA KUPINE

Tradicionalno kupina se koristila u Kini za rjeSavanje problema kod infekcija urinarnog
trakta i za lijeCenje bolesti bubrega, a stari Grci su kupine upotrebljavali za lijeCenje bolesti
kostiju (Amidzi¢ Klari¢ i sar., 2011). U narodu od davnina postoji vjerovanje da kupinovo vino
uti¢e na poboljsanje krvne slike, dok napitak od korijena kupine lijeci karcinom materice. Na
naSim prostorima od kupine se tradicionalno pripremaju ¢ajevi, sokovi, dZemovi 1 vina.

Listovi kupine se koriste u narodnoj medicini kao lijek protiv dijareja, hemoroida, upale
crijeva, hroni¢nog nadrazaja slijepog crijeva i anemije. Takode, koristi se i za vanjsku upotrebu na
kozi, za zarastanje rana, kao antiseptik i dezinfekciono sredstvo (Verma i sar., 2014; Zia-Ul-Haq,
2014).
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2.2.3. SORTE KUPINA

Kupine se uzgajaju u Evropi vise od 2000 godina, u pocetku radi obezbjedenja zastitne
barijere oko podrucja ljudskog stanovanja, zatim u medicinske svrhe i za ishranu (Takeda, 2017).
Rod Rubus je vrlo varijabilan i obuhvata oko 400 okarakterisanih vrsta i mnogobrojne prelazne
forme. Sorte koje se danas gaje medusobno se razlikuju po vremenu dozrijevanja, ¢vrstini i
krupno¢i ploda, veli¢ini sjemenki i ukusu (Misi¢, 1989). Poluuspravne sorte kao Sto je "Loch
Ness," iz James Hutton Instituta, se najviSe uzgajaju u Evropi, i predstavljaju glavni kultivar za
umjerene dijelove Evrope. Takode, prostor bivse Jugoslavije ima dugu istoriju u proizvodnji
kupina za preradivacko trziste, i pretezno se oslanjala na sorte ,,Cacanska bestrna“ i ,,Thornfree*.
Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, kultivisana kupina kao sirovina je pokazala odli¢an kvalitet u
proizvodnji, dok je divlja kupina pokazala veci nutritivni kvalitet i znacajno snazniji bioloski

potencijal (Yilmaz i sar., 2009; Dujmovic¢-Purgar i sar., 2012; Takeda, 2017).
2.2.3.1. Divlja kupina

Divlja kupina raste pored potoka i puteva, u Zivicama, na neobradenom i zapustenom
zemljiStu, kao vocka ili ukrasna biljka uzgaja se u vrtovima, a za ve¢u proizvodnju na plantazama.
U odnosu na gajene sorte plodovi divlje kupine su sitniji i sa ve¢im sadrzajem suve materije
(Mladenovi¢, 2014; Milenkovié-Andelkovi¢, 2016). Srednja vrijednost mase ploda kod sorti
divlje kupine iznosi oko 1,8 g, od ¢ega voda predstavlja od 81,5 do 83,5 %, ukupna suva materija
od 16,6 do 18,2 %, ukupni Seceri od 5,41 do 8,67 %, organske kiseline od 0,67 do 0,87 % i drugi

sastojci (mineralne materije, pektin, celuloza, proteini, ulja, vitamini) (Soski¢, 1998).
Na na$im prostorima najéesce nalazimo rodove:

* R. caesius L. - kupina-ostruga, raste na visinama do 1.000 m.n.v., na vlaznim, zapustenim i
neobradenim mjestima, na ivici Suma, pored rijeka i potoka;

* R. candicans - Weihe et Nees, subelasta kupina, sinonimi R. fruticosus L., R. montanus
Lieb., R. thyrsoideus Wine. Raste po brdskim terenima, utrinama i Sumama;

* R. canescens Dc - sivkasta kupina, sinonimi: R. triphyllus Bell., R. tomentosus Bork., R.
hypoleucos Vest. Raste u svim listopadnim Sumama Srbije, na planinama i brdima, na
pasnjacima i po obodu Suma,;

* R. Discolor, Weihe et Nees - kupina, sinonimi: R. procerus P.J. Mill., R. armeniacus Focke,
R. karstianus Borb., R. hedycarpus Focke, R. macrostemon Focke. Veoma je Cesta vrsta u

Evropi. Srece se na toplim 1 suvim staniStima, utrinama i oko puteva,
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* R. hirtus Waldst. and Kit. - dlakava kupina, sinonimi: R. grandulosus Reich. Vrsta je
prisutna na ve¢im planinama i brdima Srbije;

* R. ulmifolius Schott - kupinjaca, sinonimi: R. dalmaticus Gus., R. rusticans Mesc., R.
amoenus Por., R. fruticosus L. U Srbiji je Cesta po nizim brdskim oblastima, naro€ito u

zapadnom dijelu (Mladenovi¢, 2014).

Slika 2. Divlje kupine roda Rubus

2.2.3.2. Pitoma kupina

Prilikom dobijanja plemenitih sorti kupina koristene su uglavnom vrste: evropska (obi¢na)
crna kupina, perSunasta kupina, visoka kupina, americka visokozbunasta kupina, americka
uspravna kupina i puzeca kupina (Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010). Sorte pitomih kupina koje se kod
nas najcesce uzgajaju su bez bodlji (bestrne), a opisane su jo$ od vremena stare Gréke (Hummer i
Janick, 2009). Na osnovu karakteristika rasta dijele se na: puzece, poluuspravne i uspravne. Kod
nas je najpopularnija poluuspravna sorta Ca¢anska bestrna koja daje dobre prinose, a sem toga je
otporna i na mnoge zarazne bolesti i niske temperature.

Najcesce sorte kupina bez bodlji (bestrne):

e Black satin, americka sorta, kasnog je vremena zrenja, plodovi su krupni i Cvrsti,
sa tamnocrnim bobicama koje su blago oporog okusa. Plodovi su izuzetno pogodni za
industrijsku preradu za proizvodnju dZzemova, slatka i Zelea, a veoma su pogodni i za svjezu
potrosnju (Miljkovi¢, 2005);

o Caclanska bestrna, domaca sorta kupine. Veoma je bujna i rodna sorta, sa kraé¢im
vremenom zrenja i plodovima izuzetne krupnoce. Nedostatak je pojava promjene boje iz

crne u crvenu, koja se javlja tokom zamrzavanja i uvanja,
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e Chester Thornless, americka sorta, nastala 1985. godine, kasnog je vremena zrenja. Plod je
zarubljeno kupastog oblika i sjajno crne boje. Ukus ploda je prijatan, skladan, sa
izbalansiranim sadrzajem $eéera i kiselina (Milivojevi¢ i sar., 2010);

* Loch ness, sorta porijeklom iz Poljske, rada krupne, sjajne, crne plodove dobrog kvaliteta.
Izdanci su poluuspravni i srednje bujni, otporni na nepovoljne vremenske uslove, kao i sorta
"Chester";

* Thornfree, americ¢ka sorta, srednje kasnog je vremena zrenja. Plodovi su srednje krupni,
zaobljenog kupastog oblika, blago oporog ukusa, sa pokozicom sjajne crne boje. Sorta koja
je pogodnija za koristenje u svjezem stanju (Miljkovi¢, 2005);

e Jumbo, nova i veoma prinosna sorta kupine sa krupnim plodovima. Plodovi su slatki,

ukusni, bez posebih karakteristika kiselosti 1 gor¢ine.

Slika 3. Pitoma kupina roda Rubus: a) Caganska bestrna, b) Chester Thornless, ¢) Thornfree

Najcesce sorte pitomih kupina sa bodljama:

e Darrow, ameri¢ka sorta, ima velike izduzeno kupaste i Cesto nepravilne, crne, sjajne
plodove, sa kasnim vremenom zrenja. Plod je blagokiselog ukusa i dobrog kvaliteta,
sazrijeva pocetkom jesent,

* Gazda, sorta porijeklom iz Poljske, ima okrugle plodove srednje veli¢ine, privlacne, sjajne
i crne boje. lzdanci su uspravni sa malo bodlji i kratkim internodijama;

e lllini Hardy, americ¢ka sorta, ima srednje krupan plod, dobrog ukusa i kvaliteta. Sorta je
kasnog vremena zrenja. Izdanci su uspravni, bujni i dobro podnose niske temperature;

e Himalaya, sorta porijeklom iz Njemacke, sazrijeva krajem jula i tokom prve dekade
avgusta, slatko-nakiselog su okusa, sa karakteristi¢cnom i prijatnom aromom. Plod je srednje
veli¢ine do krupan, okruglastog oblika, sjajan i intenzivno crne boje (Mratini¢, 2015;

Miljkovié, 2005).
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2.3. HEMIJSKI SASTAV KUPINE

Hemijski sastav plodova kupine je znacajno uslovljen kultivarom, podnebljem gajenja,
primjenjenim agrotehnickim mjerama, stepenom zrelosti, kao i1 nac¢inom berbe, uslovima
transporta i Cuvanja plodova nakon berbe. Plod kupine ima dobre hemijske karaktersitike (Tabela
2).

Tabela 2. Prosjecan hemijski sastav kupine (Kaume i sar., 2012)

Nutrienti Vitamini / 100g ploda Minerali / 100g ploda
Voda /g 88,20 | Askorbinska kiselina /mg 21,00 | Kalcij /mg 29,0
Energija /g 43,0 | Tiamin/mg 0,02 | Zeljezo /mg 0,62
Proteini /g 1,39 | Riboflavin /mg 0,03 | Magnezij/mg 20,0
Ukupni lipidi /g 0,49 | Niacin/mg 0,65 | Fosfor /mg 22,00
Pepeo /g 0,37 | Pantotenska kiselina /mg 0,28 | Kalij /mg 162,0
Ugljenihidrati /g 9,61 | Vitamin B6 /mg 0,03 | Natrij /mg 1,0
Ukupna vlakna /g | 5,30 | Ukupni folati /ug 25,00 | Cink /mg 0,53
Ukupni Seceri /g 4,88 | Vitamin B12 /ug - Bakar /mg 0,17
Saharoza /g 0,07 | Vitamin A/IU 214,0 | Mangan /mg 0,65
Glukoza /g 2,31 | a—tokoferol /mg 1,17 | Selen /mg 0,40
Fruktoza /g 2,40 | p — tokoferol /mg 0,04
Maltoza /g 0,07 | y —tokoferol /mg 1,34
Galaktoza /g 0,03 | A - tokoferol /mg 0,90
Skrob /g - Vitamin K /ug 19,8

Kupina je veoma interesantna i znacajna vrsta jagodastog voéa u biolosko-tehnoloskom
pogledu, sa Sirokom amplitudom gajenja (Katalini¢, 2006). Najvaznije komponente nutritivnog
sastava kupine su: voda, ugljeni hidrati, proteini, masti, pektinske materije, vitamini i mineralne
materije (Niketi¢-Aleksi¢, 1988; Zhao, 2007).

Prosjecan sadrzaj suve materije u pitomoj kupini iznosi 11,8 g, dok je sadrzaj suve
materije u divljoj kupini ne§to veéi i iznosi 16,72 g u 100 g svjeze mase ploda (Soski¢, 1984;
Vracar, 2001; Kaume i sar., 2012; Vasilisin i sar., 2009). Sadrzaj vode u plodu kupine iznosi od
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84,5 do 88,2 % (Vracar, 2001; Blagojevi¢, 2012; Kaume i sar., 2012). Tehnoloski gledano, voda
utice na duzinu vremena skladiStenja i na potro$nju rezervnih supstanci u tkivu (Katalini¢, 2006).
Trenutak berbe plodova 1 tehnoloSka zrelost su u vezi sa sadrzajem Secera, aromatskih

komponenti, intenzitetom boje i odnosom sadrzaja ukupnih Secera i kiselina.
2.3.1. SADRZAJ UGLJENIH HIDRATA U KUPINI

Ugljeni hidrati u plodu kupine zajedno sa kiselinama ¢ine osnovnu komponentu u
formiranju ukusa, ali su takode znacajni i kao energetski i gradivni sastojci. Pojedini Seceri,
narocCito glukoza u plodu kupine i saharoza u plodu jagode imaju pozitivan uticaj na sadrzaj
antocijana, jer sprje¢avaju njihovu degradaciju tokom ¢uvanja (npr. zamrzavanja) (Kopjar i sar.,
2012; Fan-Chiang i Wrolstad, 2010). Sadrzaj ukupnih $ecéera u plodu kupine se kreé¢e od 6,68 do
10,22 %, a glavni Seceri koje nalazimo u kupini su: glukoza, fruktoza i saharoza (Zia-Ul-Haq i

sar., 2014) (Slika 4).
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Saharoza

Slika 4. Hemijska struktura dominantnih ugljenih hidrata u plodu kupine

Saharoza je vazan disaharid u vocu, a osim Sto je dobar energetski izvor, tradicionalno se
koristi i kao konzervans kako bi se sprijecilo mikrobiolosko kvarenje proizvoda od voca.
Jagodasto voce sadrzi od 2,5 do 15 % Secera (Jasi¢, 2010). Fruktoza ima vecu slast u odnosu na
glukozu, pa je tako njen sadrzaj pozeljan kao izvrsna organolepti¢ka karakteristika voca (Zia-Ul-
Haq i sar., 2014). Glukoza je najvaznije metabolicko gorivo, nastaje procesom fotosinteze i
pohranjuje se u polimernom obliku kao skrob. Nastaje reakcijom jednog molekula a-D-

glukopiranoze i jednog molekula B-D-fruktofuranoze, koji su povezani o - (1,2) glikozidnom

10
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vezom. Prisustvo ugljenih hidrata u kupini zavisi od sorte (Tabela 3), stepena zrelosti, klimatskih

uslova kao i uslova gajenja (Katalini¢, 2006; Kaume i sar., 2012).

Tabela 3. Sadrzaj ugljenih hidrata u sortama kupine uzgajanim u Srbiji (Zia-Ul-Haq i sar., 2014)

Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj ukupnih
Sorta invertnog | saharoze (%o) Secera (%0)
Secera (%)

Black Satin 5.65 0.98 6,68
7.98 1.00 9,04
Dirksen Thornless
Chester Thornless 8.18 0.89 9,12
Thornfree 6.12 0,86 7,02
Cacanska bestrna 7.36 0,85 8,25
Loch Ness 9.01 0,90 9,96
Navaho 9.08 1,08 10,22

Prema podacima National Nutrient Database for Standard Reference (2016),
monosaharidi najvise zastupljeni u plodu kupine su: fruktoza (2,4 mg/100 g svjezeg ploda),
glukoza (2,31 mg/100 g svjezeg ploda), maltoza (0,07 mg/100 g svjezeg ploda) i galaktoza (0,03
mg/100 g svjezeg ploda). Sadrzaj saharoze u kupini se krece u koli¢ini od 0,85 do 1,08 g/100 g
svjeze mase ploda. U divljim sortama kupine saharoza se nalazi u mnogo manjim
koncentracijama, u odnosu na ostale Secere, zbog prelaska u invertne Secere tokom zrenja plodova
(Zia-Ul-Haq i sar., 2014).

Polisaharidi su polimerni molekuli ugljenih hidrata koji se sastoje od dugih lanaca
monosaharidnih jedinica povezanih glikozidnim vezama, koji nakon hidrolize daju monosaharide
ili oligosaharide. Njihova struktura se kre¢e od linearnih do visoko razgranatih lanaca. Dijele se
na rezervne polisaharide, kao $to su skrob, glikogen i strukturne polisaharide kao §to su celuloza i
hitin. U zavisnosti od strukture, ovi makromolekuli mogu imati razliita svojstva u odnosu na
monosaharide od kojih su izgradeni. Mogu biti amorfni i nerastvorljivi u vodi. Kada su svi
monosaharidi u polisaharidu istog tipa, nazivaju se homopolisaharidi ili homoglikani, a kada je
prisutno vise od jedne vrste monosaharida nazivaju heteropolisaharidi ili heteroglikani
(IUPAC, Compendium of Chemical Terminology, 1997).

Biljni polisaharidi pokazuju S$irok spektar bioloSke aktivnosti, kao S$to Su imuno-
stimulisuce, antikarcinogeno i antidijabetsko dejstvo. Kao $to je ve¢ poznato za polisaharide algi,

tako i biljni polisaharidi imaju antikoagulantnu aktivnost, i mogu se koristiti u prevenciji i
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lijecenju kardiovaskularnih bolesti (Wang i sar., 2017). Kod vo¢nih vrsta odnos rastvorljivih i
nerastvorljivih vlakana je razli¢it. Kupina spada u klasu voc¢a kod kojih su vlakna manje
rastvorljiva u vodi (Englyst i sar., 2008).

Skrob je polimer glukoze u kome su glukopiranozne jedinice vezane alfa-vezama. Sastoji
se od smjese amiloze (15 - 20 %) i amilopektina (80 — 85 %). Amiloza se sastoji od linearnog
lanca sa nekoliko stotina molekula glukoze, dok amilopektin ¢ine razgranati molekuli od nekoliko
hiljada jedinica glukoze. Skrob se u biljkama deponuje u korijenu, plodu i sluzi kao rezervni izvor
energije, a sadrzaj skroba u vocu zavisi od stepena zrelosti plodova (Mratini¢, 2015; Jasié, 2007).

Celuloza se sastoji od linearnog lanca od nekoliko stotina do vise hiljada glukoznih
jedinica koje su povezane B-(1,4) glikozidnim vezama. Hemijski je slabo reaktivna, i najvise se
nalazi u pokozici voca, dijelom u kori i sjemenkama. Celuloza se ne razgraduje u organima za
varenje, ve¢ se izbacuje iz digestivnog trakta u nepromjenjenom obliku povlace¢i sa sobom
toksi¢ne materije. Ova osobina celuloze u nutritivnom smislu je veoma vazna jer pospjesuju
peristaltiku crijeva (Mratini¢, 2015; Vracar, 2001).

Pektini su izuzetno raznolika grupa kompleksnih polisaharida visoke molekulske mase
koji su rastvorljivi u vodenim i kiselim rastvorima. Vazan je polisaharid ¢elijskog zida koji
omogucava rast biljaka. Tokom sazrevanja ploda pektin se razlaze od strane enzima pektinaze i
pektinesteraze, pri cemu plod postaje meksi, dok se srednje lamele razlazu i ¢elije se razdvajaju
jedna od druge (Braidwood i sar., 2013). Pektin je prikazan kao trijadna komponenta koja
obuhvata homogalakturonan (HG), ramnogalakturonan-I (RG 1) i ramnogalakturonan-11 (RG II).
Pektin je prirodni dio ljudske ishrane, dnevni unos pektina iz voca i povrca je oko 5 g u slucaju
ako se dnevno konzumira oko 500 g voca i povréa. U ljudskoj digestiji, pektin se vezuje za
holesterol u gastrointestinalnom traktu i usporava apsorpciju glukoze vezanjem ugljenih hidrata.
Pektin je prema tome rastvorljivo dijetetsko vlakno (Ramirez i sar., 2007). Pektin se najéesce
primjenjuje kao sastojak u dzemovima, Zeleima, konditorskim proizvodima, desertima, jogurtima
i mnogim drugim proizvodima. UmreZavanje HG sa Ca®" se podsti¢e prisustvom dugotrajno
neesterifikovanih uzastopnih galakturonskih lanaca (Sila i sar., 2008). U plodu kupine se nalaze
znacajne koli¢ine pektinskih supstanci koje se po sortama, u zavisnosti od varijateta krecu od 0,39
% kod divljih kupina do 0,66 % kod pitomih sorti. Po visokom sadrzaju pektina, izrazenog u
obliku kalcijum-pektata, odlikuju se sorte Bailey (0,61 %) i Thornfree (0,55 %) (Soski¢, 1984).
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2.3.2. SADRZAJ PROTEINA U KUPINI

Veliki broj sorti vo¢a sadrzi proteine u koli¢inama manjim od 1% koji se u vecini
slucajeva sastoje se od aminokiselina povezanih peptidnom vezom. Sadrzaj proteina u kupini je
slican kao i kod veéine ostalog voca i krece se u intervalu od 1,2 do 1,4 % (Vracar, 2001), dok je
prema National Nutrient Database for Standard Reference (2016), sadrzaj proteina u kupinama

nesto veci 1 iznosi 1,39 %.
2.3.3. SADRZAJ MASNIH KISELINA U KUPINI

Glavne masne kiseline sadrzane u sjemenkama kupine su linolna i linoleinska (Slika 5),
§to kupinu ¢ini odlicnim izvorom nezadineh masnih kiselina. Ove masne kiseline su dobar
prirodan izvor antioksidanata, ¢ime potencijalna upotreba kupina ima uticaj na promociju zdravlja
i prevenciju bolesti. Tokom ekstrakcije ulja iz sjemenki pored triacilglicerola se ekstrahuju i
prirodno prisutni antioksidanti (Mici¢, 2016).

0
HﬂW\/\/\)J\OH
A
0
H,C — S— —
OH
B

Slika 5. Strukturne formule masnih kiselina prisutnih u kupinama: (A) - linolna kiselina i

(B) - linoleinska Kiselina

Masne kiseline ekstrahovane iz sjemenki kupina sastoje se od 50 do 70 % linolne, 10 — 32
% linolenske, 9 — 20 % oleinske, 2 — 5 % palmitinske i 1 - 3 % stearinske masne kiseline (Fang i
sar., 2011). Bushman i saradnici (2004) su objavili, da je kod sjemenki pet vrsta kupina roda
(Rubus) detektovano od 53 do 63 % linolne i 15 do 31 % linolne kiseline. Prema National
Nutrient Database for Standard Reference (2016), sadrzaj ukupnih zasi¢enih masnih kiselina u
100 g svjeZzeg ploda kupine iznosi 0,014 g, sadrZzaj mononezasi¢enih 0,047 g i polinezasi¢enih

masnih kiseline 0,280 g.
2.3.4. SADRZAJ ORGANSKIH KISELINA U KUPINI

Organske kiseline u vocu su slabe kiseline koje u potpunosti disociraju. Sadrzaj ukupnih
kiselina se odrazava na ukus ploda koji jo$ zavisi i od izbalansiranog odnosa Secera i kiselina.

Organske kiseline su korisne za stabilizaciju askorbinske kiseline i antocijana, zbog ¢ega imaju
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kljuénu ulogu u formiranju boje ploda i produzetku skladisne sposobnosti svjezih i preradenih
plodova, a uti¢u i na regulaciju aktivnosti askorbinske kiseline (Charlotte i sar., 2005; Talcott,
2007; Milivojevi€ i sar., 2011).

Najzastupljenije organske kiseline u plodu kupine su limunska, jabu¢na i sir¢etna, pri
¢emu je dominantan sadrzaj limunske i jabucne kiseline (Veberic i sar., 2014). Zastupljenost
ukupnih kiselina u plodu kupine varira u intervalu od 1,02 do 4,22 % (Reyes-Carmona i sar.,
2005). Sorta Calanska bestrna odlikuje se najve¢im prosje¢nim sadrzajem ukupnih kiselina od
17,17 glkg svjeze mase ploda u poredenju sa pet sorti kupine: Black Satin, Chester Thornless,
Thornless Evergreen, Loch Ness i Thornfre (Veberic i sar., 2014).

Fan-Chiang i Wrolstad (2010) uradili su analizu 52 uzorka ploda kupine. Utvrdili su
prosjecan sadrzaj neisparljivih organskih kiselina: 280 mg jabucne kiseline, 599 mg izoliminske
kiseline i 572 mg liminske kiseline u 100 g svjezeg ploda. U tragovima su indentifikovane jos i
Sikiminska, fumarinska i jantarna kiselina. Vrijednost pH definise kiselost voca i sluzi kao mjerilo

zrelosti voc¢a (Vracar, 2001).
2.3.5. SADRZAJ VITAMINA U KUPINI

Kupine nisu samo ukusne niskoenergetske namirnice, ve¢ i bogat izvor vitamina. U
svjezem plodu kupine se nalazi vitamini: A, E, B1, B2, B3, B5, B6, B9 i C. Doprinos vitamina C
u ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti voca i povréa iznosi oko 10 % (Slinkard i Singleton, 1977).

Askorbinska kiselina (Slika 6), ucestvuje u razliCitim metabolickim reakcijama sa
sposobnoscu regeneracije drugih bioloski vaznih antioksidanata, kao Sto su glutation i vitamin E.
Vitamin C je sposoban da neutralise reaktivne vrste kiseonika u vodenoj fazi prije pocetka
peroksidacije lipida (Sies i sar., 1992; Pala i Tabakgioglu, 2007). Askorbinska Kiselina igra vaznu
ulogu u regulaciji bioloskih oksido-redukcionih reakcija, zahvaljuju¢i procesu primanja ili
otpustanja H" jona i pretvaranju L-askorbinske u L-dezoksiaskorbinsku kiselinu. Askorbinska

kiselina moze da djeluje i kao prooksidant u prisustvu Fe ** jona, tako §to redukuje Fe *" u

2+

Fe %, a nastali Fe 2, moze formirati radikal "superoksid anjon" ili "hidroksil radikal" sa

kiseonikom ili sa vodonik peroksidom kod nezasi¢enih masnih kiselina (Velagi¢-Habul, 2010).

HO
OH

Olllrn
I

Slika 6. Strukturna formula askorbinske kiseline
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Prosjecan sadrzaj vitamina C u plodu kupine u mnogome zavisi od sorte, a kreCe se u
intervalu od 14,0 do 44 mg u 100 g svjeze mase ploda (Pantelidis i sar., 2007; Zia-Ul-Haq i sar.,
2014). Uticaj askorbinske kiseline se ogleda u sprjecavanju tamnjenja i obezbojavanja plodova,
kao i povecanju njihove trajnosti tako $to inhibira fizioloske procese koji umanjuju kvalitet ploda
tokom c¢uvanja (Lattanzio i sar., 2001; Voca i sar., 2006). Prema rezultatima istrazivanja
Stanisavljeviéa (1999), sadrzaj vitamina C u plodu sorte Ca¢anska bestrna iznosi 17,2 mg u 100 g
svjeze mase ploda, dok su Veberic i saradnici (2014) ustanovili niZe vrijednosti 8,63 mg u 100 g
svjeze mase ploda za istu sortu. Antioksidativna aktivnost vitamina C se uglavnom ispoljava u
sinergizmu sa flavonoidima (Isler i sar., 1988; Kahkonen i sar., 2001).

Vitamini grupe B su klasa vitamina rastvorljivih u vodi i igraju vaznu ulogu u
metabolizmu c¢elija. Ovoj grupi pripadaju vitamini: Bj-tiamin, B,-riboflavin, Bs-niacin, Bs-
pantotenska kiselina, Bg-piridoksin, Bz-biotin, Bg-folna kiselina i By,- kobalamin. Vitamini grupe
B su neophodni za pretvaranje ugljenih hidrata, masti i proteina u energiju kao i za njihovo
koriStenje za izgradnju i obnavljanje tjelesnih tkiva.

Prema podacima National Nutrient Database for Standard Reference (2016) sadrzaj

vitamina grupe B u kupinama je prikazan u Tabeli 4.

Tabela 4. Vitamini B grupe u 100g svjezeg ploda kupine

B1- Tiamin 0,02 mg
B2- Riboflavin 0,026 mg
B3- Niacin 0,646 mg
B5-Pantotenska kiselina 0,276 mg
B6- Piridoksin 0,030 mg
Ukupni folati 25,00 ug

2.3.6. SADRZAJ TOKOFEROLA I TOKOTRIENOLA U KUPINI

Tokoferoli i tokotrienoli su klasa hemijskih jedinjenja koja se sastoji od metilisanih
fenola, i u Sirem smislu ih nazivamo "vitamini E". Pojavljuju se u osam razli¢itih stereoizomera,
Cetiri tokoferola (alfa, beta, gama, delta) i Cetiri tokotrienola (alfa, beta, gama, delta) (Brigelius-
Flohe i Traber, 1999; Murphy i sar., 2003). Vitamin E kao antioksidant sprjecava oksidaciju
nezasi¢enih masnih kiselina (membranskih lipida), te stupa u reakciju sa slobodnim radikalima.
Unos veéih koli¢ina vitamina E u ishrani §titi ¢elije od uticaja slobodnih radikala, kontrolise

zgrusavanje krvi, sprjeCava sréani udar i nastanak kancera (Dietrich i sar., 2006; Mene-Saffrane i
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DellaPenna, 2010). Razlika u strukturi tokotrienola i tokoferola je u nezasi¢enom bo¢nom lancu
(Slika 7).

a-tokoferol ima najvecu bioraspolozivost i najviSe je proucavan od svih tokoferola
(Brigelius-Flohe i Traber, 1999). a-tokoferol predstavlja najvazniji antioksidant rastvorljiv u
lipidima, §titi ¢elijske membrane od oksidacije reagovanjem sa lipidnim radikalima koji nastaju u

lan¢anoj reakciji lipidne peroksidacije (Traber 1 Atkinson, 2007).

Rl
OH
Tokoferol/
) R1 | R2
0 R, tokotrienol
CH
Tokoferol ’ a CHS CH3
B CH; | H
Y H | CH;
) H H

Tokotrienol CH;3

Slika 7. Opste strukturne formule tokoferola i tokotrienola

Barcia i saradnici (2010) su utvrdili da je ukupan sadrzaj tokoferola u kupinama 0,825 mg na

100 g ploda, a Talcott (2007) je utvrdio nesto veéi sadrzaj tokoferola u kupinima (Tabela 5).

Tabela 5. Sadrzaj tokoferola u 100 g ploda kupine

a-tokoferol 1.17 mg
p-tokoferol 0.04 mg
y-tokoferol 1.34 mg
6-tokoferol 0.9mg

Tokoferoli imaju sposobnost da uklanjaju intermedijere slobodnih radikala i sprje¢avaju
nastavak reakcije propagacije. Kao produkt ove reakcije nastaje a-tokoferoksil radikal koji se lako
moze regenerisati ponovo u aktivnu redukovanu formu, redukcijom pomoéu drugih antioksidanata

kao Sto su askorbat, retinol ili ubihinol (Wang 1 Quinn, 1999).
2.3.7. SADRZAJ KAROTENOIDA U KUPINI

Karoteni su fotosinteti¢ki pigmenti vazni za fotosintezu. lako prisutni u malim koli¢inama,
u plodovima kupina mogu imati vaznu ulogu, kao prekursori isparljivih sastojaka arome (jonona)

(Perkins i sar., 2012). Dijele se na dvije glavne klase: karoteni i ksantofili. Karoteni sadrzani u
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kupini su B-karoten i B-kriptoksantin. Sadrzaj karotenoida u kupini je veoma nizak, a koli¢ina
detektovanog B-karotena u svjezem plodu kupine iznosi 118 pg, lutein—zeaksantina 128 pg u 100
g ploda, a-karoten i kriptoksantin nisu detektovani (Zia-Ul-Haq i sar., 2014). Sve u svemu,
doprinos karotenoida iz kupine u ishrani je mali (Perkins i sar., 2012).

2.3.8. SADRZAJ MINERALNIH MATERIJA U KUPINI

Sadrzaj mineralnih materija u plodovima kupina je u velikoj mjeri uslovljen tipom
zemljiSta, fertilizacijom, klimatskim uslovima 1 sortom (Nour i sar., 2011). Razli¢iti minerali
imaju razli¢ite uloge kod biljaka. Magnezijum je glavna komponenta hlorofila i ucestvuje u
procesu fotosinteze i pomaze u apsorpciji i translokaciji fosfora (Hawkesford i1 sar., 2002).
Kalcijum u plodu ima veoma znacajnu ulogu kod odrzavanja integriteta i propusnosti ¢elijskog
zida (Guedes i sar., 2013). Bakar je neophodan za sintezu hlorofila i funkcioniSe kao aktivator
fotosintetskih enzima. Mangan ima vaznu funkciju u reakcijama oksidacije i redukcije, i uklju¢en
je u asimilaciju ugljenika i vezan je na fotosistem I. Sadrzaj cinka pozitivno uti¢e na sintezu i
degradaciju ugljenih hidrata i ucestvuje u biohemijskim reakcijama koje ukljucuju Secéere
(Malavolta i sar., 2002). Minerali kao $to su kalcijum, fosfor i kalijum, kombinovani sa organskim
kiselinama uti¢u na puferski kapacitet i na osnovu toga doprinose percepciji kiselosti voc¢a (Kader,
2008).

Mineralne materije sa najve¢im procentualnim sadrzajem u plodu kupine su: kalijum,
kalcijum, fosfor i magnezijum, a prosjeCan sadrzaj iznosi: kalijum 260 mg, natrijum 23 mg,
kalcijum 22 mg i magnezijum 9 mg u 100 g svjezeg ploda kupine (Zlatkovi¢, 2003).
Koncentracija mikroelementa u 100 g svjezeg ploda je: cink 140 pg, bakar 50 ug, aluminijum 27
pg, mangan 33 pg, kobalt 1 pg, zeljezo 30 pg (Stefanut i sar., 2013). Takode, sadrzaj mineralnih
materija pitomih i divljih sorti kupine je veoma heterogen, pitome kupine sadrze oko 1,5 puta vise
zeljeza, oko 2,5 puta vece koli¢ine hroma, dok divlje sorte sadrze oko 3 puta vece koli¢ine bakra i
cinka, i neSto oko 2 puta vece koli¢ine mangana (VasiliSin i Grubaci¢, 2009).

Kao 1 ve¢ina drugih minerala, kalijum ima ulogu elektrolita, $to znaci da se rastvara da bi
stvorio pozitivno nabijene jone koji reguliSu metabolizam. Nedostatak Ca i Mg u ishrani ljudi je u
velikoj mjeri povezan sa hipertenzijom i slabom apsorpcijom glukoze. Pokazalo se da nedostatak
Fe dovodi do brojnih zdravstvenih problema kao $to su oslabljen imuni sistem, inhibicija sinteze
hemoglobina. Ostali bitni elementi u tragovima kao $to su Zn, Cu, Mn i Se takode igraju vaznu
ulogu u odrzavanju zdravlja (Alzahrania i sar., 2017). Nizak nivo selena u ishrani ljudi je povezan
sa povecanim rizikom od nastanka raznih bolesti, kao $to su karcinom i bolesti srca. Selen u hrani
i bioloskim materijalima egzistira u organskom obliku (ulazi u sastav seleno-proteina) (Tinggi,

2008; Bangladesm i sar., 2016).
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2.4. KUPINA KAO 1ZVOR POLIFENOLNIH JEDINJENJA

Polifenolna jedinjenja su velika grupa sekundarnih metabolita biljaka, sadrze najmanje
jedan aromatic¢ni prsten, jednu ili viSe hidroksilnih grupa, a njihove strukture mogu da variraju od
jednostavnog fenolnog molekula do kompleksnih polimera visoke molekulske mase, kao Sto su
tanini (Robards i sar., 1999; Mili¢ i sar., 2000; Balasundram i sar., 2006; Bravo, 1998). Mogu se
svrstati u jedinjenja rastvorljiva u vodi (flavonoidi, fenolne kiseline, fenilpropanoidi i hinoni) i
jedinjenja nerastvorljiva u vodi (kondenzovani tanini, lignini i hidroksicinami¢ne Kkiseline)
(Rispail i sar., 2005). Uglavnom se nalaze u vocu, povréu i zitaricama (Huang i sar., 2005). Na
prvi pogled nemaju ociglednu funkciju u biljkama, medutim danas je poznato da sekundarni
metaboliti ¢ine sastavne dijelove enzimskih sistema i da imaju zastitnu ulogu u biljkama (djeluju
kao odbrana od UV zracenja, oksidanata i patogena) (Pandey i Rizv, 2009; Manach i sar., 2004;
Taiz i Zeiger, 2010). Vecina polifenola se sintetizuje u visoko razgranatom fenil propanoidnom
putu koji je odgovoran za biosintezu velikog broja hemijskih jedinjenja sa znac¢ajnim strukturnim
razlikama. Prekursori za biosintezu polifenolnih jedinjenja su aminokiseline fenilalanin i tirozin.
Fenilalanin se prvo pretvara u cimetnu kiselinu dejstvom enzima fenilalanin amonijak-lijaza
(PAL) ili tirozin amonijak-lijaza (TAL), kada dolazi do uklanjanja molekula amonijaka iz
aminokiselina. Tako nastali molekuli fenolnih kiselina se mogu dalje derivatizovati na razli¢ite
fenilpropanoide ili hidroksicinamiéne kiseline (Slika 8) (Shahidi, 2015).

NH;
j X oH €2 OH
Fenilanalin - —
PAL
trans-cinamicna kiselina benzoeva kiselina
P45, monooksigenaza
O
NH; 0
) -C2 OH
Tirozin N oH _ -
TAL HO
HO
p-kumarinska kiselina p-hidroksibenzoeva kiselina

Slika 8. Nastajanje fenolnih kiselina iz fenilanalina i tirozina
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U organizmu Covjeka i Zivotinja ne mogu se sintetisati, te ih je potrebno unositi hranom

(Kumar i Pandey, 2013).

Tabela 6. Podjela fenolnih jedinjenja (http://www.biohemija.in.rs/PDF/BB.3.1.pdf)

C kostur Klase polifenola Komponente
C6 Jednostavni fenoli Katehol, hidrohinon
C6-C1 Hidroksibenzoati 4-hidroksibenzoat
C6-C2 Acetofenoni 4-hidroksiacetofenon
Fenilacetati 4-hidroksifenilacetat
C6-C3 Hidroksicinamati Kafeat
Fenilpropeni Eugenol
Kumarini Eskuletin
Hromoni 2-metil-5-hidroksi-7-metoksihromon
C6-C4 Naftohinoni Juglon
C6-C1-C6 Ksantoni 1,3,6,7-hidroksiksanton
Stilbeni Resveratrol
Antrahinoni Emodin
C6-C2-C6 Flavonoidi Kvercetin
(C6-C3)2 Lignani Pinorezinol
(C6-C3-C6)2 | Biflavonoidi Amentoflavon
(Cé)n Katehol melanini Naftalen polimer
(C6-C3)n Lignini Guaiacil lignini
(C6-C3-C6)n | Kondenzovani tanini | Polimeri katehina

Kupine sadrze jednostavne fenole, flavonoide, lignine i kondenzovane tanine, zatim
antocijane, flavonole, hlorogensku kiselinu i procijanidine. Navedena jedinjenja imaju visoku
biolosku i antioksidativnu aktivnost, te povoljno uti¢u na zdravlje ljudi (Koca i Karadeniz, 2009).
Mnoge od ovih komponenti dobile su posebnu paznju kao potencijalni zastitni faktori protiv
degenerativnih bolesti (Dai i sar., 2009), posebno elagitanini i cijanidin-3-glukozid Kkoji
predstavljaju glavne polifenolne komponente sadrzane u kupini (Staj¢ic i sar., 2012).

Sadrzaj ukupnih polifenola u divljoj kupini prema Koca i Karadeniz (2009) krece se u
rasponu od 264 do 379 mg u 100 g svjezeg ploda, u odnosu na uzorke pitomih sorti kupine, gdje
je utvrden sadrzaj ukupnih polifenola od 77 do 820 mgGAE/100 g svjezeg ploda.
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2.4.1. FLAVONOIDI

Flavonoidi su polifenolna jedinjenja koja ¢ine veliku grupu sekundarnih metabolita biljaka
(Cho i sar., 2004; Lee i sar., 2012; Panche i sar., 2016). Flavonoidi su vazna klasa prirodnih
proizvoda, Siroko rasprostranjeni u voéu i povréu (Cho i sar., 2004). Danas se smatraju
nezamjenjivim komponentama za primjenu u raznim nutritivnim, farmaceutskim, medicinskim i
kozmetickim proizvodima (Panche i sar., 2016). Osnovna struktura flavonoida je prikazana na

slici 9.

Slika 9. Osnovna struktura flavonoida

Na osnovu strukture flavonoidnih aglikona moguce je izvrsiti podjelu na: antocijanidine,
izoflavone, izoflavanone, flavone, flavonole, dihidroflavonole, flavanone, flavane, flavanole,
flavandiole, halkone, dihidrohalkone i aurone. Neki flavonoidi, kao $to su tanini, ispoljavaju
afinitet za umreZavanje i polimerizaciju (Winkel-Shirley, 2001). Flavonoidi predstavljaju Sirok
spektar jedinjenja koja imaju vaznu ulogu u zastiti bioloskih sistema od Stetnog djelovanja
oksidativnih procesa na makromolekule, kao $to su ugljenihidrati, proteini, lipidi i DNA
(Halliwell i Gutteridge, 1999). Flavonoidi Stite biljke od razli¢itih bioti¢kih i abiotickih stresova i
djeluju kao jedinstveni UV filteri (Panche i sar., 2016). Sklonost flavonoida da inhibiraju
slobodne radikale zavisi od njihove hemijske strukture. Odnos struktura-aktivnost je dobro
utvrden in vitro i dokazan je u mnogim studijama (Heim i sar., 2002; Ami¢ i sar., 2007).
Flavonoidi imaju snaznu in vitro antioksidantnu aktivnost, sposobni su da djeluju na Sirok spektar
reaktivnih vrsta kiseonika, azota i hlora, kao §to su superoksidi, hidroksil radikal, peroksil
radikali, hipohlori¢na kiselina i peroksinitritna kiselina. Takode, mogu da heliraju jone metala,
¢esto smanjujuci prooksidantnu aktivnost metalnih jona (Halliwell i Rafter, 2005). O-glikozilacija
A ili B prstena smanjuje antiradikalsku sposobnost flavonoida (De Marino, 2012).

Flavonoidi imaju visok potencijal za hvatanje i neutralizaciju slobodnih radikala, zbog
toga $to doniranjem jednog H-atoma iz hidroksilne grupe daju flavonoid fenoksil radikal, koji je

relativno stabilan zbog delokalizacije nesparenog elektrona i koji se dodatno stabilizuje
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otpustanjem joS$ jednog H-atoma sa susjedne OH grupe, pri ¢emu nastaje neutralan molekul
hinonske strukture. Pored toga, moguce su i reakcije kuplovanja izmedu dva molekula flavonoid
radikala (dimerizacija), ili izmedu flavonoid radikala i slobodnog radikala koji je izazvao
prvobitnu radikalsku reakciju (Rice-Evans i sar., 1995). Apsorpcijski spektar flavonoida je u
podrucju talasnih duzina (250 - 270 nm), zatim (330 - 350 nm), a kod nekih i (520 - 550 nm).
Zbog Sirokog apsorpcijskog spektra doprinose razli¢itim bojama biljaka.

Ishrana bogata sa flavonoidima je povezana sa smanjenim rizikom od bolesti povezanih sa
starenjem, $to je dokazano u nekoliko epidemioloskih studija (Scalbert i Williamson, 2000;
Vauzour i sar., 2010), a koncept da su flavonoidi i druga polifenolna jedinjenja imala uticaj,

podrZan je in vivo studijama na Zivotinjskim modelima (Halliwell i Rafter, 2005).
24.2. ANTOCIJANI

Antocijani su najvaznija grupa flavonoida rastvorljivih u vodi, odgovorni su za crvenu,
plavu i ljubicastu boju cvijeta, povréa i voca. Antocijani predstavljaju grupu dominantinih
polifenola u kupini (Haminiuk i sar., 2012; Souza i sar., 2015). Njihova osnovna strukturna
jedinica je jon 2-fenilhromenilijum (flavilijum), a prikazana je na Slici 10 (Hou i sar., 2004).
Mogu se podijeliti u najmanje Sest grupa, kao Sto su pelargonidin, cijanidin, delphinidin, peonidin,
petunidin i malvidin.

R, R1 R2 | Antocijanin | Aglikon
OH H H pelargonin | pelargonidin
OH H cijanin cijanidin
HO /2+ R, OCH; H peonin peonidin
S OH OH delfin delfinidin
OR; OCH;, H petunin petunidin
OR4 OCHj; | OCH, malvin malvidin

Slika 10. Opsta strukturna formula antocijana

U posljednje vrijeme se sve viSe na trziStu pojavljuju prirodne boje, zbog zabrane
sintetickih boja, kao $to su: orange Il, fast red, amaranth i rhodamine (Raoi Sudershan, 2008). U
prirodnim proizvodima se nalaze uglavnom u obliku koji je vezan sa glukozom, galaktozom ili
ramnozom (Pantelidis i sar., 2007; Nour i sar., 2011). Raspored i broj OH grupa uti¢e na boju, pa
je tako plava boja izrazenija $to je veci broj hidrokdsilnih grupa u B prstenu, dok se njihovim

metilovanjem dobija crvena boja (Lee i sar., 2012; Veberic i sar., 2014).
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Antocijani mogu biti u razli¢itim oblicima prisutni u zavisnosti od pH sredine. Na Slici 11
se moze vidjeti kako se te promjene u strukturi odrazavaju na promjenu boje molekula. U kiseloj
sredini, antocijani su u obliku flavonijum katjona i tada su crveno obojeni, kod pH 4 su bezbojeni,
a plavi su pri neutralnoj vrijednosti pH.

pH = 4-5, bezbojna

pH = 7-8, tamno plava pH = 6-7, ljubicasta

Slika 11. Promjene u strukturi i boji antocijana pri promjeni pH vrijednosti

Studija radena na ukupno Sest genotipova kupina pokazuje da se sadrzaj antocijana krece
u granicama od 114,4 do 241,5 mg u 100 g svjezeg ploda kupine. U sli¢noj studiji Fan-Chiang i
Wrolstad (2005), nalaze da sadrZzaj monomernih antocijana u 51 kultivaru kupine iznosio od 70 do
201 mg u 100 g svjezeg ploda kupine, a da su derivati cijanidina dominantni u skoro svim
uzorcima. Koca i Karadeniz (2009) su proucavajuci strukturu antocijana u plodu samonikle i
sedam sorti pitome kupine, i utvrdili prisustvo 12 antocijana, od ¢ega je identifikovano pet pikova,
i to: cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3,5-diglukozid, peonidin-3-glukozid, pelargonidin-3-glukozid
i cijanidin-3-rutinozid. Isti autori isticu da je sadrzaj cijanidin-3-glukozida u plodu kupine u
intervalu od 77,47 do 90,42 %. Sli¢ne vrijednosti sadrzaja cijanidin-3-glukozida u plodu sorte
Navaho dobili su i Cho i saradnici (2004), dok su vrijednosti istog parametra kod sorte Arapaho
bile nesto nize. Mnoge studije ukazuju da je cijanidin-3-glukozid dominantan antocijan u kupini
(Slika 12).
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Slika 12. Hemijska struktura cijanidin-3-glukozida

Najzastupljeniji antocijani sadrzani u kupinama su: cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-
galaktozid, cijanidin-3-ksilozid, cijanidin-3-dioksalil-glukozid, cijanidin-3-rutinozid, cijanidin-3-
sophorozid,  cijanidin-3-glukozilrutinozid,  cijanidin-3-arabinozid, = malvidin-3-arabinozid,
perlargonidin-3-glukozid, cijanidin-3-(3-malonil) glukozid i cijanidin-3-(6-malonil)-glukozid.
Istrazivanja Kaume i saradnici (2012) ukazuju da je cijanidin-3-dioksaloilglukozid, cviter — jonski
antocijan, jedinstven samo za kupine.

Svjetlost, temperatura, pH, kiseonik, sadrzaj Secera i prisustvo metala su znacajni faktori
destabilizacije antocijana (Souza i sar., 2015). Istrazivanja su pokazala da grijanje pulpe od kupina
uti¢e na gubitak antocijana od 8 do 80 % (Souza i sar., 2015). Formiranje kompleksnih jedinjenja
sa metalima kao $to aluminijum, zeljezo, bakar i kalaj uti¢e na brzinu destrukcije antocijana. Ovi
kompleksi uti¢u na promjenu boje pigmenata (Jasi¢, 2010). Takode, niske temperature tokom

smrzavanja kupine dovode do degradacije antocijana (Hui, 2006).
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2.43. FLAVONOLI

Flavonoli su flavonoidi sa 3-hidroksiflavonskom osnovom, a raznosvrsnost im poti¢e od
razli¢itih pozicija fenolnih grupa. Flavonoli se najve¢im dijelom akumuliraju u pokozici plodova,
a njihov sadrzaj u znacajnoj mjeri uslovljen je koli¢inom svjetlosti i uslovima tokom cuvanja
(Caridi i sar., 2007). Ve¢i sadrzaja polifenola u biljci je posljedica veée izlozenosti uticaju
spoljnih faktora (temperatura, patogeni, svjetlost) (Yilmaz i sar., 2009). Kvercetin je osnovni
predstavnik svih flavonola, a njegova hemijska struktura predstavlja osnovni "kostur" za vecinu
drugih flavonola (Slika 13).

Slika 13. Hemijska struktura kvercetina

Sastav flavonola kod kupina je veoma slozen, identifikovano je devet kvercetina i tri
derivata kemferola, ukljucuju¢i dva acilovana jedinjenja kvercetin—3-[6-(3-hidroksi-3-
metilglutaroil)] galaktozid i kvercetin—3—oksalilpentozid (Siriwoharn i Wrolstad, 2004). Bioloska
aktivnost kvercetina pripisuje se njegovoj sposobnosti da in vivo neutralise slobodne radikale (El
Gharras, 2009).

U grupi flavonoida, kvercetin predstavlja najsnazniji hvata¢ reaktivnih vrsta kiseonika,
ukljucujudi superoksid, peroksil, alkoksil i hidroksil radikale, kao i reaktivnih vrsta azota, kao $to
su: NO i ONOO' (Milackova i sar.,, 2013). Rice-Evans (1996) navodi da je za jaku
antioksidativnu aktivnost kvercetina odgovorna struktura sa dvije slobodne 3-hidroksi grupe u
3,4-orto poziciji B prstena. Papuc i saradnici (2017) navode da su flavonoli dobri donori vodonika

i elektrona, i da vodonik peroksid konvertuju u vodu (Slika 14).
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OH O

Kvercetin

2¢’,2H"
\ H,0,

2H,0

Slika 14. Mogu¢i mehanizam reakcije kvercetina i vodonik peroksida

U studiji koja je obuhvatila pet genotipova kupina, kao glavni flavonoli u plodu kupine su
pronadeni, kvercetin-3-galaktozid i kvercetin-3-glukozid (Cho i sar., 2004). Flavonoli sa najve¢im
procentom u kupinama su: miricetin, kvercetin, kempferol, ¢esto vezani sa glukozom i ramnozom,
i u manjoj mjeri sa galaktozom, arabinozom i ksilozom (Siriwoharn i Wrolstad, 2004; Veberic i
sar., 2010).

Sadrzaj kempferola utvrden u studiji na nekoliko sorti kultivisanih kupina, kretao se u
granicama od 0,6 do 2,6 mg/kg ploda (Bilyk i Sapers, 1986). Valverde i saradnici (2012) u svojoj
studiji navode da je katehin najzastupljeniji flavonol u kupinama, dok se u radu Milenkovié-
Andelkovi¢ (2016) navodi da je kvercetin-3-glukozid u veéoj mjeri prisutan kod ploda divlje i
pitome kupine, u odnosu na esktrakte drena, trnjine, maline, crne ribizle, Sipurka, gloga i crvene

ribizle.
24.4. FLAVAN-3-OLI

Najznacajniji predstavnici ove grupe jedinjenja su katehin i epikatehin. U jagodastom

vo¢u mogu Se naci kako u svom monomernom obliku, tako i u formi dimera, trimera i polimera

OH
HO o ©i
W OH

OH
(+)-katehin (-)-epikatehin

koji se nazivaju procijanidini.

Slika 15. Hemijska struktura katehina i epikatehina
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Flavan-3-oli su pretezno zastupljeni u sjemenu jagodastog voca. Tako na primjer sjeme
kupine sadrzi Cetiri puta vecu koncentraciju epikatehina u poredenju sa cijelim plodom
(Siriwoharn i sar., 2004). Najvise zastupljen flavon-3-ol u plodu kultivisane kupine je katehin,

dok su u plodovima divljih sorti nadeni procijanidini (Milenkovi¢-Andelkovié, 2016).
24.5. FENOLNE KISELINE

Fenolne kiseline su jedinjenja niske molekulske mase, koja se mogu podijeliti u dvije
glavne grupe: derivati benzoeve kiseline na bazi C1 — C6 strukture i derivati cimetne kiseline
(Slika 16), koji se zasnivaju na C3 — C6 strukturi (Tsao, 2010).

9] Cinamicne Kkiseline R1 R2 R3 R4

R, N or Kafena kiselina OH | OH H H

4 | Ferulna kiselina OCH; |OH| H H

R; Sinapinska kiselina OCH; | OH | OCH;4 H

R, p-kumarinska kiselina H OH H H
Hlorogenska kiselina H OH| OH | C;Hq0;

Slika 16. Strukture cinamic¢ne kiseline

U grupu hidroksibenzoevih kiselina (Slika 17), ubrajaju se: galna, p-hidroksibenzoeva, vanilinska,
siringinska, protokatehinska, salicilna, elaginska i gentisinska kiselina (Pereira i sar., 2009).

R, (0] Benzoeve kiseline Rl |R2| R3 |R4
R, Galna kiselina Rl [R2| R3 |R4
OH Siringinska Kiselina OH | OH H

H
Vanilinska kiselina OCH; | OH H H
Protokatehinska kiselina OCH; |OH | OCH3 | H

H

p-hidroksibenzoeva kiselina H OH H

Slika 17. Strukture benzoeve kiseline

Hidroksibenzoeve kiseline su komponente kompleksnih struktura, kao $to su
hidrolizabilni tanini (galotanini u mangu i elagitanini u crvenim plodovima). Cimetna kiselina je
jedna od najreprezentativnijih klasa fenolnih kiselina, a sadrze je: grozde, ¢aj, zrna zelene kafe i
sl. Hidroksicimetne kiseline su ¢eS¢e od hidroksibenzoevih i sastoje se uglavnom od p-

kumarinske, kafene, ferulne i sinapinske kiseline. Rijetko se nalaze u slobodnom obliku, najéesce

26



Miodrag Jazic¢ Doktorska disertacija

su u konjugovanim oblicima, kao estri, osim u namirnicama koje su podvrgnute smrzavanju,
sterilizaciji ili fermentaciji (Manach i sar., 2004; Vasco, 2009).

Osnovna razlika izmedu hidroksibenzoevih i hidroksicimetnih kiselina je u stepenu
hidroksilacije i metilacije aromaticnog prstena (Robbins, 2003). Elaginska, galna,
protokatehinska, kafena, p-kumarinska i ferulna kiselina ¢ine veliki udio u polifenolnom sadrzaju
plodova jagode, kupine i maline (Milivojevi¢ i sar., 2011). Djelovanje elaginske kiseline je
izuzetno povoljno na ljudsko zdravlje (Losso i sar., 2007; Bakkalbasi i sar., 2009), medutim, u
slobodnom obliku su malo zastupljene, i to kao produkt razlaganja elagitanina. Elaginska kiselina
je hemijski jako vezana za Celijske zidove u ¢elijama ploda kupine, a najveci sadrzaj ove kiseline
utvrden u sjemenkama (Siriwoharn i Wrolstad, 2004). Sellappan i saradnici (2002) navode, da su
u u 100 g svjeze mase ploda dvije sorte kupine (Choctaw i Kiowa), identifikovali galnu (6,42 i
4,12 mq), kafenu (1,38 i 3,64 mg), p-kumarinsku (2,08 i 0,40 mg), ferulnu (3,51 i 2,99 mg) i
elaginsku kiselinu (33,81 i 30,01 mg). Navedeni rezultati potvrduju navode Siriwoharn i Wrolstad
(2004) da je elaginska kiselina dominantna fenolna kiselina u plodu kupine. Prema rezultatima
istrazivanja Milenkovi¢-Andelkovi¢ (2016), veéi sadrzaj polifenolnih jedinjenja detektovan je u
ekstraktu divlje i pitome kupine u odnosu na ispitivane esktrakte drena, trnjine, maline, crne
ribizle, sipurka, gloga i crvene ribizle. Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina je veci za 8 % kod divlje

u odnosu na sadrzaj utvrden kod kultivisane kupine.
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2.4.6. TANINI

Mogu se podijeliti na dvije glavne grupe: hidrolizujuée tanine (elagitanini i galotanini) i
kondenzovane tanine (proantocijanidine). Hidrolizuju¢i tanini su estri galne i elaginske kiseline sa
poliolima, uglavnom glukozom (Tsao, 2010), dok se kondenzovani tanini sastoje od flavan-3-ola i
flavan-3,4-diola, jedinica povezanih u polimere sa stepenom polimerizacije do 50 flavanolnih
molekula (Bravo, 1998). Ima ih viSe u nezrelom vocu, a tokom zrenja razgraduje ih enzim tanaza
(Jasi¢, 2010). Kao glavni nehidrolizovani elagitanin kod kupina prepoznat je lambertianin C i
sanguin H-6. U obogac¢enim frakcijama kupina utvrden je udio sanguina H-6 od 12 %,
lambertianina C 56 % i elaginske kiseline 1 % (Gancel i sar., 2011; Sangiovanni i sar., 2013).

OH
HO

HO ™ 0

HO OH OH
//O OH

HO OH
OH

Slika 18. Taninska kiselina

U biljnom svijetu tanini se nalaze u citoplazmi parenhimskih ¢elija razli¢itih organa,
predstavljaju zastitu od insekata i ostalih Steto¢ina. Tanini u voc¢u su oporog ukusa, sa svojstvom
degradacije proteina. U rastvoru sa proteinima se taloze, imaju koloidna svojstva, te su nepozeljni
u voénim sokovima. U plodovima jagodastog voca prisutni su u intervalu od 0,02 do 0,037 %.
Kupine, maline i jagode sadrze pretezno hidrolizuju¢e tanine, dok borovnice i brusnice sadrze

pretezno kondenzovane tanine (Seeram, 2006).
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2.4.6.1. Elagitanini i derivati elaginske kiseline

Elagitanini koji se nalaze u plodovima kupine se sastoje od glukoznog jezgra,
esterifikovanog heksa-hidroksidifenilnom kiselinom. Pored elagitanina, u plodovima jagodastog
voca se takode mogu naci i elaginska kiselina, kako u slobodnoj, tako i u acilovanoj i glikozidnoj

formi (Zafrilla i sar., 2001; Mullen i sar., 2003).

Slika 19. Elaginska kiselina

Jagodasto voce sadrzi molekule glukoze esterifikovane heksahidroksidifenskom kiselinom
(HHDP). Nakon hidrolize ellagitannina sa kiselinom ili bazom, heksahidroksidifenska kiselina se
spontano preureduje u oblik poznat kao elaginska kiselina. lako je elaginska kiselina
hidroksibenzoeva kiselina, vecina elaginske kiseline u bobicama je prisutna u oblicima poznatim
kao elagitanini i predstavljaju zasebnu klasu fenolnih kiselina. Pored elagitanina, jagodasto voce
sadrzi i elaginsku kiselinu u slobodnim, aciliranim i glikoziliranim oblicima (Zhao, 2007).

Siriwoharn i saradnici (2006) su odredili sadrzaj elagitanina u plodovima kupine sorte
Marion (511 mg/kg svjezih plodova) i sorte Evergreen (682 mg/kg svjezih plodova). Takode,
utvrden je skoro duplo veéi sadrzaj elaginske kiseline kod plodova sorte Evergreen (36,2 mg/ kg
svjezih plodova) u odnosu na vrijednosti kod sorte Marion (16,4 mg/kg svjezih plodova), dok su u
sjemenkama istih sorti utvrdene znacajno vece i sli¢ne vrijednosti, kod sorte Evergreen (133 mg/
kg sjemenki) i sorte Marion (145 mg/kg sjemenki) (Siriwoharn i Wrolstad, 2004). Prema istom
autoru, oko 88 % od ukupno prisutnih derivata elaginske kiseline i elagitanina se nalazi u

sjemenkama kupine, a ostatak u pulpi (Siriwoharn i Wrolstad, 2004; Siriwoharn i sar., 2006).
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2.5. BIOLOSKA AKTIVNOST POLIFENOLNIH JEDINJENJA

Postojeca literatura sugerise da dugorocna upotreba hrane koja je bogata polifenolima Stiti
organizam od odredenih vrsta karcinoma, kardiovaskularnih bolesti, dijabetes tipa 2, osteoporoze,
pankreatitisa, gastrointestinalnih problema, oSte¢enja pluca i neurodegenerativnih bolesti (Cory i
sar., 2018). Brojna epidemioloska ispitivanja potvrduju teoriju da antioksidanti iz biljaka mogu da
sprijece nastanak nekih bolesti uzrokovanih oksidativnim stresom (Lobo i sar., 2010; Kumar i
sar., 2013). Utvrdeno je da polifenoli sadrzani u kupini posjeduju antiinflamatorna svojstva,
inhibiraju proizvodnju slobodnih radikala, a mogu da inhibiraju i rast nekih ¢elija karcinoma
(Souza i sar., 2015; Struck i sar., 2016). Rezultati nau¢nih studija ukazuju da ljudi Kkoji
konzumiraju pet obroka voca i povréa u toku dana imaju za oko 50 % manju Sansu za razvoj
nekih vrsta karcinoma (Ren i sar., 2003; Surh, 2003). Utvrdeno je da ekstrakti kupine moduliraju
aktivnost jednog od glavnih medijatora inflamacije NF-kB nakon simulirane bakterije infekcije u

eksperimentima in vitro u humanoj monocitnoj ¢elijskoj liniji (Paur i sar., 2008).
2.5.1. SLOBODNI RADIKALI I OKSIDATIVNI STRES
2.5.1.1. Slobodni radikali

Slobodni radikali se mogu definisati kao bilo koja molekulska vrsta sposobna za
nezavisno postojanje i koja sadrzi nespareni elektron u atomskoj orbitali (Halliwell, 1990).
Predstavljaju visoko reaktivne vrste, sposobne da u unutrasnjosti i na membranama celija oStete
bioloSke molekule kao §to su DNK, proteini, ugljenihidrati 1 lipidi. Oni mogu ili donirati elektron
ili prihvatiti elektron iz drugih molekula, pa se ponasaju kao oksidanti ili reduktanti (Lobo i sar.,
2010).

Porijeklo slobodnih radikala u ljudskom organizmu je raznovrsno, a to mogu biti endogeni
izvori (mitohondrije, peroksizomi, endoplazmatski retikulum, fagocitne Celijje, itd.) 1 zagadivaci iz
vazduha, hemijski rastvaraci, metaboli¢ki uzroénici (proces starenja, metabolizam, stres), hrana
(aditivi, przena hrana, alokohol i sl.), teski metali (zeljezo, bakar, cink i mangan), hlor, toksini,
lijekovi i dr. (Phaniendra i sar., 2015). U ljudskom organizmu mitohondrije su glavni izvor
slobodnih radikala. Superoksid anjon se stvara tokom autooksidacije ubisemihinona u prostoru
unutraSnje membrane 1 matriksu mitohondrija. Takode, vodonik peroksid formiran u
mitohondrijama ukljufen je u redoks regulaciju ¢elijskih signalnih puteva (Younes, 1999).
Slobodni radikali mogu u¢i u reakciju na nekoliko nacina, ukljuc¢ujuéi adiciju na dvostruku vezu,
reakciju na nukleofilne grupe (tiolna, amino), oduzimanjem atoma vodonika od biomolekula i

formiranjem dimera. Prisutna je i interakcija slobodnih radikala sa celijskim komponentama
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(proteini, lipidi ili aminokiseline), §to dovodi do formiranja sekundarnih radikala (Lobo i sar.,
2010). Visak hidroksilnog radikala i peroksinitrita moze izazvati peroksidaciju lipida, ¢ime se
oste¢uju ¢elijske membrane i lipoproteini. Ovakve promjene dovode do stvaranja malondialdehida
(MDA) i konjugovanih dienskih jedinjenja, za koje se zna da su citotoksi¢na i mutagena. Lipidna
peroksidacija kao slobodno radikalska lan¢ana reakcija se vrlo brzo $iri i pogada veci dio lipidnih
molekula (Frei, 1997). Proteini se takode mogu oStetiti oksidativnim stresom, podvrgavajuci se
konformacionim modifikacijama koje bi mogle da utvrde gubitak ili oSte¢enje njihove enzimske
aktivnosti (Frei, 1997; Halliwell, 2006).

Kao $to svi antioksidanti nisu dobri, tako ni svi slobodni radikali nisu losi, pa je prema
tome zivot ravnoteza izmedu ova dva hemijska pojma. Slobodni radikali u ljudskom tijelu
obavljaju i mnoge vazne funkcije, kontroliSu protok krvi kroz arterije, ucestvuju u borbi protiv
infekcija i signalizaciji molekula, npr. odgovorni su za ukljucivanje i iskljuivanje gena (Das
Sarma, i sar., 2010; Halliwell, 2012). Prema tome moze Se re¢i da slobodni radikali i neradikalske
reaktivne vrste imaju dvojaku prirodu koja je nedvosmisleno potvrdena (Pordevi¢ i sar., 2008).
Molekule koje nastaju iz proizvedenog superoksida (O,") i azot oksida (NO") enzimskom
aktivno$¢u i inducibilne azot-monoksid-sintaze i NADPH oksidaze ozna¢avamo kao ROS (eng.
reactive oxygen species) i RNS (eng. reactive nitrogen species). Kiseonikove slobodne vrste i
reaktivne vrste azota su glavne komponente slobodno radikalskog sistema (Pala i Tabakgioglu,
2007).

2.5.1.2. Oksidativni stres

Oksidativni stres se shvata kao stanje neravnoteze izmedu fizioloske proizvodnje
reaktivnih vrsta ROS/RNS i njihove eliminacije od strane organizma, jer u suprotnom dolazi do
povecanja oksidativnog oSteéenja organizma (Valko i sar., 2007). Termin "oksidativni stres" je
prvi definisao Sies (1985), kao stanje u kome dolazi do poremeéaja ravnoteze u odnosu
prooksidanata/antioksidant. ROS se prirodno javljaju u ljudskom tijelu kao nusprodukti
metabolizma, ako se ne uklone mogu da poremete puteve signalizacije ¢elija i uti¢u na ekspresiju
gena tako $to modifikuju redoks status ¢elije i utiCu na konformaciju i funkciju proteina. Ljudsko
tijelo posjeduje odbrambene mehanizme protiv oSteé¢enja izazvanih slobodnim radikalima, kao §to
je "oksidativni stres", medutim, kumulativna oksidativna oste¢enja dovode do nastanka raznih
hroni¢nih bolesti (Halliwell, 2006). Oksidativni stres je jedan od glavnih uzroka oS$tecenja
mitohondrijalne funkcije, ostec¢ujuéi lipide, proteine, enzime oksidativne fosforilacije i DNK
mitohondrija (Slika 20).
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Slika 20. Graficki prikaz faktora oksidativnog stresa

Opste je prihvaceno da oksidacija membranskih lipida predstavlja jednu od klju¢nih faza u
razvoju oksidativnog stresa. Oksidacija se nakon inicijacije (In), korak (1) u prisustvu

molekularnog kiseonika nastavlja kao lanc¢ana reakcija sa koracima propagacija (2 i 3):

1. In"™+RH—-InH+R"
2. R"+0, - ROO"
3. ROO"+RH - ROOH+R "

Direktan antioksidativni efekat fenolnih jedinjenja odreden je u reakcijama sa reaktivnim
vrstama Kkiseonika ili drugim radikalima, na inicijacijskom koraku (4), ili sa peroksil radikalima

(ROO" u toku propagacije, korak (5):

4, In"+ ArOH — InH + ArO *
5. ROO "+ ArOH — ROOH + ArO*

Reakcije (4 i 5) mogu se odvijati preko nekoliko mehanizama. Uglavnom zavise od
karakteristika rastvaraca sa istim ukupnim odnosom reaktanata i proizvoda, ali se razlikuju u
brzini hemijske reakcije (5 i 8). Fenoksil radikali (ArO") se eliminiSu u reakciji sa novonastalim ili
postoje¢im fenoksil radikalom:

6. In"+ ArO * — ne radikali
7. ROO "+ ArO " — ne radikali
8. ArO "+ ArO" — ne radikali
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Sposobnost fenola da djeluju kao antioksidanti za spijrecavanje ili prekidanje lancane
reakcije, a zavisi od odnosa konstanti brzine ky/k; i ks/ks, i njihove moguénosti da ponovo udu u
korak propagacije:

9. RH+ArO"—> R "+ ArOH
10.ROOH + ArO * — ROO " + ArOH

koji zavisi od odnosa konstanti kg0 / kg7, 1 Na taj nacin zavisi od stabilnosti fenoksil radikala
(Alov i sar., 2015; Di Meo i sar., 2013). Stabilnost fenoksil radikala je objasnjena sposobnosc¢u
delokalizacije elektrona u vise rezonantnih formi (Wang i sar., 2017).

Rezultati ukazuju da je oksidativni stres jedan od glavnih faktora u etiopatogenezi mnogih
poremecaja ukljucujuci karcinom, dijabetes, mozdani udar, virusne infekcije, neurodegenerativne
procese, infarkt, Alchajmerovu i Parkisonovu bolest (Liu, 2004; Halliwell, 2006; Krishnamurthy i
Wadhwani, 2012).

2.5.2. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST POLIFENOLNIH JEDINJENJA

Danas naucna javnost pokazuje sve vecu zabrinutost u vezi sa upotrebom sintetickih
antioksidanta. Pokazalo se da imaju negativan uticaj na zdravlje ljudi, zbog svoje toksi¢nosti i
karcinogenosti (Javanmardi i sar., 2003). Najces¢e koristeni sintetiski antioksidanti su: BHT,
BHA, propil galat i terc butil-hidrohinon. Uprkos velikom broju dostupnih prirodnih i sinteti¢kih
fenolnih i polifenolnih jedinjenja sa antioksidativnim/antiradikalskim svojstvima, postoji stalna
potreba za razvojem novih antioksidanata poboljsanog kvaliteta i izolovanje takvih jedinjenja iz
dostupnih prirodnih izvora. Dobrim antioksidantom se ne smatra samo onaj koji ima dobre efekte
na zdravlje, nego treba razmatriti njegovu potencijalnu toksi¢nost, nezeljene efekte i
farmakokinetiku (Alov i sar., 2015). Mnoge studije ukazuju da u veéini slu¢ajeva, antioksidativna
aktivnost biljaka potice od jedinjenja kao Sto su flavoni, izoflavoni, flavonoidi 1 antocijani, a ne u
najvecoj meri kao Sto je u tradicionalnoj medicini smatrano, od askorbinske kiseline (Farrukh i
sar., 2012). Antocijani zbog visokog potencijala, te kao prirodni i bezopasni pigmenti, predmet su
sve veceg broja studija u raznim oblastima, kao $to su razvoj analitickih metoda za njihovu
izolaciju, identifikaciju i upotrebu u hrani i farmaceutskim proizvodima (Prior i sar., 2006; Cujié i
sar., 2013).

Polifenolna jedinjenja sadrze najmanje jednu hidroksilnu grupu (OH) koja je vezana za
benzenski prsten i ima ulogu antioksidanta (Rojano i sar., 2008). Postoje tri predloZena
mehanizma djelovanja polifenola kao antioksidanata, prvi je HAT (eng. H-atom transfer), prenos

H-atoma od polifenola do slobodnih radikala:

ArOH+R ——> ArO'+RH
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Drugi mehanizam je ET-PT (eng. electron transfer—proton transfer), koji se odvija u dva

koraka, iniciran prenosom elektrona i pra¢en oslobadanjem protona:

ArOH + R —— > ArOH ™+ R

ArOH*+ R —— > ArO + RH

Tre¢i mehanizam je SPLET (eng. sequential proton loss — electron transfer) je obrnuti
mehanizam u odnosu na ET-PT, a iniciran je gubitkom protona. Anjon polifenola prolazi

elektronski transfer:
ArOH ——» ArO + H'
ArQO + R — > ArO ' + R

R + HY ———> RH

Tokom ovog procesa slobodan radikal uklanja atom vodonika iz antioksidanta (ArOH),
koji postaje radikal i time se zavrSava proces konvertovanjem radikala u stabilniji produkt i
zavrSavaju oksido lancanu reakciju redukcijom intermedijera u stabilan oblik (Di Meo i sar.,

2013; Siti Azima i sar., 2014).
2.5.2.1. Antioksidativna aktivnost kupine

Pretpostavka je da postoji povezanost izmedu ishrane bogatom antioksidanatima i
smanjenja oksidativnog oSte¢enja DNK. Prema tome prirodni antioksidanti mogu biti od uticaja
na prevenciju nekih bitnih faktora u nastanku karcinoma (Lobo i sar., 2010; Limberaki i sar.,
2012). U eksperimentima in vitro je dokazano da ekstrakti kupine imaju razli¢ita bioaktivna
svojstva ukljucujuéi zastitu od endotelne disfunkcije i vaskularne insuficijencije (Serraino i sar.,
2003). Reyes-Carmona i saradnici (2005) su utvrdili antioksidativnu aktivnost kupina iz razli¢itih
klimatskih regiona na osnovu testova ORAC (eng. Oxygen radical absorbance capacity) i FRAP
(eng. Ferric reducing antioxidant power), te visok stepen korelacija izmedu antoksidativne
aktivnosti i sadrzaja ukupnih polifenola, antocijana i ukupne kiselosti. Monforte i saradnici (2018)
su dokazali visoku antioksidativnhu aktivnost uzoraka soka kupine na osnovu nekoliko
antioksidativnih testova, a trend aktivnosti na osnovu potencijala je ORAC > TEAC > DPPH >
FRAP. Sem navedenog, sok kupina je pokazao i snazan kapacitet inhibicije oksidacije linoleinske
kiseline. Huang i saradnici (2012) su utvrdili aktivnost uzoraka kupine sa podrucja jugoistocnog
dijela Kine prema ABTS i DPPH radikalima, a Manrique-Torres i saradnici (2016) snazan
antioksidativni potencijal soka kupina sa podru¢ja Meksika. Milivojevi¢ i saradnici (2011) su
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utvrdili da je veéi antioksidativni potencijal plodova divljih kupine u odnosu na kultivisane sorte
prema ABTS radikalima.

Feng i saradnici (2004) su metodom elektron spin rezonantne spektroskopije utvrdili da
ekstrakti ploda kupine predstavljaju efikasno sredstvo za uklanjanje hidroksil radikala. Wang i
Lin, (2000) su proucavaju¢i uzorake soka nekoliko kultivisanih sorti kupine dokazali veéi
potencijal prema inhibiciji hidroksil radikala u poredenju sa ispitivanim uzorcima soka nekoliko
sorti jagoda, malina, brusnica i borovnica.

Osim navedenog, veliki broj radova potvrduje visoke korelacije izmedu sadrzaja ukupnih
polifenola, flavonoida 1 antocijana sadrzanih u kupinama 1 antioksidativne aktivnosti utvrdene na
osnovu razli¢itih testova (Sariburun i sar., 2010; Dai i sar., 2009; Vuli¢ i sar., 2011; Zhang i sar.,
2012; Koczka i sar., 2018).
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2.5.3. ANTIPROLIFERATIVNA AKTIVNOST POLIFENOLNIH JEDINJENJA
2.5.3.1. Pojam kancerogeneze

Kancerogeneza predstavlja viSestepeni proces koji se sastoji od: inicijacije, promocije,
progresije, invazije i metastaze. Ukoliko oStecena celija izbjegne reparaciju DNK, moze do¢i do
genetskih mutacija. Medutim, u slu¢ajevima kada slobodni radikali uzrokuju $tetu na molekulama
kao Sto su lipidi, proteini i DNK, dolazi do nastajanja hroni¢nih bolesti kao §to su kancer,
kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti (Maynard i sar., 2009; Liu, 2013). Celije raka, u
poredenju sa normalnim ¢elijama mnogo viSe zavise od unosa glukoze i za razliku od normalnih
¢elija ispoljavaju naizgled energetski neefikasan metabolic¢ki put u kome odstupaju od glikolize
¢ak i kada je kiseonik dostupan (Slika 21). Znacajan dio glukoze preusmjeren je na biosintetske
puteve kao energija za proliferaciju éelija. Ovaj proces, jos ranije je nazvan "aerobna glikoliza™ ili
Varburg efekat (Semenza, 2016; Keating i Martel, 2018).

NORMALNE CELIJE KANCEROGENE CELIJE
glukoza glukoza

glukoza

glukoza

glukoza

l glukoza

|

piruvat

B

laktat &

piruvat piruvat

Slika 21. Metabolizam glukoze u normalnim i ¢elijama kancera, 1 - oksidativna fosforilacija, 2 -

anaerobna glikoliza, 3 - aerobna glikoliza (Keating i Martel, 2018).

Celije kancera drze pod kontrolom metabolizam glukoze, jer produkti metabolizma utiéu
na inhibiciju proliferacije. Metabolizam je sustinski vezan za smrt ¢elija, jer mitohondrije igraju
centralnu ulogu u energetskom metabolizmu i apoptozi (Semenza, 2016). Apoptoza ili
programirana smrt ¢elija je jedan od mehanizama pomocu kojih ¢elija aktivno, uz utroSak energije
1 sintezu odredenih proteina pokrece vlastitu smrt kao sastavni dio fizioloskih procesa ili kao
odgovor na odredena patologka stanja (Zlender, 2003). Apoptoza se aktivira kada broj

neoplasti¢nih ¢elija nadmasi broj normalnih ¢elija zbog neispravnosti ili poremecaja u regulaciji
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rasta. Prema tome, indukcija apoptoze ili hvatanje ¢elija moze biti odlican nacin za inhibiciju 1
napredovanja karcinogeneze, uklanjanje genetskih oSteCenja i neoplasticnih ¢elije iz tijela
(Seeram i sar., 2006). Fagociti tokom fagocitoze brzo (jedan do dva sata) uklanjaju apoptotske
éelije (Zlender, 2003)

2.5.3.2. Antiproliferativna aktivnost kupine

Mnoga istrazivanja ukazuju da polifenolna jedinjenja pokazuju antiproliferativane i anti-
inflamatorne efekte, apoptozu i inhibiciju angiogeneze i metastaza u Celijama raka (Manson,
2003; Dai i sar., 2009; Aradjo i sar., 2011). Vjeruje se da su zdravstvena svojstva polifenola
povezana sa njihovom sposobnosti da uklone i stabilizuju slobodne radikale - reaktivne vrste
kiseonika (ROS) nastale tokom c¢elijskog disanja (Middleton i sar., 2000; Ellidag i sar., 2013).
Razlic¢ite in vitro i in vivo studije sugeriSu da se ovaj efekat moze pripisati unosu visokih
Koncentracija flavonoida, koji su pokazali snazna hemoprotektivna svojstva modifikacijom
zajedniCkih signalnih puteva uklju€enih u karcinogenezu (Kuntz i sar., 1999; Manson, 2003; Van
der Woude i sar., 2003; Barth i sar., 2005).

Osim $to su potencijalni hvataci slobodnih radikala, flavonidi inhibiraju agregaciju
trombocita i imaju antibakterijski, antivirusni, antinflamatorni i antialergijski efekat (Yang i Liu,
2009; Liu, 2013). Takode, smjese polifenola koje ukljucuju kvercetin na pikomolarnom ili
nanomolarnom nivou smanjuju proliferaciju ¢elija humanog karcinoma dojke (Cantero i sar.,
2006; Vauzour i sar., 2010). Sem navedenog, kvercetin je opisan kao zastitnik jetre od
oksidativnog stresa inhibirajuci proliferaciju ¢elija i indukujuéi apoptozu (Masibo i He, 2008).
Istrazivanje je pokazalo da je orto-dihidroksifenilna struktura na B-prstenu aktivno mjesto
pomocu koga se inhibira rast tumora i metastaza (Hou i sar., 2004). Poslednjih godina, zbog sve
vece svijesti o zdravlju, ljudi su posvetili veliku paznju ulozi antocijana u prevenciji tumora i
terapiji raka zbog svojih ekstenzivnih izvora, niske citotoksi¢nosti i bezbjedne potrosnje (Lin i
sar., 2016). Dokazano je da cijanidin-3-rutinozid indukuje akumulaciju peroksida koji su
uklju¢eni u indukciju apoptoze u HL-60 celijama (Feng i sar., 2004). Vazno je naglasiti da
prooksidativno djelovanje polifenola moze biti vazan mehanizam za njihova antikancerogena i
apoptozna svojstva (Dai i sar., 2009).

Ekstrakti jedinjenja iz kupine posjeduje antiinflamatorna svojstva, snazno inhibiraju
proizvodnju NO radikala bez citotoksi¢nosti, a takode mogu da inhibiraju i rast celija raka
debelog crijeva (Dai i Mumper, 2010). Uticaj ekstrakta kupine na efekat apoptoze je utvrden
prema celijskoj liniji adenokarcinoma debelog crijeva (HT-29), gdje je nakon odredenog vremena

uoceno smanjenje broja ¢elija (Seeram i sar., 2006).
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Dai i saradnici (2007, 2009) su u studiji u kojoj su koristili vodeni ekstrakt kultivisane
sorte kupine u skra¢enom vremenu djelovanja od 0,5 do 4 h utvrdili inhibitorno dejstvo ekstrakata
prema rastu Celijske linije adenokarcinoma debelog crijeva (HT-29). Zatim su utvrdili pozitivno
dejstvo liofiliziranog ekstrakata i kase tri razli¢ite sorte kultivisane kupine, na osnovu vrijednosti
ECso prema celijskim linijama adenokarcinoma debelog crijeva (HT-29), adenokarcinoma dojke
(MCF-7) i c¢elijskim linijama promijeloidne leukemije (HL-60), sa razli¢itim intezitetom
djelovanja.

Seeram i saradnici (2006) su proucavali uticaj ekstrakata kupine na inhibiciju rasta
¢elijskih linija oralnog karcinoma (KB, CAL-27), adenokarcinoma dojke (MCF-7),
adenokarcinoma debelog crijeva (HT-29, HCT116), humanog karcinoma prostate (LNCaP) i
humanog karcinoma pluc¢a. Feng saradnici (2004) su utvrdili zna¢ajnu inhibicuju proliferacije
prema c¢elijskim linijama karcinoma pluca (A549) kada su iste tretirane ekstrakatom kupine.
Smatra se da prisustvo antocijanina kupine ima ulogu u suzbijanju rasta ¢elija raka na na¢in da
modifikuju signalizaciju ¢elijskih puteva i ekspresijom aktiviranog proteina 1 (AP-1) i nuklearnog
faktora kB (NFkB) koji regulie proliferaciju ¢elija i kontrolu éelijskog ciklusa (Cetojevi¢-Simin i
sar., 2015).

Hrana bogata antocijaninima moze sprijeCiti nastajanje anti-mutagenih efekata usljed
djelovanja ROS-a i slobodnih radikala, inhibiranjem tackastih mutacija na somatskim ¢elijama i
na taj naCin pruziti zastititu od nastajanja maligne mutacije (Lin i sar., 2016). Kvercetin
ekstrahovan iz kupine pokazao je citotoksi¢ni efekat prema aktivno proliferativnoj celijskim
linijama adenokarcinoma debelog crijeva (HT-29 i CaCo-2) (Baby i sar., 2017). Kim i saradnici
(2015) su pokazali da je kvercetin smanjio broj odrzivih HT-29 ¢elija za 81 % nakon inkubacije sa
100 mM tokom 96 sati.
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2.54. ANTIHIPERGLIKEMIJSKA AKTIVNOST POLIFENOLNIH
JEDINJENJA

U 2013. godini je procijenjeno da 382 miliona ljudi ima dijabetes i predvida se, da ¢e do
2035. godine taj broj iznositi 592 miliona (Guariguata i sar., 2014). Pravovremena dijagnoza
dijabetesa tipa 2 je vazna, jer rana intervencija moze sprijeciti mnoge komplikacije, ukljucujuci
neuropatiju, nefropatiju i retinopatiju. Medutim, dijagnoza je Cesto teSka jer se hiperglikemija
razvija postepeno i u ranoj fazi, a pacijent ne primjecuje nikakve klasi¢ne simptome dijabetesa
(Klein, 2014). Tokom vremena, dijabetes tipa 2 moze dovesti do mnogih ozbiljnih problema, kao
Sto su sr¢ane bolesti, mozdani udar, visok krvni pritisak, sljepilo, bolesti bubrega i bolesti nervnog
sistema (American Diabetes Association, 2014).

Dijabetes se karakteriSe relativnim ili apsolutnim nedostatkom lucenja insulina ili
insulinskom rezistencijom koja uzrokuje hroni¢nu hiperglikemiju, uz poremecéeni metabolizam
ugljenih hidrata, lipida i proteina (Klein, 2014). Dijabetes tip 2 je najucestaliji oblik SeCerne
bolesti i ¢ini oko 90 % svih slucajeva. Predstavlja poremecéaj sa kompleksnom etioloskom
pozadinom, a nastaje zbog razliitih genetickih i spoljnih faktora. Kod djece ¢iji roditelji su dobili
dijabetes tipa 2, postoji povecan rizik za nastanak ove bolesti, a u slu¢ajevima kada bolest imaju
oba roditelja, rizik iznosi 40 % (Vrhovac i sar., 2008). B-Celije najvise zastupljene u
Langerhansovim ostrvcima (podru¢ja u pankreasu), izlu¢uju hormon insulin koji sluzi kao
prenosilac glukoze iz krvi u ¢eliju (Wang i sar., 2001). Dijabetes tipa 2 se javlja kada celije
postanu rezistentne na insulin ili kada guSteraca viSe ne proizvodi odgovarajuce koli¢ine insulina.

Smatra se da oksidativni stres izazvan hiperglikemijom u B-Celijama pankreasa igra
klju¢nu ulogu u razvoju dijabetesa (Kajimoto i Kaneto, 2004; Drews i sar., 2010). Hiperglikemija
moze direktno da uzrokuje poveéano stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika (ROS). Glukoza moze
da podleze autooksidaciji i da stvara hidroksil radikale. Sem toga, glukoza neenzimski reaguje sa
proteinima grade¢i Amadori proizvode, $to je praceno formiranjem produkata glikolizacije.
Reaktivne vrste kiseonika se generiSu na viSe koraka tokom ovog procesa. U hiperglikemiji je
pojac¢an metabolizam kroz poliolski put gdje je svakako jedan od rezultata pojacana produkcija
O, (Turko i sar., 2001). Ovi izvori uklju¢uju oksidativnu fosforilaciju glukoze, autooksidaciju
NADPH oksidaze, lipooksigenaze, citohroma P450, monooksigenaze i azot monoksid sintaze
(NOS) (Valko i sar., 2007). lako su dijabetes tip 1 i 2 potpuno razli¢iti u svom nastanku i
epidemiologiji, posljedice koje nastaju nakon njihovog dugog trajanja su veoma sli¢ne. Oba
navedena tipa dijabetesa dovode do vaskularnih komplikacija ¢ime se zna¢ajno narusava kvalitet

Zivota i povecava rizik od nastanka kardiovaskularnih bolesti (Garber i sar., 2002).
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a-glukozidaza je enzim koji se nalazi u crijevnom traktu covjeka i ukljucen je u zavrsni
korak digestije ugljenih hidrata (razgradnju skroba i disaharida do glukoze), dok je a-amilaza
ukljudena u razgradnju dugolandanih ugljenih hidrata (Nair i sar., 2013; Cakar i sar., 2018; Wang
i sar., 2012). Jedan prakti¢ni pristup smanjenja postprandijalne hiperglikemije je sprijeavanje
apsorpcije ugljenih hidrata nakon uzimanja hrane (Kwon i sar., 2006; Adisakwattana i sar., 2009).
Inhibicijom hidrolizirajuc¢ih enzima kao $to su a-amilaza i a-glukozidaza omogucéava se smanjenje
razgradnje ugljenih hidrata, a time se smanjuje i koli¢ina apsorbovana glukoze, $to se moze
koristiti kao djelotvorna terapija za lijeCenje postprandijalne hiperglikemije (Tadera i sar., 2006;
Bhosale i Hallale, 2011; Nair i sar., 2013). Prema tome, polifenoli u funkciji inhibitora enzima
koji hidrolizuju ugljene hidrate (kao $to su a-glukozidaza i a-amilaza) su korisni kao oralni

lijekovi za kontrolu hiperglikemije, posebno kod pacijenata sa dijabetesom tipa 2.
2.5.4.1. Antihiperglikemijska aktivnost kupine

Sve veci broj epidemioloskih istrazivanja pokazuje, da ishrana bogata namirnicama sa
visokim sadrzajem fitohemikalija, visokim ukupnim antioksidativnim potencijalom i sadrZzajem
polifenolnih jedinjenja moZe imati ulogu u smanjenju rizika od nastajanja dijabetesa (Bahadora 1
sar., 2013). Upotreba funkcionalnih namirnica i njihovih bioaktivnih komponenti se smatra novim
pristupom u prevenciji i lijeCenju dijabetesa i njegovih komplikacija (Bahadoran i sar., 2013).
Dokazano je da ishrana bogata polifenolima smanjuju nivo glukoze u krvi, poveéavajuéi ranu
sekreciju insulina i osetljivost na insulin (Williamson, 2013; Xiao i Hogger, 2015).

Rezultati su pokazali da inhibicija a-glukozidaze zavisi od polozaja i broja OH grupa, i da
postoji niz potencijalno efektivnih flavonoida ¢ije djelovanje u velikoj mjeri zavisi od malih
varijacija u strukturi (Proenca i sar., 2017). Takode se pokazalo da fenolne kiseline imaju
antihiperglikemijska svojstva (Kwon i sar., 2006; Adisakwattana i sar., 2009), formiraju
vodoni¢ne veze sa specificnim aminokiselinama na aktivnim mjestima enzima (Slika 22) (De

Salesisar., 2012).
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Slika 22. Pozicioniranje hlorogenske kiseline: (A) a —glukozidaze, (B) o —amilaze (Mocan i sar.,
2017)

Kaume i saradnici (2012) su objavili rezultate istrazivanja o zastitnom efektu antocijana
na vaskularni sistem dijabeti¢ara. Generisanje reaktivnih vrsta kiseonika i slobodnih radikala se
ubrzava kao posljedica dijabetesa. Prema tome, sposobnost polifenola iz voéa da inhibira
slobodne radikale moze biti korisno u pogledu minimiziranja posljedica izazvanih dijabetesom
(Wang i sar., 2012). Veci dio potencijalno zastitnih polifenola jagodastog vo¢a ne mogu da udu u
cirkulaciju i utiCu na ¢elijske interakcije, ve¢ ostaje u gastrointestinalnom traktu (GIT) i prolaze
do debelog crijeva gdje su predmet biotransformacije mikrobiotom debelog crijeva (Boath i sar.,
2012). Kupine predstavljaju dobar izvor polifenolnih jedinjenja sa antihiperglikemijskom
aktivnosti, i u korelaciji su sa antioksidativnom aktivnosti i sadrzajem ukupnih polifenola, te se
mogu smatrati funkcionalnom hranom (Manach i sar., 2004; Gowd, 2018). Parmar i Rupasinghe
(2015) su dosli do zakljucka da su ekstrakti divlje kupine prirodni inhibitori a-amilaze i o-
glukozidaze, na na¢in da ograni¢avaju probavu skroba. Tumbas Saponjac i saradnici (2014)
su utvrdili sposobnost inhibicije a-glukozidaze ekstrakatima dobijenih nakon presanja tropa
dve kultivisane sorte kupine (Cadanska bestrna i Thornfree), i dobru korelaciju izmedu sadrzaja
ukupnih antocijana, cijanidin-3-glukozida i sposobnosti inhibicije a-glukozidaze. Navedene
tvrdnje su u saglasnosti sa navodima Pojer i saradnici (2013) da antocijani stupaju u interakciju sa
proteinom adiponektinom koji je opozit insulinu i jedan od najvaznijih adipocitokina. U slucaju
gojaznosti i inzulinske rezistencije, lu¢enje ovog proteina je smanjeno, a antocijani mogu djelovati
na njegovo luéenje kako bi sprijecili gojaznost i nastanak dijabetesa. Isti autori dalje navode da
prehrambeni antioksidanti, ukljuCujuéi 1 antocijane Stite B-Celije pankreasa od oksidativnog stresa
izazvanog glukozom. Osim toga je utvrdeno da antocijani iz bobiCatog voéa ulaze u B-Celije

pankreasa i stimuli$u izlu¢ivanje insulina (Jayaprakasam i sar., 2005).
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2.5.5. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST POLIFENOLNIH JEDINJENJA

U literaturi postoje brojni podaci o antimikrobnoj aktivnosti polifenolnih jedinjenja,
medutim, teSko je utvrditi vezu izmedu bioloske aktivnosti, sadrzaja polifenola i antimikrobne
aktivnosti zbog koriStenja razli¢itih metoda odredivanja, kao i jo§ uvjek malog broja uradenih
studija (Shan i sar., 2007). Celijski zidovi Gram negativnih (G ) i Gram pozitivnih (G )
bakterijskih sojeva su razli¢iti. Celijski zidovi kod (G °) bakterijski sojeva se sastoje od tankog
sloja peptidoglikana i spoljne membrane, koja je sastavljena od fosfolipidnog dvosloja i proteina,
a na spoljnom omotacu sadrzi lipopolisaharide. Kod (G ) bakterijskih sojeva éelijski zidovi
nemaju spoljasnju membranu, sastavljeni su od debelog sloja peptidoglikana i lipotehojske
kiseline (Brown i sar., 2015). Sloj peptidoglikana celijskog zida bakterija je neophodan za
vitalnost bakterija, i to je najvaznije mjesto za interakcije sa antibioticima (Nohynek i sar., 2006).

Treba napomenuti da su gljivicne infekcije jedan od glavnih problema vezanih za na$
svakodnevni zivot (Ansari i sar., 2013), a da su neke vrste kao Sto je Aspergillus flavus toksi¢ne i
mogu kontaminirati prehrambene proizvode mikotoksinima (Medeiros i sar., 2011). Candida
albicans je patogeni kvasac i Cest je stanovnik crijevne flore kod ljudi. Jedna je od rijetkih vrsta iz
roda Candida koja uzrokuje kandidiazu kod ljudi kao rezultat prekomjernog rasta gljivice
(Lekshmi, 2015). Otkrivena je u gastrointestinalnom traktu i ustima kod 40 do 60 % zdravih
odraslih osoba.

Utvrdeno je da polifenoli dobijeni iz biljnih ekstrakata koriste¢i razlicite rastvarace
pokazuju efekat na inhibiciju rasta micelija P. Cinnamomi (Castillo-Reyes i sar., 2015). Vecina
gljivice razvija otpornost na antifungalne lijekove koji su trenutno u upotrebi, medutim neki od
njih pokazuju i toksi¢no dejstvo na ljudski organizam. Prirodna polifenolna jedinjenja su se
pokazala kao veoma mo¢ni antifungalni agensi sa manjim ili nikakvim toksi¢nim efektom na
ljudski organizam. Mogu se koristiti kao antifungalni agensi, ali i sa lijekovima sa kojima
ostvaruju sinergisticki efekat (Ansari i sar., 2013).

Mehanizmi antibakterijskog dejstva polifenolnih komponenti ukljucuju: oStecenje
citoplazmatske membrane, inhibiciju sinteze nukleinskih kiselina, inhibiciju energetskog
metabolizma (uzrokovanu inhibicijom NADH citohrom c-reduktaze i inhibicijom ATP sintetaze),
inhibiciju sinteze ¢elijskog zida i inhibiciju sinteze ¢elijske membrane (Cushnie i Lamb, 2011;
Chinnam i sar., 2010). Delehanty i saradnici (2007) su u svojoj studiji mehanizam inhibicije
bakterijskog rasta pripisali vezivanju lipopolisaharida celija (G °) bakterija za frakcije
proantocijanidina izolovanih iz kupine. Veliki broj je istrazivanja koja ukazuju na antimikrobnu
aktivnost pojedinih polifenolnih komponenti rutina, kafene kiseline, vanilinske i galne kiseline,

naringina, kvercetina i miricetina (Mandalari i sar., 2007; Vaquero i sar., 2007). Antibakterijska
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aktivnost polifenola moze biti i zbog sposobnosti ovih jedinjenja da heliraju zeljezo koje je
neophodno za opstanak skoro svih vrsta bakterija (Field i Lettinga, 1992). Kao moguce
objasnjenje joS se istiCe vezivanje (prijanjanje) tanina za povrSinu bakterijske ¢elije i njihovu
interakciju sa pojedinim enzimima (Scalbert i Williamson, 2000). Strukture fenolnih jedinjenja su
takve da mogu difundovati kroz mikrobnu membranu i na taj nacin uticati na metabolicke puteve
unutar ¢elija; ometanjem sinteze ergosterola, glukana, hitina, proteina i glukozamina u ¢elijama
gljivica (Brul i sar., 1999). Zhao i saradnici (2002) su pokazali da je epigalokatehin galat
sposoban da se direktno veze za peptidoglikan iz S. aureus, i time smanji toleranciju ¢elije na
spoljasnji uticaj jona i nizak osmotski pritisak. Takode, ukazuju da se epigalokatehin galat veze za
(G ) bakterije (direktno) i (G °) bakterije (indirektno), na peptidoglikanske zidove éelija. Ovu
teoriju su potvrdili i Cui i saradnici (2012), te su pokazali da epigalokatehin galat indukuje
morfoloske promjene u celijskim zidovima (G °) bakterija u zavisnosti od koli¢ine oslobodenog
vodonik peroksida. Terpenoidni fenoli kao $to je karvakrol, prisutan u origanu i nekim drugom
biljnim vrstama eteri¢nih ulja deluju kao mo¢ni antifungalni agensi i deluje na Sirok spektar
patogena kao $to su Candida albicans, Staphilococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa (Rao i
sar., 2010). Polifenoli mogu da stupaju u interakciju sa mikrobiomom, kada crijevna flora
transformiSe mnoge polifenole modulirajué¢i njihovu bioaktivnost, a takode i polifenoli mogu
modulirati kompoziciju mikrobioma (Marchesi i sar., 2016). Herrera i saradnici (2010) su
koriStenjem agar mikrodilucione metode utvrdili da su polifenoli: Kkvercetin, miricetin i

kaempferol izolovani iz poropolisa inhibirali rast Candida albicans, te da ima antifugalni efekat.
2.5.5.1. Antimikrobna aktivnost kupine

Razli¢iti tipovi i sorte kupine pokazali su in vitro antibakterijsku aktivnost prema sirokom
spektru bakterija (Radovanovi¢ i sar., 2013; Gonzalez i sar., 2013; Grabek-Lejko i Wojtowicz,
2014; Oliveira i sar., 2016; Turker i sar., 2016). Intenzitet antimikrobnog efekta zavisi od vrste
ekstrakta (voda, etanol, metanol, etil acetat, i dr.), kao i koncentracije ekstrakta. U vecini
eksperimenata je utvrdeno da su (G *) sojevi bakterija podlozniji efektu ekstrakata nego (G )
sojevi, Sto je objasnjeno razlikama u strukturi Celijskog zida (Nikaido, 2003). Antimikrobna
aktivnost ekstrakta kupine je u korelaciji sa sadrzajem razli¢itih polifenolnih jedinjenja, posebno
antocijana 1 elagitanina (Gonzélez i1 sar., 2013; Lipinska i sar., 2014). Sadrzaj antifungalnih
komponenti u razli¢itim dijelovima biljaka u velikoj mjeri zavisi od vanjskih uticaja i napada
patogena (Grayer i Kokubun, 2001; Cushnie i Lamb, 2011). Savremena literatura ukazuje da
polifenoli reaguju sa proteinima i/ili fosfolipidima iz lipidnog dvosloja. Kod bakterijskih sojeva

(G *) i (G) interakcija sa membranskim proteinima uzrokuje poremeéaj lipidnog dvosloja i time
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se povecava permeabilnost membrane, $to utice na fluidnost membrane, inhibiciju disanja 1
promjene procesa prenosa jona (slika 23) (Nazzaro i sar., 2013).
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Slika 23. Moguca interakcija polifenola sa komponentama éelijskog zida i plazma membranom G
i G* bakterija (Papuc i sar., 2017)

Krsti¢ (2018) u svom radu navodi da kupine u poredenju sa ostalim ispitivanim vrstama
voca porodice Rosaceae (maline, tre$nje, viSnje i aronije) pokazuju najdjelotvorniju aktivnost

prema najvecem broju ispitivanih mikroorganizama.
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2.6. TEHNOLOSKE KARAKTERISTIKE I UPOTREBA KUPINE

2.6.1. KVALITET I PROI1ZVODI OD KUPINE

Hemijski sastav odreduje prehrambena (nutritivna) svojstva, odnosno biolosku vrijednost
voca i povréa (Jasi¢, 2007). Najvaznije komponente hemijskog sastava koje definisu kvalitet i
tehnoloSku vrijednost sirovine su: voda, sadrzaj ugljenih hidrata, kiseline, bojene, aromati¢ne,
pektinske i mineralne materije, vitamini i proteini (Niketi¢-Aleksié¢, 1988; Velickovi¢, 2000;
Zhao, 2007). Voda predstavlja oko 90 % jestivog dijela kupine, ostalo ¢ine ugljeni hidrati, masti,
proteini, organske kiseline, bojene, mirisne i pektinske materije, vitamini, enzimi i mineralne
materije (Velickovié, 2000; Misi¢ i Nikoli¢, 2003).

Kupina kao voce nije pogodna za duze ¢uvanje u svjezem stanju, te se odmah nakon
branja zamrzava ili preraduje u gotove proizvode. U industrijskoj proizvodnji od kupina se
dobijaju poluproizvodi (pulpa, kasa, sirovi vo¢ni sok) i gotovi proizvodi (zele, mati¢ni sok, dzem,
marmelada, drugi vo¢ni sokovi, kompot, vo¢ne salate), a proizvode se i specijalna vina, sirce i
sli¢ni proizvodi. Sve tehnoloske operacije (promjene na vocu) koje se vrse kako bi se formirao i
ocuvao zeljeni kvalitet tipican za dati proizvod zajednicki ¢ine tehnoloski postupak. Kao posebno
vazna osobina ploda kupine smatra se ¢vrstoca, od koje u znatnoj mjeri zavisi transport i upotreba
plodova. Pri izboru sorti vise se cijene kupine koje imaju ¢vrste plodove (Mratini¢, 2015), a
tvrdoéa plodova zavisi od sorte kupine, kao i stepena zrelosti, klimatskih i vremenskih uslova u
toku same berbe. Takode, gledano sa ekonomske strane mnogo je isplativije izvoziti i prodavati
gotove proizvode, umjesto sirovih plodova voéa (Bushman i sar., 2004).

Najvece koli¢ine kupina u industriji se koristi za preradu u koncentrisane voéne sokove,
dzemove i marmeladu. Nazalost, boja soka je podlozna degradaciji, $to rezultira smedkastom
bojom (Zhao, 2007). Takode, tokom postupka proizvodnje sokova od kupine primjeéen je
znacajan gubitak elagitanina, u prosjeku od 70 — 82 %, u odnosu na koli¢ine koje su prisutne u
svjiezem plodu. Razlog ovome moze biti t0 Sto se tokom filtracije gube sjemenke koje su bogate
elagitaninima (Hager i sar., 2008). Utvrdeno je i da tokom liofilizacije i suSenja bobiCastog vocéa
dolazi do gubitka antocijana (82 - 94 %) i vitamina C (84 - 89 %) (Sadowska, 2017).
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2.6.2. SPOREDNI PROIZVODI PRERADE KUPINE

Tokom prerade kupine u neke od brojnih proizvoda u industriji zaostaju znacajne koli¢ine
tropa, posebno tokom proizvodnje mati¢nog soka i vina. Trop koji zaostaje kao otpad, sastoji se
uglavnom od sjemenki, pokoZice i vlakana, i kao takav predstavlja privlatan potencijalni izvor
bioloski aktivnih jedinjenja. U industriji ostaje najcesc¢e neiskoristen i predstavlja kako ekonomski
tako 1 ekoloski problem, jer se radi o otpadu koji je podlozan mikrobioloskoj razgradnji.
Direktivom 1999/31/EZ o deponovanju otpada definisano je sljedece: postepeno smanjivanje
koli¢ine odlaganja biorazgradivog otpada na deponijama u odnosu na referentnu godinu. Jedno od
nacela iz direktive glasi: "Proizvoda¢ otpada, prethodni imaoc otpada, odnosno imaoc otpada
treba snositi troSkove mjera upravljanja otpadom, a finansijski je odgovoran za sprovodenje mjera
uklanjanja otpada zbog Stete koju je prouzrokovao ili bi je mogao prouzrokovati". Iz navedenog
mozemo zakljuciti da ¢e se u narednom periodu prehrambena industrija suoCavati sa sve vecim
izazovima prilkom odlaganja otpada, zbog zakonskih ograni¢enja.

Treba napomenuti da se trop ne moze direktno koristiti kao hrana za Zivotinje, jer je
siromaSan proteinima i previse kiseo, svarljivost mu je niska zbog prisustva vecih koli¢ina
polifenola za koje je poznato da inhibiraju enzim celulazu, proteoliticke enzime i rast nekih
bakterija buraga. Uglavnom se odlaze na slobodno zemljiste koje vremenom poprima novi
karakter (Zhao, 2007).

2.6.2.1. ISKORISTENJE I UPOTREBA TROPA KUPINE

Trop kao sirovina predstavlja znacajan izvor polifenolnih jedinjenja i prehrambenih
vlakana, za koja je utvrdeno da imaju pozitivan efekat na ljudsko zdravlje. Da bi se ova jedinjenja
izdvojila iz biljnog materijala koriste se organski rastvara¢i koji moraju zadovoljiti odredene
uslove. Izbor najprikladnijeg rastvaraca zavisi od njegove selektivnosti, sposobnosti razdvajanja,
cijene, toksi¢nosti, hemijske i termitke stabilnosti. Cvrsto-te¢na ekstrakcija je jednostavna,
efikasna i popularna tehnika prenosa masa, koja se koristi za izdvajanja polifenola iz voca.
Prehrambena industrija, kao i mali preradiva¢i pokazuju u posljednje vrijeme sve vece
interesovanje za iskoriStenjem zaostalog biljnog materijala (tropa). Prema tome, ekstrakcijom
tropa kupine bi se dobio proizvod Cija bi upotreba bila moguca u obogacéivanju prehrambenih
proizvoda (vino, sokovi, voéni jogurt, konditorski proizvodi). Ekstrakcijom tropa otvara se nova
mogucnost izdvajanja bioaktivnih sastojaka koji zaostaju u tropu zbog slabije rastvorljivosti u
vodi. Neke sorte imaju manji sadrzaj Secera, te tokom zamrzavanja i prerade plodova dolazi do
njihove depigmentacije. U eksperimetnima in vitro je utvrdeno da na stabilnost antocijana kao

nosioca boje utice veéi broj Cinilaca kao Sto su temperatura, pH i1 koncentracija Secera u
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plodovima (lora i sar., 2015; Souza i sar., 2015). Da bi se trop mogao iskoristiti potrebno je
obratiti paznju na temperature susenja tropa, karakteristike rasvaraca i temperaturu pri kojoj se
vrsi ekstrakcija, kako bi se ocuvao kvalitet i sadrzaj polifenolnih jedinjenja.

Moguca upotreba tropa u industriji kao nove sirovine povecala bi asortiman proizvoda od
jagodastog voc¢a na trziStu, a samim tim i pobolj$ala ekonomiju prerade ovog voéa. Ekstrakcija
bioaktivnih jedinjenja iz sporednih proizvoda industrijske prerade vocéa jedan je od nacina
njihovog iskoriStenja. Postupkom ekstrakcije se mogu izdvojiti 1 sacuvati znacajne koli¢ine
antocijana, koji mogu posluziti kao prirodne boje u prehrambenoj industriji. U prehrambenoj
industriji najceS¢e se koriste ekstrakti antocijana u svojstvu aditiva — boja. Sirovine koje su
najpogodnije za dobijanje pigmenata su ostaci tropa koji zaostaje nakon izdvajanje soka u
prehrambenoj industriji. Razli¢ite zemlje imaju razli¢ita ograni¢enja u regulatornim aspektima za
boje u hrani. Evropska unija dopusta koriStenje antocijana kao boje i vodi ih pod E-brojem (E163)
(Zhao, 2007). Takode, moguca je i upotreba sjemenki, s obzirom da sadrze bioloski vrijedne
sastojke kao $to su elaginska kiselina, tokoferoli, nezasi¢ene masne kiseline i dr. (Bushman, i sar.,
2004). Sjemenke jagodastih vrsta predstavljaju vazan izvor esencijalnih masnih kiselina, a po
sadrzaju kod kupina je dominantna a-linolenska kiselina (35,2 - 35,3 %) (Parry i Yu, 2004) i
malina (29,1- 32,4 %) (Oomah i sar., 2000).

U industriji prerade voca se razlikuju dva nacina koji definiSu iskoriStenje sirovine
(upotrebljivi i neupotrebljivi dio, odnosno otpad). Tokom tehnoloskog procesa u industriji voca
zaostaju znacajne koli¢ine tropa, koji se uglavnom odbacuje ili se samo djelimicno koristi kao
sto¢na hrana. U razvijenim zemljama Evropske unije ve¢ odavno se primjenjuje industrijska
simbioza, a podrazumjeva iskoristenje sporednih proizvoda jedne industrijske grane u novim
proizvodnim procesima u drugoj oblasti, i jedan je od najefikasnijih nacina iskoristenja
potencijalno vrijednih sporednih proizvoda (Costa i sar., 2010). Polisaharidi, ukljucujuéi celulozu,
pektin i skrob, uobicajeni su materijali za izradu jestivih i biorazgradivih filmova i drugih vrsta
materijala za pakovanje. Ekstrakti tropova se koriste za proizvodnju jestivih filmova koji daju
jedinstvene karakteristike (prirodan okus i boju voca), koje drugi materijali za izradu filma
nemaju. Tropovi koji sadrze sjemenke i pokozicu se mogu Koristiti direktno kao osnovne sirovine
za pravljenje biorazgradivog materijala za pakovanje razli¢itih namirnica i neprehrambene
proizvode (Zhao, 2007).

47



Miodrag Jazic¢ Doktorska disertacija

3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimenti za potrebe ove disertacije su radeni u laboratoriji za Biohemiju, Hemiju
hrane i Mikrobiologiju hrane Tehnoloskog fakulteta, Univerziteta u Banjoj Luci, laboratoriji za
Organsku hemiju Tehnoloskog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu i laboratoriji za celijske
kulture Instituta za onkologiju Vojvodine u Sremskoj Kamenici, u saradnji sa Medicinskim

fakultetom u Novom Sadu.

3.1. HEMIKALIJE | REAGENSI

Hemikalije i reagensi koriSteni u eksperimentalnom radu su bili analiticke i vecée ¢istocCe.
Etanol, metanol, dimetil-sulfoksid (DMSO), natrijum-karbonat, sumporna Kkiselina,
hlorovodoni¢na kiselina, aluminijum (IIT)-hlorid, natrijum-acetat, vodonik peroksid, gvozde (III)-
hlorid, amonijum-acetat, metafosforna kiselina, mravlja kiselina, vodonik-peroksid, askorbinska
kiselina, siréetna kiselina, pufer pH 1 (KCI/HCI), koristeni su od proizvoda¢a: Zorka, Sabac
(Srbija), Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Czech Republic) i J.T. Baker (Deventer, Netherlands).
Folin-Ciocalteu reagens, kvercetin, (+) — katehin, (-) — epikatehin, galna kiselina, 6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksilna kiselina (troloks), hlorogenska kiselina, gvozde (II)-
hlorid, 2,2—difenil-1—pikrilhidrazil (DPPH), (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska
kiselina) (ABTS), butil-hidroksitoluen (BHT) koristeni su od proizvodaca: Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA), Acros Organics (New Yersey, USA). Hranjivi bujon, Hranjivi agar, Mueler-
Hinton agar i Mueler-Hinton bujon, koristeni su od proizvodaca Liofilchem, S.r.l. (Italy). Diskovi
osjetljivi na antibiotike (Ampicillin (10 pg), Gentamicin (10 pg), Ciprofloxacin (5 pg),
Erythromycin (15 pg) su koristeni od proizvodaéa Mast Group Ltd. (UK). Za atomsku
apsorpcionu spektrofotometriju su koristeni sertifikovani rastvori vodonik peroksid 30 % (Fisher
Chemical,) i azotna kiselina 69 % (J.T Baker, za analizu tragova metala, SAD). Ostale hemikalije

I reagensi upotrebljeni u eksperimentalnom dijelu, a koji nisu navedeni, bile su analiticke Cistoce.

3.2. BILINI MATERIJAL

Istrazivanje je Sprovedeno na Cetiri sorte kupine sa dvije razli¢ite lokacije, od ¢ega su
dvije samonikle i dvije kultivisane sorte (Cadanska bestrna i Chester Thornles). Kupine su
sakupljene u periodu avgust — septembar, na dva lokaliteta sjevero-zapadnog dijela Bosne i
Hercegovine, lokacija Verié¢i (44.9244° N, 17.0026° E) i lokacija Javorani (44.6110° N, 17.2605°

E). Uzorci su ru¢no brani u stanju tehnoloske zrelosti, a sve hemijske analize su odradene u roku
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od 48 casova od momenta branja plodova, a u meduvremenu su skladisteni u frizideru na
tepmeraturi od +4 °C. Uzorci tropa i mati¢nog soka za potrebe istrazivanja su dobijeni
izdvajanjem iz plodova kupine pomoéu komercijalnog sokovnika (Coral PJ 500, Fagor, Spanija).
Uzorci u radu su oznaceni kao: S-sok, a uzorci ploda i tropa su oznac¢eni kao EP — ekstrakt
ploda i ET — ekstrakt tropa, 1 - lokacija Javorani, 2 - lokacija Veri¢i, p — pitoma (kultivisana) i d-

divlja kupina.

3.3. DOBIJANJE EKSTRAKATA PLODA | TROPA
KULTIVISANE I DIVLJE KUPINE

Ekstrakcija uzoraka (ploda i tropa kupine) je uradena metodom po Soxhlet-u 80 %
etanolom (v/v) uz refluks u trajanju od 6 ¢asova. Postupak ekstrakcije je ponovljen tri puta za
svaki od uzoraka. Nakon ekstrakcije, uparavanje uzoraka do suha vr$eno je u rotacionom vakuum
uparivacu (Rotavapor, Devarot, Slovenija) na temperaturama do 50 °C. Prinos nakon ekstrakcije
je izraZzen kao masa (g) suvog ekstrakta na 100 g svjezeg uzorka (%). Ekstrakti dobijeni na ovaj
na¢in su ¢uvani u tamnim bocicama, u frizideru na temperaturi od +4 °C. Dobijeni uzorci

ekstrakta su bili smolaste konzistencije, dobro rastvorljivi u etanolu i metanolu.

3.4. ODREDIVANJE OSNOVNOG HEMIJSKOG SASTAVA
PLODA, TROPA | SOKA KULTIVISANE I DIVLJE KUPINE

Za osnovne hemijske analize uzoraka (ploda, soka i tropa), koriStene su standardne
hemijske metode Official Methods of Analysis of AOAC (AOAC 1990; AOAC 2000). Na osnovu
navedenih metoda odredeni su: suva materija (AOAC 925.09), sirova vlakna (AOAC 991.42),
ukupna kiselost (AOAC 942.15) i ukupan pepeo (AOAC 923.03). Sadrzaj ukupnih Secera je
odreden metodom prema Luff-Schoorl-u, baziranoj na jodometriskom odredivanju Cu ** jona
(Egan i sar., 1981). Odredivanje askorbinske kiseline u uzorcima je izvr$eno u skladu sa metodom
po Tillmans-u, modifikovana po Vuilleumeir-u za jako obojene rastvore (AOAC 967.21).
Kvantitativni 1 kvalitativni sadrZaj mineralnih materija je odreden pomocu metodomatomske

apsorpcione spektrometrije (AAS).
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3.5. ODREPIVANJE SADRZAJA MINERALNIH MATERIJA U
PLODU, TROPU | SOKU KULTIVISANE I DIVLJE KUPINE

Sadrzaj mineralnih materija u ispitivanim uzorcima odreden je spektrofotometrijskom
analizom (Optima 8000 Optical Emission Spectrophotometer (ICP OES), Perkin Elmer, USA). Za

pripremu uzoraka je koriStena metoda mikrotalasne digestije.

3.6. ODREDIVANJE HEMIJSKIH ELEMENATA U PLODU, TROPU I
SOKU KULTIVISANE I DIVLJE KUPINE

Da bi se odredili hemijski elementi u tragovima koriStena je zatvorena kvarcna kiveta i
mikrotalasna pe¢ (Ethos D, Milestone S.r.l., Italija). Analitickom vagom su odvagani uzorci u
koli¢ini od 0,5 £ 0,001 g i preneseni u kivetu za digestiju, uz dodatak koncentrovane HNO3 i
rastvor 30 % vodonik-peroksida. Digestija je vrSena primjenom temperaturnog programa u skladu
sa preporukom proizvodaca. Nakon =zavrSenog programa digestije, sadrzaj kiveta je sa
dejonizovanom vodom provodljivosti 0,056uS/cm, dobijenom pomocu sistema Tehcnosam model
TCPO 200 (Subotica, Republika Srbija), kvantitativno prenesen u plasti¢ne epruvete sa cepom od
10 ml. Dobijeni rastvori su koristeni za odredivanje koncentracija hemijskih elemenata (kalijuma,
natrijuma, kalcijuma, magnezijuma, fosfora, gvozda, bakra, cinka, mangana i selena).

Za kalibraciju instrumenta koristen je CRM Instrument Calibration standard 2 (Perkin
Elmer, USA, LOT CL12-111YPY 1) za koncentracije elementa 100 mg/l (Pb, Cd, As, Co, Ni, Cr,
Se, Cu, Zn, Fe, Ca, Na, Mg, P, K, Mn, Mo). Koncentracije elemenata za kalibracioni pravac su

bile razlicite, odredivane su prema preliminarnim mjerenjima za odredivane metale.

50



Miodrag Jazic¢ Doktorska disertacija

3.7. ODREPIVANJE SADRZAJA POLIFENOLNIH JEDINJENJA
U PLODU, TROPU | SOKU KULTIVISANE | DIVLJE KUPINE

3.7.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola (TP — eng. total polyphenols) u uzorcima je odreden u skladu
sa spektrofortometrijskom metodom Folin Ciocalte-u (Wolfe i sar., 2003). Metoda je zasnovana
na mjerenju redukujuéeg kapaciteta polifenolnih jedinjenja tokom koga dolazi do redukcije Folin-

Ciocalte-u reagensa, u reakciji:

Na,WO,/Na,MoO4 + Fenol — (fenol - MoW,;,040)*- Mo(V1) + & —Mo(V)

Tokom reakcije nastaje intenzivno plavo obojenje, €iji je intenzitet proporcionalan koli¢ini
fenolnih jedinjenja. Intenzitet plavog obojenja je mjeren spektrofotometrijski, na talasnoj duzini
kod 765 nm.

Radne probe za uzorke ekstrakata ploda i tropa su pripremljene u koncentracijama od 250
mg/ml u 80 % etanolu (v/v). Uzorci mati¢nog soka su pripremljeni razrjedenjem u odnosu 1:5 sa
80 % etanolom (v/v). Za izradu kalibracione krive koriStena je serija rastvora galne kiseline u
koncentraciji 0 — 500 pg/ml za slijepu probu. Mjerenje aposorbanci je vrseno na talasnoj duzini od
765 nm. Rezultati sadrzaja ukupnih polifenola u ispitivanim uzorcima su predstavljeni kao mg
ekvivalenta galne kiseline po g suve mase ploda/ekstrakta (mg GAE/g), odnosno kod soka kao mg

ekvivalenta galne kiseline po ml soka (mg GAE/ml).
3.7.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida (TF — eng. total flavonoids) u uzorcima je odreden
spektrofortometrijskom metodom (Woisky i Salatino, 1998). Metoda je zasnovana na formiranju
kompleksa izmedu flavonoida i aluminijum hlorida, tako da nastaje stabilan kiseli kompleks sa
keto grupom u polozaju C4 i hidroksilnom grupom flavonoida u polozajima C3 i C5, koji ima
maksimum aposorbcije na 420 nm.

Radne probe za uzorke ekstrakate ploda i tropa su pripremljene u koncentracijama od 250
mg/ml u 80 % etanolu (v/v). Uzorci mati¢nog soka su pripremljeni razrjedenjem u odnosu 1:5, sa
80 % etanolom (v/v). Za izradu kalibracione krive je koriStena serija rastvora kvercetina u
koncentraciji 0 - 50 ug/ml uz slijepu probu. Mjerenje aposorbanci je vr§eno na talasnoj duzini od
420 nm. Rezultati sadrzaja ukupnih flavonoidi u uzorcima su predstavljeni kao ekvivalenti
kvercetina po g suve mase ploda/ekstrakta (mg Qc/g), odnosno kod soka kao mg ekvivalenta

kvercetina po ml soka (mg Qc/ml).
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3.7.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonola

Sadrzaj ukupnih flavonola (TFl — eng. total flavonols) u uzorcima odreden je
spektrofotometrijskom metodom (Yermakov i sar., 1987). Metoda je zasnovana na principu da
aluminijum hlorid sa C4 keto grupom i C3 ili C5 hidroksilnom grupom flavonola formira stabilan
kiseli kompleks koji ima maksimum apsorbcije od 440 nm.

Radne probe za uzorke ekstrakata ploda i tropa su pripremljene u koncentracijama od 250
mg/ml u 80 % etanolu (v/v). Uzorci mati¢nog soka su pripremljeni razrjedenjem u odnosu 1:5, sa
80 % etanolom (v/v). Za izradu kalibracione krive je koriStena serija rastvora kvercetina u
koncentraciji 0 - 50 ug/ml uz slijepu probu. Mjerenje aposorbanci je vrSeno na talasnoj duzini od
440 nm. Rezultati sadrzaja ukupnih flavonola u uzorcima su predstavljeni kao ekvivalenti
kvercetina po g suve mase ploda/ekstrakta (mg Qc/g), odnosno kod soka kao mg ekvivalenta

kvercetina po ml soka (mg Qc/ml ).
3.7.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih i monomernih antocijana

Ukupni antocijani (TAc) su odredeni primjenom "pH single" metode kod rastvora pH 1.0 1
monomerni antocijanin (TMAc) primjenom "pH-diferencijalne” metode kod pH 1.0 i pH 4,5
(Guisti i Wrolstad, 2001). Metoda je zasnovana na karakteristikama antocijana da podlijezu
reverzibilnim strukturnim promjenama sa promjenom pH rastvora, kod pH 1,0 su crveno obojeni
(nalaze se u obliku oksonijum jona, dok su kod pH 4,5 bezbojni (nalaze se u poluketalnom
obliku). Degradacija monomernih antocijana nastaje pod uticajem razli¢itih faktora kao §to su:
temperatura, kiseonik, askorbinska kiselina i sl. Antocijani se medusobno povezuju i sa drugim
prisutnim jedinjenjima i tako formiraju kondenzacione proizvode degradacije. U toku degradacije
koncentracija monomernih antocijana opada, a nastaju kondenzacioni proizvodi koji su stabilniji
nego monomerni (slobodni) antocijani.

Radne probe za uzorke ekstrakata ploda i tropa su pripremljene tako $to su na analiti¢koj
vagi odmjerene koli¢ine od 500 mg uzorka. Uzorci mati¢nog soka su odmjereni u zapremini od 2
ml. Uzorci su nakon toga ostavljeni u normalan sud od 20 ml i ekstrahovani sa 20 ml rastvora
metanol/HCI na temperaturi 20 °C, u toku 24 h. Nakon toga je smjesa filtrirana preko filter papira
I uzorci su dopunjeni puferom pH 1, zatim i pH 4,5, i ostavljeni na sobnoj temperaturi 15 minuta,
te su izmjerene apsorbance na 500 i 700 nm (zbog korekcije zamucenja). Kao slijepa proba je

koristen metanol. Koncentracija ukupnih antocijana je izracunata prema formuli:
Cuk (Mg/l) = (AukxMxFx1000)/(ex1) gdje su:

Ak - apsorbanca razblazenog ekstrakta, koja je izraCunata prema formuli:
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Auk = (Asi0 — Azoo) PH1;

M = 449,2 g/mol (molekulska masa cijanidin-3-O-glukozida);

F = 20 (faktor razblazenja ekstrakta, kao i faktor razblaZzenja mati¢nog soka);

e = 26 900 dm®mol*cm™ Iecm-1mol-1 (molarni keficijent apsorpcije cijanidin-3-O-
glukozida);

| = 1 cm (debljina kivete).

Koncentracija nedegradiranih (monomernih) antocijana (mg/l) u ekstraktu izraCunata je

prema formuli:
Crmon (M/) = (AmonxMxFx1000)/(ex1);
gdje je Amon - apsorbanca razblazenog ekstrakta, koja je izracunata prema formuli:
Amon = (Asoo — A700) PH1 — (Asoo — Azo0) PHas;

konstante su iste kao i u prethodnoj formuli.

Rezultati ukupnih i monomernih antocijana, sadrZaj antocijana u ekstraktima predstavljeni
su kao ekvivalenti cijanidin-3-glukozida po g suve mase ploda/ekstrakta (mg Cy/ml), kod soka
kao mg ekvivalenta cijanidin-3-glukozida po ml soka (mg Cy/ml).

Izra¢unavanje indeksa degradacije antocijana je izvrSeno je na osnovu formule:
ID = Cuk/Cmon

Indeks degradacije pokazuje stepen razgradnje antocijana. Vece vrijednosti indeksa
degradacije (ID) ukazuju na vecu degradaciju antocijana, dok su manje vrijednosti za (ID),

pokazuju manju degradaciju i vecu ouvanost monomera antocijana.
3.7.5. Odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja HPLC metodom

Suvi ekstrakti plodova i tropova kupine (50 mg) ekstrahovani su u zatvorenim
polipropilenskim epruvetama sa 1 ml 50 % metanola na ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 15
min. Sokovi kupine (100 pl) su pomjesani sa 900 ul 50 % metanola u trajanju od 15 min, na
ultrazvu¢nom kupatilu. Nakon ekstrakcije, dobijena ekstrakciona smjesa je profiltrirana kroz 0,2
um Spric filter sa teflonskom (PTFE) membranom (ANOTOP 10 Plus, "Whatman", Mejdston,
Engleska).
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3.7.5.1. Identifikacija i kvantifikacija polifenolnih kiselina i flavonoida HPLC

metodom

Identifikacija i kvantifikacija polifenolnih jedinjenja u ekstraktima tropova, plodova i
sokova kupine izvrSena je te¢nom hromatografijom visoke rezolucije (High Perfomance Liquid
Chromatography, HPLC) na uredaju Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kioto, Japan), koji sadrzi
LC-20AT binarnu pumpu, CTO-20A termostat i SIL-20A automatski dozator povezan sa SPD-
20AV UV/Vis detektorom.

Razdvajanje fenolnih jedinjenja izvrSeno je na Luna C18 RP koloni, (250 mm x 4,6 mm,
veli¢ina Cestica 5 pm; Phenomenex, ,,Torens”, Kalifornija, SAD), koja je zaStiCena pretkolonom
C18, 4 x 30 mm (Phenomenex, ,,Torens”, Kalifornija, SAD). Kao mobilna faza koristen je sistem
rastvaraca: A (acetonitril) i B (1 % mravlja kiselina) pri protoku od 1 ml/min i primjenom
sljedeéeg linearnog gradijenta: 0—10 min od 10 do 25 % A; 10-20 min linearan porast do 60 % A,
od 20 do 30 min linearan porast do 70 % A. Kolona je uravnotezena na pocetne uslove, 10 % A,
10 min uz dodatnih 5 min za stabilizaciju. Standardi polifenolnih jedinjenja su rastvoreni u 50%
metanolu. Hromatogrami su snimljeni pri razli¢itim talasnim duZinama: 280 nm za derivate
hidroksibenzoeve kiseline (galna, protokatehinska, vanilinska i siringinska kiselina) i za elaginsku
kiselinu, katehin i epikatehin, 320 nm za derivate hidroksicimetne kiseline (kafena, sinapinska i
vanilinska kiselina) i 360 nm za flavonoide (rutin, miricetin).

Na osnovu dobijenih hromatograma i kalibracionih dijagrama standardnih rastvora
fenolnih jedinjenja izraCunate su koncentracije identifikovanih fenolnih kiselina i flavonoida

(mg/g suvog ekstrakta).
3.7.5.2. Identifikacija i kvantifikacija antocijana HPLC metodom

Identifikacija i kvantifikacija antocijana u ekstraktima tropova, plodova i sokova kupine
izvrSena je teCnom hromatografijom visoke rezolucije (High Perfomance Liquid Chro-
matography, HPLC) na uredaju Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kioto, Japan), koji sadrzi LC-
20AT binarnu pumpu, CTO-20A termostat i SIL-20A automatski dozator povezan sa SPD-20AV
UV/Vis detektorom.

HPLC analiza izvedena je na koloni Luna C18 (250 mm X 4,6 mm, veli¢ina Cestica 5 um;
Phenomenex) sa pretkolonom C18 (4 x 3 mm, Phenomenex, ,,Torens”, Kalifornija, SAD). Kao
mobilna faza kori$éen je sistem rastvaraca: A (5 % mravlja kiselina) i B (acetonitril) pri protoku
od 1 ml/min. Primjenjen je isti linearni gradijent kao i za identifikaciju. Hromatogrami su
snimljeni kod 520 nm. Kvantifikacija antocijana izvedena je primjenom jedinog dostupnog

standardnog jedinjenja cijanidin-3-O-glukozida, a sadrzaj antocijana u uzorcima je izrazen kao
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ekvivalent cijanidin-3-O-glukozida (mg CyGE/g suvog ekstrakta ploda/tropa, odnosno mg
CyGE/100 ml soka).

3.7.6. ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI PLODA,
TROPA | SOKA KULTIVISANE I DIVLJE KUPINE

Vecinu metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti karakteriSe odredivanje sposobnosti
ispitivanog jedinjenja ili proizvoda da ukloni slobodne radikale i/ili kompleksne metalne jone koji
pokrec¢u oksidacione procese (Tirzitis i Bartosz, 2010). U struc¢noj literaturi nalazimo vise testova
koje se koriste za ispitivanje aktivnosti antioksidanata u sastojcima hrane ili bioloskim uzorcima,
a temelje se na principima prenosa elektrona (Dasgupta i Klein, 2014). Najc¢esc¢e koristeni testovi
in vitro studijama koje sreéemo u literaturi su DPPHe, FRAP i ABTS™ test, od kojih su dva
koriStena u ovom radu.

ABTS™ i DPPH" testovi su $iroko koriStene metode za procijenu antioksidativne
aktivnosti prirodnih proizvoda kao $to su biljni ili prehrambeni ekstrakti. Predstavljaju
spektrofotometrijske metode bazirane na uklanjanju stabilnih obojenih radikala kada su prisutni u
sloZzenim bioloskim smjeSama, na osnovu promjene boje, koja je u korelaciji sa koncentracijom

"antioksidanata” u uzorku (Huang i Wong, 2013; Sujarwo i Keim, 2019).
3.7.6.1. DPPH test

Antioksidativni kapacitet uzoraka da inhibiraju 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikale je odreden spektrofotometrijskom metodom (Liyana-Pathiranan i Shahidi, 2005).
Rezultati za antioksidativni kapacitet uzoraka prema DPPH’ su predstavljeni kao 1Cs, vrijednosti.
ICso je definisan kao potrebna koli¢ina uzroka (ekstrakata ploda/tropa ili maticnog soka) da
redukuje 50 % pocetne koncentracije DPPH radikala.

Metoda je zasnovana na mjerenju sposobnosti antioksidanata da redukuju ljubicasto
obojen rastvor 2,2 — difenil - 1- pikrilhidrazil (DPPH) radikala do bezbojnog hidrazina (DPPH-H)
(Slika 24). Stepen obezbojavanja ukazuje na antioksidativnu sposobnost pripremljenih uzoraka
(Ramalakshmi i sar, 2009). Antioksidanti u reakciji sa slobodnim radikalima prekidaju lancane
reakcije oksidacije doniraju¢i vodonik iz hidroksilne grupe polifenola (Naidu i sar., 2008).

N02 N02
Ph Ph

O2N NH—HN; ~ * FIOH———>= O,N NH—HN! + FIO™

Ph Ph
N02 N02

Slika 24. DPPH-radikal u reakciji sa flavonoidima
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Radne probe za uzorke ekstrakata ploda i tropa su pripremljene u koncentracijama 0 — 500
pg/ml u 80 % etanolu (v/v). Uzorci soka su pripremljeni u koncentracijama 0 - 20 mg/ml u 80 %
etanolu (v/v). Kao referentni antioksidant je koriSten Trolox u koncentracijama 0 — 500 pg/ml,
pripremljen u 80 % etanolu (v/v). Mati¢ni rastvor za DPPH je pripremljen kao 1,5 mmol/l DPPH
sa 99,96 % metanolom, od koga su za svaku analizu pripremljeni radni rastvori 0,135 mmol/I
DPPH u metanolu. Kao kontrolni rastvor je koriStena smjesa u kojoj je umjesto ispitivanog uzorka
dodata destilovana voda. Za slijepu probu je koristen 99,96 % metanol. Nakon pripreme smjese
vrsena je inkubacija rastvora na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 minuta. Mjerenje je vrSeno
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 515 nm.

Na osnovu dobijenih rezultata za apsorbance ispitivanog uzorka i apsorbance kontrole

izraCunate su Ipppy (%) vrijednosti za sve pripremljene uzorke, primjenom jednacine:

) — (Akontrol - Auzorak)Xloo

IDPPH (%
Akontrol

gdje su: Axont. - apsorbanca kontrolnog rastvora; A,;. - apsorbanca uzorka.

Na osnovu dobijenih vrijednosti Ipppy (%) 1 na osnovu ta¢no odredenih koncentarcija
uzoraka, konstruisan je dijagram kako bi se odredila jednacina pravca kalibracione krive: prva,
apsorpcija u funkciji koncentracije uzoraka i druga, apsorpcija u funkciji koncentracije Trolox-a.
Na osnovu linearnog dijela jednacina pravca, linearnom regresijom izracunate su vrijednosti 1Csg

za svaki od uzoraka.
3.7.6.2. ABTS test

Sposobnost ispitivanih uzoraka da neutralisu ABTS radikale (ABTS™) je odreden
spektrofotometrijskom metodom (Re i sar., 1999). Rezultati za antioksidativni kapacitet uzoraka
prema ABTS " su predstavljeni kao ICs vrijednosti.

Metoda je zasnovana na mjerenju sposobnosti uzoraka da redukuju dugo zive¢i ABTS
(2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) katjon radikal (Slika 25), na nadin da

antioksidant iz uzorka preda H atom slobodnom radikalu.

(@]
N\ _OH
S S
- \
N N% O
/
o %N N
\ S _J
Ho™ \\O

Slika 25. B,B’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)
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Tokom reakcije redukcije ABTS radikala se zeleno plava boja rastvora obezbojava,
odnosno radikalski oblik prelazi u neradikalski (Dasgupta i Klein, 2014).

Radne probe za uzorke ekstrakte ploda i tropa su pripremljene u koncentracijama 0 — 100
pg/ml u 80 % etanolu (v/v). Uzorci soka su pripremljeni u koncentracijama 0 — 1,5 mg/ml u 80 %
etanolu (v/v). Kao referentni antioksidant je koriSten Trolox u koncentracijama 0 — 100 pg/ml,
pripremljen u 80 % etanolu (v/v). ABTS radikal je dobijen u reakciji sa kalijum persulfatom, tako
$to je rastvor nakon pripreme ostavljen na temperaturi 4 °C u intervalu 12 - 16 ¢asova. Kao
kontrolni rastvor je koriStena smjesa u kojoj je umjesto ispitivanog uzorka dodata destilovana
voda. Kao slijepa proba koristen je 99,96 % metanol. Nakon pripreme smjese izvrSena je
inkubacija rastvora na sobnoj temperaturi u trajanju od 7 minuta. Mjerenje je vrSeno
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 734 nm.

Na osnovu dobijenih rezultata za apsorbance ispitivanog uzorka i apsorbance kontrole
izraCunate su Iagts (%) vrijednosti za sve pripremljene uzorke, primjenom jednacine:

(Avontrol — Auzora) X100

lagTs (%) = A
kontrol

gdje su: Axont. - apsorbanca kontrolnog rastvora; A,;. - apsorbanca uzorka.

Na osnovu dobijenih vrijednosti Iagts (%) i na osnovu ispitanih koncentarcija uzoraka
konstruisan je dijagram kako bi se odredila jednacina pravca kalibracione krive. Na osnovu
linearnog dijela jednacina pravca, linearnom regresijom izracunate su vrijednosti za ICsq za svaki
od uzoraka. ICs je definisan kao potrebna koli¢ina uzroka (ploda/tropa ili mati¢nog soka) da

redukuje 50% pocetne koncentracije ABTS™ radikala.
3.7.6.3. Neutralizacija uticaja hidroksil radikala (OH)

Sposobnost ispitivanih uzoraka da neutralisu hidroksil radikale ("OH) odredena je
spektrofotometrijskom metodom (Gutteridge i sar., 1987; Nadpal, 2017). Rezultati sposobnosti
neutralizacije ispitivanih uzoraka prema hidroksil radikalima su predstavljeni kao 1Cs, vrijednosti.

Metoda se zasniva na mjerenju stepena degradacije 2-deoksi-D-riboze pod uticajem

hidroksil radikala ((OH) generisanog u Fentonovoj reakciji:
H,0, + Fe** —Fe*+ + ‘OH + 'OH

Ispitivanje sposobnosti hvatanja hidroksil radikala od strane ispitivanih uzoraka vrSeno je
nakon §to je generisan "OH u sistemu Fe®*" - askorbat - EDTA - H,0,. Nastali reaktivni ‘OH u
prisustvu 2-deoksiriboze i kiseonika grade malonildialdehid koji se odreduje u testu sa

tiobarbituratnom kiselinom (TBA test). Test je zasnovan na odredivanju inteziteta kompleksa
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(ruzicaste boje) spektrofotometrijskim putem, koji nastaje nakon reakcije MDA
(malonildialdehida) sa dva molekula TBA.

Radne probe za uzorke ekstrakte ploda/tropa su pripremljene u koncentracijama 0 — 500
pg/ml u 80 % etanolu (v/v). Uzorci mati¢nog soka su pripremljeni u koncentracijama 0 — 10
mg/ml u 80 % etanolu (v/v). Kao referentni antioksidant je koriSten BHT, pripremljen u
koncentracijama 0 — 0,05 mg/ml u 80 % etanolu (v/v). Kao slijepa proba je koristena destilovana
voda. Nakon pripreme rastvor je zagrijana na 37 °C i inkubiran 60 min, te nakon toga dodata
smjese EDTA/TBA i rastvor zagrijan na 100 °C jo§ 10 minuta. Za svaku analizu uzorka i kontrole
radena je paralelna korekcija. Mjerenje apsorbanci je vrSeno na talasnoj duzini od 532 nm.

Iz razlike apsorbancije radne probe (A) i korekcije (Axor) izracunate su apsorbancije (A)
za svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta kao i za kontrolu:

A=Ap- Awr
Sposobnost neutralizacije hidroksil radikala l.oy (%) pripremljenih uzoraka (ekstrakata

ploda/tropa ili mati¢nog soka) izracunat je na osnovu formule:
|'o|-| (%) = (1- A/Akon) x 100 %

gdje je Axon apsorbanca kontrolne probe (razlika izmedu apsorbance kontrole i korekcije
kontrole).

Na osnovu dobijenih vrijednosti leonq (%) 1 tacno odredenih koncentarcija uzoraka,
konstruisan je dijagram kako bi se odredila jednacina pravca kalibracione krive. Na osnovu
linearnog dijela jednacina pravca, linearnom regresijom izracunate su vrijednosti za ICsq za svaki
od uzoraka. ICs je definisan kao potrebna koli¢ina uzroka (ekstrakata ploda/tropa ili mati¢nog

soka) da redukuje 50 % pocetne koncentracije hidroksilradikala.
3.7.6.4. Metoda Brigs-Rauscher-ovih oscilatornih reakcija

Briggs-Rauscher (BR) oscilatorne reakcije su koriStene za ispitivanje antioksidativne
aktivnosti (Prenesti i sar., 2005). BR oscilatorne reakcije su pogodne kao analiticke metode za
mjerenje relativnog antioksidativnog kapaciteta in vitro, kod ¢istih jedinjenja i ekstrakata hrane
kod niskog pH, kao Sto je pH u digestivnom traktu ljudi. Ova metoda ima mnoge prednosti u
odnosu na druge metode (analize su povoljnije, brze, a neophodni reagensi i uredaji se najcesce
koriste u svim laboratorijama) (Dacié¢ i Gojak-Salimovi¢, 2016).

BR oscilatorni sistem se sastoji od vodenog rastvora sa ta¢no odredenim koncentracijama
vodonikovog peroksida, jodne kiseline, manganove (II) soli i malonske kiseline, uz skrob kao
indikator. Glavni intermedijeri u reakcijama su jodidni jon, oksojodne vrste HOI, HOIO i 10 i
hidrogenperoksidni radikal HOO' (De la Rosa i sar., 2010).
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Promjena boje u oscilatornom sistemu se obja$njava promjenama u koncentracija I, i 17,

kao u reakciji:
1. 10, + 2H,0, + CH, (COOH) * + H* — ICH (COOH) , + 20, + 3H,0
Reakcija (1) je izvedena iz sledece dvije reakcije:

2. IOg_ + 2H202 + H+ — HOI + 202 + 2H20
3. HOI + CH, (COOH) I — ICH (COOH) 5 + H,0

Tokom ovog procesa, promjene u koncentraciji jodida mogu se primjetiti kao promjena

boje u rastvoru zato $to se reakcija (3) odvija u dva koraka:

4, I"+HOl+H*—>1,+H,0
5. 1, + CH, (COOH) I — ICH (COOH) * + H* + I

Zuta boja se javlja zbog formiranja molekule joda (I,) (Daci¢ i Gojak-Salimovi¢, 2016).
Metoda BR oscilatornih reakcija se zasniva na sposobnosti da analizirane komponente mjenjaju
kineticke parametre hemijskih reakcija, tokom c¢ega uzrokuju inhibiciju i promjene boje u
odredenim vremenskim intervalima (bezbojno — Zuto — tamno plavo), a zavisi od koncentracije
ispitivanog uzorka (Peji¢ i sar., 2012; Markovi¢ i sar., 2015). Antioksidanti u rastvoru dovode do
trenutnog prestanka oscilacija, a nakon tzv. vremena inhibicije, oscilacije se ponovo ponavljaju
(De la Rosa i sar., 2010). Vrijeme inhibicije je u linearnoj zavisnosti od vrste antioksidanta i
njegove koncentracije.

Radni rastvor je pripremljen u skladu sa Prenesti i saradnici, 2005. Radne probe za uzorke
ekstrakata ploda i tropa su pripremljene u koncentracijama 1,5 - 5 mg/ml u 80 % etanolu (v/v).
Uzorci mati¢nog soka su pripremljeni tako $§to su napravljena razblazenja (1:10, 1:12, 1:15 i 1:20)
u 80 % etanolu (v/v). Kao referentni antioksidant je koriSten Trolox u koncentracijama 0 — 30
pg/ml u 80 % etanolu (v/v). Nakon pripreme rastvora, reakciona posuda je postavljena na
magnetnu mjeSalicu (300 o/min), a zatim Su predvidenim redoslijedom dodati prethodno
pripremljeni rastvori. Nakon druge pojave modrog obojenja reakcione smjese dodate su razlicite
koncentracije uzoraka, u koli¢ini od 100 pl, te je mjereno vrijeme inhibicije, odnosno vrijeme do
ponovne pojave plavog obojenja. Na osnovu izmjerenih vrijednosti inhibicije za trolox i ispitivane
uzorke, izracunata su vremena inhibicije (t inn ), primjenom jednacine:

tinn. = (t-t0)

gdje su: tin, - apsorbanca kontrolnog rastvora; tim, - apsorbanca uzorka.
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Na osnovu izmjerenih vrijednosti ti,n, 1 poznatih koncentracija trolox-a konstruisana je

kalibraciona kriva iz koje su dobijene jednacine pravca: y =ax+biy=cx+d.

Iz dobijenih jednacina pravca o¢itane su vrijednosti i prikazani rezultati kao pg trolox/mg

ploda ili ekstrakta i pg trolox/ml soka.

3.8. BIOLOSKI POTENCIJAL PLODA, TROPA | SOKA
KULTIVISANE I DIVLIE KUPINE

3.8.1. Odredivanje antiproliferativne aktivnosti ploda, tropa i soka kultivisane i
divlje kupine

Uticaj ispitivanih uzoraka na intenzitet proliferacija odreden je kolorimetrijskim SRB

testom (Skehan i sar., 1990), koju su modifikovali Cetojevi¢-Simin i saradnici (2015).
3.8.1.1. Kulture ¢elijskih linija

Humane tumorske Celijske linije: HeLa (epitelni karcinom cerviksa), MCF7
(adenokarcinom dojke), MRC-5 (normalni fetalni fibroblasti plu¢a) i HT-29 (adenokarcinom
debelog crijeva) su koristeni za odredivanje antiproliferativnog efekta ekstrakata ploda/tropa i
matiénog soka ispitivanih uzoraka kupine. Celijske linije su kultivisane u Dulbecco
modifikovanom Eagle's medijumu (DMEM; PAA Laboratories GmbH, Pashing, Austrija), sa
dodatkom 4,5 % glukoze i dopunjeni sa 10 % temperaturno inaktiviranog fetalnog (teleéeg)
seruma (FCS; PAA Laboratories GmbH, Pashing, Austrija), 100 1U/ml pencilina i 100 pg/ml
streptomicina (Galenika, Beograd, Srbija). Sve ispitivane Celijske linije su uzgajane u posudama
za kulture 25 cm® (Corning, New York, USA) na 37 'C u atmosferi od 5 % CO,, na visokoj

relativnoj vlaznosti i subkultivisane dva puta nedeljno. Suspenzije pojedinacnih ¢elija su dobijene

upotrebom 0,1 % tripsina (Serva, UK) sa 0,04 % EDTA.

3.8.1.2. Priprema uzoraka

Uzorci koji su koriSteni za ispitivanje antiproliferativnog efekta su rastvoreni u DMSO i
dalje razblazeni u DMSO (u pet radnih koncentracija), gdje su ekstrakti pripremljeni u opsegu
koncentracija: 125 - 2000 pg/ml, a uzorci mati¢nog soka razblazenjem 20 — 320 puta.

Suspenzije ¢elija gustine od 4 x 10 ® éelija po otvoru su postavljene u mikrotitar plo¢e sa
96 otvora (Sarstedt, Nevton, NC, USA) u zapremini od 199 pl, i preinkubirane u kompletnom
mediju sa 5 % FCS, na 37 'C tokom 24 sata. Pripremljene serije uzoraka su dodate u koligini 1 pl

po otvoru. Umjesto uzorka u kontrole je dodata ekvivalentna koli¢ina rastvaraca. Konac¢na
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koncentracija DMSO u uzorcima je bila < 0,5 % (v4). Nakon toga su mikrotitar plo¢e inkubirane
na 37 'C tokom 48 h.

3.8.1.3. Sulphorhodamine B (SRB) test

Fluorescentna anjonska boja SRB se u blago kiseloj sredini elektrostaticki vezuje za
pozitivno naelektrisane ostatke celijskih proteina dajuéi izrazito stabilne konjugate koji
fluoresciraju jarko crveno. Nakon vezivanja proteina i ispiranja viska boje, dodatkom slabe baze
(TRIS) SRB se kvantitativno ekstrahuje iz ¢elije 1 odreduje se celijski rast.

Celije su nakon inkubacije fiksirane sa 50 % TCA (1 h, + 4 °C), i isprane destilovanom
vodom (Vellvash 4; Labsistems; Helsinki, Finska) i bojen sa 0,4 % SRB (30 min. na sobnoj
temperaturi). PloCe su zatim isprane sa 1 % sir¢etnom kiselinom da bi se uklonila nevezana boja.

Boja vezana za proteine je ekstrahovana sa 10 mM Tris baze.

NAD- H N

®_< j . \SN?—N//N N—NH
“C >

Slika 26. Redukcija MTT reduktazom do formazina

MTT - formazan

Absorbance rastvora su mjeren na ¢itacu mikroploca (Multiscan Ascent, Labsistems) kod
540 i 620 nm. Antiproliferativni efekat, odnosno efekat na rast Celija izrazen je kao procenat

kontrole i izracunat kao:
K(%) = (At/Ac) x 100 (%),
gdje je At apsorbanca test uzorka i Ac apsorbanca kontrole.

Antiproliferativna aktivnost je prikazana kao ICsy vrijednost (koncentracija uzorka kod
koga je celijski rast inhibiran za 50 %). Ova vrijednost je o€itana iz krivih zavisnosti Celijskog
rasta, odnosno od finalne koncentracije uzorka/standarda dobijenih polinomskom regresionom

analizom.
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3.8.2. Antihiperglikemijska aktivnost ploda, tropa i soka kultivisane i divlje kupine

Uticaj ekstrakata ploda/tropa 1 maticnog soka ispitivanih uzoraka kupine na
antihiperglikemijski efekat (inhibiciju aktivnosti a-glukozidaze) odreden je modifikovanom
metodom prema Chan i saradnicima (2010). Metoda je zasnovana na mjerenju porasta apsorbance
od 405 nm, koja poti¢e od 4-nitrofenola oslobodenog iz 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozida nakon
10 minuta inkubacije sa ispitivanim uzorkom na 37 °C.

Za ispitivanje je koristen rastvor 2mM (4-nitrofenil-a-D-glukopiranozid), odnosno (3,01
mg u 5 ml pufera, pH 7), zatim rastvor enzima a-glukozidaze (1,35 mg enzima u 1 ml fosfatnog
pufera), od koga je odmjeren alikvot od 40 pl u posudu od 10 ml koja je dopunjena do crte.

Za ovaj test je pomjesano 5 mg uzorka sa 1 ml pufera na vorteksu u toku jednog minuta, a
potom je napravljeno odgovarajue razblazenje uzoraka. Reakcione smjese su pripremljene u
otvorima mikrotitar ploca na sljede¢i nac¢in: 100 pl supstrata je pomjesano sa 20 pl uzorka i 100 ul
rastvora enzima. Apsorbance su izmjerena na 405 nm, prije i nakon inkubacije 10 minuta na 37
°C i uporedene sa kontrolnom apsorbancom za izraCunavanje antihiperglikemijske aktivnosti.

Potencijal inhibicije (%) je izraunat na osnovu jednacine:

I Ahga % = (AAxontrole — AAuzorka)/ AAkontrole X 100

gdje su AAyonrole 1 AAuzorka Fazlike apsorbanci reakcione smjese kontrole i sa uzorkom prije

dodatka enzima i nakon 10 minuta inkubacije sa enzimom.

Slijepa proba kontrole se sastojala od 100 pl supstrata i 120 pl pufera. Kontrola se
sastojala od 100 pl supstrata, 20 pl pufera i 100 pl enzima, slijepa proba za uzorak od 100 pl
supstrata i 100 pl pufera. Slijepa proba kontrole i uzorka se nije pripremala u triplikatu (samo
jedan otvor). Apsorbance kontrole i uzorka su mjerene u triplikatu (tri otvora), a od njih su

oduzete vrijednosti za odgovarajuce slijepe probe.
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3.9. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST PLODA, TROPA | SOKA
KULTIVISANE I DIVLIE KUPINE

Antibakterijska aktivnost je ispitana metodom difuzije u agaru sa bunarci¢ima (Balouiri 1
sar., 2016; Valgas i sar., 2007). Za testiranje antibakterijske aktivnosti su odabrane dvije
bakterijske vrste: gram negativna Escherichia coli (ATCC 25922) i gram pozitivna
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Bakterijske kulture su pripremane uzgojem na hranljivom agaru (HA) 24 sata na 37°C.
Nakon toga E. coli je precjepljena na HB, a S. aureus na hanljivi agar (HA) naredna 24 sata na
37°C. Kulture su za testiranje ezom prenoSene na Mueller-Hinton bujon (MHB) i gustina im je,
poredenjem sa 0.5 McFarland standardom i razrijedivanjem, podesena na 10° cfu/mL (Ortez,
2005). Iz MHB kulture su sterilnim vatenim S$tapi¢em nanoSene na petrijeve plo¢e (promjera 9
cm) sa Mueller-Hinton agarom (MHA). Sterilnim borerom promjera 6 mm su u nasijanom MHA
pravljeni bunari¢i u koje je unoseno 30 ul ekstrakta ploda i tropa kupine u koncentraciji 50 mg/ml
u 80% etanolu (v/v). Petrijevke su zatim u uspravnom polozaju inkubirane 24 sata na 37 °C.
Nakon inkubacije mjereni su promjeri sterilnih prstenovi oko bunari¢a (u mm) ukljucujuéi i 6 mm
Sirine bunari¢a. Kao pozitivna kontrola su koriSteni antibiotici: Ampicillin (10mg), Gentamicin
(10mgq), Erythromycin (15mg) i Ciprofloxacin (5 mg), a kao negativna kontrola je koristen 80 %
etanol (V/v).

Za testiranje antifungalne aktivnosti odabran je kvasac Candida albicans (ATCC 10231) i
plijesan Aspergillus niger izolovana sa plodova jabuke, na Tehnoloskom fakultetu u Banjoj Luci.
Kvasac C. albicans je prije testiranja kultivisan 24 sata na Sabouraud dekstroznom agaru (SDA)
na 37 °C. Kultura je za testiranje podeSena na gustinu 10° cfu/mL u fizioloskom rastvoru (0,85 %
NaCK). Testovi su obavljeni metodom difuzije u agaru sa bunar¢i¢ima (Balouiri i sar., 2016;
Magaldi i sar., 2004).

Eksperimenti su provedeni sa ekstraktima ploda i tropa kupine u koncentraciji 50 mg/ml u
80% etanolu (v/v) i uzorcima mati¢nog soka. Sterilne Petrijeve posude sa SDA su inokulisane
pripremljenom kulturom 1 sterilnim borerom su napravljeni su bunarc¢i¢i pre¢nika 6 mm. Nakon
toga su dodati testirani ekstrakti u koli¢ini od 30 pl. Petrijevke su zatim u uspravnom polozaju
stavljene na inkubaciju 24 sata na 37 °C. Nakon inkubacije mjerena je sterilna zona oko otvora sa
ekstraktom u mm. Kao pozitivna kontrola su koriSteni diskovi: Nystatin (100 IU) i Fluconazole
(100 pg), a kao negativna kontrola je koristen 80 % etanol (v/v).

Antifungalna aktivnost prema plijesni A. niger je testirana metodom razredivanja u agaru
(Balouiri 1 sar., 2016; Marwah 1 sar., 2007). Podloge za testiranje su pripremane tako Sto je

otopljenom agaru (SDA) dodavana odredena koli¢ina ektrakta (EUCAST, 2000). Finalne
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koncentracije ekstrakta u podlozi su bile u rasponu od 0,625 do 2,5 mg/ml. Soj A. niger je
pripreman za testiranje tako $to je inkubiran na 25 °C u toku 72 sata kada se na petrijevkama
pojavio bijeli micelijum bez formiranih spora. Iz ovih petrijevki su sterilnim borerom isjecani
diskovi micelijuma pre¢nika 5 mm i u izvrnutom polozaju stavljani na sredinu petrijevki sa
ektraktom u podlozi. Kontrolne plo¢e sa odgovaraju¢om koncentracijom etanola (4%, 2% i 1%) i
bez ekstrakata su inokulisane na isti nacin. Pre¢nik kolonija je mjeren u milimetrima, nakon

inkubacije u trajanju 7 dana na 25 ° C. Procenti inhibicije rasta (F1%) su izracunati kao:
FI (%) = (DC-DT) x100/DC,

gdje je DC - pre¢nik kolonije za kontrolu; DT - preénik kolonije testiranog micelijuma
Antimikrobna aktivnost je radena u osam ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednje

vrijednosti + SD.

3.10. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svi rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri ponavljanja + standardna greska (SD),
osim ako nije naznaceno drugacije. Statisticka obrada dobijenih rezultata je vrSena pomocu
softverskih programa Excel, Microsoft Office 2010 i IBM SPSS Statistics 20. Za analizu znacajne
razlike izmedu artimetickih sredina (p < 0,05), koristen je test viSestrukih intervala (Dunckan-ov
test). Kao granice za odredivanje statistiCke znacajnosti koeficijenta korelacije se uzima vrijednost
(p < 0,05), a ukoliko je vrijednost ve¢a (p > 0,05), smatra se da koeficijent korelacije nema
znacaja, i bez obzira na vrijednost ne uzima se u razmatranje (Yan i Su, 2009; Fox, 2015). Za
analizu linearnih korelacija je koriSten Pirson-ov test korelacija (eng. Pearson correlation test).
Vrijednost ovog koeficijenta se krece u intervalu (-1-1). Kod pozitivne korelacije koeficijent
korelacije se kre¢e u intervalu (0-1) a kod negativne korelacije u interval (-1-0) (Mutavdzi¢ i
Nikoli¢-Pori¢, 2018).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

U ovom poglavlju su predstavljeni rezultati eksperimenata osnovnog hemijskog i
mineralnog sastava u svjezim uzorcima ploda, tropa i soka, zatim rezultati polifenolnog sastava i
bioloske aktivnost ekstrakata ploda i tropa, i uzoraka soka kultivisanih i divljih sorti kupine.
Rezultati su statisticki analizirani kako bi se preciznije uporedili hemijski i polifenolni sastav i
bioloski potencijal ispitivanih uzoraka, te stekao jasniji uvid u korelacije izmedu sadzaja

polifenolnih jedinjenja i bioloske aktivnosti.

4.1. HEMIJSKI SASTAV PLODA, TROPA | SOKA KULTIVISANE
| DIVLJE KUPINE

Hemijski sastav kupina je promjenjiv i u mnogome zavisi od sorte, sastava zemljista,
klimatskih uslova, stadijuma zrelosti, perioda branja i uslova skladistenja (Seeram, 2008; Tosun i
sar., 2008; Dai i sar., 2009). Pored visoko vrijednih polifenolnih jedinjenja po kojima su poznate,
kupine sadrZe ugljene hidrate, vitamine i minerale (Kaume i sar., 2012; Bobinaite i sar., 2012).

Osnovni hemijski sastav je predstavljen u Tabeli 7, kao sadrzaj suve materije, ukupnog
pepela, ukupnih Secera, sirove celuloze, ukupna kiselost i ukupan sadrzaj askorbinske kiseline.
Tokom izdvajanja tropa i soka iz plodova kupine u laboratorijskim uslovima odredeni su prinosi
soka (S-pl (44.54 %), S-p2 (43.70 %), S-d1 (40.69 %) i S-d2 (39.34 %)). Navedene vrijednosti su
niZe od vrijednosti dobijenih u industrijskim uslovima (do 80 %) (Santos i sar, 2017).

U tabeli 7 su prikazani rezultati hemijskog sastava ploda kupine, gdje su uzorci divlje
kupine P-d2 pokazali znacajno veéi sadrzaj suve materije (15,73 g/100 g svjeze materije). Takode,
veci sadrzaj pepela (0,45 g/100 g svjeze materije) je odreden kod uzoraka ploda divlje kupine.
Najveéi sadrzaj ukupnih Secera (6,07 g/100 g svjeze materije) i askorbinske kiseline (21,36 g/100
g svjeze materije) utvrden je kod uzorka ploda kultivisane kupine Chester Thornless (P-p1). Kod
uzorka kultivisane sorte Caganska bestrna (P-p2) je utvrdena najniza vrijednost ukupnih $eéera i
ujedno najveca kiselost (1,55 ml/100g svjeze materije), sa statisticki znac¢ajnom razlikom (p <
0,05). Jedan od razloga koji je mogao uticati jeste povecana respiracija uzoraka kupine nakon
branja plodova, a koja dovodi do enzimske razgradnje i mikrobioloske degradacije nutritivnih
jedinjenja (Kader i Barrett 2005).

U poredenju sa rezultatima National Nutrient Database for Standard Reference (2016),
kod ispitivanih uzoraka ploda je veci sadrzaj suve materije i ukupnog pepela, dok su za ostale
parametre utvrdene nesto nize vrijednosti. U poredenju sa rezultatima Staj¢i¢ i saradnici (2012),

utvrdenih analizom svjezih plodova dvije kultivisane sorte kupine Cacanska bestrna i Thornfree,
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ispitivani uzorci kultivisane sorte su imali sli¢ne vrijednosti u sadrzaju suve materije, ukupnog
pepela, nesto vecu kiselost i nizi sadrzaj ukupnih Seéera i celuloze. Vrijednosti ukupnog sadrzaja
suve materije u plodu divlje kupine su u skladu sa rezultatima koje su dobili Dujmovi¢-Purgar i
saradnici (2012) (14,11 — 15,97 mg/g svjeze materije). Dobijeni rezultati za ukupan pepeo (0,35
0/100 g svjeze materije) i ukupnu Kkiselost (1,01 g/100 g svjeze materije) su sli¢nih vrijednostima

koje su odredili Rodrigues i saradnici (2017) u brazilskim sortama kupine.

Tabela 7. Hemijski sastav plodova kupine

L-askorbinska
kiselina®

Svjezi Suva
uzorci materija’

Ukupni Sirova

o . Kiselost?
Seceri celuloza

Pepeo’

P-pl 10,69+0,17°  0,32+0,00°  6,07+0,22°  1,05+0,11° 1,40+0,01*  21,36+0,48"
P-p2 11,93+0,19° 0,36+0,02°  2,28+0,17°  1,42+0,06° 1,55+0,02° 6,45+0,24"
P-d1 14,84+0,12°  0,45+0,01°  4,19+0,29°  2,44+0,11° 0,73+0,02° 7,11+0,20°

P-d2 15,73+0,31¢  0,45+0,00° 5,38+0,18°  1,36+0,10° 1,20+0,02¢ 8,53+0,34°

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
19/100g svjeze materije, 2ml/100g svjeZe materije (limunska kiselina), >mg/100g svjeZe materije
abed Slova iznad svake vrijednosti ukazuju na znaGajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Visok sadrzaj askorbinske kiseline kod kultivisane sorte P-p1 (Tabela 7), je u skladu su sa
rezultatima Marjanovi¢-Balaban i saradnici (2012) (17,45 — 21,16 mg/100 g svjeze materije), i
nesto je veéi od vrijednosti Zia-Ul-Haq i saradnici (2014) (6,0 - 20,4 mg/100 g svjeze materije).
Sadrzaj askorbinske kiseline kod ostalih analiziranih uzoraka ploda je oko tri puta manji (6,45 -
8,53 mg/100 g svjeze materije). Za razliku od navedenih rezultata, Guedes i saradnici (2013) su
utvrdili znacajno veci sadrzaj askorbinske kiseline kod uzoraka tropskih sorti kupina Brazos i
Ebano (42,69 mg/100g i 55,78 mg/100g svjeze materije).

Prema utvrdenim rezultatima, navedenim u tabeli 8, tropovi kupine sadrze oko 20 — 50 %
veci procenat suve materije u odnosu na uzorke ploda. Medutim, treba napomenuti da postoji
razlika u industrijskom tropu i tropu dobijenom u laboratorijskim uslovima, s obzirom da se u
industrijskim uslovima koriste mehanicke prese pod visokim pritiskom, nakon ¢ega zaostaje trop
sa ve¢im sadrzajem suve materije. Kod svih uzoraka tropa dobijene su razli¢ite vrijednosti u
sadrzaju suve materije, sa statisticki znac¢ajnom razlikom (p < 0,05). Najvece vrijednosti za
sadrzaj pepela i ukupnih SeCera su utvrdene u uzorcima divljih kupinaT-d1l i T-d2. Vece
vrijednosti za Kiselost, kao kod uzoraka ploda su utvrdene kod uzorka kultivisane sorte T-p2, dok
je kod uzorka T-pl utvrden veci sadrzaj askorbinske kiseline (oko 2 - 3 puta), u odnosu na ostale

ispitivane uzorke tropa.
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Tabela 8. Hemijski sastav tropova kupine

Svjezi Suva Pepeo’ Ukupni Sirova Kiselost L-askorbinska
uzorci  materija' Seceri’ celuloza’ kiselina®

T-pl  21,19+0,54° 0,41+0,00*° 2,83+0,07* 1,66+0,09*° 1,15+0,02° 7,11+0,22°
T-p2  17,26+0,43" 0,49+0,00° 1,45+0,01° 3,55+0,36" 1,46+0,01" 2,81+0,17°
T-dl  17,83+0,24° 0,50+0,01° 3,10+0,18° 3,99+0,28° 0,68+0,01° 3,27+0,39°

T-d2  20,58+0,37° 0,52+0,01° 3,65+0,20° 2,88+0,15° 1,19+0,01° 2,62+0,25°

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
1g/IOOg svjeze materije, 2ml/lOOg svjeze materije (limunska kiselina), 3mg/lOOg svjeze materije
abed Qlova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Kod uzoraka soka (Tabela 9) utvrdene su vece vrijednosti suve materije kod divljih sorti
S-d1 i S-d2, u odnosu na kultivisane sorte kupine sa statisticki znacajnom razlikom (p < 0,05).
Sadrzaj ukupnih Secera i askorbinske kiseline u uzorcima soka je veci, u poredenju sa
vrijednostima koje su utvrdene kod uzoraka ploda i tropa, a razlog je Sto su Seceri i askorbinska

kiselina lako rastvorni u vodi i izdvajaju se zajedno sa sokom.

Tabela 9. Hemijski sastav sokova kupine

Svjezi Suva 1 Ukupni Sirova . 9 L-askorbinska
) 1 Pepeo ., 1 Kiselost . g
uzorci materija Seceri celuloza kiselina
S-pl 7,11+0,01* 0,26+0,01*  7,50+0,22° / 1,35+0,01° 19,10+0,24°
S-p2 6,62+0,02° 0,27+0,00° 3,77+0,18° / 1,94+0,02" 4,42+0,11°
S-d1 8,35+0,11° 0,30+0,00°  4,89+0,08° / 0,7740,01° 4,64+0,21°
S-d2 9,53+0,10° 0,35+0,01° 6,13+0,34¢ / 1,41+0,03¢ 5,18+0,20°

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
19/100ml svjeze materije, 2ml/100ml svjeze materije (limunska kiselina), >mg/100g svjeze materije
abed Qlova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Kod analiziranih uzoraka soka najaveci sadrzaj askorbinske kiseline je odreden kod
pitome sorte Chester Thornles (S-pl), i znacajno je veéi u odnosu na ostale analizirane uzorake
soka. Sli¢ne vrijednosti u sadrzaju askorbinske kiseline su utvrdene kod uzoraka S-p2 i S-d1
(kultivisane i divlje sorte), bez statisticki znacajne razlike (p > 0,05). Sli¢ne vrijednosti za sadrzaj
askorbinske kiseline kao kod uzoraka S-p2, S-d1 i S-d2 su prikazane u disertaciji Krsti¢ (2018)
(6,73 mg/100g soka).
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Odnos organskih kiselina i sadrzaja ukupnih Secera predstavlja vazan indikator kvaliteta,
uti¢e na izgled i ukus plodova i njihovih proizvoda (Zia-Ul-Haq i sar., 2014). Seceri detektovani
u plodovima kupina su: fruktoza, glukoza, saharoza, a povremeno su prisutni i niski nivoi
sorbitola (Lee, 2017).

Askorbinska kiselina utie na stabilnost antocijana kod sokova dobijenih od bobicastog
voca (Stebbins i sar., 2017). Interakcija askorbinske kiseline i kiseonika se deSava posredstvom
vodonik peroksida (H,O;), gdje mehanizmi oksidacije askorbinske kiseline proizvode vodonik

peroksid koji ima uticaj na degradaciju antocijana (Horbowicz, 2008).

68



Miodrag Jazic¢ Doktorska disertacija

4.1.1. SADRZAJ MINERALNIH MATERIJA PLODA, TROPA | SOKA
KULTIVISANE | DIVLJIE KUPINE

Sadrzaj mineralnih materija u ispitivanim uzorcima odreden je na uredaju Optima 8000
Optical Emission Spectrophotometer (ICP OES), Perkin Elmer, USA, sa limitom detekcije za
elemente: olovo (Pb) (0,00648 mg/l), kadmijum (Cd) (0,00045 mg/l), arsen (As) (0,01218 mg/l),
nikl (Ni) (0,00066 mg/l), selen (Se) (0,01161 mg/l) i mangan (Mn) (0,14031 mg/l).

Kod ispitivanih uzoraka je analiziran sadrzaj makroelementa (K, Na, Ca i Mg),
mikroelementa (Zn, Cu, Mn i Se) i teskih metala (Cd, Pb i As). U tabelama 10 - 12 su prikazane
vrijednosti mineralnih materija detektovanih u uzorcima kultivisanih i divljih sorti kupine. Prema
utvrdenim rezultatima kalijum (K) predstavlja mineral koji je najviSe zastupljen u svjeZzem plodu
kupine, zatim po opadajuc¢em redoslijedu slijede: kalcijum (Ca) > magnezijum (Mg) > fosfor (P) >
natrijum (Na) > zeljezo (Fe) > mangan (Mn) > cink (Zn) > bakar (Cu) > selen (Se). Najveci
sadrzaj kalijuma (K) je odreden kod uzorka divlje kupine P-d1 (172,20 mg/100g sveze materije),
U poredenju sa rezultatima Marjanovi¢-Balaban i saradnici (2012) gdje su utvrdeni kalcijum
(28,74 — 30,12 mg/100 g svjeze materije), cink (0,51 — 0,62 mg/100 g svjeze materije), fosfor
(21,14 — 24,45 mg/100 g svjeze materije) i zeljezo (0,60 — 3,78 mg/100 g svjeze materije), kod
uzoraka kultivisanih sorti (P-p1, P-p2) detektovane su vece vrijednosti u sadrzaju kalcijuma (Ca) i

fosfora (P), dok je sadrzaj ostalih mineralnih materija u uzorcima nesto nizi.

Tabela 10. Sadrzaj mineralnih materija u svjezim uzorcima ploda kupina

Makroelementi Mikroelementi

Uzorci K!' Na' ca! Mg Fe! P* Se? znt cu' Mn' cdt Pbt As
P-pl 171,40 2,90 37,50 27,90 059 26,90 0,38 046 016 059 nd nd nd
P-p2 170,70 3,20 36,80 27,60 0,63 27,50 0,39 049 0,17 062 nd nd nd
P-dl 172,20 3,10 38,10 28,10 0,64 26,80 042 042 017 063 nd 001 nd

P-d2 17190 350 38,20 28.20 0,58 27,80 0,35 046 017 065 nd 0,01 nd

Rezultati su prikazani kao 'mg/100 g i “ug/100 g

Guedes i saradnici (2013) su utvrdili sadrzaj mikroelemenata u uzorcima kupine iz
tropskih podrucja: bakar (Cu) 0,10 mg/100 g, mangana (Mn) 0,87 mg/100 g, cinka (Zn) 0,23
mg/100 g i zeljezo (Fe) 2,55 mg/100 g ploda. U poredenju sa navedenim rezutatima U uzorcima
(P-p1, P-p2, P-dli P-d2) utvrden je veéi sadrzaj bakra i cinka, dok je sadrzaj mangana i Zeljeza bio

znacajno nizi. Najvece vrijednosti selena (Se) su odredene kod uzorka divlje kupine P-d1 (0,42
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1g/100 g) sa lokacije Javorani, dok je najnizi sadrzaj utvrden kod uzroka divlje kupine P-d2 (0,35
Mg/100 g) sa lokacije Veri¢i. Olovo (Pb) je detektovano samo kod uzorka divljih sorti (0,01
mg/100 g), dok prisustvo teSkih metala, arsena (As) i kadmijuma (Cd) nije utvrdeno kod
ispitivanih uzoraka.

Sadrzaji mineralnih materija prema podacima objavaljenim u National Nutrient Database
for Standard Reference (2016) su: fosfor (P), 22 mg, kalijum (K) 162 mg, natrijum (N) 1 mg, cink
(Zn) 0,53 mg, bakar (Cu) 0,165 mg, mangan (Mn) 0,646 mg i selen (Se) 0,4 ug u 100g svjeze
mase ploda. U poredenju sa navedenim vrijednostima, utvrdene koli¢ine su nesto vise u sadrzaju
fosfora, kalijuma i natrijuma, i nize u odnosu na sadrzaj ostalih elemenata u plodovima kupina.

Sadrzaj mineralnih materija u uzorcima tropa prikazan je u tabeli 11, dobijene vrijednosti
nize U odnosu na vrijednosti utvrdene kod uzoraka ploda i mati¢nog soka. Veci sadrzaj mineralnih

materija je takode prisutan kod tropova divljih sorti u odnosu na tropove kultivisanih.

Tabela 11. Sadrzaj mineralnih materija u svjeZzem tropu kupina

Makroelementi Mikroelementi

Uzorci K! Na' ca! Mgt Fe! P Se? zn' Cu' Mn' Ccd' Pb' As
T-pl 172,00 2,00 33,00 24,00 061 2450 035 036 016 065 nd nd nd
T-p2 174,00 1,00 3500 26,00 057 2530 037 043 0115 060 nd 001 nd
T-dl 172,00 2,00 34,00 26,00 059 2620 041 042 015 062 nd nd nd

T-d2 175,00 3,00 33,00 2500 0,63 2550 036 039 0,16 063 nd 001 nd

Rezultati su prikazani kao ‘mg/100 g i “ug/100 g

Najveci sadrzaj selena (Se) je detektovan u uzorcima tropa, i to kod uzorka divlje kupine
T-d1 (0,41 pg/100 g) sa lokacije Javorana. U sliénim studijama je utvrdeno da nivo selena u voéu
varira u zavisnosti od geografskog regiona (Reilly, 2006). Takode, sadrzaj olova (Pb) je odredeno
u tropu kultivisane sorte T-p2 (0,01 mg/100 g).

Sadrzaj mineralnih materija u uzorcima soka je prikazan u tabeli 12. U poredenju sa
sadrZzajem mineralnih materija u plodu i tropu, dobijene su vece vrijednosti (oko 5 - 8 %). Takode,
utvrdene su vecée vrijednosti kod uzoraka divljih kupina u odnosu na kultivisane. Olovo (Pb) je
odredeno u soku kultivisane sorte S-p1 (0,01 mg/100 g), a elementi arsen (As) i kadmijum (Cd)
nisu detektovani kod uzoraka soka.

Koczka i saradnici (2018) su utvrdili ve¢ sadrzaj Ca, Fe, K, Mg, P i Zn u kultivisanim
plodovima, i vec¢i sadrzaj mikrolelemenata Al, Cu i Mn kod uzoraka divljih sorti, u uslovima kada

su kupine uzgajane na istom zemljistu. Guedes i saradnici (2013) su ispitivali sadrzaj mineralnih
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materija kod kupina koje se uzgajaju u tropskim klimatskim uslovima, na istoj nadmorskoj visini i
pri tom je utvrden sadrzaj minerala: fosfor (10,9 — 19,9 mg), kalijum (95,0 — 185,5 mg), kalcijum
(11,6 — 23,3 mg), magnezijum (10,7 — 21,4 mg), cink (0,16 — 0,25 mg), mangan (0,42 — 1,47 mg),
bakar (0,05 - 0,17 mg) i Zeljezo (1,02 — 3,66 mg) u 100 g svjezeg ploda.

Tabela 12. Sadrzaj mineralnih materija u sokovima kupina

Makroelementi Mikroelementi

Uzorci K! Na' ca! Mgt Fe! P! Se? zn' Cu' Mn' Cd' Pb' As
S-pl 183,60 2,60 3950 2850 061 2740 0,30 049 0,16 059 nd 001 nd
S-p2 185,30 3,20 38,40 27,70 0,62 2790 0,34 041 0,16 063 nd nd nd
S-dl 189,20 2,60 38,70 29,20 0,64 28,20 043 046 0,16 0,64 nd nd nd

S-d2 186,70 3,30 39,30 28,30 065 28,10 045 042 015 065 nd nd nd

Rezultati su prikazani kao ‘mg/100 ml i “pg/100 ml

Prema mnogim nau¢nim studijama teski metali prisutni u hrani mogu imati neZeljen efekt
na ljudski organizam, pa su u skladu sa tim propisane maksimalne dozvoljene koli¢ine koje mogu
biti sadrzane u voc¢u Pravilnikom o koli¢inama pesticida, metala i metaloida i drugih otrovnih
supstancija, hemioterapeutika, anabolika i drugih supstancija koje se mogu nalaziti u namirnicama
("SI. list SRJ", br. 5/92, 11/92 i 32/2002). Maksimalno dopustene vrijednosti teSkih metala u
skladu sa Pravilnikom iznose: za olovo (Pb) 0,10 mg, kadmijum (Cd) 0,005 mg, zivu (Hg) 0,002 i
arsena (As) 0,01 m u 100 g odnosno 100 ml svjezeg voca. U odnosu na navedene vrijednosti,
ispitivani uzorci su pokazali znacajno nizi sadrzaj od dozvoljenog.

Mineralne materije imaju mnogobrojne i znacajne uloge u ljudskom organizmu, pa tako
Ca 1 Mg predstavljaju elemente koji igraju vaznu ulogu u apsorpciji 1 metabolizmu glukoze 1
proteina, ukljuéeni su u regulaciju i dilataciju krvnih sudova i pravilan rad srca. Zeljezo (Fe) je
vitalna komponenta hem-proteina, hemoglobina i mioglobina potrebnih za transport kiseonika,
pravilan ¢elijski metabolizam, metabolizam glukoze i vaskularne funkcije. Cink (Zn) je vazan
element i sluzi kao kofaktor u brojnim enzimskim reakcijama. Bakar (Cu) je koenzim i klju¢ni
kofaktor za iskoristenje Zeljeza Fe, i potreban za redoks hemijsku citohrom oksidazu. Mangan
(Mn) je potreban za dobar imunoloski sistem i efikasan metabolizam hrane, sluzi kao kofaktor u
brojnim enzimskim odgovorima i hemostazi (Alzahrania i sar., 2017). Selen (Se) je esencijalni
mikroelement a njegov nizak nivo u organizmu se dovodi u vezu sa povecanim rizikom od

nastanka src¢anih bolesti i karcinoma (Tinggi, 2008; Bangladesm i sar., 2016).
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4.2. PRINOS EKSTRAKCIJE PLODA | TROPA KULTIVISANE I
DIVLJE KUPINE

Ekstrakcija predstavlja prvi vazan korak kako bi se izolovala bioaktivna jedinjenja iz
biljnog materijala. Esktrakciju u ovom slu¢aju mozemo definisati kao fenomen prenosa masa,
tokom koga Cvrste materije u kontaktu sa rastvaracem prelaze u rastvor sve do uspostavljanja
hemijske ravnoteze (Corrales i sar., 2008). Prenos masa zavisi od mnogo faktora, kao §to su vrsta
rastvaraca, duZina trajanja ekstrakcije, temperatura i polarnost koris¢enog rastvaraca (Lee i sar.,
2012; Azmir i sar., 2013).

Razli¢ite vrste rastvaraca se koriste za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih
proizvoda. Kod ekstrakcije hidrofilnih jedinjenja se koriste polarni rastvaraci kao $to su metanol,
etanol ili etil-acetat. Za ekstrakciju vise lipofilnih spojeva koristi se dihlormetan ili smjesa
dihlormetan/metanol u odnosu 1: 1. U nekim slu¢ajevima, ekstrakcija sa heksanom se koristi za
uklanjanje hlorofila (Cos 1 sar., 2006). Takode, koriste se i1 razli¢ite tehnike ekstrakcije:
konvencionalne (metoda prema Soxhlet-u, maceracija), zatim nove tehnike (ekstrakcija pod
pritiskom (PLE), mikrotalasna ekstrakcija (MAE), ekstrakcija uz pomoc¢ ultrazvuka (UAE),
ekstrakcija superkriticnim CO, (SFE-CO,) i dr.) (Da Porto i sar., 2013; Ivanovi¢ i sar., 2014;
Uribe i sar., 2015; Hidalgo i Almajano, 2017). Kao glavna ograni¢enje kod konvencionalne
metode ekstrakcije napominju se visoke potro$nje rastvaraca, duzina trajanja ekstrakcije i kvalitet
ekstrakata (Da Porto i sar., 2013).

Do sada nije definisan standardni metod koji bi se koristio za ekstrakciju polifenolnih
jedinjenja iz biljnog materijala, zbog njihove slozenosti i interakcije sa drugim bioaktivnim
jedinjenjima (Bouterfas i sar., 2014). Svaki biljni materijal ima svoje karakteristicne osobine
vezane za ekstrakciju, te se prema tome definiSu i razli¢iti uslovi ekstrakcije (Chirinos i sar.,
2007). Za ekstrakciju polifenolnih jedinjenja najéescée su koriSteni rastvaraci: voda, aceton, etanol,
metanol ili etil acetata, sa dodatkom razlic¢itih kiselina. Neki autori navode prednost metanola kod
ekstrakcije polifenolnih jedinjenja iz biljnog materijala (Pérez i sar., 2007; Karimi i sar., 2010),
medutim, smjeSa etanol-voda je jedna od najceS€e koriStenih rastvaraa zbog ekonomske
dostupnosti. Etanol se moze dobiti iz obnovljivih izvora (Sec¢erna trska), i klasifikovan je kao
GRAS (eng. Generally Recognized As Safe) - generalno priznat kao bezbjedan rastvara¢, odnosno
rastvara¢ zelene hemije (Rodrigues i sar., 2015). U brojnim studijama gdje je testirana efikasnost
razli¢itih rastvaraca za ekstrakciju i rekuperaciju antioksidativnih jedinjenja iz biljaka, etanol se
pokazao kao efikasniji rastvara¢, U poredenju sa vodom, acetonom, heksanom, etil acetatom i
metanolom (Hidalgo i Almajano, 2017). Utvrdeno je da ekstrakcija sa 80 % etanolom ucinkovitija

kod izdvajanja polifenola manje molekulske mase, i da se izdvaja veci sadrzaj flavonida sa
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visokim antioksidativnim kapacitetom (Hijazi i sar., 2015). Takode sa poveéanjem koncentracije
etanola do 80 % povecava se i koli¢ina ekstrakta (Anwar i Przybylski, 2012; Hijazi i sar., 2015).
U ovoj doktorskoj disertaciji ekstrakcija uzoraka je izvrSena konvencionalnom metodom
prema Soxhlet-u, prilikom ¢ega je za ekstrakciju koristen 80 % etanol (v/v), kao relativno polaran
rastvaraC. Nakon izdvajanja, ekstrakti su upareni na rotacionom vakum uparivacu i ostavljeni u
tamnim bocicama, u frizideru na 4 °C. Prinos svih dobijenih ekstrakata je prikazan graficki na
slici 27, gdje su ekstrakti uzoraka ploda oznaceni kao (EP), a uzoraka tropa (ET). Veci stepen
iskoriStenja je dobijen kod uzoraka ploda u odnosu na uzorke tropa (oko 8 %), a u oba slucaja
stepen iskoriStenja je veéi kod uzoraka divlje kupine EP-d2 (8,75 g/100g svjeze materije) i ED-d2
(6,74 9/100g svjeze materije). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je lakSa
difuzija rastvaraca tokom ekstrakcije bila kroz uzorke ploda u odnosu na uzorke tropa. Prikazani
rezultati su u skladu sa rezultatima Ivanovi¢ i saradnici (2014), gdje su prilikom ultrazvu¢ne
ekstrakcije uzoraka kultivisane sorte Caganska bestrna dobijene vrijednosti iskoristenja od 5,3 do

6,34 %, i sli¢ne vrijednostima iskoriStenja ekstrakta ploda.
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Slika 27. Prinosi ekstrakcije uzoraka ploda i tropa

Zbog sve veée potraznje za raznovrsnim jedinjenjima sa terapijskim djelovanjem iz
prirodnih proizvoda, interesovanje za izolovanjem ovih jedinenja iz jestivih biljaka Sirom svijeta

raste svake godine (Liu, 2008; Sasidharan i sar., 2011).
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4.3. POLIFENOLNI SASTAV PLODA, TROPA | SOKA
KULTIVISANE I DIVLJE KUPINE

Plod kupine je veoma interesantan kao prehrambena namirnica, jer pored izvrsnih
organolepti¢kih svojstva ima znacajan sadrzaj antocijana i elagitanina (Vizzotto, 2012; Kaume i
sar., 2011). Osim navedenih polifenola, plod kupine sadrzi i mnoga druga jedinjenja sa
antioksidativnim svojstvima, a koja imaju brojne dobrobiti za zdravlje ljudi (Cho i sar., 2004;
Vizzotto, 2012). Bioaktivna jedinjenja su uglavnom sekundarni metaboliti biljaka i prisutna su u
malim koli¢inama u hrani (Carratu i Sanzini, 2005; Costa i sar., 2013).

Uzorci u radu, za analizu polifenolnog sastava su pripremljeni i ispitani u skladu sa
metodama navedenim u eksperimentalnom dijelu ovog rada, a rezultati su prikazani u tabelama 13
- 16.

4.3.1. POLIFENOLNI SASTAV EKSTRAKATA PLODA KULTIVISANE I
DIVLJIE KUPINE

Rezultati dobijeni ispitivanjem ekstrakata ploda kupine ukazuju da je znacajno veéi
sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida i ukupnih antocijana u uzorcima divljih sorti kupina EP-d1
i EP-d2, u odnosu na kultivisane sorte (Tabela 13). U radu je utvrdeno da divlje sorte kupina
imaju veci sadrzaj polifenolnih jedinjenja, te ujedno sadrze vece koli¢ine flavonoida, flavonola i
antocijana. Najveci sadrzaj ukupnih polifenola je odreden kod uzorka EP-d1 (40,18 mg GAE/g
s.m), kao i flavonoida (6,91 mg Qc/g s.m), dok su vrijednosti utvrdene kod uzoraka kultivisanih
sorti EP-pl i EP-d2, sli¢ne i bez statisti¢ki znacajne razlike (p > 0,05). Utvrdene vrijednosti za
ukupan sadrzaj antocijana ukazuju da uzorci divlje kupine sadrze oko dva puta vece koli¢ine
ukupnih i monomernih antocijana u odnosu na kultivisane sorte. Sadrzaj ukupnih antocijana u
ekstraktima ploda se kretao izmedu 33% i 45% u odnosu na sadrzaj ukupnih polifenola.

Sadrzaj ukupnih polifenola u uzorcima divlje kupine je oko osam puta veé¢i od sadrzaja
prikazanog u radu Huang i saradnici (2012), dok su vrijednosti kod uzoraka kultivisane sorte EP-
d1 i EP-d2 u skladu sa vrijednostima koje su objavili Dai i saradnici (2010), i ne$to nize u odnosu
na sadrzaj ukupnih fenola 1 flavonoida prikazanih u radu (Basu 1 Maier, 2016). Sli¢ne vrijednosti
u sadrzaju ukupnih antocijana (8,44 mg/g s.m.) su utvrdene kod brazilskih sorti kupina (Rodrigues
i sar., 2017).
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Tabela 13. Ukupan sadrzaj polifenola, flavonoida, flavonola i ukupnih i monomernih antocijana u

ekstraktima plodova kupine

Ukupni

Monomerni

Ekstrakti  Polifenoli*  Flavonoidi? Flavonoli? antocijani®  antocijani® ID*

EP-pl  26,94%#2,33" 3,61+0,05* 4,81+0,18° 8,96x0,06° 6,96+0,13*  1,29+0,02°
EP-p2  21,59+1,58° 3,10+0,18" 2,24+0,09° 7,80+0,04° 6,10+0,15" 1,28+0,06%
EP-dl  40,18+1,26° 6,91+0,18° 5,24+0,09° 15,32+0,06° 12,59+0,17° 1,22+0,01"
EP-d2  31,83+1,14° 527+0,04° 4,80+0,07° 14,32+0,05° 12,30+0,14° 1,16+0,01°

Ymg GAE/g sm (suve materije), “mg Qc/g sm, *mg Cy/g sm, “indeks degradacije antocijana.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
abed Qlova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Rezultati prikazani u Tabeli 13 su u skladu sa vrijednostima objavljenim u radovima
Reyes-Charmon-a (2005) i Milivojevi¢ i saradnici (2011), prema kojima sorte divljih kupina
imaju veci sadrzaj ukupnih polifenola i antocijana u poredenju sa kultivisanim sortama. U odnosu
na predstavljene rezultate znacajno nizi sadrzaj ukupnih polifenola (12,23 mg GAE/g s.m.) su
utvrdili Oancea i Falin (2016) kod uzoraka ploda svjeze kupine, u odnosu na prikazane rezultate.
U poredenju sa rezultatima objavljenim u radu Siriwoharn i saradnici (2004), Vuli¢ i saradnici
(2011) i Oancea i Calin (2016), kod svjezih uzorka kultivisanih sorti, zatim Radovanovi¢ i
saradnici (2013), kod uzoraka divljih sorti, ukupan sadrzaj polifenola u ekstraktima ploda je bio
veci za 0Ko tri do Cetiri puta, §to takode ukazuje da se ovim nacinom ekstrakcije izdvaja veci
procenat polifenolnih jedinjenja. Predstavljeni rezultati potvrduju i navode Hijazi i saradnici
(2015), o visokoj efikasnosti 80 % etanola (v/v) kao rastvaraca u odnosu na ostale zapreminske
udjele ovog rastvaraca. Pored toga brojni faktori su mogli da uti¢u na rezultate, pa tako Prior i
saradnici (2005) navode da Seceri, askorbinska kiselina, aromati¢ni amini, sumpor-dioksid,

organske kiseline i Fe? mogu imati uticaj da kona¢no utvrdeni rezultati odstupaju od stvarnih.
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4.3.2. POLIFENOLNI SASTAV EKSTRAKATA TROPA KULTIVISANE I
DIVLJIE KUPINE

Za razliku od ekstrakata ploda, uzorci tropa divlje kupine ET-d1 i ET-d2, su pokazali veci
sadrzaj svih polifenolnih jedinjenja, sa statisticki znacajnom razlikom (p < 0,05). Utvrdeni
rezultati polifenolnih jedinjenja su sli¢ni prikazanim u radu (Wu i sar., 2004; Cuji¢ i sar., 2011).
Najveéi sadrzaj ukupnih flavonola je detektovana kod uzorka kultivisane sorte ET-pl (6,63 mg
Qv/g s.m.). Vazno je napomenuti da se flavonoli obi¢no akumuliraju vanjskom omotacu ploda jer
je njihova biosinteza uslovljena svetlos¢u (Caridi i sar., 2007; Kumar i sar., 2014), a time i
znaCajne koli¢ine tokom izdvajanja mati¢nog soka zaostaju u tropu. Znacajno veci sadrzaj
ukupnih polifenola i flavonoida (1,5 - 2 puta) je utvrden kod tropova divljih sorti u odnosu na
kultivisane (Tabela 14). Zanimljivo je da su vece koli¢ine ukupnih i monomernih antocijana
utvrdene kod uzoraka tropa kultivisane sorte ET-p1 (17,31 mg Cy/g sm), sa statisticki zna¢ajnom
razlikom u odnosu na ostale ispitivane uzorke (p < 0,05). Kod uzorka Chester Thornles su
odredene dvostruko vece vrijednosti u sadrzaju ukupnih antocijana u odnosu na vrijednosti

utvrdene kod uzorka Cacanska bestrna.

Tabela 14. Ukupan sadrzaj polifenola, flavonoida, flavonola i ukupnih i monomernih antocijana u

ekstraktima tropova kupine

Ukupni Monomerni

N L ID*
antocijani®  antocijani®

Ekstrakti  Polifenoli*  Flavonoidi*  Flavonoli?

ET-pl  3540+1,84* 566+0,20*° 6,63+0,14° 20,40+0,04*° 17,31+0,09*° 1,18+1,18°
ET-p2  26,30+0.89° 3,32+0,05°  2,55+0,0° 10,01+0,53°  8,43+0,49°  1.19+1,19°
ET-dl  48,28+4,68°  7,45+0,06° 6,13+0,04° 16,17+0,08° 13,05+0,16° 1,24+124°

ET-d2 50,16+0,93°  7,73+0,02°  6,39+0,06° 16,49+0,23° 13,40+0,33° 1,23+1,23"

“mg GAE/g sm (suve materije), ‘mg Qc/g sm, *mg Cy/g sm, “indeks degradacije antocijana.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
abed Qlova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Ukupan sadrzaj antocijana prikazan u disertaciji Krsti¢ (2018) kod ekstrakta tropa kupine
iznosio je 19,73 mg/g s.m., i veci je za oko 15 %, u odnosu na vrijednosti utvrdene kod uzoraka
ET-d1 i ET-d2. Vuli¢ i saradnici (2011) su takode ukazali da je trop kupine dobar izvor
antioksidanata i da se moze Koristiti kao visoko vrijedan dodatak u hrani, kozmetici i

farmaceutskoj industriji.
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Prisustvo ukupnih i monomernih antocijana u ekstraktima tropa je od 27 do 48 %, u
odnosu na ukupan sadrzaj polifenola (Tabela 14). Porede¢i sa rezultatima dobijenim u
istrazivanjima Pantelidisa i saradnici (2007), Siriwoharn i saradnici (2004) i Sadowska i saradnici
(2017) analizirani ekstrakti tropa pokazali su oko deset puta vece koncentracije antocijana. Na
osnovu vrijednosti indeksa degradacije antocijana (ID) je utvrdeno da je veca degradacija nastala
kod uzoraka divljih sorti, $to ukazuje na razli¢it kvalitativni sastav antocijana kultivisanih i divljih
sorti kupina. Duzina vremena ekstrakcije je uticala na visok sadrzaj antocijana u ekstraktima, dok
su razlike u ispitivanim uzorcima bile pod uticajem vise faktora kao Sto su: lokacija, vrsta,
vremenski uslovi i faza zrelosti. lako mnogi autori tvrde da se konvencionalnim metodama
ekstrakcije gube znacajne koli¢ine antocijana (Struck i sar., 2016; Gawalek i sar., 2017), prikazani

rezultati ukazuju na suprotno.
4.3.3. POLIFENOLNI SASTAV SOKA KULTIVISANE I DIVLJE KUPINE

Kod uzoraka soka divljih sorti kupina je utvrden veéi sadrzaj ukupnih polifenola, ukupnih
i monomernih antocijana, dok je sadrzaj ukupnih flavonoida i flavonola veéi kod uzoraka
kultivisanih sorti (Tabela 15). U poredenju sa sadrzajem utvrdenim kod ekstrakata ploda i tropa,
sadrzaj polifenolnih komponenti kod uzoraka mati¢nog soka je manji za oko 10 do 15 puta. Za
razliku od vrijednosti kod ekstrakata, izmedu uzoraka mati¢nog soka nema statisticki znacajne
razlike u indeksu degradacije antocijana (p > 0,05), a utvrdene su i niZe vrijednosti koeficijenta
degradacije, sto ukazuje da su antocijani u maticnom Soku bolje ofuvani od antocijana

detektovanih u ekstraktima ploda i tropa.

Tabela 15. Ukupan sadrzaj polifenola, flavonoida, flavonola i ukupnih i monomernih antocijana u

cetiri uzorka soka kupine

Matiéni sok

Ukupni

Monomerni

Polifenoli'  Flavonoidi®  Flavonoli® o N ID*
antocuanl antocuanl
S-p1 1,98+0,07®  0,45+0,04° 0,68+0,06° 0,70+0,04%  0,59+0,04°  1,18+0,02%
S-p2 1,88+0,14°  0,22+0,01° 0,26+0,02° 0,72+0,04*°  0,60+0,04*  1,20+0,03°
S-d1 2,16+0,09°°  0,37+0,03° 0,38+0,01° 0,83+0,04° 0,70+0,06°  1,18+0,04°
S-d2 2,25+0,10°  0,39+0,02° 0,42+0,01° 1,34+0,06° 1,14+0,06° 1,18+0,01°

“mg GAE/g sm (suve materije), “mg Qc/g sm, *mg Cy/g sm, *indeks degradacije antocijana.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).

abed Qlova iznad svake vrijednosti ukazuju na znac¢ajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

77



Miodrag Jazic¢ Doktorska disertacija

Slican odnos u sadrzaju ukupnih antocijana izmedu ekstrakata tropa i maticnog soka
kupine prikazan je u radu Ivanovi¢ i saradnici (2014). Uzimajuci u obzir da sjemenke i pokoZica
ploda sadrze vece koncentracije polifenolnih jedinjenja (Sandell i sar., 2009; Schieber i sar.,
2001), tako da uti¢e da se manji dio polifenolnih jedinjenja izdvaja u maticnom soku
(Balasundram i sar., 2006). Brojni su pokusaji da se primjenom pektolitickih enzima poveca
prinos polifenola tokom industrijske prerade voéa, medutim studije su pokazale da i dalje u tropu
zaostaju znacajne koli¢ine. Jedini nacin je da se polifenoli oslobode iz tropa koji zaostaje nakon
presanja jeste izdvajanje u posebnom koraku, uz primjenu razli¢itih metoda ekstrakcije (Buchert i
sar., 2005; Koponen i sar., 2008).

4.3.4. HPLC ANALIZA POLIFENOLNIH JEDINJENJA PLODA, TROPA |
SOKA KULTIVISANE I DIVLJIE KUPINE

Polifenoli kao i druga jedinjenja sa antioksidanativnim osobinama veoma su znacajni za
ljudsko zdravlje. Nalaze se u vocu, povréu, i proizvodima kao Sto su: kafa, ¢aj, voéni sokovi, vina
1 sli¢ni proizvodi (Lopez i sar., 2001; Minussi i sar., 2003; Sroka i sar., 2005; Kasprzyk i sar.,
2012). Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja zavisi od broja i polozaja hidroksilnih grupa
u molekulu (Fukumoto i Mazza, 2000; Nilsson i sar., 2005). Fenolna jedinjenja mogu djelovati
kao antioksidati na vise nacina:

e heliranjem metala kao $to su gvozde i bakar (moze se sprijeCiti generisanje slobodnih
hidroksil radikala u Fentonovim reakcijama);

e razbijanjem lancanih reakcija izazvanih slobodnim radikalima;

e usporavanjem ili ubrzavanjem enzimske aktivnosti (Halliwell, 1990).

Fenolne kiseline su uklju¢ene u mehanizme organizma za popravku i adaptaciju, i mogu
djelovati preventivno i ponekad terapeutski kod razli¢itih bolesti: kardiovaskularnih, respiratornih,
poremecaja dermatoloskog i digestivnog sistema (Kornillowicz-Kowalska i sar., 2011, Piasek i
sar., 2009).

Identifikacija i kvantifikacija polifenolnih jedinjenja u pripremljenim uzorcima ekstrakata
ploda, tropa i soka kupina izvrSena je tehnikom te¢ne hromatografije HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) u kombinaciji sa UV/Vis detektorom. Razdvajanje i kvantifikacija je
uradena na tri talasne duzine: 280 nm, 330 nm ili 360 nm.

Na slikama 28 - 39 prikazani su HPLC hromatogrami fenolnih kiselina i flavonoida
detektovanih u ekstraktima plodova kupine (EP-p1, EP-p2, EP-d1 i EP-d2) na talasnim duzinama
280 nm (a), 320 nm (b) i 360 nm (c), a na slikima 40 - 43 prikazani su HPLC hromatogrami
antocijana u ekstraktima plodova kupine (EP-p1, EP-p2, EP-d1 i EP-d2) na 520 nm.
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Slika 28. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-pl: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska
kiselina, 3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska kiselina, 7 — elaginska
kiselina razdvojene komponente detektovane su na 280 nm
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Slika 29. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-pl: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska kiselina,
razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 30. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-pl: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene

komponente detektovane su na 360 nm
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Slika 31. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-p2: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska
kiselina, 3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska kiselina, 7 — elaginska

kiselina razdvojene komponente detektovane su na 280 nm
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Slika 32. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-p2: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska kiselina,

razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 33. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-p2: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene

komponente detektovane su na 360 nm
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Slika 34. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-d1: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska

kiselina, 3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska kiselina, 7 — elaginska

kiselina razdvojene komponente detektovane su na 280 nm
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Slika 35. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-d1: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska Kiselina,

razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 36. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-d1: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene

komponente detektovane su na 360 nm
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Slika 37. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-d2: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska
kiselina, 3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska kiselina, 7 — elaginska

kiselina razdvojene komponente detektovane su na 280 nm
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Slika 38. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-d2: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska kiselina,

razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 39. HPLC hromatogrami ploda kupine EP-d2: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene

komponente detektovane su na 360 nm
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Slika 40. HPLC hromatogrami

detektovane su na 520 nm
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Slika 41. HPLC hromatogrami antocijana ploda kupine EP-p2, razdvojene komponente

detektovane su na 520 nm

85



Doktorska disertacija

Miodrag Jazic¢
my
4000 Det.B Chi
» EP-d1
= 520 nm
1=
2000 - E
2000
1000
D L
L I L] T L]
25

min

Slika 42. HPLC hromatogrami antocijana ploda kupine EP-dl1, razdvojene komponente

detektovane su na 520 nm
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Slika 43. HPLC hromatogrami antocijana ploda kupine EP-d2,

detektovane su na 520 nm
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Na slikama 44 - 55 prikazani su HPLC hromatogrami fenolnih kiselina i flavonoida
detektovanih u ekstraktima tropova kupine (ET-pl, ET-p2, ET-d1 i ET-d2) na talasnim duzinama
280 nm (a), 320 nm (b) i 360 nm (c), a na slikama 56 — 59 prikazani su HPLC hromatogrami
antocijana u ekstraktima tropova kupine (ET-p1, ET-p2, ET-d1 i ET-d2) na 520 nm.
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Slika 44. HPLC hromatogrami tropa kupine ET-pl: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska
Kiselina, 3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska kiselina, 7 — elaginska

kiselina razdvojene komponente detektovane su na 280 nm
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Slika 45. HPLC hromatogrami tropa kupine ET-pl: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska kiselina,
razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 46. HPLC hromatogrami tropa kupine ET-pl: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene
komponente detektovane su na 360 nm
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Slika 47. HPLC hromatogrami tropa kupine ET-p2: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska
kiselina, 3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska kiselina, 7 — elaginska

kiselina razdvojene komponente detektovane su na 280 nm
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Slika 48. HPLC hromatogrami tropa kupine ET-p2: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska kiselina,

razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 49. HPLC hromatogrami tropa

komponente detektovane su na 360 nm

kupine ET-p2: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene

89



Miodrag Jazic¢ Doktorska disertacija

my
1230 DetB Chi
a) ET-d1
10007 280 nm
750+
5004 1234 5 060 7
g <
] E
250 & S - 3
o # p
- E £
B_
T T T T T T T
o 5 10 15 20 25 20 35

min

Slika 50. HPLC hromatogrami tropa kupine ET-d1: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska
kiselina, 3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska kiselina, 7 — elaginska

kiselina razdvojene komponente detektovane su na 280 nm

my

1250 DelD Cha
o] b) ET-d1
320 nm
750+
500
250 8 2
i
= i
M
0+ f
L] L] ] 1 L] L] ]
o 5 10 15 20 25 30 35

min

Slika 51. HPLC hromatogrami tropa kupine ET-d1: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska kiselina,

razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 52. HPLC hromatogrami tropa kupine ET-d1: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene
komponente detektovane su na 360 nm
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Slika 53. HPLC hromatogrami tropa kupine ET-d2: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska
kiselina, 3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska kiselina, 7 — elaginska

kiselina razdvojene komponente detektovane su na 280 nm
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Slika 54. HPLC hromatogrami tropa kupine ET-d2: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska kiselina,

razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 55. HPLC hromatogrami tropa kupine ET-d2: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene

komponente detektovane su na 360 nm
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Slika 56. HPLC hromatogrami

detektovane su na 520 nm

antocijana tropa kupine ET-pl razdvojene komponente
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Slika 57. HPLC hromatogrami

detektovane su na 520 nm

antocijana tropa kupine ET-p2 razdvojene

komponente

93



Miodrag Jazic¢ Doktorska disertacija

mh

DetB Chi
1500+

ET-d1
520 om

RT10.029

1250+ 1
1000
750+

500+

=,
Lh

250+

RT12 008"

o
5?1 1251 o
PR s

25

(=]
th
=
o
=
h
()
(=]

Slika 58. HPLC hromatogrami antocijana tropa kupine ET-d1 razdvojene komponente

detektovane su na 520 nm
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Slika 59. HPLC hromatogrami antocijana tropa kupine ET-d2 razdvojene komponente

detektovane su na 520 nm

Rezultati HPLC analize uzoraka plodova kupine (EP-pl, EP-p2, EP-d1 i EP-d2) su
prikazani u tabeli 16, a uzoraka tropa kupine (ET-pl, ET-p2, ET-d1 i ET-d2) u tabeli 17. Dobijeni
rezultati ukazuju na bogati sadrZaj 1 raznolikost polifenolnih jedinjenja u kultivisanim 1 divljim
sortama kupine. U ekstraktima ploda i tropa je identifikovano Sest fenolnih kiselina (galna,
protokatehinska, siringinska, elaginska, vanilinska, kafena i sinapinska kiselina), flavonoidi
(katehin, epikatehin, rutin 1 miricetin) 1 razli¢iti antocijani. Kod uzoraka soka (Tabela 18) su

identifikovane tri fenolne kiseline (galna, protokatehinska i kafeinska), flavonoidi (katehin) i
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antocijani. Sadrzaj kvercetina kod ispitivanih uzoraka nije utvrden. Milivojevi¢ 1 saradnici (2011)
su ispitivali sadrzaj kempferola, miricetin, kvercetina i elaginske kiseline, te pritom utvrdili veci
sadrzaj navedenih jedinjenja kod uzoraka divlje kupine u odnosu na kultivisane sorte Thornfree i
Cacanka bestrna. Kvercetin nije bio pronaden kod ispitivanih uzoraka.

Od prisutnih fenolnih kiselina u uzorcima ploda kupine detektovan je najveci sadrzaj
protokatehinske kiseline (1,316 - 2,606 mg/g s.m.), a od flavonola detektovan je najveci sadrzaj
rutina (0,277 — 1,426 mg/g s.m.) i vrlo visoke vrijednosti za katehin (1,675 — 3,131 mg/g s.m.).
Kod uzorka EP-pl nije indentifikovan epikatehin i elaginska kiselina, dok je kod uzoraka divlje
sorte EP-d2 detektovano samo prisustvo elaginske kiseline. Ve¢i sadrzaj polifenolnih jedinjanja je
uglavnom identifikovan u ekstraktima divljih sorti kupine, osim za sadrzaj epikatehina, elaginske
Kiseline i rutina.

U uzorcima ploda, tropa i soka kupine identifikacija i kvantifikacija antocijana izvedena je
primjenom jedinog dostupnog standardnog jedinjenja cijanidin-3-O-glukozida, a sadrzaj
antocijana u ekstraktima izraZzen je kao ekvivalent cijanidin-3-O-glukozida. Na osnovu dostupne
literature i dobijenih hromatograma (Slike 40 - 43, 56 - 59, 72 - 75), mozZe se pretpostaviti da su
prisutni antocijani: cijanidin-3-glukozida, cijanidin-3-rutinozid, cijanidin-3-ksilozid, cijanidin-3-
malonil-glikozid i cijanidin-3-dioksazil-glikozid (Fan-Chiang i Wrolstad, 2005; Overall i sar.,
2017; Oszmianski i sar., 2015). U ekstraktima dobijenim iz ploda kupina detektovan je visok
sadrzaj cijanidin-3-glukozida (20,076 - 43,392 mg/g s.m.). Vrijednosti sadrzaja cijanidin-3-
glukozida su sli¢nih vrijednosti kod uzoraka ploda EP-d1 (43,392 mg/g s.m.) i EP-d2 (41,564
mg/g s.m.), bez statisticki znacajne razlike. U odnosu na ukupan sadrzaj antocijana, cijanidin-3-
glukozid u plodu kupine je prisutan sa udjelom oko 84 %, kod svih ispitivanih uzoraka. Takode, u
studiji koju su proveli Kim i saradnici, (2015), kao dominantan antocijan u plodu kupine se
navodi cijanidin-3-glukozid sa udijelom od 87 do 96 % u odnosu na ukupan sadrzaja antocijana, a
zatim po opadaju¢im vrijednostima su utvrdeni: cijanidin-3-rutinozid, cijanidin-3-ksilozid i
pelargonidin-3-glukozid. Takode u radovima drugih autora cijanidin-3-glukozid se navodi kao
dominantan antocijan u plodovima kupina (Wrolstad, 2006; Jakobek i sar., 2007; Huang i sar.,
2012; Stefanut i sar., 2013 ).

Milenkovi¢-Andelkovic i saradnici (2015) su odredili vrijednosti ukupnih antocijana kod
uzoraka divlje kupine: cijanidin-3-glukozid (2,054 mg/g ploda), cijanidin-3-rutinozid (0,147 mg/g
ploda), cijanidin-3-arabinozid (0,049 mg/g ploda) i cijanidin-3-malonil-glikozida (0,157 mg/g
ploda), a ekstrakcija je vrSena smjeSom rastvaraca (mravlja kiselina/metanol/voda 0,1/70/29,9
v/v/v %). U poredenju sa navedenim rezultatima, u ovoj doktorskoj disertaciji su utvrdene 1,5 — 2
puta vise vrijednosti. Takode, Milenkovié¢-Andelkovi¢ i saradnici (2015) navode da cijanidin-3-

glukozid ¢ini 85,29 % sadrzaja ukupnih antocijana, Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u
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ovom radu. Na oscilacije u sadrzaju antocijana mogu da uti¢u mnogobrojni faktori, kao Sto je
izlaganje toploti, kiseoniku, enzimima, metalima i askorbinskoj kiselini (Stebbins i sar., 2017).
Visok sadrzaj askorbinske kiseline uti¢e na razgradnju cijanidin-3-glukozida usljed ¢ega nastaje

6-hidroksi-cijanidin-3-glukozid (Stebbins i sar., 2017; Farr i Giusti, 2018).

Tabela 16. Rezultati HPLC analize polifenolnih jedinjenja u ekstraktima ploda kupine

EP-p1! EP-p2 EP-d1 EP-d2
Fenolna jedinjenja
Galna kiselina 0,335+0,014*  0,267+0,011°  0,151+0,006°  0,082+0,003°
Protokatehinska kiselina 1,695+0,080°  1,694+0,082°  2,606+0,128"  1,316%0,061°
Epikatehin nd 1,628+0,080°  0,431+0,020°  0,220+0,009°
Katehin 1,675+0,084°  2,428+0,187°  3,131+0,148°  2,962+0,142°
Kafena kiselina 0,039+0,001*  0,078+0,003°  0,018+0,001°  0,105x0,004°
Siringinska kiselina 0,102+0,004*  0.126+0,005°  0,084+0,003°  0,246%0,011°
Elaginska kiselina nd 0,212+0,009*  0,012+0,001° nd
Vanilinska kiselina 0,020+0,001*  0,093+0,004°  0,533+0,024°  0,132+0,005°
Sinapinska kiselina 0,061£0,002°  0.016+0,000° 0,283+0,011°  0,221+0,010°
Rutin 1,426+0,068° 0,277+0,011°  1,114+0,051°  0,933+0,042°
Miricetin 0,363+0,012°  0,173+0,007°  1,118+0,051°  0,831+0,038°
Total 280, 320, 360 nm 5,716 6,976 9,481 7,048

Antocijan 1 (Cijanidin-3-glukozid) 20,419+1,018° 20,076+1,001° 43,392+2,101° 41,564+2,051°

Antocijan 2 (Cijanidin-3-rutinozid ~ 0,127+0,004*°  0,507+0,018°  0,344+0,008° 0,281+0,011°
Antocijan 3 (Cijanidin-3-ksilozid)  0,793+0,031*  0,714+0,028* 2,786+0,220"  2,450+0,117°
Antocijan 4 (Cijanidin-3-malonil- b

o 0,586+0,023*  0,952+0,044° 0,561+0,022°  1,353+0,066°
glikozid)
Antocijan 5 (Cijanidin-3-dioksazil- ) b

o 2,209+0,105*  1,739+0,082° 1,774+0,082°  3,435+0.158°
glikozid)
Total 520 nm 24,134 23,988 48,857 49,083

'Rezultati su predstavljeni kao mg/g ekstrakta,
“nd — nije detektovano
abed Qlova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Prema studiji Howard i Hager (2007) ukupan sadrzaj fenolnih kiselina u plodovima
kupina je od 7 do 64 mg / 100 g ploda, i nalaze se uglavnom u konjugovanim oblicima, kao estri i
glikozidi, dok je veoma mali dio identifikovan kao slobodne kiseline. Prema literaturnim
podacima najces¢e detektovane polifenolne kiseline u kupinama su: galna kiselina,

protokatehinska kiselina, siringinska kiselina, elaginska kiselina, vanilinska, kafena kiselina,
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sinapinska kiselina, gentisinska kiselina, hlorogenksa Kkiselina, neohlorogenska Kkiselina i

esterifikovane forme m-kumarinske, p-kumarinske, 3,4-dimetoksi cinamic¢ne i hidroksikafena

kiselina, koja je ujedno i dominantna kiselina kod kupina (Kaume i sar., 2012; Oszmianski 1 sar.,

2015). Kod ekstrakata tropa i ploda su utvrdene vecée koli¢ine polifenolnih jedinjenja kod uzoraka

divljih sorti, osim u slucaju sadrzaja galne i vanilinske kiseline. Ekstrakti tropa sadrze oko dva

puta vece koli¢ine cijanidin-3-glukozida, a utvrdene su kod uzorka Kultivisane kupine ET-pl

(97,300 mg/g s.m.) i uzorka divlje sorte ET-d1 (89,277 mg/g s.m.). U poredenju sa prikazanim

rezultatima daleko niZe vrijednosti sadrzaja protokatehinske kiseline (0,338 mg/g), i znac¢ajno veci

sadrzaj katehina (13,496 mg/g) je utvrden u disertaciji Krsti¢ (2018), kod ekstrakata tropa kupine.

Tabela 17. Rezultati HPLC analize polifenolnih jedinjenja u ekstraktima tropa

Fenolna jedinjenja

Galna kiselina
Protokatehinska kiselina
Epikatehin

Katehin

Kafena kiselina
Siringinska kiselina
Elaginska kiselina
Vanilinska kiselina
Sinapinska kiselina
Rutin

Miricetin

Total 280, 320, 360 nm

Antocijan 2 (Cijanidin-3-rutinozid) 0,542+0,020°

Antocijan 3 (Cijanidin-3-ksilozid)

Antocijan 4 (Cijanidin-3-malonil-

glikozid)

Antocijan 5 (Cijanidin-3-dioksazil-

glikozid)

ET-p1 ET-p2 ET-d1 ET-d2

0,544+0,021*°  0,674%0,029°  0,165+0008°  0,336%0,014°
1,644+0,079°  1,6460,080°  1,294+0,059°  2,180+0,102°
0,100+0,048*  0,062+0,002°  1,560+0,071°  2,056+0,101°
3,568+0,171* 3,6360,174"  3,245+0,158°  4,569+0,223"
0,025+0,001*°  0,097+0,003°  0,113+0,005°  0,165+0,008°
0,230+0,009*°  0,468+0,019° 0,772+0,032°  0,768+0,033°
0,048+0,002°  0,108+0,005°  0,269+0,012°  0,455+0,020°
0,201+0,010°  0,101+0,004°  0,022+0,001°  0,084+0,003°
0,079+0,003*  0,259+0,011°  0,293+0,013°  0,261+0,012"
1,783+0,082°  0,667+0,031°  0,904+0,043"  6,408+0,301°
0,581+0,024*°  0,0760,002°  0,604+0,029°  1,312+0,061°

8,805 7,794 9,241 18,594
Antocijan 1 (Cijanidin-3-glukozid) 97,300+4,801* 53,675+2,674° 45215+2251° 89,277+4,458°
0,381+0,016"  0,130+0,005°  0,634+0,029"
1,874+0,091°  2,839+0,138"  0,664+0,031°  4,722+0,231°
2,571+0,122°  0,404+0,018"  1,170+0,052°  0,672+0,029°
3,736+0,180°  1,710+0,078"  3,434+0,168°  2,844+0,138°

106,023 59,009 50,613 98,149

Total 520 nm

'Rezultati su predstavljeni kao mg/g ekstrakta,

’nd — nije detektovano

abed Qlova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).
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Vedi sadrzaj katehina (flavan-3-ola) je detektovan kod ekstrakata tropa u odnosu na
ekstrakte ploda kupine, a najveci sadrzaj je utvrden kod tropa divlje kupine ET-d2 (4,569
mg/g s.m.), sa statisticki znacajnom razlikom (p < 0,05), u poredenju sa drugim ispitivanim
ekstraktima. Kod uzorka ET-d2 je utvrden i najveéi sadrzaj rutina (6,408 mg/gs.m.), te
protokatehinske kiseline (2,180 mg/g s.m.). Prikazani rezultati su u skladu sa navodima
Radovanovi¢ i saradnici (2013) da katehin predstavlja dominantan flavan-3-ol u plodovima divlje

kupine, a rutin i kvercetin dominantne flavonole kod kultivisanih sorti.

mf

DetB Chi

2000

a) S-pl
280 nm

15004

RT3 484

1000

500+

145

4,988 '

o

1

E RT4,
RTI4096

Slika 60. HPLC hromatogrami soka kupine S-p1: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska kiselina,
3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska Kkiselina, 7 — elaginska kiselina

razdvojene komponente detektovane su na 280 nm
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Slika 61. HPLC hromatogrami soka kupine S-pl: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska kiselina,

razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 62. HPLC hromatogrami soka kupine S-pl: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene

komponente detektovane su na 360 nm
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Slika 63. HPLC hromatogrami soka kupine S-p2: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska kiselina,
3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska Kiselina, 7 — elaginska kiselina
razdvojene komponente detektovane su na 280 nm
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Slika 64. HPLC hromatogrami soka kupine S-p2: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska kiselina,
razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 65. HPLC hromatogrami soka kupine S-p2: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene

komponente detektovane su na 360 nm
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Slika 66. HPLC hromatogrami soka kupine S-d1: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska kiselina,
3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska kiselina, 7 — elaginska kiselina

razdvojene komponente detektovane su na 280 nm
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Slika 67. HPLC hromatogrami soka kupine S-d1: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska Kiselina,

razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 68. HPLC hromatogrami soka kupine S-d1: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene

komponente detektovane su na 360 nm
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Slika 69. HPLC hromatogrami soka kupine S-d2: 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska kiselina,
3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska kiselina, 6 — siringinska kiselina, 7 — elaginska kiselina

razdvojene komponente detektovane su na 280 nm
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Slika 70. HPLC hromatogrami soka kupine S-d2: 8 - kafena kiselina i 9 - sinapinska Kiselina,

razdvojene komponente detektovane su na 320 nm
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Slika 71. HPLC hromatogrami soka kupine S-d2: 10 — rutin i 11 - miricetin, razdvojene

komponente detektovane su na 360 nm
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Slika 72. HPLC hromatogrami antocijana soka kupine S-p1, razdvojene komponente detektovane

su na 520 nm
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Slika 73. HPLC hromatogrami antocijana soka kupine S-p2, razdvojene komponente detektovane

su na 520 nm
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Slika 74. HPLC hromatogrami antocijana soka kupine S-d1, razdvojene komponente detektovane

su na 520 nm
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Slika 75. HPLC hromatogrami antocijana soka kupine S-d2, razdvojene komponente detektovane

su na 520 nm

Interesantno je navesti da kod uzoraka soka nisu detektovane sve komponente kao u
ekstraktima, $to ukazuje da tokom izdvajanja soka vecina polifenolnih komponenti zaostaje u
tropu (Laroze i sar., 2010). Kod uzoraka soka kupine su odredene visoke vrijednosti u sadrzaja
ukupnih antocijana (2,352 — 6,85 mg/100 ml), medutim, mnogo manje u odnosu na vrijednosti
utvrdene kod ekstrakata ploda i tropa. Takode, vece vrijednosti polifenolnih jedinjenja kod
uzoraka ekstrakta tropa u odnosu uzorke soka kupine su utvrdene i u disertaciji Krsti¢ (2018).
Netzel i saradnici (2002) ukazali su da sok od kupine, kao i sokovi ostalih vrsta jagodastog voca
doprinose povecanju sadrzaja nivoa antioksidanata u celijskoj plazmi, $to uti¢e na bolji

antioksidativni status i smanjenje oksidacije lipida unutar plazme.
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Tabela 18. Rezultati HPLC analize polifenolnih jedinjenja u uzorcima soka kupine

Fenolna jedinjenja

Galna kiselina

Protokatehinska kiselina
Epikatehin

Katehin

Kafena kiselina

Total 280, 320, 360 nm

Antocijan 1 (Cijanidin-3-glukozid)
Antocijan 2 (Cijanidin-3-rutinozid)
Antocijan 3 (Cijanidin-3-ksilozid)
Antocijan 4 (Cijanidin-3-malonil-
glikozid)

Antocijan 5 (Cijanidin-3-dioksazil-
glikozid)

Total 520 nm

S-p1t

S-p2

S-d1

S-d2

0,030+0,001°
0,455%0,020°
nd?
0,160+0,007%
0,038+0,001°
0,683
6,459+0,320°
nd

nd

0,284+0,011°

0,107+0,004*

6,85

0,022+0,001°
0,608+0,021°
nd
0,147+0,005
0,049+0,002°
0,826
2,210+0,009°
nd
0,083+0,003

0,059+0,002°

nd

2,352

nd
0,396x0,011°
nd
0,180+0,008°
0,045+0,002°
0,621
3,064+0,144°
nd
0,371+0,015°

0,129+0,005°

0,681+0,030°

4,245

nd
0,524+0,018"
nd
0,167+0,007™
nd

0,691
4,705%0,230"
nd
0,115%0,004°

0,127+0,006°

0,134+0,005°

5,081

Rezultati su predstavljeni u mg/ml mati¢nog soka,

’nd — nije detektovano

abed Qlova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).
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4.4. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST PLODA, TROPA | SOKA
KULTIVISANE I DIVLJE KUPINE

Antioksidativna aktivnost uzoraka divljih i kultivisanih sorti je utvrdena na osnovu Cetiri
metode: DPPH test, ABTS test, sposobnost neutralizacije hidroksil radikala (Slika 76 — 83) i
metodom inhibicije Briggs Rauscher-ovih oscilatornih reakcija (Slika 84 - 85). Rezultati su
predstavljeni kao [Csy vrijednosti (potrebna koli¢inu antioksidanta da redukuje pocetnu
koncentraciju slobodnog radikala za 50 %), i kao mmol Trolox-a/g esktrakta ploda ili tropa,

odnosno mmol Trolox-a/ml soka za gaSenje Briggs Rauscher-ovih oscilatornih reakcija.

4.4.1. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST EKSTRAKATA PLODA, TROPA I
SOKA KUPINA NA DPPH RADIKALE

DPPH test predstavlja prvi i najce$¢e koristen metod za dokazivanje antioksidativne
aktivnosti uzoraka bioloskog porijekla. Predstavlja jednostavan postupak tokom koga se
ispitivano jedinjenje ili ekstrakt pomijesa sa rastvorom DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
radikala i poslije definisanog perioda spektrofotometrijski odredi apsorbanca (Kedare i Singh,
2011). Na osnovu dobijenih vrijednosti apsorbance racuna se antiradikalska sposobnost redukcije
ispitivanog jedinjenja na DPPH'. Prednost ove metode je u tome $to DPPH reaguje sa cijelim
uzorkom, ¢ak i sa slabim antioksidantima (Prakash, 2001). DPPH test se moze koristiti u vodenim
i nepolarnim organskim rastvaraCima, te za ispitivanje sposobnosti hidrofilnih i lipofilnih
antioksidanata (Prior i sar., 2005). Rezultati dobijeni na osnovu ovog testa su ponovljivi i
usporedivi sa drugim metodama za uklanjanje slobodnih radikala (Gil i sar., 2000).
Antioksidativna aktivnost esktrakata na DPPH radikale nastaje prvenstveno zbog sposobnosti
fenolnih jedinjenja da reaguju kao donori vodonikovog atoma prema DPPH radikalu. Tokom
reakcije sa antioksidantom DPPH’ se redukuje, a njegova boja u rastvoru se mijenja od ljubi¢aste
prema zutoj (Thaipong i sar., 2006).

Na slici 76 je prikazana antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda (EP-pl, EP-p2, EP-d1,

I EP-d2) na DPPH radikale u zavisnosti od koncentracije ispitivanog uzorka.
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Slika 76. Antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda na DPPH radikale

Na slici 77 je prikazana antioksidativna aktivnost ekstrakata tropa (ET-pl1, ET-p2, ET-d1,

i ET-d2) na DPPH radikale u zavisnosti od koncentracije ispitivanog uzorka.
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Slika 77. Antioksidativna aktivnost ekstrakata tropa na DPPH radikale

Rezultati antoksidativne aktivnosti ekstrakata ploda i tropa utvrdenih na osnovu DPPH
testa ukazuju da su nize ICs vrijednosti (snazniju antioksidativnu aktivnost) imali ekstrakti divljih
sorti (EP-d1 i ET-d1) u odnosu na kultivisane. Kod ispitivanih uzoraka kultivisanih sorti snazniju
aktivnost je pokazao esktrakt sorte Chester Thornles u odnosu na sortu Caganska bestrna, dok je
kod divljih sorti snaznija aktivnost odredena kod ekstrakta sa lokacije Javorani u odnosu na

ekstrakte sa lokacije Verici.
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Medusobnim poredenjem antioksidatvne aktivnosti izmedu ekstrakata ploda i tropa na
DPPH radikale, utvrdena je snaznija aktivnost ekstrakata tropa. Ova cinjenica potvrduje da
znaCajne koli¢ine aktivnih polifenolnih jedinjenja zaostaju u tropu kupine, a sastoji od vece
koli¢ine pokoZice, vlakana i sjemenki, i predstavljaju potencijalni izvor jedinjenja sa bioloSkom

aktivnosti.

Na slici 78 je prikazana antioksidativna aktivnost uzoraka mati¢nog soka (S-pl, S-p2, S-
di, i S-d2) na DPPH radikale u zavisnosti od koncentracije ispitivanog uzorka.
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Slika 78. Antioksidativna aktivnost uzoraka soka na DPPH radikale

U odnosu na ispitivane ekstrakate, uzorci soka su pokazali zna¢ajno slabiju aktivnost na
DPPH radikale (ICsp = 3,53 — 5,10 mg/ml). Kod uzoraka soka je utvrden sli¢an trend aktivnosti
kao i kod ekstrakata, gdje su vec¢u aktivnost na DPPH radikale imali uzorci divljih odnosu na
kultvisane kupine, za razliku od ekstrakata gdje je uzorak divlje sorte sa lokacije Javorani pokazao
najvecu aktivnost. Kod uzoraka soka je najvecu aktivnost imao uzorak sa lokacije Veri¢i (Tabela

19), sa statisti¢ki zna¢ajnom razlikom (p < 0,05).
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Tabela 19. Antioksidativni kapacitet ekstrakata ploda, tropa i soka na DPPH radikale

1Cs0°""" (ug/ml) 1C5°"" (mg/ml)
EP-pl1 225,22+3,70°% ET-pl 178.77 +11. 47° S-p1 5,10+0,21°
EP-p2 245,89+4,93" ET-p2 206.20+10.65° S-p2 4,3420,16°
EP-d1 119,53+4,93° ET-d1 105.68+5.23° S-di 4,07+0,15°
EP-d2 153,67+2,06° ET-d2 127.26+3.30° S-d2 3,53+0,09°
Trolox 6.02+0.34

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
b4 Slova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

U poredenju sa ICsy vrijednostima za sintetski antioksidant Trolox, uzorci su pokazali
slabiji antioksidativni potencijal (20 do 40 puta), dok u disertaciji Vinc¢i¢ (2017), nalazimo da su
ispitivani metanolski ekstrakti kultivisanih sorti kupina pokazali ve¢u antioksidativnu aktivnost u
odnosu na Trolox. Moguci razlog za veéi potencijal prema Trolox-u je metoda ekstrakcije, kao i
razlika u rastvaracu koji je koristen prilikom ekstrakcije.

U radu Staj¢i¢ i saradnici (2012) utvrdene su nize 1Cso vrijednosti za antioksidativni
potencijal metanolskih ekstrakata kultivisanih sorti Cadanska bestrna i Thornfree na DPPH
radikale (61,6 do 64,6 pg/ml) u odnosu na rezultate prikazane u tabeli 19. Znacajna aktivnost
ekstrakta tropa kultivisane sorte kupine na DPPH radikale (10,9 pmolTrolox/g) je utvrdena u radu
Kalusevi¢ 1 saradnici (2016). Prema studiji Huang i saradnici (2012) ekstrakti kupine u
koncentraciji 2,0 mg/ml mogu inhibirati gotovo sve prisutne DPPH radikale (96,96% i 95,37%).

Razlike u navedenoj literaturi mogu biti posljedica brojnih faktora, kao $to je ispitivana
sorta i lokacija na kojoj su sakupljani plodovi, duZzina skladistenja plodova, razgradnja

antioksidanata tokom zamrzavanja, razlike u koroStenim metodama i vrsti rastvaraca.
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4.4.2. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST EKSTRAKATA PLODA, TROPA I
SOKA KUPINA NA ABTS RADIKALE

Ova spektrofotometrijska metoda se zasniva na mjerenju relativne sposobnosti uzoraka da
redukuju dugo Ziveéi ABTS™ (radikal-katjon 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska
kiselina)), na nacin da antioksidant iz uzorka preda H atom slobodnom radikalu. Tokom reakcije
plavo-zeleni ABTS™ radikalski katjon pokazuje maksimalnu apsorbanciju na 734 nm, te se
ponovo redukuje u svoju bezbojnu neutralnu formu. Reakcija sa ABTS radikalom se odvija u
kratkom vremenu od 0,25 do 0,5 minuta (Re i sar., 1999; Nilsson i sar., 2005; Matos i sar., 2009;
Huyut i sar., 2017).

ABTS test predstavlja jednostavnu i $iroko koriStenu metodu za skrining i rutinsko
odredivanje antoksidativnog potencijala u $irokom opsegu pH vrijednosti. ABTS™" je topiv u vodi
1 organskim rastvaradima, S§to omogucava da se antoksidativni kapacitet odredi istom
metodologijom i u hidrofilnim i lipofilnim jedinjenjima. Kada se koriste hidrofobni antioksidanti,
osetljivost i reproduktivnost testa dramati¢éno opada (Opitz i sar., 2014; Huyut i sar., 2017).
Takode, Floegel i saradnici (2011) navode da obojena jedinjenja i hidrofilni antioksidanti daju

bolje rezultate primjenom ABTS metode u odnosu na DPPH metodu.

Na slici 79 je prikazana antioksidativna aktivnost ekstrakata ploda (EP-p1, EP-p2, EP-d1,

i EP-d2) na ABTS radikale u zavisnosti od koncentracije ispitivanog uzorka.
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Slika 79. Antioksidativna aktivnost ekstrakta ploda na ABTS radikale

Na slici 80 je prikazana antioksidativna aktivnost ekstrakata tropa (ET-pl1, ET-p2, ET-d1,

I ET-d2) na ABTS radikale u zavisnosti od koncentracije ispitivanog uzorka.
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Slika 80. Antioksidativna aktivnost ekstrakata tropa na ABTS radikale

Rezultati antoksidativne aktivnosti ekstrakata ploda i tropa na ABTS radikale takode
ukazuju na veéu aktivnost uzoraka divljih sorti u odnosu na kultivisane (Tabela 20), sa statisticki
znacajnom razlikom (p < 0,05). Utvrden je sli¢an trend inhibicije na ABTS radikale kao i na
DPPH radikale EP-d1 > EP-d2 > EP-p1 > EP-p2.

Na slici 81 je prikazana antioksidativna aktivnost uzoraka mati¢nog soka (S-pl, S-p2, S-

di, i S-d2) na ABTS radikale u zavisnosti od koncentracije ispitivanog uzorka.

100 -
90 -
80 -
70 A

I aprs (%)
b W oA oy
S o & & 35
1 1 1 1 1

+S-pl mS-p2 48-dl S-d2

—
<
1

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1.4
Koncentracija (mg/ml)

Slika 81. Antioksidativna aktivnost uzoraka mati¢nog soka na ABTS radikale

Prema prikazanim rezultatima, moze se zakljuciti da ve¢i antioksidatvni potencijal na

ABTS radikale imaju esktrakti tropa u poredenju sa ekstrakatima ploda.
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Za razliku od aktivnosti ekstrakata, trend uzoraka mati¢nog soka na ABTS radikale
ukazuje na snazniju antioksidativnu aktivnost uzorak divlje sorte sa lokacije Verici (S-d2) i slabiju

aktivnost uzoraka kultivisane sorte Chester Thornles (S-p1) u odnosu na trend kod ekstrakata.

Tabela 20. Antioksidativni kapacitet ekstrakata ploda, tropa i mati¢nog soka kultivisane i divlje
kupine na ABTS radikale

1Cs™®™ (ng/ml) 1Cs,™®™ (mg/ml)
EP-pl 50,80+2,89° ET-pl 34.66+0.78" S-pl 0,91+0,02°
EP-p2 56,45+1,00° ET-p2 47.01+3.77° S-p2 0,80+0,03°
EP-d1 27,61+0,77° ET-d1 23.74+1.39° S-d1 0,61+0,01°
EP-d2 41,53+0,59° ET-d2 26.53+1.09 S-d2 0,50%0,02°
Trolox 2.76x£0.13

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
abed Slova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Ispitivani uzorci soka su takode pokazali daleko veci potencijal prema ABTS radikalima u
odnosu na DPPH radikale. Na osnovu studije Sariburun i saradnici (2010) ustanovljen je veci
potencijal vodenih i metanolskih ekstrakta prema ABTS radikalima kod cetiri kultivisane sorte
kupine, a sli¢ne rezultate su zabiljezili i Basu i Maier (2016) u svom radu u kome su analizarani

ekstrakti kupina izdvojeni pomocu 95 % etanola.
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4.4.3. ODREDIVANJE SPOSOBNOSTI NEUTRALIZACIJE EKSTRAKATA
PLODA, TROPA I MATICNOG SOKA KUPINA NA HIDROKSIL RADIKALE

Glavni izvor hidroksilnih radikala in vivo su produkti Haber-Veiss reakcija, gdje O, ™
redukuje éelijski feri Fe * * jon do fero Fe ** oblika, i na taj nadin inicira Fentonovu reakciju

izmedu Fe " jona i vodonik peroksida:
1.0, + H,0, — O, + 'OH + OH™ Haber-Weissove reakcije,
2.0, +Fe*" > Fe?* + 0O,
3.Fe** + H,0, — Fe** + 'OH + OH™ Fentonove reakcije (Ozyurek i sar., 2008).

Oksidativne reakcije OH radikala generisanog Fentonovom reakcijom u prisustvu 2-
deoksiriboze i kiseonika grade malondialdehid (MDA) koji se kolorimetrijski (ili fluorometrijski)

odreduje u testu sa tiobarbituratnom kiselinom (TBA test) na osnovu formiranja obojenog TBA —

MDA produkta (Halliwell i sar., 1987).
Na slici 82 prikazane su ICsy vrijednosti dobijene mjerenjem sposobnosti ekstrakata da

inhibiraju hidroksil radikale generisane u Fentonovoj reakciji.
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Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
a0ed §lova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

IC50 (pg/ml)

Slika 82. ICsy vrijednosti za antioksidativnu aktivnost ekstrakata ploda i tropa na hidroksil

radikale
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Na slici 83 prikazane su ICsy vrijednosti dobijene mjerenjem sposobnosti uzoraka

mati¢nog soka da inhibiraju hidroksil radikale generisane u Fentonovoj reakciji.
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Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
abed Slova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

IC50 (mg/ml)

Slika 83. I1Cs vrijednosti za antioksidativnu aktivnost mati¢nog soka na hidroksil radikale

Iz navedenih rezultata nalazimo da su sli¢ne inhibitorne aktivnosti na hidroksil radikale
imali ekstrakti tropa i ploda. Najvecu inhibitornu aktivnost na hidroksil radikale je pokazao

uzorak tropa divlje kupine ET-d1, kao i prema ABTS i DPPH radikalima.

Tabela 21. Antioksidativni kapacitet ekstrakata ploda i tropa kultivisane i divlje kupine na
hidroksil radikale

1Cs0 " pg/ml 1Cs0™ " mg/ml
EP-pl 183,14+0,78° ET-pl 167.39+1.71° S-pl 13,16+0,25°
EP-p2 149,25+4,70° ET-p2 154.1245.83" S-p2 13,53+0,19°
EP-d1 140,84+2,40° ET-d1 134.61+4.16° S-d1 12,91+0,73%
EP-d2 207,94+0,55° ET-d2 168.62+0.81° S-d2 13,19+0,14°
BHT 28.66+0.9

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
abed Slova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Kod ispitivanih ekstrakata prema hidroksil radikalima najslabiju aktivnost pokazali su
ekstrakti divlje kupine sa lokacije Veri¢i (EP-d2 i ET-d2), koji su na osnovu prethodna dva testa

pokazali znacajno vecu antioksidativnu aktivnost.
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U odnosu na komercijalni antioksidant BHT, ekstrakata su pokazali slabije inhibitorno
dejstvo (5 do 10 puta). Kod uzoraka soka nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika inhibicije
hidroksil radikala medu ispitivanim uzorcima. U poredenju sa rezultatima prikazanim u disertaciji
Vingié (2017) u kojoj su ispitani ekstrakti kultivisanih sorti kupina (Ca¢anka bestrna i Thotnfree)
na inhibiciju hidroksil radikala, utvrden je veci potencijal inhibicije u odnosu na ispitivane

ekstrakate i nizi potencijal u odnosu na uzorke soka.

4.4.4. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST UZORAKA ODREDENA NA
OSNOVU SPOSOBNOSTI INHIBICIJE BRIGGS RAUSCHER-OVIH
OSCILATORNIH REAKCIJA

Briggs Rauscher-ov oscilatorni sistem za ispitivanje antioksidativne aktivnosti je
pripremljen u skladu sa procedurom Prenesti i saradnici (2005). Nakon pripreme BR sistema, u
reakcijama koje nastaju nakon dodavanja definisane koncentracije uzoraka, dolazi do
priviemenog prekida u oscilacijama. Prema objavljenim rezultatima Daci¢ i Gojak-Salimovi¢
(2016), period inhibicije oscilacija sistema je u linearnoj vezi sa vrstom antioksidanta i njegovom
koncentracijom (Cervellati i sar., 2002). Isti autori su takode utvrdili postojanje linearne veze
izmedu sadrzaja ukupnih fenola i antioksidativne aktivnosti (DPPH metodom i metodom BR
oscilatornih reakcija).

Na slici 84 prikazane su vrijednosti dobijene mjerenjem duzine prekida oscilatornih
reakcija nakon dodavanja ekstrakata ploda i tropa u Briggs Rauscher-ov oscilatorni sistem.
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Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
abed Slova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Slika 84. Uticaj ekstrakata ploda i tropa na inhibiciju BR oscilatornih reakcija
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Na osnovu prikazanih rezultata mozemo konstatovati da su veée vrijednosti inhibicije
BR oscilatornih reakcija pokazali ekstrakti divljih u odnosu na kultivisane sorte kupine, sa
statisticki znacajnom razlikom (p < 0,05). Takode nalazimo skoro dvostruko vece inhibitorne

sposobnosti za gasenje oscilatornih reakcija kod ekstrakata tropa u odnosu na ekstrakte ploda.

Na slici 85 prikazane su vrijednosti dobijene mjerenjem duzine prekida oscilatornih

reakcija nakon dodavanja uzoraka mati¢nog soka u Briggs Rauscherov oscilatorni sistem.

mmol Trolox-a/ml soka

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
a0¢d Slova iznad svake vrijednosti ukazuju na znadajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Slika 85. Uticaj uzoraka soka na inhibiciju BR oscilatornih reakcija

Prema rezultatima sposobnost inhibicije BR reakcija, u odnosu na sposobnost inhibicije

ispitivanih ekstrakata, uzorci soka su pokazali oko 5 do 20 puta slabiju aktivnost (Tabela 22).

Tabela 22. Sposobnost inhibicije BR reakcija ekstrakata ploda i tropa kultivisane i divlje kupine

Ekstrakti ploda Ekstrakti tropa Mati¢ni sok

(mmol Trolox/g) (mmol Trolox/g) (mmol Trolox/ml)
EP-pl 39,68+0.00° ET-pl 73,7142,36° S-pl 2,59+2,22°
EP-p2 46 76+1,39° ET-p2 79,57+6,48° S-p2 4,58+0,84"
EP-d1 58,99+7,66% ET-d1 119,2345,18" S-d1 5,36+0,64™
EP-d2 65,03+7,86" ET-d2 113,43+6,53" S-d2 6,89+0,59°

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija SD (n=3).
abed Qlova iznad svake vrijednosti ukazuju na znac¢ajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).
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Na osnovu svih utvrdenih testova za antioksidativnu aktivnost moze se konstatovati da su
uzorci divljih kupina pokazali snazniju aktivnost u odnosu na uzorke kultivisanih sorti, a da
ekstrakti tropa imaju snazniji potencijal u odnosu na ekstrakte ploda. Navedeni rezultati su
ocekivani s obzirom da je kod divljih sorti kupina utvrden veci sadrzaj polifenolnih jedinjenja u
odnosu na Kultivisane sorte.

Odnos izmedu antioksidativnog kapaciteta ekstrakata divljih i kultivisanih sorti kupina je
u skladu sa rezultatima prikazanim u studiji Reyes-Charmona i saradnici (2005). Takode, i drugi
autori ukazuju na Cinjenicu da veci antioksidativni potencijal imaju uzorci divljih sorti vo¢a u
odnosu na kultivisane sorte (Gajdo$ Kljusuri¢ i sar., 2016; Milenkovi¢-Andelkovi¢ i sar., 2015).
lako su sintetski antioksidanti pokazali ve¢i potencijal za uklanjanje slobodnih radikala, moze se
konstatovati da su i ispitivani ekstrakti imali znacajan potencijal inhibicije prema slobodnim

radikalima.

4.45. KORELACIONA ANALIZA SADRZAJA POLIFENOLNIH JEDINJENJA
I ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI PLODA, TROPA | SOKA KULTIVISANE
| DIVLJE KUPINE

Za analizu linearne zavisnosti koristen je Pearson-ov koeficijent korelacija, baziran na
poredenju stvarnog uticaja posmatranih varijabli jedne prema drugoj u odnosu na maksimalan
moguci uticaj. Apsolutna vrijednost korelacija je u radu predstavljena kao (jtff = 1 potpuna
korelacija), (0,8 < |r| < 1 jaka korelacija), (0,5 < |r] < 0,8 srednje jaka korelacija), (0,2 < |r| < 0,5
slaba korelacija), (0 < |r| < 0,2 neznatna korelacija) i (Jr| = 0 odsustvo korelacije) (Yan i Su, 2009;
Fox, 2015; Montgomery i sar., 2012).

Parametri Pirsonovog koeficijenta korelacija |r| izmedu sadrzaja ukupnih polifenola,
flavonida, flavonola, ukupnih i monomernih antocijana, te identifikovanih polifenolnih jedinjenja

i antioksidativene aktivnosti (ICs" ™", 1Cs 2™, 1Cso M

i BR-oscilatorne reakcije) ploda i tropa
kupine je prikazan u tabeli 23. Za analizu korelacija su koristene reciprocne vrijednosti
(1/1Cs,°™H | 1/1C50* 8™ i 1/1C50 O .

Kod esktrakata ploda i tropa jaka korelacija sa statisti¢ki zna¢ajnom razlikom (p < 0,01),
je utvrdena izmedu sadrzaja ukupnih polifenola, ukupnih flavonida i sposobnosti inhibicije DPPH
I ABTS radikala, sadrzaj sinapinske kiseline i inhibicije DPPH radikala, te ukupnih antocijana i
sposobnosti inhibicije ABTS radikala. Srednje jaka korelacija je utvrdena izmedu sadrzaja
flavonola, monomernih antocijana i miricetina prema oba radikala, te izmedu sadrzaja katehina i
inhibicije DPPH radikala, cijanidin-3-glukozida i inhibicije ABTS radikala, sa statisticki
znacajnom razlikom (p < 0,05). Jaka korelacija je utvrdena izmedu sadrZaja ukupnih polifenola i

inhibicije BR oscilatornih reakcija, te srednje jaka korelacija u odnosu na sadrzaj flavonida,
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momernih antocijana, epikatehina, katehina, kafene kiseline, siringinske Kkiseline, sinapinske
kiseline, elaginske Kiseline, rutina i cijanidin-3-glukozida. Prema navedenim rezultatima se moze
konstatovati da su polifenolne komponente sadrzane u ekstraktima kupina imale ve¢i uticaj na
inhibiciju DPPH i ABTS radikala, u odnosu na OH radikale i inhibiciju BR reakcija. Korelacije
izmedu sadrzaja detektovanih polifenolnih jedinjenja i dobijenih vrijednosti inhibicije ‘OH nisu

utvrdeni.

Tabela 23. Pearson-ovi koeficijenti Kkorelacije izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja i
antioksidativne aktivnosti'

11Cs°™™ 1/1C5"™™  1/1C5 "  BR-reakcije

Ukupni polifenoli 0,903”  0029" 0272 0,813"
Ukupni flavonoidi 0925”  0956" 0263 0,7137
Ukupni flavonoli 0638”  0730"  -0,080 0,482
Ukupni antocijani 0632" 0,721 0,031 0,503
Monomerni antocijani 0,596 0677 -0,002 0,463"
Galna kiselina -0,524" -0,340 -0,004 -0,013
Protokatehinska kiselina 0,228 0,279 0,240 -0,033
Epikatehin 0,400 0458 0,381 0,622
Katehin 0497 0605 0110 07427
Kafena kiselina 0,297 0,278 -0,090 0,689
Siringinska kiselina 0.301 0433 -0,013 0,796
Elaginska kiselina 0.359 0467 0.307 0,752"
Sinapinska kiselina 0789 0699 0,291 0,668
Vanilinska kiselina 0,294 0,258 0,269 -0,299
Miricetin 0,715™ 0,703™ -0,088 0,393

Rutin 0,315 0446  -0,204 0,510°
Antocijan 1 (Cijanidin-3-glukozid) 0.279 0.462 -0,086 0,505
Antocijan 2 (Cijanidin-3-rutinozid) -0,156 -0,001 -0,044 0,115

Antocijan 3 (Cijanidin-3-ksilozid) 0,282 0,317 0,219 0,340

Antocijan 4 (Cijanidin-3-malonilglikozid) -0,016 0,082 -0,202 0,007

Antocijan 5 (Cijanidin-3-dioksazilglikozid) 0,380 0,415 -0,314 0,426

'Jaka korelacija (jr| > 0,8), srednje jaka korelacija (0,8 > |r| > 0,5), slaba korelacija (0,5 > |r| > 0,2) i neznatna
korelacija (0,2 > |r] > 0,0)
stepen znacaja korelacija * (p<0,05) i ** (p<0,01)

Navedeni rezultati sugerisu da su polifenolna jedinjenja, kao §to su flavonidi, flavonoli i

antocijani u velikoj meri nosioci antioksidativne aktivnosti u kupinama. Veliki broj istrazivaca je
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takode potvrdio dobru korelaciju izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja i antioksidativne
aktivnosti (Floegel i sar., 2011; Hwang i sar., 2014; Souza i sar., 2015).

Slicne rezultate nalazimo u radu Pantelidis i saradnici (2007) gdje je utvrdena jaka
korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti i sadrzaja polifenolnih jedinjenja iz soka kupine (r =
0,965), a srednje jaka prema sadrzaju ukupnih antocijana (r = 0,588). Ignat (2011) navodi da su
flavonoidi posebno vazni kao antioksidanti zbog visokog redoks potencijala, koji omogucava da

doniraju vodonikov atom i pri tom gase singletni kiseonik i heliraju odredene metale.
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4.5. ANTIHIPERGLIKEMJSKA AKTIVNOST PLODA, TROPA |
SOKA KULTIVISANE I DIVLJE KUPINE

Prema brojnim studijama, ishrana bogata vo¢em i povréem smanjuje ucestalost dijabetesa
tipa 2 (Carter i sar., 2010; Xiao i sar., 2011). U prethodnom periodu su vrseni mnogi eksperimenti
1 vodene brojne rasprave, kako bi se utvrdilo koja su jedinjenja iz biljaka zasluzna za
antihiperglikemijsku aktivnost. Manach i saradnici (2005) navode da tanini (elagitanini i
proantocianidini), bez obzira na unos imaju losu biodostupnost u serumu, te da veliki procenat
potencijalno aktivnih polifenola bobicastog vo¢a ne moze da ude u cirkulaciju i utice na Celijske
interakcije. Kay i saradnici (2009) navode da antocijani imaju nizak nivo bioloSke raspoloZzivosti u
serumu, a da su za sistemsku bioaktivnost antocijana odgovorni njihovi degradacioni proizvodi.
Medutim, prema Williamson i Clifford (2010), vecina polifenola iz voca ostaje u
gastrointestinalnom traktu (GIT) i prolazi do debelog crijeva, gdje dolazi do biotransformacije
mikrobiotom debelog crijeva. U proteklom periodu vr$eni su i mnogi drugi eksperimenti in vitro i
in vivo vezani za ovu temu, te je utvrdena znacajna uloga polifenolnih jedinjenja iz jagodastog i
bobicastog voca na antihiperglikemijsku aktivnost (Boath i sar., 2012).

Kljuéni enzim koji hidrolizuje alfa (1 — 4) veze kod ugljenih hidrata je a-glukozidaza,
koja se nalazi u digestivnom traktu tankog crijeva ¢ovjeka, i uklju¢ena je u zavrsni korak digestije
- razgradnja skroba i disaharida do glukoze (Cakar i sar., 2018; Wang i sar., 2012). Kada se
inhibira enzim o-glukozidaza, neposredno se smanjuje koli¢ina glukoze u krvi $to dovodi
smanjenja postprandijalne hiperglikemije (Rubilar i sar., 2011), odnosno dovodi do toga da se
uspori varenje ugljenih hidrata (Podsg¢dek i sar., 2014). S obzirom na navedena istraZivanja
potrebno je dalje proucavati jedinjenja koja inhibitorno djeluju na a-glukozidazu, jer djelovanjem
prirodnih inhibitora na ovaj enzim mogu se smanjiti §tetne posljedice povecanog unosa ugljenih

hidrata kod dijabeticara.

45.1. ANTIHIPERGLIKEMJSKA AKTIVNOST EKSTRAKATA PLODA I
TROPA KUPINE

Ispitivanje antihiperglikemijske aktivnosti ekstrakata ploda i tropa vrseno je na osnovu
inhibicije enzima a-glukozidaze u in vitro eksperimentalnim uslovima, a rezultati su prikazani
graficki (Slika 86). Rezultati ukazuju da su svi ekstrakti inhibirali oko polovine aktivnosti o-
glukozidaze kod ispitivane koncentracije uzoraka (0,054 mg/ml s.m.). Kod ekstrakata ploda,
uzorak kultivisane sorte EP-p2 je pokazao najvecu aktivnost inhibicije prema a-glukozidazi (I ange
= 50,69 %), zatim, prema opadaju¢im vrijednostima slijede uzorci divlje kupine EP-d2 (I ange =
46,91 %), EP-d1 (Iange = 43,10 %) i EP-p1 (lange = 41,54 %).
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2b¢ Slova iznad vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n=4).

Slika 86. Antihiperglikemijska aktivnost ekstrakata ploda (EP) i ekstrakata tropa (ET).

Rezultati ukazuju da su ekstrakti tropa pokazali znacajno vecu antihiperglikemijsku

aktivnost (oko 20 %), u odnosu na ekstrakte ploda, sa statisticki znacajnom razlikom (p < 0,05).

Rezultati istraZivanja Tumbas Saponjac i saradnika (2015) inhibitornog potencijala dva varijateta

jagode "Clery" i "Marmolada" na enzim a-glukozidazu ukazuju da je 50 % enzima inhibirano kod

koncentracije uzorka 1,90 i 0,60 mg/ml. Girones-Vilaplana i saradnici (2014) su utvrdili da su

ICs vrijednosti ekstrakata acai i makui bobica u opsegu od 0,33 - 2,14 mg/ml, dok su Podsedek i

saradnici (2014) objavili da je ICsy vrijednost inhibicije a-glukozidaze ekstrakta kupine 219,73

mg/ml. Stefanut i saradnici (2013) ukazuju da ekstrakti kupina imaju hipoglikemijsko dejstvo u

eksperimentima in vivo kod pacova sa indukovanim dijabetesom. Takode, Grace i saradnici

(2009) su utvrdili da antocijani iz borovnice imaju sposobnost da ublaze simptome hiperglikemije

kod dijabeti¢nih miSeva u eksperimentima in vivo.
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45.2. ANTIHIPERGLIKEMJSKA AKTIVNOST SOKA KUPINE

Antihiperglikemijska aktivnost uzoraka soka odredena je na osnovu sposobnosti inhibicije
enzima a-glukozidaze u in vitro eksperimentu, a rezultati su prikazani graficki (Slika 87). Uzorci
mati¢nog soka pokazali znacajno nize vrijednosti inhibicije a-glukozidaze langa (8,43 — 24,64 %),
u odnosu na ekstrakte tropa i ploda. U poredenju sa rezultatima dobijenim kod ekstrakata, kod
uzoraka soka je najvecu sposobnost inhibicije a-glukozidaze imao uzorak kultivisane sorte S-p1,

sa statisticki znacajnom razlikom (p < 0,05).
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2P Slova iznad vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n=4).

Slika 87. Antihiperglikemijska aktivnost uzoraka soka (S)

Abidov i saradnici (2006) su sproveli studiju, gdje su odrasli sa dijabetesom tipa 2
konzumirali ekstrakt borovnice, a rezultati su pokazali da dodatak borovnice u ishrani utice na
smanjenje nivoa glukoze u krvnoj plazmi. Takode, utvrdeno je da konzumiranjem voca bogatog
antocijanima ujedno povezano sa nizim rizikom od nastanka dijabetesa tipa 2 (Wedick i sar.,
2012).
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4.5.3. KORELACIONA ANALIZA SADRZAJA POLIFENOLNIH
JEDINJENJA | ANTIHIPERGLIKEMIJSKE AKTIVNOSTI PLODA, TROPAI
SOKA KULTIVISANE I DIVLJE KUPINE

Rezultati Pearson-ovog koeficijenta korelacija (r) izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja
I antihiperglikemijske aktivnosti (I % anga) je prikazan u tabeli 24.
Tabela 24. Pearson-ov koeficijent korelacije (r) izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja i

sposobnosti inhibicije enzima a-glukozidaze

(I % ange)

Ukupni polifenoli 0,824
Ukupni flavonoidi 0,783
Ukupni flavonoli 0,779
Ukupni antocijani 0,843"
Monomerni antocijani 0,837
Galna kiselina 0,808
Protokatehinska kiselina 0,772"
Epikatehin 0,082

Katehin 0,925~
Kafena kiselina 0,557
Siringinska kiselina 0,504"
Elaginska kiselina 0,352

Sinapinska kiselina 0,106

Vanilinska kiselina 0,236

Miricetin 0,263

Rutin 0,167

Antocijan 1 (Cijanidin-3-glukozid) 0,803”
Antocijan 2 (Cijanidin-3-rutinozid) 0,827
Antocijan 3 (Cijanidin-3-ksilozid) 0,678
Antocijan 4 (Cijanidin-3-malonilglikozid) 0,647
Antocijan 5 (Cijanidin-3-dioksazilglikozid) 0,822

'Jaka korelacija (jr| > 0,8), srednje jaka korelacija (0,8 > [r| > 0,5), slaba korelacija (0,5 > |r| > 0,2) i neznatna
korelacija (0,2 > |r] > 0,0)
“stepen znalaja korelacija * (p<0,05) i ** (p<0,01)

Jaka korelacija je utvrdene izmedu sadrzaja ukupnih polifenola, ukupnih i monomernih
antocijana, galne kiseline, katehina, cijanidin-3-glukozida, cijanidin-3-rutinozida i cijanidin-3-

dioksazilglikozida i antihiperglikemijska aktivnost, sa stepenom znacaja (p < 0,01). Srednje jaka
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korelacije je utvrdena izmedu sadrzaja ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola, protokatehinske
kiseline, kafene kiseline, siringinske kiseline, cijanidin-3-ksilozida i cijanidin-3-dioksazilglikozida
i antihiperglikemijska aktivnost. Rezultati korelacija su u vezi sa pretpostavkom da ekstrakti
kupina pokazuju biolosku aktivnost in vitro, $to je u skladu sa tvrdnjom Boath i saradnici (2012),
da polifenoli sadrzani u jagodastom vocéu djeluju kao inhibitori o-glukozidaze. Podsedek i
saradnici (2014) su takode pokazali dobre korelacije izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja u
vocu i sposobnosti inhibicije a-glukozidaze. U radu nisu primje¢ene znacajne Korelacije izmedu
sadrzaja elaginske kiseline i sposobnosti inhibicije a-glukozidaze, a sli¢ne rezultae su pokazali
You i saradnika (2011). Takode, rezultati Vin¢i¢ (2016), ukazuju na inhibitornu aktivnost
ekstrakata kupine na a-glukozidazu, kao i dobru korelaciju izmedu antihiperglikemijske aktivnosti
ekstrakata i sadrzaja galne i ferulne kiseline. Osim sposobnosti inhibicije a-glukozidaze Wang i
saradnici (2012), ukazuju da polifenolna jedinjenja inhibiraju aktivnosti digestivnih enzima zbog
svoje sposobnosti da se vezu sa proteinima. Generalno, utvrdene su zadovoljavajuce korelacije
izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja i sposobnosti inhibicije enzima a-glukozidaze, pa
mozemo zakljuciti da utvrdeni rezultati opravdavaju upotrebu kupine u svakodnevnoj ishrani i

koris¢enje u tradicionalnoj medicini.
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ANTIPROLIFERATIVNI EFEKAT PLODA, TROPA | SOKA
KULTIVISANE I DIVLJE KUPINE

Kupine su bogate antioksidantima koji inhibiraju slobodne radikale i sprjecavaju oste¢enja
¢elija i nastanak proliferacija. Takode pomazu u zastiti i jacanju imuniteta ¢ime se indirektno
smanjuje rizik od nastanka karcinoma. U literaturi postoje podaci koji ukazuju na antikarcinogeno
djelovanje ekstrakata kupine (smanjenje rizika od nastanka raka jednjaka, raka grlica materice i
raka dojke) (Verma i sar., 2014). Zvani¢na medicina koristi hemioterapiju protiv Sirenja kancera,
medutim, pokazalo se da ovakav vid terapije izaziva brojne nezeljene efekte na zdravlje. U
posljednje vrijeme dosta je raSirena i tema "komplementarna i alternativna medicina" (CAM eng.
complementary and alternative medicine) kao alternativa hemioterapiji. Tokom tretmana lije¢enja
komplementarnom medicinom (CAM) najéeSée je u upotrebi fitoterapija. Takode, nekoliko
studija se fokusiralo i na ve¢i unos antioksidanata iz prirodnih izvora, jer je oksidacija usko
povezana sa razvojem kancera (Mellado i sar., 2019). Do sada su najéesce ispitivana svojstva
bioloski aktivnih jedinjenja sa antiokisidativnim djelovanjem prema sposobnosti inhibicije rasta
tumorskih celija. Veliki broj razli¢itih jedinjenja izolovanih iz biljnih vrsta je pokazalo u
eksperimentima in vitro antitumorsku aktivnost i inhibitorno dejstvo na nastanak i Sirenje
proliferacija.

Zbog visokog antioksidativnog potencijala jo§ se istrazuje  antimutageno,
antiproliferativno i antioksidativno djelovanje fitohemikalija na ¢elijskom nivou, te njihovo
djelovanje na gastrointestinalni, kardiovaskularni, endokrini, nervni i imunoloski sistem. Kako
novode mnogi autori, mehanizmi djelovanja ne zavise samo od sadrzaja polifenolnih jedinjenja,
ve¢ od velikog broja drugih jedinjenja prisutnih u biljkama, te su prema tome interesantni testovi
koji se rade in vitro primjenom razli¢itih modela éelijskih kultura (Cetojevié-Simin i sar., 2015;
Altemimi i sar., 2017).

Antiproliferativni efekat uzoraka raden je in vitro, u cilju utvrdivanja potencijalnog
inhibitornog dejstva prema humanim ¢elijskim linijama HeLa (epitelni karcinom cerviksa), MCF7
(adenokarcinom dojke), HT-29 (adenokarcinom debelog crijeva) i MRC-5 (humani fetalni
fibroblasti pluc¢a). Analize su vrSene pomocu kolorimetrijske metode (MTT testa), mjerenjem
apsorbanci na 540 nm i 620 nm. Analize su radene u osam ponavljanja, a rezultati su predstavljeni
u tabelama 25 i 26 kao ICs vrijednost (koncentracija ekstrakata i soka koje inhibiraju 50 %

¢elijskog rasta).
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45.4. ANTIPROLIFERATIVNI EFEKAT EKSTRAKATA PLODA | TROPA
KULTIVISANE | DIVLJIE KUPINE

Rezultati eksperimenta ukazuju da je ekstrakt divlje sorte kupine EP-d1 pokazao najvece
inhibitorno dejstvo prema éelijskim linijama epitelnog karcinoma cerviksa (ICso? = 422,42),

HT-29

adenokarcinomu debelog crijeva (ICs = 656,84) i zdravim celijama fibroblasti pluca

(IC5oVR® = 387,46). Najveée inhibitorno dejstvo prema liniji adenokarcinoma dojke (ICsM<™" =
402,03) je imao ekstrakt ploda kultivisane sorte EP-p2 (Tabela 25). Cetojevi¢-Simin i saradnici
(2017) su utvrdili vrlo visoka inhibitorna svojstva liofiliziranih uzoraka kultivisanih sorti kupina
prema ispitivanim celijskim linijama. U ovoj doktorskoj disertaciji, zanimljivo je naglasiti da je
najvece antiproliferativni efekat prema celijskoj liniji MCF7 (adenokarcinom dojke) pokazao
uzorak kultivisane sorte EP-p2, kod koga je utvrden najmanji sadrzaj polifenolnih jedinjenja.

Ovakuvi rezultati idu u prilog tvrdnjama autora koji navode da znacajan inhibitorni efekat na rast

¢elijskih linija kancera imaju nefenolne komponente sadrzane u biljkama.

Tabela 25. Uticaj ekstrakata ploda i tropa na rast humanih ¢éelijskih linija

Ekstrakti 1Cso (ug/ml)*
HeLa MCF7 HT-29 MRC-5
EP-pl 453,84+58,60° 421,82+27,77° 1267,31+32,66 534,79+70,43
EP-p2 770,85+89,64° 402,03+12,92° 1283,72+90,68 483,47+98,63°
EP-d1 422,42+9517° 420,26+55,36° 656,84+32,64" 387,46+101,82°
EP-d2 1025,65+102,36°  1266,48+71,65° 1713,30+8,96° 1187,29+116,79"
ET-pl 397,40+100,44%® 246,88+14,06 930,60+53,66" 428,98+98,79°
ET-p2 476,04+20,43° 231,72+23,10° 785,84+58,06" 338,47+11,97°
ET-d1 232,10+49,00° 352,74+31,56° 505,57+12,25° 267,76+46,42°
ET-d2 315,49+45,96b° 306,68+27,80° 590,08+45,44° 329,10+27,91°

*Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti + SD (n=8) u intervalima koncentracija 125 - 2000 pg/ml.
a0¢d Slova iznad svake vrijednosti ukazuju na znadajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

U odnosu na antiproliferativni efekat prema ¢éelijskoj liniji MRC-5, uzorci EP-p1, EP-p2 i
EP-d1 su pokazali sli¢cno dejstvo, bez statisticki znacajne razlike (p > 0,05), dok je ekstrakt ploda
EP-d2 pokazao oko dva puta slabije dejstvo prema ¢elijskoj liniji MRC-5. Treba napomenuti da je
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ekstrakt ploda EP-d2 pokazao srednje dejstvo prema DPPH i ABTS radikalima, najslabije dejstvo
prema ‘OH i najjace dejstvo na inhibiciju BR oscilatornih reakcija.

Ekstrakti tropa su pokazali snazniji antiproliferativni efekat prema celijskim linijama u
odnosu na ekstrakte ploda i soka. Slican trend prema inhibiciji ispitanih ¢éelijskih linija kod
ekstrakata tropa je i kod ekstrakata ploda. Prema rezultatima u ovoj studiji najjaci inhibitorni
efekat ispitivani ekstrakti su imali prema Celijskoj liniji MCF7. U literaturnim podacima se mogu
naci i rezultate drugih autora koji ukazuju na antiproliferativni efekat ekstrakata kupine i drugog
jagodastog voca prema istim linijama tumorskih ¢elija (Seeram i sar., 2006; Vinci¢, 2017).

U poredenju sa rezultatima studije Seeram i saradnici (2006) utvrdene su nize ICsg
vrijednosti prema c¢elijskim linijama HT-29 (64,60 ug/ml) i MFC-7 (122,00 ug/ml) za metanolske
ekstrakte kupina u odnosu na prikazane rezultate.

Rezultati su u skladu sa vrijednostima koje su ustanovili Cetojevi¢-Simin i saradnici
(2015) gdje su najjace dejstvo na osnovu ECs, vrijednosti pokazali ekstrakati tropa kultivisanih
sorti kupina (Villamet i Meeker) prema MCF7, zatim HelLa, umjeren prema MRC-5 i najslabiji

prema HT-29 ¢elijskim linijama.
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455. ANTIPROLIFERATIVNI EFEKAT SOKA KULTIVISANE | DIVLIE
KUPINE

Iako su svi ekstrakti pokazali znacajno antiproliferativno djelovanje prema ispitivanim
¢elijskim linijama, a posebno prema MCF7 (adenokarcinomu dojke), uzorci soka u ispitivanom
opsegu koncentracija nisu imali uticaj na inhibiciju prema navedenoj celijskoj liniji. Uzorci
mati¢nog soka takode nisu imali uticaj na rast celijskih linija HT-29 i MRC-5, u ispitivanom
opsegu koncentracija. Uzorci soka su antiproliferativno djestvo pokazali prema HeLa ¢eilijskim

linijama, a najjace inhibitorno dejstvo je imao uzorak S-p1 (ICs - = 34,62).

Tabela 26. Uticaj soka na rast humanih ¢elijskih linija

Sok 1Cs (ng/ml)*

HelLa MCF7 HT-29 MRC-5
S-pl 71.28+14,84° <20 <20 <20
S-p2 34,62+2,98° <20 <20 <20
S-d1 <20 <20 <20 <20
S-d2 53,49+11,20° <20 <20 <20

*Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti + SD (n=4) u intervalima razblaZenja 20 - 320.
abcd Slova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Na osnovo utvrdenih vrijednosti, prikazanim u tabelama 25 — 26, moze se zakljuciti da su
ispitivani uzorci pokazali najslabiji antiproliferativni efekat prema ¢elijskim linijama HT-29, a
najjaci inhibitorni efekat prema rastu celijske linije MCF7 (adenokarcinom dojke). Uzorci soka su
pokazali inhibitorni efekat samo prema HeLa celijskim linijama, a najjace dejstvo je pokazao
uzorak kod koga je u radu utvrdena najslabija antioksidativna aktivnost.

Prema rezultatima u disertaciji Vinci¢ (2017), gdje je prikazan efekat ekstrakata maline,
kupine i borovnice na rast Cetiri histoloski razli¢ite humane ¢elije, utvrdeno je da je najvecu
inhibitornu aktivnost prema rastu ¢elijske linije HT-29 (adenokarcinom debelog crijeva) i MRC-5
(humani fetalni fibroblasti plu¢a) imao liofilizirani metanolski ekstrakt kupine, sorte Ca¢anska
bestrna, dok je uzorak sorte Thornfree najveci inhibitorni efekat ispoljio prema celijskoj liniji
MCF7 (adenokarcinom dojke). U ovom radu su utvrdene slicne aktivnosti ekstrakata ploda

pitomih sorti Ca¢anska bestrna i Chester Thornles.
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45.6. KORELACIONA ANALIZA SADRZAJA POLIFENOLNIH JEDINJENJA
| ANTIPROLIFERATIVNOG EFEKTA PLODA, TROPA | SOKA
KULTIVISANE | DIVLJIE KUPINE

U tabeli 27. prikazani su korelacije izmedu sadrzaja ukupnih i pojedina¢nih polifenolnih
jedinjenja i recipro¢ne vrijednosti vrijednosti (1/ICsp) za antiproliferativni efekat ispitivanih
uzoraka (p > 0,05).

U radu je utvrdena srednje jaka korelacija sa stepenom znacaja (p < 0,01), izmedu

HelLa

sadrzaja ukupnih polifenola i vrijednosti 1/1Csy “ ", te srednje jaka korelacija u odnosu na sadrzaj

flavonoida i flavonola. Slabe korelacije su utvrdene izmedu sadrzaja ukupnih antocijana,

Hela

sinapisnke kiseline, elaginske kiseline i vrijednosti 1/ICso ™, sa stepenom znacaja (p < 0,05).

Jake korelacije su utvrdene izmedu vrijednosti 1/1C5o" " i sadrzaja galne kiseline (p < 0,01), dok

MFC7 slabe ili neznatene i

su korelacije izmedu ostalih polifenolnih jedinjenja i vrijednosti 1/ICs
bez statistiCkog znacaja (p > 0,05).

Vrijednosti korelacija izmedu 1Cs™"% i sadrzaja ukupnih fenola su visoke, te srednje
visoke u odnosu na sadrzaj flavonoida, epikatehina, katehina, elaginske, siringinske i sinapinske
kiseline, sa stepenom znacaja (p < 0,01). Dalje, u tabeli 27 vidimo slabe korelacije izmedu

vrijednosti 1/1Cs" "% i

sadrzaj ukupnih flavonola, ukupnih i monomernih antocijana, miricetina i
rutina, sa stepenom znacaja (p < 0,05).

Srednje jake korelacije su utvrdene izmedu vrijednosti |CgoMRCS dobijene i sadrzaja
ukupnih fenola i flavonoida (p <0,01).

Izostanak korelacija izmedu polifenolnog sadrzaja i vrijednosti za antiproliferativni efekat
1/1C5e"™", ukazuje da su druge komponente zastupljene u esktraktima i matinom soku imale
znacajan uticaj na antiproliferativni efekat.

Korelacije utvrdene izmedu sadrzaja ukupnih i monomernih antocijana i

antiproliferativnog efekta prema MFC7 i MRC5 ¢elijskim linijama su slabe ili neznatne.
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Tabela 27. Pearson-ovi koeficijenti Kkorelacije izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja i
antiproliferativnog efekta

1/|C50 HELA 1/|C50MFC7 1/|C50HT29 1/IC5OMRC5

Ukupni polifenoli 0,759 0,050 0,815™ 0,589
Ukupni flavonoidi 0,665~ -0,064 0,752" 0,522
Ukupni flavonoli 0,525™ 0,021 0,474 0,313
Ukupni antocijani 0,408 0,169 0,462" 0,356
Monomerni antocijani 0,354 0,163 0,407" 0,309
Galna kiselina -0,063 0,868 -0,025 0,201
Protokatehinska kiselina 0,066 0,092 0,300 0,218
Epikatehin 0,429 -0,002 0,523™ 0,393
Katehin 0,376 0,448 0,600 0,473
Kafena kiselina 0,254 -0,026 0,343 0,169
Siringinska kiselina 0,398 0,334 0,605 0,541
Elaginska kiselina 0,496 0,269 0,606 0,501"
Sinapinska kiselina 0,507 -0,038 0,676 0,495
Vanilinska kiselina -0,079 -0,106 0,122 0,074
Miricetin 0,278 -0,295 0,428" 0,141
Rutin 0,297 0,203 0,409 0,206
Antocijan 1 (Cijanidin-3-glukozid) 0,266 0,551™ 0,397 0,353
Antocijan 2 (Cijanidin-3-rutinozid) -0,189 0,412 0,036 0,037
Antocijan 3 (Cijanidin-3-ksilozid) 0,028 0,158 0,291 0,101
Antocijan 4 (Cijanidin-3-malonilglikozid) -0,075 0,135 -0,159 -0,088
Antocijan 5 (Cijanidin-3-dioksazilglikozid) 0,227 -0,085 0,126 0,039

'Jaka korelacija (jr| > 0,8), srednje jaka korelacija (0,8 > |r| > 0,5), slaba korelacija (0,5 > |r| > 0,2) i neznatna
korelacija (0,2 > |r| > 0,0).
“stepen znacaja korelacija * (p<0,05) i ** (p<0,01).
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4.6. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST PLODA, TROPA | SOKA
KULTIVISANE I DIVLIE KUPINE

Antimikrobno dejstvo ekstrakata i maticnog soka je ispitano prema sojevima gram
negativnih bakterija (G 7) Escherichia coli (ATCC 25923), gram pozitivnih bakterija (G *)
Staphylococcus Aureus (WDCM 00013), gljivicama Aspergillus niger i soju kvasca Candida

albicans (ATCC 10231).

4.6.1. ANTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST PLODA, TROPA | SOKA

KULTIVISANE | DIVLJE KUPINE

Ispitano je djelovanje ekstrakata ploda, tropa i uzoraka mati¢nog soka kupine u
koncentraciji 50 mg/ml u 80% etanolu (v/v). Ekstrakti ploda divlje kupine (EP-d1 i EP-d2) su

pokazali jac¢i inhibitorni uticaj na rast testiranih bakterijskih kultura u odnosu na ekstrakte
kultivisanih sorti (EP-pl i EP-p2) (Tabela 28).

Tabela 28. Efekat ekstrakata i referentnih antibiotika na inhibiciju rasta bakterijskih kultura

E. Coli (G") i S. Aureus (G)

Ekstrakti *E. coli *S. aureus
EP-pl 6,65+0,34° 8,10+0,32°
EP-p2 8,30+0,67° 8,60+0,57°
EP-d1 9,40+0,81° 8,35+0,47%
EP-d2 8,25+1,25° 8,75+0,47°
ET-pl 6,90+0,74° 8,00+0,25°%
ET-p2 7,80+£0,27° 8,65+0,58°
ET-d1 nd 8,06+0,42°
ET-d2 7,70£0,27° 9,55+0,44°
Etanol 80% (v/v) - -

Ampicillin 10 mg 16,00+4,39 3,00+£2,16
Ciprofloxacin 5 mg 37,00+3,37 29,25+2,99
Erytromycin 15 mg 10,75+1,50 27,75+2,99
Gentamicin 10 mg 25,50+1,29 29,75+1,90

*Diametar zona inhibicije u mm

abed Qlova iznad svake vrijednosti ukazuju na znacajne razlike od najmanje 5% (Dankanov test).

Najjaci inhibitorni efekat prema soju Escherichia coli, pokazao je ekstrakt divlje sorte EP-

d1l (9,40 mm) sa lokacije Veri¢i, dok je najjaci inhibitorni efekat prema soju Staphylococcus
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Aureus pokazao uzorak divlje sorte EP-d2 (8,35 mm) sa lokacije Javorani. Najslabije uticaj na rast
Escherichia coli (6,65 mm) i Staphylococcus Aureus (8,10 mm), je imao ekstrakt ploda sorte
Cacanska bestrna.

Etanol 80% (v/v) nije uticao na rast bakterija, s obzirom da isparava odmah nakon
postavljanja uzoraka na inkubaciju.

Radi lakse interpretacije rezultata, na slici 88 je prikazan trend antimikrobne aktivnosti
ekstrakata prema bakterijskom soju Escherichia coli i bakterijskom soju Staphylococcus Aureus u

odnosu na aktivnost komercijalnih antibiotika poznate koncentracije.
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Slika 88. Graficki prikaz antimikrobne aktivnosti komercijalnih antibiotika i ispitivanih uzoraka u

odnosu na rast sojeva Escherichia coli i Staphylococcus Aureus.

Kod uzoraka tropa najjace dejstvo na inhibiciju rasta Escherichia coli (7,80 mm) je imao
ekstrakt kultivisane kupine ET- p2, bez statisti¢ki znacajne razlike (p > 0,05) u odnosu na uzorak
EP-d2 (7,70 mm). Ekstrakt divlje kupine EP-d1 u eksperimentu nije pokazao dejstvo prema
inhibiciji rasta Escherichia coli. Najjac¢i inhibitorni efekat na rast Staphylococcus Aureus (9,55
mm) je pokazao ekstrakt tropa divlje kupine ET- d2, sa statisticki zna¢ajnom razlikom (p < 0,05).
Takode, rezultati eksperimenta ukazuju da su ekstrakti ploda imali jaci inhibitorni efekat prema
soju Escherichia coli, za razliku od uzoraka tropa koji su pokazali snazniji inhibitorni efekat
prema Staphylococcus Aureus, §to se moze dovesti u vezu sa sadrzajem polifenolnih jedinjenja.
Kod drugih autora takode je zabiljeZzeno inhibitorno dejstvo ekstrakta kupine prema velikom broju

sojeva G i G bakterija, a izmedu ostalog i prema sojevima Escherichia coli i Staphylococcus
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Aureus (Radovanovi¢ i sar., 2013; Krsti¢, 2018). Krisch i saradnici (2008) su utvrdili da sok od
kupina inhibira rast Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Streptococcus marcescens i Escherichia
coli. Radovanovi¢ i saradnici 2013 su takode utvrdili jace inhibitorno dejstvo ekstrakata divljih
sorti u odnosu na kultivisane sorte, prema ispitivanim bakterijskim sojevima.

Na slici 89 prikazane su zone inhibicije nastale usljed djelovanja komercijalnih antibiotika
poznate koncentracije prema soju Escherichia coli, na kojima se mogu uoditi ve¢e zone inhibicije
nastale uticajem standardnih antibiotika Ciprofloxacin i Gentamicina u odnosu na Ampicillin i

Erytromycin .

Slika 89. Inhibitorno djelovanje antibiotika (Ampicillin, Ciprofloxacin, Erytromycin i
Gentamicin) prema Escherichia coli ATCC 25923

Na slici 90 su prikazane zone inhibicije nastale djelovanjem odredene koncentracije
ekstrakata ploda i tropa i uzoraka mati¢nog soka prema soju Escherichia coli. Na slici se mogu
jasno uociti manje zone inhibicije u poredenju sa sa zonama inhibicije koje su nastale usljed
dejstva standardnog antibiotika (Slika 89), te izostanak dejstva mati¢nog soka na inhibiciju rasta

navednog soja.

Slika 90. Antimikrobno dejstvo a) ekstrakta ploda, b) ekstrakta tropa i ¢) mati¢nog soka prema
Escherichia coli ATCC 25923
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Na slici 91 prikazane su zone inhibicije nastale usljed djelovanja komercijalnih antibiotika
poznate koncentracije prema soju Staphylococcus Aureus, na kojima se mogu uociti veoma sli¢ne

zone inhibicije.

Slika 91. Antimikrobno dejstvo antibiotika (Ampicillin, Ciprofloxacin, Erytromycin i Gentamicin)
prema Staphylococcus Aureus

Na slici 92 su prikazane zone inhibicije nastale usljed djelovanja odredene koncentracije
ekstrakata ploda i tropa i uzoraka mati¢nog soka prema soju Staphylococcus Aureus, na kojima se
moze uociti slabije dejstvo esktrakata u poredenju sa standardnim antibioticima, i izostanak

dejstva mati¢nog soka prema navedenom soju.

Slika 92. Antimikrobno dejstvo a) ekstrakta ploda, b) ekstrakta tropa i ¢) mati¢nog soka
prema Staphylococcus Aureus

U poredenju sa rezultatima u disertacijama Vinc¢i¢ (2017) i Krsti¢ (2018), u okviru ovog
rada nije dokazano antimikrobno dejstvo mati¢nog soka u primjenjenim koncentracijama na rast

ispitivanih bakterijskih sojeva.
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4.6.2. ANTIFUGALNA AKTIVNOST PLODA, TROPA | SOKA KULTIVISANE
| DIVLJE KUPINE

4.6.2.1. Aktivnost prema soju gljivice Aspergillusa niger

Ekstrakti plodova kupine pokazali su inhibitorno dejstvo na rast micelija Aspergillus niger
u zavisnosti od koncentracije (Slika 93). Najveéi procenat inhibicije ekstrakti su pokazali u
koncentraciji od 2,5 mg/ml, zatim na 1,25 mg/ml, dok je najniza koncentracija ekstrakta (0,63
mg/ml) samo neznatno inhibirala rast micelija Aspergillusa niger. Etanol u koncentracijama od
4%, 2% i 1%, nije inhibirao micelarni rast (rezultati nisu prikazani). Ekstrakti kultivisane sorte
kupine (EP-pl i EP-p2) su pokazali slican, dok su uzorci divljih sorti kupina (EP-d1 i EP-d1)

pokazali razli¢it antifungalni efekat, $to se vidi na slici 93.
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T-d2
T-d1
T-p2
T-pl

H25mg/ml
©1,25mg/ml
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F % - inhibicija Celijskog rasta

Slika 93. Antifungalna aktivnost ekstrakata i soka prema Aspergillus niger

Ekstrakti ploda kultivisane kupine EP-p1, EP-p2 i divlje sorte EP-d2 u koncentraciji od
2,5 mg/ml inhibirali su rast micelija Aspergillus niger za vise od 25 %. Trend ekstrakata ploda na

osnovu sposobnosti inhibicije prema rastu micelija A. niger je EP-d2 > EP-p2 > EP-p2 > EP-d2.
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Na slici 94 je prikazana Petrijeva ploc¢a sa izrastom kolonije Aspergillus niger izolovane

sa plodova jabuke u laboratorijskim uslovima.

Slika 94. Kolonije gljivice Aspergillus niger

Na slici 95 je prikazana inhibitorna aktivnost ekstrakata ploda i tropa i uzoraka soka kod

koncentracije 2,5 mg/ml, na rast micelija Aspergillusa niger.

Slika 95. Antifungalna aktivnost a) ekstrakta ploda, b) ekstrakta tropa i ¢) mati¢nog soka prema

soju Aspergillus niger

Za razliku od prikazanih rezultata u studiji Riaz i saradnici (2011) nije utvrdena znacajna
antifungalna aktivnost ekstrakata ploda kupine prema soju Aspergillus niger.

4.6.2.2. Aktivnost prema soju kvasca Candida albicans

Prema dosadas$njim istrazivanjima Candida albicans predstavlja invazivnu gljivicu koja je
u najvec¢em broju klinickih slu¢ajeva izolovana kao uzro¢nik oralne kandidijaze (Liu i sar., 2013).

U posljednje vrijeme je sve veca pojava sojeva rezistentnih na standardne antimikotike usljed sve
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vece upotrebe lijekova, pa je tako neprakticno oslanjati se samo na jedan terapeutski rezim
(Seleem i sar., 2017).

Inhibitorno dejstvo ekstrakata ploda, tropa i uzoraka mati¢nog soka u koncentraciji 50
mg/ml u 80% etanolu (v/v) nije utvrdeno prema soju kvasca Candida albicans. Na slici 96
prikazane su Petrijeve ploce na kojima su vidljive zone inhibicije na mjestima gdje su postavljeni
diskovi komercijalnih antimikotika Nystatin (100 IU) i Fluconazole (100 pg) prema soju Candida
albicans (ATCC 10231). Na slici se moze uoéiti inhibitorno djelovanje Nystatin-a (100 pug), kao i

zanemarljivo djelovanje antimikotika Fluconazole-a (100 pg) prema soju Candida albicans.

Slika 96. Antimikoti¢no dejstvo standardnog antimikotika Nystatin (100 IU) i Fluconazole (100

Hg) prema soju gljivice Candida albicans

Rezultati potvrduju tvrdnje Sanguinetti i saradnika (2015) da je soj Candida albicans u
posljednje vrijeme povecao rezistenciju prema azolima kao §to je flukonazol (Fluconazole) -
standardni antimikoticki lijek za lije¢enje infekcija izazvanih gljivicom Candida albicans.

Odsustvo dejstva ekstrakata i mati¢énog soka prema gljivici Candida albicans nalazimo i u
radovima kod drugih autora (Velickovié, 2013; Vinci¢, 2017; Milenkovié-Andelkovi¢, 2016).
Rezultati u radu Vinci¢ (2017), ukazuju da liofilizirani ekstrakti kupine djeluju inhibitorno na

veéinu testiranih sojeva (G *) i (G ) bakterija, izuzev na gljivicu Candida albicans.
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Na slici 97 prikazane su Petrijeve plo¢e na kojima se moZe uo€iti izostanak inhibitornog

djelovanja ekstrakata i uzoraka mati¢nog soka prema gljivici Candida albicans.

Slika 97. Aktivnosti a) ekstrakta ploda, b) ekstrakta tropa i ¢) mati¢nog soka prema gljivici
Candida albicans

U studiji Velickovi¢ (2013), se navodi da je ispitan uticaj etanolnih ekstrakata bulke,
gloga i trnjine na nekoliko sojeva (G *) i (G ) bakterija, te gljivicama Aspergillus niger i Candida
albicans. Etanolni ekstrakti svjezeg ploda gloga i trnjine su pokazali dobru antimikrobnu
aktivnost skoro na sve ispitivane bakterije, kao i fungicidno dejstvo prema gljivici Aspergillus
niger, medutim, nisu imali uticaj na rast kvasca Candida albicans. Sli¢ni rezultati su predstavljeni
i u radu Milenkovi¢-Andelkovi¢ (2016), gdje su prikazani rezultati ispitivanja aktivnosti ekstrakta
ploda i lista kultivisane kupine prema 12 bakterijskih sojeva i jednom soju kvasca.

U disertaciji Krsti¢ (2018) ekstrakt tropa i sok kupine su pokazali antifungalno dejstvo
prema autohtonom soju Candida-u albicans tokom eksperimenta izvedenog dilucionom
metodom. S obzirom na razliCite izvjestaje o dejstvu ekstrakata, u obzir treba uzeti ¢enjenicu da
antifugalni mehanizam polifenolnih jedinjenja na rast gljivica ili gljivi¢nih kolonija jo$ uvjek nije
razjaS$njen (Seleema i sar., 2017).

Antioksidativna i antimikrobna aktivnost polifenolnih jedinjenja ¢ini ih pogodnim za

upotrebu u mesnoj industriji kao prirodne konzervanse (Papuc i sar., 2017).
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4.6.3. KORELACIONA ANALIZA SADRZAJA POLIFENOLNIH JEDINJENJA
I ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI PLODA, TROPA | SOKA KULTIVISANE |
DIVLJIE KUPINE

Rezultati prikazani u tabeli 29 pokazuju korelacione veze izmedu sadrzaja polifenola,

flavonoida, flavanola, ukupnih i monomernih antocijana i antimikrobne aktivnosti.

Tabela 29. Pearson-ovi koeficijenti korelacije izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja |

antimikrobne aktivnosti

E.coli S.aureus A. niger

Ukupni polifenoli -0,179 0,246 0,121
Ukupni flavonoidi -0,042 0,295 0,140
Ukupni flavonoli -0,329 0,000 0,136
Ukupni antocijani -0,135 0,058 0,175
Monomerni antocijani -0,104 0,049 0,167
Galna kiselina -0,228 -0,226 0,186
Protokatehinska kiselina 0,572 0,676° 0,242
Epikatehin -0,073 0,139 -0,078
Katehin 0,074 0,301 0,152
Kafena kiselina -0,147 0,057 -0,109
Siringinska Kiselina -0,300 -0,009 0,086
Elaginska kiselina -0,196 0,099 -0,036
Sinapinska kiselina 0,130 0,388 0,073
Vanilinska kiselina 0,672 05737 0,280
Miricetin 0,293 0525~ 0,088
Rutin -0,048 0,286 0,048
Antocijan 1 (Cijanidin-3-glukozid) -0,126 0,078 0,228
Antocijan 2 (Cijanidin-3-rutinozid) 0,331 0,274 0,181
Antocijan 3 (Cijanidin-3-ksilozid) 0,407° 0576™ 0,185

Antocijan 4 (Cijanidin-3-malonilglikozid)  -0,295  -0,389 0,108
Antocijan 5 (Cijanidin-3-dioksazilglikozid) -0,479°  -0,329 0,108

!Jaka korelacija (jr| > 0,8), srednje jaka korelacija (0,8 > |r| > 0,5), slaba korelacija (0,5 > [r| > 0,2) i
neznatna korelacija (0,2 > |r| > 0,0)
“stepen znalaja korelacija * (p<0,05) i ** (p<0,01)

Srednje jaka korelacija je utvrdena izmedu sadrzaja protokatehinske Kiseline, vanilinske

kiseline, cijanidin-3-ksilozida i sposobnosti inhibicije rasta sojeva E. coli i S. Aureus, sa stepenom
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znacaja (p < 0,01). Slaba korelacija je utvrdena izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja,
askorbinske kiseline i inhibicije rasta soja gljivice A. niger, bez statistickog znacaja (p > 0,05), pa
se rezultati ne uzimaju u razmatranje.

Na osnovu prikazanih rezultat moze se zakljuéiti da su inhibitorni uticaj na rast ispitivanih
sojeva imala druga jedinjenja (nefenolna) ili sinergizam prisutnih polifenolnih jedinjenja u
ekstraktima, a sli¢ne rezultate nalazimo i kod drugih autora (Nohynek i sar., 2006; Cisowska i
sar., 2011; Gonzélez i sar., 2013).
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5. ZAKLJUCAK

U radu su analizirana Cetiri uzorka kupine sa dva razli¢ita lokaliteta sjeverozapadnog
dijela Bosne i Hercegovine, sa lokaliteta Veriéi (divlja kupina i kultivisana sorta Calanska
bestrna) i sa lokaliteta Javorani (divlja kuina i kultivisana sorta Chester Thornless). Ispitani su
hemijski sastav, antioksidativna, antihiperglikemijska, antiproliferativna i antimikrobna aktivnost
ploda, tropa i soka kultivisane i divlje kupine.

U uzorcima ploda, tropa i soka kultivisane i divlje kupine ispitan je osnovni hemijski
sastav: suva materija, ukupan pepeo, ukupni Seceri, sirova vlakna, ukupna Kkiselost, sadrzaj
askorbinske kiseline i sadrzaj mineralnih materija. Na osnovu utvrdenih rezultata, najveci sadrzaj
suve materije (21,19 g/100g svjeze materije) bio je kod uzorka tropa pitome kupine sa lokacije
Veri¢i, a sirove celuloze (2,88 g/100g svjeze materije) kod uzorka divlje kupine sa iste lokacije.
Sadrzaj pepela (0,52 g/100g svjeze materije) bio je najveci kod tropa divlje kupine sa lokacije
Javorani. Najveci ukupni Seceri (7,50 g/100g svjeZe materije) su odredeni kod soka pitome kupine
sa lokacije Veri¢i, a ukupna kiselost (1,94 ml/100g svjeze materije) kod uzorka soka pitome
kupine sa lokacije Javorani. Najve¢i sadrzaj askorbinske kiseline je utvrden kod ploda Chester
Thornless (21,36 mg/100g svjeze materije) sa lokacije Veriéi.

Sadrzaj mineralnih materija detektovan je metodom opti¢ke emisione spektrometrije (ICP-
OES). U uzorcima soka sorti divlje kupine sa lokacije Javorani, odreden je najveéi sadrzaj
minerala kalijuma (K) 189,2 mg/100 g, magnezijuma (Mg) 29,20 mg/100 g i fosfora (P) 28,10
mg/100 g, a sa lokacije Veri¢i zeljeza (Fe) 0,65 mg/100 g i selena (Se) 0,45 nug/100 g, dok je u
soku pitome sorte kupine sa lokacije Verié¢i sadrzaj kalcijuma (Ca) 39,50 mg/100 g i cinka (Zn)
0,49 mg/100 g. Kod uzoraka ploda divljih sorti sa lokacije Veri¢i odreden je najveci sadrzaj
natrijuma (Na) 3,50 mg/100 g i mangana (Mn) 0,65 mg/100g. Najvisi sadrzaj bakra (Cu) od 0,17
mg/100 g odreden je u uzorcima ploda pitome i divlje kupine sa lokacije Veri¢i, kao i pitome
kupine sa lokacije Javorani. Sadrzaj olova (Pb) u koli¢inama od 0,01 mg/100 g je odreden kod
obe divlje sorte ploda, i tropa sa lokacije Javorani i u soku pitome sorte sa lokacije Javorani i oba
tropa sa lokacije Veri¢i. Prisustvo kadmijuma (Cd) i arsena (As) nije utvrdeno u ispitivanim
uzorcima. Prikazane vrijednosti ukazuju da je najveci sadrzaj mineralnih materija odreden u soku,
¢ime je potvrdena dobra rastvorljivost minerala.

Metodom po Soxhlet-u uz upotrebu 80 % v/v etanola izvrSena je ekstrakcija ploda i tropa
kako bi se dobio ekstrakt Cija je primjena prihvatljiva u prehrambenoj industriji. Na osnovu
prinosa ekstrakcije utvrden je veéi procenat iskoristenja dobijen ekstrakcijom uzoraka ploda u

odnosu na uzorke tropa, te veci prinos ekstrakta kod uzoraka sorti divljih kupina u odnosu na
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kultivisane. Kod uzoraka ploda kupine najveci prinos je utvrden kod divlje sorte sa lokacije Veri¢i
EP-d2 (8,75 ¢/100g svjeze materije), kao i kod ekstrakata tropa ET-d2 (6,74 g/100g svjeze
materije).

Spektrofotometrijskim metodama odreden je sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida,
flavonola, ukupnih i monomernih antocijana u ekstrakatima ploda i tropa, i soku. Najveéi sadrzaj
ukupnih polifenola (50,16 mg GAE/g s.m.) i flavonida (7,73 mg Qv/g s.m.) utvrden je u ekstraktu
tropa divlje kupine sa lokacije Veri¢i. Najveci sadrzaj ukupnih flavonola (6,63 mg Qv/g s.m.),
ukupnih antocijana (20,40 mg Cy/g s.m.) i monomernih antocijana (17,30 mg Cy/g s.m.) je
utvrden kod tropa kultivisane sorte Chester Thornless. Kod ispitivanih uzoraka soka najveéi
sadrzaj ukupnih polifenola (2,25 mg GAE/g s.m.), ukupnih antocijana (1,34 mg Cy/g s.m.) i
monomernih antocijana (1,14 mg Cy/g s.m.) je utvrden kod uzorka divlje kupine sa lokacije
Veri¢i, dok je najveéi sadrzaj flavonida (0,45 mg Qv/g s.m.) i flavonola (0,68 mg Qv/g s.m.)
detektovan kod uzorka sorte Chester Thornless.

HPLC metodom je analiziran kvalitativni i kvantitativni sastav polifenolnih jedinjenja u
ekstraktima ploda i tropa, i soku divlje i kultivisane kupine. HPLC analizom je utvrdeno da je
katehin dominantan flavonoid u svim ispitivanim uzorcima. U ekstrakatima ploda je detektovan u
intervalu od 1,675 do 3,131 mg/100g esktrakta, kod ekstrakata tropa, od 3,245 do 4,569 mg/100g
esktrakta, i kod uzoraka soka, od 0,147 do 0,180 mg/100ml soka. Najvise zastupljena fenolna
kiselina u uzorcima bila je protokatehinska kiselina, kod esktrakata ploda je prisutna u intervalu
od 1,316 do 2,606 mg/100g ekstrakta, kod esktrakata tropa, od 1,294 do 2,180 mg/100g
eksktrakta, i u uzorcima soka kupine, od 0,396 do 0,608 mg/100ml soka. Sadrzaj antocijana bio je
znacajno visi U uzorcima tropa u odnosu na uzorke ploda i soka divlje i kultivisane kupine.

Bioloski potencijal uzoraka je utvrden in vitro, gdje je odredena: antioksidativna i
antihiperglikemijska aktivnost, antiproliferativni efekat i antimikrobna aktivnost. Antioksidativna
aktivnost uzoraka je ispitana na osnovu cetiri metode: DPPH test, ABTS test, sposobnost
neutralizacije hidroksil radikala (OH) i metodom inhibicije Briggs Rauscher-ovih oscilatornih
reakcija. Ekstrakti divljih i pitomih kupina su pokazali inhibitornu aktivnost prema svim
ispitivanim slobodnim radikalima, kao i sposobnost inhibicije Briggs Rauscher-ovih oscilatornih
reakcija. Prema rezultatima najsnazniju antiradikalsku aktivnost su pokazali ekstrakati tropa divlje
sorte sa lokacije Javorani (ICs,"™™" = 105,68 pg/ml, 1Cs 8™ = 23,74 pg/ml, 1Csp ™ = 134,61
pg/ml i inhibicija Briggs Rauscher-ovih oscilatornih reakcija 1Cso = 119,23 mmol Trolox/g.). Kod
uzoraka soka najsnazniju aktivnost prema inhibiciji slobodnih radikala je pokazao uzorak divlje
sorte sa lokacije Veri¢i, osim prema ‘OH, gdje je najsnaziju inhibitornu aktivnost imao uzorak
divlje kupine sa lokacije Javorani. Medusobnim poredenjem dobijenih rezultata, je utvrdeno da su

snazniju aktivnost prema slobodnim radikalima pokazali esktrakti tropa u odnosu na ekstrakte
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ploda i soka, a da su divlje kupine imale snaZniju antiradikalsku aktivnost u odnosu na
kultivisane sorte kupine. Na osnovu Pirsonovog koeficijenta korelacija su utvrdene jake korelacije

izmedu vrijednosti 1/1C5,°"™" i sadrzaja ukupnih polifenola (r = 0,903) i ukupnih flavonoida (r =

0,925), zatim izmedu vrijednosti 1/1Cs"®™ i sadrzaja ukupnih polifenola (r = 0,929) i ukupnih
flavonoida (r = 0,956), sa statisticki znacajnom razlikom (p < 0,01). Srednje jake korelacije su
utvrdene izmedu sadrzaja ukupnih flavonoida, ukupnih antocijana, monomernih antocijana,
sinapinske kiseline, te miricetina i sposobnosti inhibicije DPPH i ABTS radikala, sa statisti¢ki
znaGajnom razlikom (p < 0,01). Korelacije izmedu vrijednosti 1/1Cs,°" i sadrzaja polifenolnih
jedinjenja su slabe ili neznatne, bez statistickog znacaja, te nisu uzete u razmatranje. Jaka
korelacija je utvrdena izmedu sposobnosti inhibicije BR oscilatornih reakcija i sadrzaja ukupnih
polifenola (r = 0,813), te srednje jake korelacije izmedu sadrzaja flavonida, epikatehina, katehina,
kafene Kiseline, siringinske kiseline, elaginske kiseline, rutina, cijanidin-3-glukozida i inhibicije
BR oscilatornih reakcija.

Antihiperglikemijska aktivnost ispitivanih uzoraka kupine je dokazana na osnovu
sposobnosti inhibicije enzima a-glukozidaze u in vitro eksperimenima. Svi ekstrakti ploda i tropa
su inhibirali oko polovine aktivnosti a-glukozidaze (I % “"F = 41,54 — 62,13 %), dok su uzorci
soka pri istim koncentracijama pokazali znagajno niZe vrijednosti inhibicije (I % “"F = 8,43 —
24,64 %). Utvrden je jak stepen korelacije izmedu antihiperglikemijske aktivnosti ekstrakata i
sadrzaj ukupnih polifenola (r = 0,824), ukupnih antocijana (r = 0,843), monomernih antocijana (r
= 0,837), galne kiseline (r = 0,808), katehina (r = 0,925), cijanidin-3-glukozida (r = 0,803),
cijanidin-3-rutinozida (r = 0,827) i cijanidin-3-dioksazilglikozida (r = 0,822), sa statisti¢ki
znacajnom razlikom (p < 0,01). Rezultati korelacija su u vezi sa pretpostavkom da ekstrakti tropa
i ploda kupine pokazuju biolosku aktivnost in vitro zahvaljujuci sadrzaju polifenolnih jedinjenja.

Antiproliferativni efekat uzoraka je odreden prema inhibiciji rasta ¢elijskih linija epitelnog
karcinoma cerviksa (HelLa), adenokarcinomu debelog crijeva (HT-29), zdravim ¢elijama
fibroblasti plu¢a (MRC-5) i prema ¢elijskoj liniji adenokarcinoma dojke (MCF7). Ekstrakti su
pokazali najveée inhibitorno dejstvo prema celijskoj liniji adenokarcinoma dojke (MCF-7), i to
ekstrakt ploda (ICs““"" = 402,03 pg/ml), kao i ekstrakt tropa (ICso“'“"" = 231,72 pg/ml)
kultivisane sorte Cacanska bestrna. Najslabiji efekat ekstrakti su pokazali na rast éelijske linije
adenokarcinoma debelog crijeva (ICsq""2° = 505,57 — 1713,30 pg/ml). Uzorci soka su pokazali
inhibitorno dejstvo samo prema rastu éelijskih linija HeLa, a najsnazniji efekat je imao uzorak

soka Chester Thornless (ICso "

= 34,62 pg/ml). Zanimljivo je naglasiti da je najveci
antiproliferativni efekat prema celijskoj liniji MCF7, pokazao ekstrakt tropa Kkultivisane sorte
Cacanska bestrna, kod koje je utvrden najmanji sadrzaj polifenolnih jedinjenja i najslabija

aktivnost prema DPPH i ABTS radikalima. Medusobnim poredenjem antiproliferativnog efekta
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ispitivanih uzoraka, utvrdeno je da su snazniji inhibitorni efekat imali ekstrakti tropa u odnosu na
ekstrakte ploda i soka kupine. Utvrdena je srednje jaka korelacija izmedu sadrzaja ukupnih
polifenola, ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola, sinapinske kiseline i vrijednosti 1/1Cs,™", sa
statisticki znaCajnom razlikom (p < 0,01). Jaka korelacija je utvrdena izmedu vrijednosti
1/1C5oMF¢" i sadrzaja galne Kiseline (r = 0,868) sa statisticki znacajnom razlikom (p < 0,01).
Takode, jaka korelacija je utvrdena izmedu vrijednosti 1/ICs""? i sadrzaja ukupnih fenola (r =
0,815), te srednje jaka korelacija izmedu sadrzaja ukupnih flavonoida, epikatehina, katehina,
elaginske kiseline, siringinske kiseline i sinapinske kiseline sa statisti¢ki znac¢ajnom razlikom (p <
0,01). Srednje jake korelacije su utvrdene izmedu sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i siringinske
kiseline i vrijednosti 1/1Cs""“°, kao i srednje jake korelacije izmedu sadrzaja elaginske kiseline,
sa statisticki znac¢ajnom razlikom (p < 0,05). Ostale vrijednosti korelacija koje su utvrdene su
slabe ili neznatene i bez statistickog znacaja (p > 0,05).

Ekstrakti ploda i tropa ispitivanih sorti kupina su pokazali inhibitornu aktivnost prema
rastu (G soja bakterija E. coli i (G*) soja S. Aureus. Najjaci inhibitorni efekat prema rastu E. coli
je pokazao ekstrakt divlje sorte kupine sa lokacije Javorani (9,55 mm), dok je prema rastu S.
Aureus najjaci inhibitorni efekat imao ekstrakt ploda divlje sorte sa lokacije Veri¢i (8,35 mm).
Uzorci soka nisu pokazali inhibitorno dejstvo prema navedenim sojevima u ispitivanoj
koncentraciji (50 mg/ml). Svi ekstrakti kupine, kao i svi uzorci soka su pokazali inhibitorno
dejstvo na rast micelija Aspergillusa niger, za vise od 25 % kod ispitivane koncentracije 2,5
mg/ml. Najjaci inhibitorni efekat prema gljivici Aspergillusa niger je pokazao ekstrakt tropa
kultivisane sorte Chester Thornless, dok je kod uzoraka soka najjaci inhibitorni efekat utvrden kod
uzorka divlje sorte sa lokacije Veri¢i. Sposobnost inhibitornog dijelovanja ekstrakata, kao i soka
je izostao prema gljivici Candida albicans u ispitivanom intervalu koncentracija. Na osnovu
rezultata moze se zakljuiti da su ekstrakti ploda imali snazniji inhibitorni efekat prema (G) soju
E. coli, a ekstrakti tropa prema (G*) soju S. Aureus i prema gljivici Aspergillusa niger. Srednje
jaka korelacija je utvrdena izmedu inhibicije rasta sojeva E. coli i S. Aureus i sadrzaja
protokatehinske kiseline, vanilinske kiseline i cijanidin-3-ksilozida sa statisticki znac¢ajnom
razlikom (p < 0,01). Slaba korelacija i bez statistickog znacaja (p > 0,05), je utvrdena izmedu
sadrzaja protokatehinske kiseline, vanilinske kiseline i cijanidin-3-ksilozida i sposobnosti
inhibicije rasta gljivice A. niger. Izostanak korelacija izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja i
antifugalne aktivnosti ukazuje da su druge komponente (nefenolna jedinjenja) ili sinergizam
prisutnih polifenolnih jedinjenja u esktraktima i maticnom soku imali znafajan uticaj na
antifugalnu aktivnost.

U ekstraktima tropa je odreden veci sadrzaj polifenolnih jedinjenja u odnosu na uzorke

ploda i znacajno veéi u odnosu na sok kupine, s tim da ne treba zanemariti veéi prinos ekstrakata
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iz uzoraka ploda, u odnosu na uzorke tropa. Bioloski potencijali uzoraka divljih sorti je snazniji za
razliku od potencijala utvrdenog kod uzoraka kultivisanih sorti. Razlike izmedu bioloskog
potencijala ekstrakata ploda i tropa kupine, i soka kupine, prikazanih u radovima drugih autora
mogu se pripisati razli¢itim sortama kupine, sastavu zemljista, klimatskim uslovima, kao i nac¢inu
prikupljanja i skladistenja plodova. Takode, veliki uticaj na razlike u rezultatima koje nalazimo u
literaturi je to Sto su koristene razlicite metode ekstrakcije, koncentracije uzoraka i rastvaraca, te
nacin prezentovanja rezultata.

Rezultati ove disertacije ukazuju na neke od mogucnosti koris¢enja ekstrakata ploda, a
narocCito tropa kultivisane i divlje kupine, S obzirom na prikazani bogati polifenolni sastav i
utvrdenu biolosku (antioksidativna, antihiperglikemijska i antiroliferativna) aktivnost. Dobijeni
ekstrakti mogli bi se koristiti kao potencijalni dodatak proizvodima u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji, ¢ime bi se osim poboljsanog zdravstvenog kvaliteta, produzio rok
trajanja i1 izgled namirnica. IskoriStenjem tropa kao sirovine, umanjila bi se koli¢ina ¢vrstog
biootpada koji predstavlja sve veci ekoloski problem i stvara dodatne troskove u prehrambenoj
industriji. Takode, dobijeni ekstrakti kupine su odlicna zdravstveno benefitna zamjena za

sinteti¢ke aditive, sa dokazanim antimikrobnim djelovanjem.
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