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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

Zadatak diplomskog rada bio je ispitati antioksidacijski potencijal soka te ekstrakata
ploda, lista i nusproizvoda kupine koriStenjem nekoliko spektrofotometrijskih metoda za
odredivanje antioksidacijskog potencijala koje uklju¢uju FRAP (eng. Ferric reducing
antioxidant power), DPPH uklanjanje slobodnih radikala (eng. DPPH free radical
scavenging) te ORAC metodu ( eng. Oxygen radical absorbance capacity). Nakon
analize dobivenih rezultata i usporedbe analiziranih uzoraka donijeti zaklju¢ke o njenom

antioksidacijskom potencijalu.



SAZETAK

Slobodni radikali i druge reaktivne vrste mogu prouzrociti oksidaciju i biomolekularna
oStecenja kada oksidacijske vrste dosegnu antioksidativnu obranu organizma, $to rezultira
oksidativnim stresom. To je povezano sa starenjem i razvojem patologija kao Sto su rak,
kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativni poremecaji, dijabetes i upale. Da bi se
sprijecio ili usporio oksidativni stres izazvan slobodnim radikalima, treba unositi
dovoljne koli¢ine antioksidansa. Voce i povrée sadrzi Siroku paletu antioksidativnih
spojeva (fitokemikalija) koji mogu pomoci u zastiti stani¢nih sustava od oksidacijskih
oStecenja 1 smanyjiti rizik od kroni¢nih bolesti. O antioksidativnim ucincima bobicastog
vo¢a mogu se pronaci brojna istrazivanja. Antioksidacijski uc¢inak bobiCastog voca u
prvom se redu pripisuje fenolnim spojevima, uglavnom flavonioidima i antocijanima. U
ovom radu ispitan je antioksidacijski potencijal soka te ekstrakata ploda kupine, lista
kupine i nusproizvoda nastalog pri proizvodnji soka. Uz metodu odredivanja ukupnog
udjela fenola u testiranim uzorcima, koriStene metode za odredivanje antioksidacijskog
djelovanja ukljucuju FRAP (eng. Ferric reducing antioxidant power), DPPH (eng. DPPH
free radical scavenging) te ORAC (eng. Oxygen radical absorbance capacity) metodu.
Dobiveni rezultati ukazuju na dobra antioksidacijska svojstva svih testiranih ekstrakata
kupine gdje se posebno istice ekstrakt lista kupine s najve¢om antioksidacijskim

potencijalom.

Kljucne rijecdi: kupina, fenoli, antioksidacijska aktivnost, nusproizvodi



SUMMARY

Free radicals and other reactive species can cause oxidation and biomolecular damage
when oxidative species exceed the body’s antioxidant defenses, resulting in oxidative
stress. This is associated with aging and the development of diseases/conditions such as
cancer, cardiovascular diseases, neurodegenerative disorders, diabetes and inflammation.
To prevent or slow down oxidative stress caused by free radicals, sufficient amounts of
antioxidants should be ingested. Fruits and vegetables contain a wide range of antioxidant
compounds (phytochemicals) that can help protect cellular systems from oxidative
damage and reduce the risk of chronic diseases. Numerous studies that describe the
antioxidant effects of berries could be found. This effect is primarily attributed to phenolic
compounds, mainly flavonoids and anthocyanins. In this paper, the antioxidant potential
of blackberry juice and extracts, as well as extracts of blackberry leaves and juice by-
products was investigated. Besides the total phenol content, samples were tested via
FRAP (Ferric reducing antioxidant power), DPPH (DPPH free radical scavenging) and
ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) antioxidant assays. The obtained results
indicate good antioxidant properties of all tested blackberry extracts, however the

blackberry leaf extract stand out with the highest antioxidant potential.

Keywords: blackberry, phenols, antioxidant activity, food-byproducts
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UVOD

Hrana biljnog podrijetla (voce, bilje, zacini, povrce, Zitarice ...) zauzima vazan poloZaj u
ekonomskom, kulturnom i zdravstvenom sustavu razvijenih zemalja i zemalja u razvoju
zbog dokazanih zdravstvenih tvrdnji i u¢inaka na imunitet. Redovita konzumacija voca,
zaCina, oraSastih plodova, mahunarki, povréa i Zitarica od vitalnog je znaCaja za
uravnotezenu prehranu i povezana je sa smanjenim rizikom od raznih bolesti poput upala,
artritisa, raka, dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti, ateroskleroze, Parkinsonove bolesti,
Alzheimerove bolest i starenja.

Rubus fruticosus L. (Rosaceae) grm je poznat po svom plodu, zvanom kupina, kojim se
globalno trguje zbog ugodnog okusa i1 hranjive vrijednosti. Vjeruje se da grm potjece iz
Armenije, a danas je distribuiran Europi, Aziji, Oceaniji te Sjevernoj i Juznoj Americi.
Porodica Rosaceae 19. je najveca obitelj biljaka, a rod Rubus predstavlja najveci rod ove
porodice.

Ovo se voce konzumira svjeZe ili preraduje za proizvodnju prehrambenih proizvoda
poput marmelade, vina, ¢aja, sladoleda, slastica, Zelea bez sjemenki i pekarskih
proizvoda. Izolirani pigment iz voca koristi se kao prirodno bojilo u pecenim
proizvodima, Zeleima, Zvaka¢im gumama, vo¢nim vinima i pi¢ima. Kupine se smatraju
neophodnim komponentama zdrave prehrane budu¢i da pruzajuci Sirok spektar tvari
poput prehrambenih vlakana, minerala, vitamina, drugih esencijalnih hranjivih tvari i
fitokemikalija, posebno polifenola (uglavnom elagitanina i antocijana). Uzimaju¢i u obzir
da su bobice bogat izvor polifenolnih spojeva, ovo je voce prepoznato s potencijalnim
blagodatima za ljudsko zdravlje, uglavnom zahvaljujuci antioksidativnim i protuupalnim
svojstvima tih spojeva.

Svrha ovog rada je ispitati antioksidacijski potencijal soka i ekstrakata ploda kupine te
liS¢a 1 nusproizvoda koji ostaju nakon preSanja soka koriStenjem razli€itih
spektrofotometrijskih metoda za odredivanje antioksidacijskog potencijala s ciljem

odredivanja dijela kupine koji nosi najveci antioksidacijeni potencijal.



1. OPCI DIO

1.1. Rod Rubus

Rod Rubus obuhvaca nekoliko vrsta bobica i najveci je rod obitelji Rosaceae. Vrste ovog

roda uzgajaju se stolje¢ima zbog njihovih plodova; medutim, pripitomljenih je vrsta malo.

Tablica 1. Klasifikacija roda Rubus [1,2]

Carstvo Plantae (biljke)

Podcarstvo Tracheophyta (vaskularne biljke)

Odjeljak Magnoliophyta (Spermatophyta - sjemenjace)
Pododjeljak Magnoliophytina (Angiospermae — kritosjemenjace)
Razred Magnoliopsida (Dycotyledonae - dvosupnice)
Podrazred Rosidae

Red Rosales

Porodica Rosaceae

Potporodica Rosoideae

Rod Rubus

Porodica Rosaceae obuhvaca oko 115 rodova i viSe od 3000 vrsta. Ona se dalje dijeli na
potporodice gdje je najvaZnija potporodica Rosoidae unutar koje spada rod Rubus koji
obuhvaca oko 1550 razlic¢itih vrsta [2].

Neke od vrsta koje nalazimo u rodu Rubus su Rubus aciodontus, Rubus acutipetalus,
Rubus dunensis, Rubus ebudensis, Rubus echinosepalus, Rubus egregius, Rubus
eifeliensis, Rubus fasciculatus, Rubus fructicosus, Rubus festivus, Rubus macrostachys,
Rubus macrocalyx, Rubus macgregorii, Rubus megalococcus, Rubus pseudopsis, Rubus
pulcher, Rubus putneiensis, Rubus rosellus, Rubus rubriflorus, Rubus rudis, Rubus
supinus, Rubus subvillosus, Rubus tarnensis, Rubus vitifolius i druge [2].

Za potrebe ovog rada odabrana je vrsta Rubus fructicosus odnosno obicna ili europska

kupina.



1.1.1. Rubus fructicosus L.

Rubus fruticosus L. je poluprostrani do gotovo uspravni, viSegodiS$nji listopadni
bodljikavi grm sa stabljikom koja brzo raste do 3 m. Ova grmolika biljka je trnovita, ali
neke uzgajane sorte nemaju trnje. R. fruticosus je grm poznat po plodu koji se naziva
kupina. Plod ima ljekovitu, kozmeticku i hranjivu vrijednost. Koncentriran je izvor
vrijednih hranjivih tvari, kao i bioaktivnih sastojaka ¢ime se isti¢e njegova vaznost kao
funkcionalne hrane. R. fruticosus sadrZi vitamine, steroide i lipide u sjemenskom ulju te
minerale, flavonoide, glikozide, terpene, kiseline i tanine koji posjeduju razlicita
farmakoloska djelovanja kao Sto su antioksidacijsko, antikancerogeno, protuupalno,
antimikrobno 1 antivirusno. Razni agrogeoklimatski ¢imbenici poput sorte, okoliSnih
uvjeta na tom podrucju, primijenjene agronomske prakse, vremena berbe, skladiStenja i
tehnike prerade nakon berbe utjecu na nutritivni sastav ploda kupine [3].

Kupine su visegodisnje (traju tri ili viSe sezona) biljke [4]. Razlikuju se od neravnih do
gotovo uspravnih, raSirenih grmova s trnjem 1 liS¢em. Svakog proljeca pupoljci
drvenastog korijena proizvode mlade trske koje rastu brzim tempom od gotovo 50-80
mm dnevno [4]. Kategorizirani su u dvije skupine u pogledu granske grade: generativni
trs (floricane) i vegetativni trs (primocane). Vegetativni trsci nastali tijekom prve godine
pretvaraju se u generativne trske tijekom druge godine [5]. Biljka cvjeta krajem proljeca
1 pocetkom ljeta. Promjer cvijeta je oko 2-3 cm s blijedo ruzicastim ili bijelim laticama.
Cvijet ima viSe prasnika. Nakon opadanja latica, plod razvija nakupinu zasebnih jedinica
koje su u pocetku zelene, a kasnije sazrijevanjem postaju crvene do crne boje.

Boja voca i voénog soka vazan je parametar s komercijalne tocke glediSta jer potroSaci
ocjenjuju proizvod ovisno o njegovom vizualnom izgledu. Boja ploda kupine i njenog
soka ovisi o prirodnim pigmentima koji su u njemu prisutni, §to pak ovisi 0 mnogim
¢imbenicima kao $to su sorta koja se analizira, agronomski postupci koriSteni u uzgoju,
geoloski i1 klimatski uvjeti podru¢ja s kojeg se sakuplja voce, primijenjeni uvijeti

skladiStenja nakon berbe te enzimska aktivnost i mikrobioloSka kontaminacija [3].



Slika 1. Izgled Rubus fructicosus L. [2]

1.2. Kemijski sastav kupine

Kvaliteta bobiCastog voca usko je povezana s njegovom proizvodnjom primarnih i
sekundarnih metabolita. Metaboliti kupine nastavljaju se podvrgavati anabolizmu i/ili
katabolizmu u plodu do berbe, a one komponente koje ostaju i ne razgraduju se do
trenutka kada voce (ili vo¢ni proizvod) dodu do potrosaca, odreduju kvalitetu plodova
kupine. Primarni i sekundarni sastav metabolita kupine definira njezin karakteristiCan
izgled, okus i teksturu. Mnoge potencijalne zdravstvene koristi od konzumiranja kupine
ili proizvoda od kupine pripisuju se njihovim metabolitima. Metaboliti takoder izravno i
neizravno utjecu na reZime prerade, rok trajanja i dopadljivost potroSaca. Kupine sadrze
prehrambena vlakna, vitamin C (askorbinsku kiselinu), vitamin A, vitamin E, kalij i
kalcij, zajedno s fenolnim metabolitima koji su izvor mogucih zdravstvenih koristi [6].

Plod kupine bogat je fenolnim spojevima kao Sto su fenolne kiseline (elaginska kiselina 1
tanini koji se mogu hidrolizirati - derivati elaginske kiseline), flavonoidi (flavan-3 oli i
njihovi oligomeri - uglavnom dimeri, kvercetin) i antocijani (cijanidin-3-rutinozid i

cijanidin-3-malonil glukozid). Elagitanini i cijanidin-3-glukozid glavni su fenolni spojevi



u kupini. Hidroksicinaminske kiseline sporedni su spojevi i nalaze se kao esteri ferulne,
kava i p-kumarinske kiseline [7].

Antocijanin koji prevladava u mnogim vrstama kupine je pelargonidin-glukozid [8].
Prisustvo navedenog antocijanina dokazali su u nekoliko sorti: Black Satin, Cacanska
Bestrna, Chester Thornless, Thornless Evergreen, Loch Ness i Thornfree [8], dok u
istrazivanju koje su proveli Wrolstad i sur. (2010.) nije pronaden pelargonidin-glukozid
kod identi¢nih sorti [9]. Koncentracija antocijana u kupini raste sa zreloS¢u ploda [10,11].
Iako je tamnije voce pokazatelj zrelosti, ocekuju se izmjene izgleda nakon obrade.
Zamrzavanje, odmrzavanje ili skladiStenje uzrokuju vizualne promijene boje od crne do
nijansi crvene, Zute ili plave Sto je posljedica neznatnih promjena pH 1 razgradnje
askorbinske kiseline, antocijana i slicno [8,12]. Na boju koja potjece od antocijana utjecu
i fizicki oblik vode (tekucina naspram leda) te kemijsko stanje samog voca [8].

Zbog dokazanih dobrobiti redovite konzumacije vo¢a i povrca na ljudsko zdravlje te borbi
protiv metaboli¢kih poremecaja i kronicnih bolesti konzumacija vo¢a povecala se na
globalnoj razini. Zdravstvene prednosti voca i vo¢nih proizvoda posljedica su niskog
sadrzaja kalorija i masti, te ve€eg unosa vitamina, minerala, vlakana i jednostavnih Secera
kao 1 prisutnosti razli€itih bioaktivnih sastojaka. Prehrambeni profil kupine prikazan je u

tablici 2. [13]

Tablica 2. Nutritivna vrijednost kupine na 100 grama [14]

KOMPONENTE NUTRITIVNA POSTOTAK PDU (%)
VRIJEDNOST
Energija 43 Kcal 2
Ugljikohidrati 9,61¢g 7
Ukupne masti 0,49 ¢ 2
Proteini 1,39 g 2
Kolesterol 0 mg 0
Folati 25 ng 6
Piridoksin 0,030 mg 2
Niacin 0,646 mg 4
Pantotenska kiselina 0,276 mg 5,5
Tiamin 0,020 TU 2
Vitamin C 21 mg 35




Vitamin A 214 1U 7
Vitamin K 19,8 ug 16,5
Vitamin E 1,17 mg 8
Kaljj 162 mg 3
Kalcij 29 mg 3
Natrij 1 mg 0
Magnezij 20 mg 5
Bakar 165 ng 18
Zeljezo 0,62 mg 8
Cink 0,53 mg 5
Mangan 0,646 mg 3
Selen 0,4 ng 1
a- karoten 0pg 0
B-karoten 128 ug -
Lutein- zeaksantin 118 pg -

PDU- preporuceni dnevni unos; IU- International unit- medunarodno prihvaéena koli¢ina

tvari

1.2.1. Seceri i organske kiseline

Dvije jednostavne mjere kvalitete kupine i njenih hibrida podrazumijevaju sadrzaj Secera
i organskih kiselina. Seéeri prisutni u plodovima kupine su fruktoza, glukoza, saharoza i
povremeno izuzetno niske razine sorbitola [9,15,16]. Minimalne koncentracije sorbitola
(Se¢ernog alkohola) u preradenim proizvodima od kupine (npr. sok) vjerojatno potjeu
od preradivackih enzima ili nezrelog voca [9,15]. Budu¢i da se sorbitol rijetko nalazi u
zrelim kupinama, dokazivanje Secernog alkohola moZe biti pokazatelj slu€ajnog ili
namjernog mijeSanja proizvoda s jeftinijim sokovima ili vo¢nim koncentratima (od
jabuka, kruSaka i sl.) [15].

Trpkost kupine nastaje zbog nehlapljivih organskih kiselina, ukljuc¢uju¢i askorbinsku
kiselinu (vitamin C), limunsku kiselinu, izolimunsku kiselinu, laktoizolimunsku kiselinu,
jabucnu kiselinu, Sikiminsku kiselinu, fumarnu kiselinu i jantarnu kiselinu [16,17].
Laktoizolimunska kiselina moZe biti koristan marker organskih kiselina za kupine, uz

upozorenje da koli¢ine u hibridima kupine mogu biti preniske da bi djelovale kao



ucinkovit pokazatelj kupine. Famiani i Walker (2009.) istraZivali su promjene u
primarnim metabolitima kupine tijekom sazrijevanja plodova, gdje su otkrili da se udio
suhe tvari povecava, dok se ukupna titrabilna kiselost smanjila u posljednjoj fazi prije

berbe [10].

1.2.2. Antocijani

Fenole ploda kupine temeljito su istrazili i opisali Lee i sur. (2012.) 1 Kaume i sur. (2012.).
Za razliku od drugog tamno obojenog voca iz roda Rubus, pigmenti kupine uglavnom su
antocijani na bazi cijanidina [18,19]. Karakteristi¢na crna boja netaknutog svjezZeg ploda
kupine rezultat je koncentracije i vrste antocijana (prirodnih crvenih pigmenata). Buduc¢i
da boja antocijana ovisi o pH, i najmanja promjena pH pretvara crveni antocijanin unutar
kupina u tamnoljubicastu do crnu boju. Medutim, postoje neke rijetke kupine kojima
nedostaju antocijani, ukljuc¢ujuci Snowbank (Rubus allegheniensis) i Clark Gold (Rubus
trivalis). Iako su ovi neobi¢ni plodovi bijeli do Zuti, potroSaci gravitiraju komercijalno
dostupnim tamnim kupinama za koje se smatra da imaju visoke koncentracije pigmenta
[19]. Razine antocijana kupine (28-366 mg/100 g) zapravo su u niZim granicama onoga
Sto se moZe naci u crnim malinama (39-996 mg/100 g) ili borovnicama (101-400 mg/100
g), ali viSe od crvenih malina (6-98 mg/100 g) [20,21].

Kupine sadrze acilirane 1 ne-acilirane antocijane, ali vecina je ne-aciliranog oblika.
Glavni antocijani koji su pronadeni su cijanidin-glukozid, cijanidin-rutinozid, cijanidin-
ksilozid, cijanidin-malonilglukozid i cijanidin-dioksalilglukozid [22]. Iako je u kupinama
najzastupljeniji pigment cijanidin-glukozid (44-95% od ukupnog broja), omjeri drugih
prisutnih antocijana variraju ovisno o sorti 1 genotipu. Hibridi kupine sadrZe razliCite
antocijaninske profile u odnosu na nehibride. Na primjer, hibridi maline i kupine sadrze
cijanidin-soforozid, kakav se nalazi u crvenoj malini, ali ne i u nehibridnim kupinama
[9,18].

Profili antocijana, kao i ranije spomenuta prisutnost sorbitola, mogu ukazivati na
prijevare u proizvodima na bazi kupine i ne-kupine [15,18,23]. Primjerice, utvrdeno je da
liofilizirani prah crne maline, koji se prodaje kao dodatak prehrani, zapravo sadrzi prah
kupine. Lee [15] je to potvrdio analizom proizvoda u prahu od kupine i crne maline od
istog anonimnog dobavljaca. Iako su voc¢ni prahovi vizualno sli¢ni, oni imaju razlicite

antocijaninske profile.



1.2.3. Ne-antocijanidni fenolni monomeri

Ne-antocijanidni fenolni monomeri pronadeni u plodu kupine ukljucuju fenolne kiseline:
elaginska kiselina, galna kiselina, esteri p-kumarinske kiseline, kava kiselina, esteri kava
kiseline (poput neoklorogenske kiseline), ferulinska kiselina, ferulna kiselina, esteri
ferulne kiseline; flavanoli: katehin i epikatehin; i1 flavonol glikozidi: kvercetin-,
kempferol-, izorhamnetin- i miricetin-glikozidi [24] Acilirani flavonol glikozidi takoder
su pronadeni u kupini [8].

Iako je elaginska kiselina glavna fenolna kiselina koja se vida u kupinama, ona predstavlja
jako zahtjevan spoj za analizu, buduci da je slabo topljiva u vodi. Njena topljivost se
povecava u alkoholu, dok povec¢anjem pH otopine znatno iznad onoga S$to se obi¢no nalazi

u hrani topljivost je najveca [25].

1.2.4. Fenolni polimeri

Kupine i1 drugo voce iz roda Rubus (npr. maline, borovnice) bogat su izvor elagitanina
(poznatih 1 kao hidrolizirani tanini, a razlikuju se od opseznije prouc¢enih kondenziranih
tanina). Glavni nehidrolizirani elagitanini u kupini prepoznati su kao lambertianin C i
sanguiin H-6 [26]. Kool i sur. (2010.) nisu pronasli lambertianin C u testiranim uzorcima
Boysenberry, ali su pronasli sanguiin H-6 kao primarni elagitanin, zajedno s jo§ tri
dodatna elagitanina [27]. Elagitanini su skupina spojeva koju je teSko ekstrahirati,
odvojiti i identificirati. Pored konvencionalnih izazova u istraZivanju prirodno sloZenih
spojeva, rad s njima dodatno je otezan nedostatkom dostupnih Cistih komercijalnih
standarda te problemima s drzanjem ovih spojeva u njihovim prirodnim stanjima [18,26]
Pojedini istrazivaci su prije analize proveli hidrolizu (razgradnju) elagitanina kako bi
dobili podjedinice elagitanina (metil galat, derivat elaginske kiseline, elaginsku kiselinu
i metil sanguisorboat) sa srednjim stupnjem polimerizacije i na taj nacin olaksali njihovu
identifikaciju [28].

Elagitanini se nalaze u svim frakcijama ploda kupine, ali najviSe koncentracije su u
frakcijama sjemena [28]. Razine elagitanina mogu se smanjiti tijekom razdoblja
sazrijevanja plodova [11]. Takoder se smanjuju tijekom prerade hrane primjenom visokih
temperatura (npr. pasterizacijom), taloZenjem otopine i hidrolizom u elaginsku kiselinu

[26]. Neka istrazivanja su vjerojatno podcijenila elagitanine obzirom da se uocava



nepotpuna ekstrakcija zbog neprikladnih otapala i neoptimiziranih tehnika ekstrakcije.
Elagitanini imaju nekoliko uloga unutar biljaka, ukljucujuci zaStitu od patogena i
inhibiranje preranog klijanja sjemena. Za ljude su to spojevi na koje se tijekom obrade
vina i sokova gleda kao na sedimente i oni mogu doprinijeti zamucenju prehrambenih
proizvoda koje nije poZeljno [18]. Medutim, ti isti sedimenti (tj. elaginska kiselina i
elagitanin) iz otpada nakon prerade predstavljaju potencijalne buduce sastojke za
proizvode s dodanom vrijednos$¢u. Iako je doprinos elagitanina kupine jos uvijek slabo
istrazen rad na drvenim taninima (ista fenolna klasa koja se nalazi u kupinama, ali razliCite
vrste elagitanina) pokazuje da njihov doprinos varira od neuocljivog okusa do dodane
gorCine 1 trpkosti, s pragom koncentracije ovisno o svakom ispitivanom spoju [28].
Potrebna su dodatna istrazivanja za identifikaciju, kvantifikaciju i senzornu procjenu ove

fenolne klase spojeva.

1.2.5. Dodatne kvalitetne komponente

Ostali kvalitetni sastojci kupine ukljuCuju karotenoide, vitamine, minerale, proteine,
vlakna te spojeve arome. Spojevi arome dokazani u kupinama su esteri (etilacetat),
alifatski alkoholi (heptanol, heksenol, heksanol i oktanol), terpeni (karveol), aldehidi
(heksanal, heksenal i benzaldehid) i ketoni (heptanon). Karotenoidi ploda kupine su
lutein, f-karoten, zeaksantin i f-kriptoksantin. Potrebno je provesti dodatna istraZivanja
s ciljem povecanja kvalitete komponenata navedenih u ovom radu. Trenutno dostupne
informacije o iskoriStenju nusproizvoda kupine koji se preraduju u hranu ukljucuju
proizvode poput pogacica od soka kupine i ulje sjemenki kupine te ¢ine dobar izvor

vitamina E [29].



1.3. Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Antioksidans je molekula koja inhibira oksidaciju ostalih molekula. Oksidacija je
kemijska reakcija koja prenosi elektron ili vodik iz tvari u oksidirajuce sredstvo. Reakcije
oksidacije mogu proizvesti slobodne radikale. Nastali radikali mogu zapoceti lan¢ane
reakcije, a kada se lan€ane reakcije pojave u stanici, mogu prouzrocCiti oSte¢enje ili smrt
stanice. Antioksidansi prekidaju ove lanCane reakcije uklanjanjem meduprodukata
slobodnih radikala i inhibiraju druge oksidacijske reakcije. To ¢ine tako Sto se oksidiraju.
Antioksidansi su Cesto reducirajuci agensi poput tiola, askorbinske kiseline ili polifenola

[31].

1.3.1. Kemijske metode

Kemijske metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti su brze, jednostavne i Siroko
rasprostranjene u procjeni novih antioksidacijskih sastavnica. Na temelju nacina
djelovanja, metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti mogu se klasificirati u dvije
glavne skupine, metode bazirane na prijenosu atoma vodika (Hydrogen Atom Transfer,
HAT) i metode bazirane na prijenosu jednog elektrona (Electron Transfer, ET). Tablica
3 prikazuje HAT 1 ET metode, dok su u tablici 4 navedene kategorije metoda mjerenja

antioksidacijske aktivnosti.
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Tablica 3. HAT i ET metode koje se koriste za procjenu antioksidacijske aktivnosti [31]

Metode bazirane na HAT mehanizmu

Metode bazirane na ET mehanizmu

Kapacitet absorpcije radikala kisika
(Oxygen radical absorbance capacity,
ORAC)

Antioksidacijski kapacitet redukcije
bakra (Cupric Reducing Antioxidant
Capacity, CUPRAC)

Kapacitet inhibicije peroksidacije lipida
(Lipid peroxidation inhibition capacity,
LPIC)

Antioksidacijski kapacitet dekolorizacije
troloks ekvivalenta (Trolox equivalent
antioxidant capacity Decolourization,
TEAC)

Ukupni  parametar  antioksidacijskog
»zarobljavanja“ radikala (Total radical
trapping antioxidant parameter, TRAP)

Antioksidacijska mo¢ redukcije feri-iona
(Ferric reducing antioxidant power,

FRAP)

Inhibiran unos kisika (Inhibited oxygen
uptake, 10C)

DPPH uklanjanje slobodnih radikala

(DPPH free radical scavenging)

Metoda izbjeljivanja krocina (Crocin
bleaching nitric oxide radical inhibition
Activity)

Ukupni fenoli po Folin-Ciocalteu

ABTS radikalno uklanjanje (ABTS
radical scavenging)

N, N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD)

*HAT (eng. Hydrogen Atom Transfer)- metode bazirane na prijenosu atoma vodika

*ET (eng. Electron Transfer)- metode bazirane na prijenosu jednog elektrona
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Tablica 4. Kategorije metoda mjerenja antioksidativne aktivnosti [32]

Vrsta metode

Princip rada

Odredivanje zavrSne tocke

Spektrometrija
DPPH Reakcija antioksidansa s organskim Kolorimetrija
radikalom
ABTS Reakcija antioksidansa s organskim Kolorimetrija
kationskim radikalom
CUPRAC Redukcija Cu(Il) u Cu(I) pomocu Kolorimetrija
antioksidansa
FRAP Reakcija antioksidansa s Fe(III) Kolorimetrija
kompleksom
PFRAP Reakcija kalijeva fericijanida s Kolorimetrija
antioksidastom i Fe2+
ORAC Reakcija antioksidansa s Gubitak
peroksidnim radikalom fluorescencije
fluorescina
HORAC Vezanje antioksidansa na OH Gubitak
radikale dobivene iz Co(II) (Fenton fluorescencije
reakcija) florescina
TRAP Izbacivanje luminol-derivirane Kemiluminiscencijski
radikale pomoc¢u antioksidansa signal
Elektrokemijske metode
Ciklicka Potencijal radne elektrode pokazuje Mjerenje intenziteta
voltametrija linearnost od pocetne do konacne katodnog/anodnog
vrijednosti, zabiljeZen je trenutni intenzitet pika
struje
Amperometrija Potencijal radne elektrode je na fiksnoj Mjerenje intenziteta
vrijednosti u odnosu na referentnu struje
elektrodu
Biamperometrija  Reakcija analita s oksidiranim oblikom Mjerenje struje
redoks para izmedu dvije
identi¢ne radne
elektrode
Kromatografija
GC Odvajanje spojeva iz smjese izmedu Detekcija toplinske
stacionarne faze i plinovite mobilne faze vodljivosti
HPLC Odvajanje spojeva iz smjese izmedu ¢vrste ~ UV-VIS detekcija,
stacionarne i mobilne faze pri visokoj brzini  fluorescencija,
protoka i tlaku mobilne faze masena
spektrometrija ili
elektrokemijska
detekcija
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1.3.1.1. Metode bazirane na HAT mehanizmu

Metode temeljene na HAT mehanizmu mjere sposobnost antioksidansa da se veZe na
slobodne radikale (opc¢enito, peroksidne radikale koji se smatraju bioloski relevantnijima)
darivanjem H-atoma. HAT mehanizmi antioksidativnog djelovanja u kojima se atom
vodika (H) fenola (Ar — OH) prenosi u ROO ¢ radikal mogu se saZeti reakcijom

ROO ++ AH/ ArOH — ROOH + A ¢/ ArO ¢

Pri ¢emu je ariloksi radikal (ArO e) nastao reakcijom antioksidativnog fenola s
peroksidnim radikalom rezonancijski stabilan. Vrste AH 1 ArOH oznacavaju zaSticene
biomolekule, odnosno molekule koje sadrze fenolne antioksidanse i doniraju vodik u
reakciji s peroksidnim radikalom. Uc¢inkoviti fenolni antioksidansi trebaju brze reagirati
od biomolekula sa slobodnim radikalima kako bi ih zastitili od oksidacije. Budu¢i da u
metodama baziranim na HAT mehanizmu fluorescentna proba i antioksidansi reagiraju s
ROO e, antioksidativno djelovanje moze se odrediti mjerenjem fluorescencijskog raspada
krivulje uzorka u odsutnosti 1 prisutnosti antioksidansa, Sto se mjeri

spektrofluorometrijski.

1.3.1.1.1. ORAC metoda

ORAC metoda je nedvojbeno najprihvaceniji i najto€niji pokazatelj antioksidacijskog
statusa, uglavnom zato Sto se temelji na mjerenjima fluorescencije, a ne apsorpcije. To
povecava osjetljivost i tako omogucuje znatno nizi molarni omjer uzorka antioksidansa i
reagensa, ¢cime se smanjuje vjerojatnost kriznih reakcija izmedu uzorka i reagensa. ORAC
metoda temelji se na inhibiciji oksidacije izazvane peroksilnim radikalima pokrenutom
toplinskom razgradnjom azo spojeva kao Sto je AAPH. Analizom se mjeri gubitak
fluorescencije fluoresceina (slika 2. prikazuje strukturu fluoresceina) tijekom vremena
zbog stvaranja peroksil-radikala razgradnjom inicijatora bis azida, AAPH (2,2'-azobis-2-
metil-propanimidamid, dihidroklorid ) na 37 °C. Smanjenje fluorescencije prati se
opticki, a antioksidativna aktivnost odreduje se usporavanjem gubitka fluorescencije u
prisutnosti antioksidansa. Trolox [6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna
kiselina], analog vitamina E topiv u vodi, sluzi kao pozitivna kontrola koja inhibira
propadanje fluoresceina ovisno o dozi. Peroksilni radikal moZe oksidirati fluorescein (3

>, 6’- dihidroksi-spiro [izobenzofuran-1 [3H], 9’ [9H] - ksanten] -3-on) dajuci proizvod
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bez fluorescencije. Antioksidansi potiskuju ovu reakciju mehanizmom prijenosa
vodikovih atoma, inhibirajuci oksidativnu razgradnju fluoresceinskog signala. Signal
fluorescencije mjeri se tijekom odredenog vremena pobudivanjem na valnoj duljini od
485 nm te emisijom na 538 nm. Koncentracija antioksidansa u ispitivanom uzorku
proporcionalna je intenzitetu fluorescencije tijekom ispitivanja i procjenjuje se
usporedbom povrSine ispod krivulje uzorka s povrSinom ispod bazdarne krivulje

poznatog antioksidansa, troloksa. [33]

HO O O

—

COOH

Slika 2. Struktura fluorosceina [34]

Proba
(bez antioksidansa) AUCoroba
+ fluorescentna + AAPH
proba
_— —_—
Uzorak s
antioksidansom LAC) AUCuzorak

Antioksidacijski kapacitet = AUCuzorak - AUCproba

Slika 3. Shematski prikaz ORAC metode [35]

1.3.1.2. Metode bazirane na ET mehanizmu

U vecini metoda temeljenih na ET mehanizmu, antioksidativno djelovanje simulira se
odgovaraju¢im uzorkom s redoks-potencijalom, odnosno, antioksidansi reagiraju s
fluorescentnim ili obojenim uzorkom (oksidacijskim sredstvom) umjesto peroksilnih

radikala. Spektrofotometrijske analize na bazi ET mjere sposobnost antioksidansa da
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reduciraju oksidans, koji mijenja boju kada se reducira. Stupanj promjene boje (bilo
povecanje ili smanjenje apsorbancije na odredenoj valnoj duljini) povezan je s

koncentracijom antioksidansa u uzorku [30].

1.3.1.2.1. FRAP metoda

FRAP metoda koristi antioksidanse kao reduktore u redoks-kolorimetrijskoj metodi,
koriste¢i lako reducirajuci oksidacijski sustav prisutan u stehiometrijskom suvisku. Pri
niskom pH (3,6), redukcija kompleksa zeljezovog tripiridil triazina (Zeljezo2,4,6-
tripiridil-s-triazin ,TPTZ ) u Zeljezni oblik (koji ima intenzivnu plavu boju) moze se pratiti
mjerenjem promjene apsorpcije na 593 nm kako je prikazano na slici 3.

Reakcija je nespecifi¢na, tako da svaki spoj s odgovaraju¢im redoks potencijalom moze
dovesti do redukcije Fe III-TPTZ kompleksa. Promjena apsorpcije je stoga izravno
povezana s "ukupnom" redukcijskom snagom antioksidansa prisutnih u reakcijskoj
smjesi koji doniraju elektrone. Kao referentna otopina koristi se standardna otopina

Zeljezovog sulfata, Zeljezovog klorida i/ili troloksa [33].

Fe (TPTZ) »** + ArOH - Fe (TPTZ) »** + ArO » + H*

o
v@ ¢
+ antioksidans N

N
@ )
N / e N _N / N
Fe () B — Fe (")
NZ \ N - elektron
Fe3+-TPTZ (Zute boje) Fe**-TPTZ (plave boje)

Slika 4. FRAP reakcija
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Slika 5. Shematski prikaz FRAP metode [35]

1.3.1.2.2. Ukupni fenoli po Folin Ciocalteu

Kolorimetrijske reakcije naSiroko se koriste u UV VIS spektrofotometrijskoj metodi, koja
je jednostavna za izvodenje, brza i primjenjiva u rutinskoj laboratorijskoj upotrebi te
jeftina. Medutim, vaZzno je da kolorimetrijski test koristi referentnu tvar, tada se ovom
metodom mjeri ukupna koncentracija fenolnih hidroksilnih skupina u biljnom ekstraktu.
Polifenoli u biljnim ekstraktima reagiraju sa odredenim redoks reagensima (Folin-
Ciocalteuov reagens) tvore¢i plavi kompleks koji se moZe kvantificirati
spektrofotometrom pri 765 nm [36]. Metoda Folin-Ciocalteu daje to¢ne 1 specifiCne
podatke za nekoliko skupina fenolnih spojeva, jer mnogi spojevi razli€ito mijenjaju boju
zbog razlika u jedini¢noj masi i kinetici reakcije. Raspravlja se o upotrebi Folin-
Ciocalteau reagensa za odredivanje polifenola i opcenitoj ili specifi¢noj vrijednosti
metode, jer se neki specifi¢ni detalji mogu modificirati [33]. Rezultati Folion- Ciocalteu
metode mogu se u razli¢itim istrazivanjima izrazavati preko razlicitih standarda, medutim

najcesce koristeni standard kod ove metode je galna kiselina.
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HO OH
OH

Slika 6. Galna kiselina [36]

OH OH
[:i:] [:i:] FC reagens
R R

0 0

Reducirani FC
reagens

Slika 7. Prikaz redukcije Folin-Ciocalteu reagensa [35]

1.3.1.2.3. DPPH metoda

Analiza DPPH popularna je u istrazivanjima antioksidansa prirodnih proizvoda. Jedan od
razloga je taj Sto je ova metoda jednostavna i osjetljiva. Metoda se temelji na teoriji da je
donor vodika antioksidans. DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) je karakteriziran kao
stabilan slobodni radikal zahvaljuju¢i delokalizaciji rezervnog elektrona nad molekulom

u cjelini. Delokalizacija daje ljubicastu boju, koja se mjeri na oko 517 nm.
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Kad se otopina DPPH pomijeSa s otopinom tvari koja moze donirati atom vodika, tada
nastaje reducirani oblik s gubitkom ljubicaste boje (ocekuje se prisutnost blijedo Zute boje
iz skupine pikrila). Ako se DPPH radikal oznaci kao Z ¢ i molekulu donora kao AH,
primarna reakcijaje Z*+ AH=ZH + A »

gdje je ZH reducirani oblik, a A « je slobodni radikal koji se stvara prvom koraku reakcije.
Ovaj slobodni radikal zatim sudjeluje u reakcijama kojima se kontrolira ukupna
stehiometrija, odnosno broj molekula DPPH reduciran (dekoloriran) za jednu molekulu
reduktanta [38]. Slika 8 prikazuje mehanizam kojim DPPH e prihva¢a vodik iz
antioksidansa. DPPH e jedan je od rijetkih stabilnih 1 komercijalno dostupnih organskih

dusSi¢nih radikala.

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH - oksidirani DPPH - reducirani Zuti
ljubicasti oblik oblik

Slika 8. Reakcija DPPH radikala s antioksidansom [35]
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal

U eksperimentalnom dijelu rada koristeni su sok, plod, list te nusproizvod kupine Rubus
fructicosus L. Plodovi i liS¢e kupine sakupljeni su u kolovozu 2020 g. na podrucju
Mosora. Od jednog dijela plodova pripravljen je sok koriStenjem hladne preSe a zaostali
ostatak pri proizvodnji soka koristio se kao nusproizvod u daljnjoj analizi. Prije samog
postupka ekstrakcije lis¢e, plodovi i nusproizvod su liofilizirani i homogenizirani
koristenjem elektricnog mlinca do finog praha. Potom je 50 g biljnog materijala
ekstrahirano s 250 mL 50%- tnog etanola (EtOH). Ekstrakcija je provedena metodom
mikrovalne ekstrakcije. Kao optimalni uvjeti za provedbu ekstrakcije odredeni su:
vrijeme ekstrakcije 5 minuta te snaga mikrovalova od 600W. Po zavrSetku ekstrakcije
uzorci su filtrirani preko naboranog filter papira i liofizirani.

Masa od 40 mg liofiliziranog ekstrakta otopljena je u 2 mL 50% EtOH i tako pripremljeni

uzorci koristili su se za daljnje ispitivanje. Sok kupine analiziran je bez dodatne obrade.

Slika 9. Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju [39]
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2.2. Reagensi i uredaji

Reagensi

Sve koriStene kemikalije bile su odgovarajuce analiticke Cistoce, a proizvodaci su im
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, Njemadka), Fluke (Buchs, Svicarska), Kemika
(Zagreb, Hrvatska), Mercka (Darmstadt, Njemacka) i Gram-Mol (Zagreb, Hrvatska) ).

Uredaji

Hladna presa, Hurom H-AA clasic, SAD

Mlinac za kavu, Joy Delimano, Hrvatska

Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju, Ethos X, Milestone Srl, Italy

Analiticka vaga, Kern, Model ALS 120-4, Kingston, UK

Liofilizator, FreeZone 2,5L, Labconco, Kansas City, SAD

Spektrofotometar: SPECORD 200 Plus, Edition 2010; Analytik Jena AG, Jena, Njemacka
Tecan MicroPlates Reader, model Sunrise, Tecan Group Ltd, Mannedorf, Svicarska
Tecan BioTek, model: Synergy HTX, Inc., Winooski, VT

Mikrotitarske ploc€ice, nesterilne, Sarsted, Njemacka

2.3. Metoda odredivanja ukupnih fenola

Ukupni fenoli u uzorcima soka odredeni su spektrofotometrijskom metodom po Folin-

Ciocalteu.

Kemikalije:

¢ Folin-Ciocalteu reagens;
® 20%-tna otopina natrijeva karbonata;

e otopine standarda za odredivanje fenola (galna kiselina)

Postupak:
U kivete je otpipretirano 25 pl. uzorka, potom dodano 1,5 mL destilirane vode i 125 pL

reagens Folin-Ciocalteu. Otopina je promijeSana i dodano je 375 pL 20%-tne otopine
natrij karbonata. Na kraju je dodano jo$ 475 uL destilirane vode i kivete su ostavljene na

sobnoj temperaturi 2 sata u mraku. Nakon toga ocitana je vrijednost apsorbancije. Sva
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mjerenja su provedena u tri ponavljanja, a rezultati su iskazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SD). Dobiveni rezultati su izraZzeni u mg ekvivalenata galne
kiseline u litri ekstrakta (mg GAE/L) bududi je standardizacija izvrSena s galnom

kiselinom.

2.4. FRAP metoda

Kemikalije:
e acetatni pufer, ¢ (C2H3NaO>x3H>0) = 300 mmol/L, pH 3,6
e otopina klorovodi¢ne kiseline, ¢ (HCI) = 40 mmol/L
e otopina 2.4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) u 40 mmol/L HCI, c(CigHi2Ng) = 10
mmol/L
e otopina FeCls, c(Fe*) = 20 mmol/L
e FRAP reagens se priprema mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL otopine

TPTZ 1 2,5 mL otopine FeCl3

Postupak:
FRAP radna otopina pripremljena je svjezZe svaki put: 0,3 M acetatni pufer (pH = 3,6),

0,01 M TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) u 0,04 M HCl i 0,02 M FeCls - 6H>O pomijeSani
suu 10: 1: 11 ¢uva se dalje od svjetlosti. Nakon pripreme otopine, u jaZice mikrotitarskih
plocica otpipetira se 300 uL pripremljene FRAP radne otopine i o€ita se apsorbancija pri
593 nm. Zatim se doda 10 pL uzorka koji uzrokuje pojavu plavog obojenja te se ocita
apsorbancija nakon Cetiri minute. Razlika izmedu vrijednosti apsorbancije o¢itane nakon
dodatka uzorka i vrijednosti absorbancije ocCitane prije dodatka uzorka predstavlja
promjenu absorbancije pomoc¢u koje se racuna FRAP vrijednost uzorka. FRAP radna
otopina s destiliranom vodom umjesto uzorka koriStena je kao slijepa proba. Sva
odredivanja provedena su u tri ponavljanja a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost
+ SD u milimolima troloks ekvivalenta (mM TE) budu¢i je standardizacija izvrSena s

troloksom.
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2.5. DPPH metoda

Kemikalije:
e 2 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
®* 96 %-tni etanol

Postupak:
Otopina DPPH radikala priprema se otapanjem 4 mg DPPH radikala u 100 mL etanola

pri cemu se dobije intenzivno obojena ljubicasta otopina. Radni DPPH pripravlja se
razrjedivanjem otopine DPPH radikala etanolom, sve dok se ne postigne absorbancija
otopine 1,2 +0,05 pri 492 nm i to neposredno prije mjerenja.

U mikrotitarske plocice se doda 290 pL otopine DPPH reagensa nakon ¢ega se ocita
absorbancija otopine pri 517 nm (AC(0)). Nakon toga se u plo¢icu doda 10 pL uzorka.
Nakon jednog sata ponovno se mjeri absorbancija uzorka (AA(t)), a postotak inhibicije

DPPH radikala racuna se prema sljedec¢em izrazu:

Inhibicija (%) = [(AC(0) - AA(t))/AC(0)] x 100

pri cemu je,

AC(0) - absorbancija otopine DPPH radikala kod vremena t=0 minuta

AA(t) - absorbancija reakcijske smjese nakon nekog vremena t.

Sva mjerenja su uradena u tri ponavljanja, a rezultati su iskazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SD). Dobiveni rezultati su izrazeni kao % inhibicije DPPH

radikala.
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2.6. ORAC metoda

Kemikalije:
e Fosfatni pufer,pH7,¢c=0,2 M
e Fosfatni pufer, pH 7, ¢ =0,075 M
¢ Fluorescein: Stock otopina
e Radna otopina fluorosceina, c=0,08 uM
e AAPH

e Otopina standarda - Troloksa

Postupak:

Mjerenja se provode spektrofluorimetom pri Aeks = 485 nm i Aem = 520 nm. Prije mjerenja
uredaj se termostatira na temperaturu od 37 °C da bi brzina stvaranja radikala bila
konstantna. Postupak se provodi tako da se u svaku jazicu mikrotitarske plocice doda 150
puL fluoresceina i 25 pl uzorka (0,075 M fosfatnog pufera za slijepu probu ili otopine
standarda Troloksa za izradu baZdarnog pravca). Tako pripremljene otopine se
termostatiraju 30 minuta pri 37 °C. Nakon pola sata u sve pore mikrotitarske plocice
dodaje se 25 uL AAPH te se svake minute mjeri promjena intenziteta fluorescencije. Sva
mjerenja su provedena u tri ponavljanja, a rezultati su iskazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SD). Dobiveni rezultati su izrazeni u uM TE buduéi je

standardizacija izvrSena s troloksom.
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3. REZULTATI

3.1. Rezultati odredivanja ukupnih fenola
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Slika 10. Usporedni prikaz udjela ukupnih fenola u testiranim uzorcima

3.2. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti
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Slika 11. Rezultati odredivanja antioksidacijske sposobnosti odredeni FRAP metodom
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Slika 12. Rezultati odredivanja antioksidacijskog kapaciteta odredeni DPPH metodom
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Slika 13. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti odredeni ORAC metodom
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4. RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada bio je odrediti sadrzaj ukupnih fenola te antioksidacijski
potencijal soka, ploda, lista i nusproizvoda obi¢ne kupine R. fructicosus L. koristeci
FRAP, DPPH i ORAC metode. Plod R. fruticosus prepun je brojnih hranjivih tvari kao
Sto su vitamini, minerali, antioksidansi i prehrambena vlakna koja su vazna za ljudsko
zdravlje. Potrebno je viSe rada na identifikaciji i kvantificiranju bioaktivnih sastojaka
voca, sjemenki, pulpe i pokozice ovih bobica te je potrebno istraziti njihov utjecaj na
ljudsko zdravlje. lako su razliite vrste kemijskih spojeva izolirane i karakterizirane,
podaci o bioaktivnosti i mehanizmu djelovanja izoliranih spojeva u in vivo uvjetima jo$
uvijek su ograniceni.

Iz grafickog prikaza sadrZzaja ukupnih fenola (Slika 10) u testiranim uzorcima mozemo
uociti relativno nizak udio ukupnih fenola u plodu kupine (838,89 mg GAE/L) te soku
kupine (1302,78 mg GAE/L) u odnosu na list i nusproizvod kupine. NeSto veci sadrzaj
fenola bio je u nusproizvodu (tri puta veci u usporedbi s plodom) dok je list kupine imao
najveci sadrzaj fenola. Udio fenola u listu kupine iznosio je 5005,56 mg GAE/L §to je
priblizno 6 puta veca vrijednost u odnosu na udio ukupnih fenola u plodu kupine.
Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom prikazani su na slici 11
te se uocava povezanost aktivnosti sa sadrzajem fenola. Redukcijska sposobnost ploda i
soka kupine bila je minimalna i iznosila je 4,38 mM TE za sok te 5,03 mM TE za plod
kupine. FRAP vrijednosti nusproizvoda kupine iznosile su 12,91 mM TE dok je list
kupine pokazao najjacu redukcijsku sposobnost (26,75 mM TE). Ponovo uo¢avamo skoro
5,5 puta bolju antioksidacijsku aktivnost lista kupine u odnosu na plod.

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom prikazani su na slici
12, a izraZzeni su u vidu postotka inhibicije DPPH radikala. Najmanju vrijednost
antioksidacijske aktivnosti pokazao je sok kupine gdje je postotak inhibicije DPPH
radikala iznosio 75,09%. Eksperimentalno dobivene vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti za plod, nusprodukt te list kupine skoro se i ne razlikuju $to ukazuje na izuzetno
dobar oksidacijski kapacitet ispitivanih uzoraka. Postotak inhibicije DPPH radikala za
plod kupine iznosio je 87,60%, za nusprodukt 86,05% te za list 87,72. lako minimalna
razlika, list i dalje pokazuje najbolju antioksidacijsku aktivnost.

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka ORAC metodom koristeni su ekstrakti
razrijedeni 1000 puta, a rezultati odredivanja prikazani su na slici 13. Rezultati su izraZeni

u vidu uM TE te iznose kako slijedi; plod kupine 8,8 uM TE, sok kupine 11,5 uM TE,
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nusprodukt 16,1 uM TE te list kupine 57,4 uM TE. Nedvojbeno je da list kupine i ORAC
metodom pokazuje najvecu antioksidacijsku aktivnost, u ovom slu¢aju ¢ak 3,5 puta vecu
u odnosu na plod kupine.

Bogat kemijski i nutritivnim sastav ovog bobiCastog vo¢a ukazuje na brojna pozitivna
bioloska svojstva 1 vrlo vaznu ulogu u prehrambenoj industriji. Zasigurno najvazniji
spojevi su antioksidansi €ija je uloga zaStita od utjecaja slobodnih radikala. Pregledom
znanstvene literature pronadena su brojna istraZivanja i radovi kojima je cilj dokazati
prisutnost pojedinih spojeva u kupini te njihovo djelovanje i primjenu u prehrambenoj
industriji. Kao primjer mozZe se uzeti istrazivanje Souzu i sur. (2015) koji su zakljucili da
svjetlost, kisik, pH, sadrzaj Secera te utjecaj metala imaju znacajnu ulogu u destabilizaciji
antocijana [40]. Kaume i sur. (2012) su objavili rezultate istrazivanja o zastitnom ucinku
antocijana na krvoZzilni sustav dijabeticara. Kao posljedica dijabetesa ubrzava se
generiranje reaktivnih vrsta kisika i slobodnih radikala. Upravo zbog toga, sposobnost
polifenola iz kupine da inhibira slobodne radikale moze biti od velike vaznosti za
minimaliziranje posljedica izazvanih dijabetesom [19]. JoS$ jedno istraZivanje na kupini i
njenim ekstraktima utvrdilo je antioksidacijsku aktivnost koriste¢i ORAC metodu
pomocu koje je dokazan visok stupanj povezanosti izmedu antioksidacijske aktivnosti i
sadrZaja polifenola, antocijana i ukupne kiselosti [41]. Ovi rezultati upucuju na ¢injenicu
da ekstrakt kupine ima snazno antioksidacijsko, antitumorsko i protuupalno djelovanje te
da proizvodi sa dodatkom ekstrakta kupine mogu imati veliki potencijal za lijeCenje i
prevenciju raka te drugih upalnih bolesti.

Nadalje, prema rezultatima istraZivanja prikazanim u ovom radu, ekstrakti nusproizvoda
kupine su pokazali bolju antioksidacijsku aktivnost u odnosu na ekstrakte ploda i soka
kupine. Smatra se da nusproizvodi kupine mogu predstavljati bogat izvor bioloski
aktivnih spojeva. Primjena nusproizvoda prehrambene industrije posljednjih godina
postala je iznimno zanimljiva brojnim znanstvenicima i na tu temu svakim danom raste
broj istraZivanja.

Kona¢no, moZe se zakljuciti da postoji izrazena povezanost izmedu antioksidacijske

aktivnosti i fenolnog sadrzaja ispitivanih ekstrakata kupine.
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5. ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata i provedene rasprave moZemo izvesti slijedece zakljucke:

e Udio ukupnih fenola u testiranim uzorcima kretao se od 838,89 mg GAE/L do
5005,56 mg GAE/L.

e (d ispitivanih uzoraka ploda, soka, nusprodukta te lista kupine, najve¢i udio
ukupnih fenola imao je ekstrakt lista kupine.

e Ekstrakti nusproizvoda kupine su pokazali bolju antioksidacijsku aktivnost u
odnosu na ekstrakte ploda i soka.

¢ Najvecu antioksidacijsku aktivnost medu testiranim uzorcima pokazao je ekstrakt
lista kupine.

e Potrebna su dodatna istraZivanja o mogucnosti primjene nusproizvoda kupine za

dobivanje bioaktivnih komponenti.
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