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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Koriste¢i dostupnu literaturu provesti pregled istrazivanja bioloSkog potencijala
ekstrakata kupine i1 njenih nusproizvoda uz poseban naglasak na moguénost primjene u

prehrambenoj industriji.



SAZETAK

Cilj ovoga rada bilo je istraziti bioloski potencijal kupine i njenih nusproizvoda. Bogat
kemijski 1 nutritivnim sastav ovog bobiCastog vo¢a ukazuje na brojna pozitivna bioloska
svojstva 1 vrlo vaznu ulogu u prehrambenoj industriji. Zbog osjetljivosti plodova i
sklonosti kvarenju, kupine se preraduju u razliCite proizvode, a tijekom proizvodnje
zaostaju jako vrijedni nusproizvodi kao §to su trop, liS¢e i korijen. Brojne znanstvene
studije ukazuju na moguénost primjene nusproizvoda kupine za obogacivanje drugih
proizvoda ili pak kao zamjena za sintetske antioksidanse. Pregledom dostupne literature
1 dosadasnjih istrazivanja bioloSkog potencijala kupine i njenih nusproizvoda, mozemo

potvrditi opravdanost njihove moguce primjene u prehrambenoj industriji.

Kljuéne rije€i: kupina, kemijski sastav, bioloski potencijal, nusproizvodi, polifenoli,

antioksidacija



SUMMARY

The aim of this study was to investigate the biological potential of blackberries and their
by-products. The rich chemical and nutritional composition of this berry fruit indicates
its numerous biological properties and a very important role in the food industry. Due to
the sensitivity of the fruit and its perishability, blackberries are processed into various
products and during production, valuable by-products such as trop, leaves and roots
remain. Numerous scientific studies indicate the possibility of using blackberry by-
products to enrich other products or as a substitute for synthetic antioxidants. By
reviewing the available literature and previous research on the biological potential of
blackberries and its by-products, we can confirm the justification of their possible

application in the food industry.

Keywords: Blackberry, chemical composition, biological potential, by-products,

polyphenols, antioxidation
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UvOD

Kupina je vrlo rasprostranjeno voce koje je ujedno i nutritivno vrlo vazna namirnica zbog
svog bogatog kemijskog sastava i odli¢nih organoleptickih svojstava koja se oCituju u
visokom sadrzaju polifenola, vitamina, minerala te ostalih komponenti koje bez sumnje
pozitivno utjeCu na ljudsko zdravlje. Polifenolni spojevi u kupini su samo jedna od
brojnih bioloski aktivnih molekula kojima se u posljednje vrijeme posvecuje sve vise
vaznosti, a ¢ija su pozitivna djelovanja potvrdena u velikom broju istrazivanja. Ovo voce
sadrzi antioksidante koji sudjeluju u borbi sa slobodnim radikalima, usporavaju starenje

te Stite kardiovaskularni 1 Zivéani sustav.

Zbog svoje kvarljivosti plodovi kupine se preraduju u razli¢ite proizvode kao §to su vino,
sokovi, dzemovi. Pri tome u proizvodnji zaostaju jako vrijedni nusproizvodi kao $to su
trop, lis¢e, korijen. Svi ovi nusproizvodi obzirom na bogat kemijski sastav mogu posluziti
kao izvrsna sirovina u prehrambenoj industriji za obogaéivanje drugih proizvoda poput
vina, soka i sl. ili pak kao prirodni konzervansi u svrhu produljenju roka trajnosti hrane

te sprjeCavanje oksidacijskih promjena na istima.

U tu svrhu u ovom radu ¢e se koriStenjem dostupne literature provesti pregled dosadasnjih
istrazivanja bioloskog potencijala kupine i njenih nusproizvoda, kao i opravdanost

njihove moguce primjene u prehrambenoj industriji.



1. OPCI DIO

1.1. Kupina

Rubus fruticosus je zajednicki naziv za veliki broj srodnih vrsta roda Rubus. Kupina je
uspravni, kvrgavi, viSegodiSnji listopadni grm poznat po aromati¢nom i slatkom plodu,
koji ima ljekovitu, kozmeti¢ku i hranjivu vrijednost. Plodovi su bogat izvor vrijednih
hranjivih sastojaka, kao 1 bioaktivnih spojeva od terapijskog interesa zbog se ova biljka
smatra funkcionalnom hranom. Kupina sadrzi vitamine, steroide i lipide u ulju sjemenki,

te minerale, flavonoide, glikozide, terpene, kiseline i tanine u nadzemnim dijelovima.(1)

Biljka cvjeta krajem prolje¢a i pocCetkom ljeta. Cvjetovi imaju viSe praSnika. Nakon
opadanja latica, voce razvija zbirne plodove koji su u ranoj fazi zelene boje dok kasnije
tijekom zrenja prelaze preko crvene u crnu boju. Boja ovisi o prirodnim pigmentima koji
su prisutni u kupini te o ¢imbenicima kao $to su sorta, agronomska praksa koriStena pri
uzgoju, klimatski uvjeti, enzimska aktivnost 1 mikrobioloSka kontaminacija. List kupine

je s gornje strane tamno-zelen dok je donja strana svjetlija. (1)

Slika 1. Plod kupine (2)



1.1.1. Kemijski i nutritivni sastav kupine

Kemijski sastav kupine varira ovisno o sorti, uvjetima uzgoja, stadiju zrelosti, te berbi 1
uvjetima skladiStenja. Ovo vocée je zanimljivo zbog visokog sadrzaja antocijana i
elagitanina kao 1 drugih fenolnih spojeva koji doprinose njegovom velikom
antioksidacijskom kapacitetu. Uz vrijedne polifenolne spojeve, kupina sadrzi

ugljikohidrate te nekoliko esencijalnih vitamina i minerala. (3)

Kupina je takoder vrlo dobar i cijenjen izvor masnih kiselina. Glavne masne kiseline
sadrzane u sjemenkama kupine su linolna 1 linoleinska, koje kupinu ¢ine izvrsnim
izvorom nezasi¢enih masnih kiselina. (4) Prema National Nutrient Database for Standard
Reference (2016), sadrzaj ukupnih masnih kiselina u 100 g svjezeg ploda kupine iznosi
0,014 g, sadrzaj mononezasi¢enih 0,047 g i polizasi¢enih masnih kiselina 0,280 g. Profil
masnih kiselina ekstrahirane iz sjemenki kupine ¢ini 50-70% linolne kiseline, 1-32%

linoleinske, 9-20% oleinske, 2—5% palmitinske 1 1-3% stearinske. (4,5)

Tablica 1. Prosjecni kemijski sastav kupine.(3)

Nutrijenti 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
Ugljikohidrati /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 /pg - 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 0,90
Skrob /g - Vitamin K /pg 19,8




Kvalitetu kupine i njenih hibrida odreduju dvije najzastupljenije grupe spojeva, a to su

Seceri 1 organske kiseline. (6)

Sadrzaj ukupnih Secera u plodu kupine se krece od 6,68 do 10,22%, a glavni Seceri koje
nalazimo su glukoza, fruktoza i saharoza. Glukoza ima pozitivan utjecaj na sadrzaj
antocijana, jer sprjecava njihovu degradaciju tokom ¢uvanja dok je visok sadrzaj fruktoze
pozeljan kao izvrsna organolepticka karakteristika vo¢a koja je zasluzna za slatkocu
ploda. (1,4) Saharoza je vazan disaharid u vocu, jer osim S§to je dobar energetski izvor,
tradicionalno se koristi i kao konzervans kako bi se sprijecilo mikrobiolosko kvarenje
proizvoda od voca. (7) U divljim sortama kupine, saharoza je prisutna u znatno manjim

koli¢inama, u odnosu na druge Secere, zbog prelaska u invertne Secere tijekom zrenja. (4)

Od polisaharida u kupini moZzemo pronaci pektin i celulozu. Celulozu ima najvise u
pokozici voca, a dijelom i u kori i sjemenkama dok se pektin razlaze tijekom sazrijevanja

Sto doprinosi meksanju ploda. (4)

Trpkost kupine potjeCe od nehlapljivih organskih kiselina, ukljucujuéi askorbinsku
kiselinu (vitamin C), limunsku kiselinu, laktoizokitricnu kiselinu te jabu¢nu, fumarnu 1
jantarnu kiselinu. Ove organske kiseline u kupini vazne su za stabilizaciju antocijana te

produljenje roka trajanja svjezih i preradenih bobica. (6)

Kupine nisu samo niskoenergetske namirnice, ve¢ su i bogat izvor vitamina. U svjezem
plodu kupine nalazimo razli¢ite vitamine, i to vitamin A, E, B1, B2, B3, B5, B6, B9 1 C.
Vitamin C (askorbinska kiselina) sudjeluje u razli¢itim metaboli¢kim reakcijama te ima
sposobnost regeneracije drugih bioloskih vaznih antioksidanata, poput glutationa i
vitamina E. Vitamin E je prepoznat kao lipidni antioksidant jer sprjeCava oksidaciju
nezasi¢enih masnih kiselina stupajuc¢i sam u reakcije sa slobodnim radikalima. Unos
vecih koli¢ina vitamina E u prehrani §titi stanice od utjecaja slobodnih radikala, kontrolira
zgruSavanje krvi te sprjeCava sréani udar. Vrlo je vazna uloga vitamina C kod
neutralizacije reaktivnih vrsta kisika u vodenoj fazi prije poCetka peroksidacije lipida.
Utjecaj askorbinske kiseline je vazan u sprjeCavanju tamnjenja i obezbojavanja plodova,
kao i u povecanju njihove trajnosti tako Sto askorbinska kiselina zaustavlja fizioloske
procese koji umanjuju kvalitetu plodova tokom cuvanja. Vitamini B skupine su
neophodni za pretvaranje ugljikohidrata, masti 1 proteina u energiju kao i za njihovo

korisStenje za izgradnju i obnavljanje tjelesnih tkiva. (4)



Sadrzaj mineralnih tvari u plodovima kupine je u velikoj mjeri uvjetovan tipom zemljista,
klimatskim uvjetima, te sortom. (8) Razli¢iti minerali imaju razli¢ite uloge kod biljaka,
pa tako kalcij u plodu ima znacajnu ulogu kod odrzavanja integriteta i propusnosti
stani¢ne stjenke. (9) Bakar je pak neophodan za sintezu klorofila i sluzi kao aktivator
fotosintetskih enzima. Cink ima pozitivan utjecaj na sintezu i degradaciju ugljikohidrata
i sudjeluje u biokemijskim reakcijama koje ukljucuju Seéere. Minerali kao Sto su kalcij,
kalij i fosfor, u kombinaciji sa organskim kiselinama utjecu na puferski kapacitet i na

osnovu toga doprinose opazanju kiselosti voca. (4)

1.1.1.1 Fenolni sastav kupine

Kupine su bogat izvor polifenola ukljucujuéi antocijane, flavonole, flavan-3-ole,

flavonoidne kiseline, tanine te malu koli¢inu lignana (slika 2). (3)

Antocijani

Lignani Flavonoli

POLIFENOLI

Flavonoidne

Tanini . .
kiseline

Flavan-3-oli

Slika 2. Polifenolni sastav kupine (Autor)

Otprilike 90% antocijana koji se nalaze u kupini su monoglikozidi, dok su 10%
diglikozidi. Antocijani su uglavnom derivati cijanidina s ostatcima glukoze, rutinoze,

ksiloze povezani na C3 ugljikov atom. U antocijane kupine ubrajamo cijanidin-3-



glukozid, cijanidin-3-arabinozid i mnoge druge. Cijanidin-3-dioksaloilglukozid je
jedinstven jer ga ima samo u kupinama. Antocijani se sintetiziraju tijekom dozrijevanja

kupine $to rezultira razvojem tamnoljubicaste boje. (3)

Struktura flavonola podrazumijeva dvostruku vezu izmedu C2 i C3, hidroksilnu skupinu
na C3 atomu te ketonsku grupu na C4 atomu. Kvercetin, miricetin i kempferol su najcesce

identificirani flavonoli u plodovima kupine. (3)

Kupine sadrze znatne koli¢ine flavonola pronadenih isklju¢ivo u mesnatom dijelu bobice
1 pronadeni su uglavnom u glikozidnom obliku. Sadrzaj flavonola znatno ovisi o koli¢ini

svjetla te uvjetima cuvanja. (4,10)

Kupine imaju slozen profil flavonola zbog pojave devet derivata kvercetina, tri derivata
kempferola, kao i dva acilirana spoja izvedena iz kvercetina. Dokazano je da razina

flavonola u tropskim planinskim kupinama opada kako voce sazrijeva. (3)

Najznacajniji predstavnici flavan-3-ola su katehin i epikatehin. Ova grupa spojeva
pretezno je zastupljena u sjemenu jagodiCastog voca. Tako na primjer sjeme kupine sadrzi

1 do Cetiri puta vecu koli¢inu epikatehina u usporedbi sa cijelim plodom. (11)

Fenolne kiseline koje nalazimo u kupinama su uglavnom hidroksibenzojeve i
hidroksicimetne kiseline. Te se kiseline javljaju u konjugiranim oblicima estera i
glikozida, a rijetko kao slobodne kiseline. Esteri ¢ine 53,1% ukupnih fenolnih kiselina,
dok glikozidi i slobodne kiseline ¢ine 43,6%, odnosno 3,3%. Jedna od vaznijih kiselina
je elaginska kiselina koja spada u hidroksibenzojeve kiseline, ali se ona u kupinama

pojavljuje u obliku elagitanina, koji spadaju u drugu skupinu fenola. (3)

Tanini su skupina polifenolnih spojeva koji se nalaze u brojnom bobic¢astom vocu i sadrze
oligomerne 1 polimerne jedinice. Poznato je da su tanini antinutritivni jer se vezu za NH»
skupinu proteina, taloZe ih 1 sprje¢avaju njihovu hidrolizu u Zeludcu. Tanini se svrstavaju
u dvije grupe temeljem njihove strukture pa razlikujemo kondenzirane tanine, odnosno
proantocijanidine, i tanine koji se mogu hidrolizirati, odnosno elagitanine i galotanine.
Proantocijanidini su oligomeri i polimeri flavonoida, dok su tanini koji se mogu
hidrolizirati polimeri galne kiseline. Tanine koji hidroliziraju, posebno elagitanine

nalazimo u kupinama u znacajnim koli¢inama. (3)



Elagitanini su sloZeni spojevi velike molekulske mase i Siroke raznolikosti, $to predstavlja
izazov u njihovoj karakterizaciji. Sjeme kupine sadrzi najvece koli¢ine elagitanina i

elagi¢ne kiseline u odnosu na druge dijelove biljke. (3)

Zadnja skupina fenola koju nalazimo u kupinama su lignani. To su spojevi koji su
prepoznati kao fitoestrogeni te igraju vaznu ulogu u prevenciji karcinoma, poput raka

dojke. (3)

1.1.2. Bioloski potencijal kupine

Posljednjih godina, zbog sve veée brige za zdravlje, ljudi posvecuju veliku paznju ulozi
antocijana u prevenciji tumora i terapiji raka zbog njihovog opseznog djelovanja i niske
citotoksi¢nosti. Smatra se da prisustvo antocijana kupine ima veliki utjecaj u suzbijanju
rasta stanica raka na nac¢in da mijenja signalizaciju stani¢nih puteva aktiviranog proteina

1 nuklearnog faktora koji reguliraju proliferaciju stanica kao i stani¢ni ciklus. (4,12)

Hrana bogata antocijanima moze sprijeciti pojavu antimutagenih ucinaka uslijed
djelovanja slobodnih radikala, inhibicijom tockastih mutacija na somatskim stanicama te

se na taj na¢in pruza zastita od nastajanja malignih mutacija. (4)

Brojna istrazivanja ukazuju da polifenolni spojevi imaju antitumorske i protuupalne
ucinke te sposobnost inhibicije metastaza kod stanica raka. Vjeruje se da se ovaj ucinak

moze pripisati visokoj koncentraciji flavonoida. (4,13,14)

Osim §to djeluju kao potencijalni hvatac¢i slobodnih radikala, flavonoidi inhibiraju
agregaciju trombocita te imaju antibakterijsko, antivirusno, protuupalno i antialergijsko
djelovanje. (4,15,16) Kvercetin, polifenolni spoj sadrZan u kupini, opisan je kao zastitnik

jetre od oksidativnog stresa inhibirajuci proliferaciju stanica i inducirajuci apoptazu. (4)

Osim toga utvrden je i utjecaj ekstrakta kupine na efekt apoptoze prema stani¢noj liniji
adenokarcinoma debelog crijeva, gdje je nakon odredenog vremena uoceno smanjenje

broja stanica raka. (4)

Sve ve¢i broj epidemioloskih istrazivanja pokazuje da prehrana bogata namirnicama sa
visokom udjelom fitokemikalija i polifenolnih spojeva moze imati veliku ulogu u
smanjenju rizika od nastanka dijabetesa. (17) Dokazano je da prehrana bogata
polifenolima snizava nivo glukoze u krvi, povecavaju¢i rano izlucivanje inzulina i

osjetljivost na inzulin. (4,18,19)



Antimikrobna aktivnost kupine ponajvise ovisi o sadrzaju polifenolnih spojeva, osobito
antocijanai elagitanina. (20,21) Krsti¢ (2018) u svome radu navodi da kupine u usporedbi
sa ostalim vrstama voca iz porodice Rosaceae (maline, tresnje, viSnje) su najdjelotvorniji

prema najvecem broju ispitivanih mikroorganizama. (22)

Rad koji su objavili Riaz i suradnici (2011) ukazuje da minimalna doza ekstrakta lis¢a
ima inhibicijsko djelovanje prema Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus 1 Proteus mirabilis. Ekstrakt stabljike kupine pokazao je najjaci ucinak te je
najvise inhibirao rast P. mirabilisa, dok Jazi¢ (2019) navodi kako su ekstrakti ploda imali

najjaci inhibitorni uc¢inak prema (G-) soju E. coli. (4,23)

Antioksidacijsko djelovanje razliCitih vrsta voca se svakim danom sve vise istraZuje.
Pretpostavlja se da postoji povezanost izmedu hrane bogate antioksidantima i smanjenja
oksidacijskog ostec¢enja DNA. U in vitro eksperimentima dokazano je da ekstrakti kupine
imaju razliCita bioaktivna svojstva ukljucujuci zastitu od krvozilnih bolesti te disfunkcije
endotela. Vecina radova ukazuje na bolji antioksidacijski potencijal divljih kupina u
odnosu na kultivirane vrste. Dokazana je visoka povezanost izmedu antioksidacijske
aktivnosti 1 sadrzaja polifenolnih spojeva u soku kupine. Ignat (2011) navodi da su
flavonoidi vrlo vazni antioksidanti zbog svog visokog redoks potencijala koji omogucava
doniranje vodikovog atoma te hvatanje elektrona slobodnih radikala i vezanju iona

metala. Tim djelovanjem se §titi organizam od raznih kardiovaskularnih i degenerativnih

bolesti. (24)



1.1.3. Proizvodi i nusproizvodi kupine

Kupine se zbog visokog sadrzaja bioaktivnih spojeva mogu smatrati funkcionalnom
hranom. Medutim, manipulacija ovim voéem predstavlja niz izazova. Jedna od mana je
ta $to bobice nemaju zastitnu koru i vrlo su sklone kvarenju, uglavnom zbog svoje

izrazene osjetljivosti na mehanicka ostecenja te gubitak vode. (4)

Upravo iz navedenih razloga kupina se odmah nakon branja zamrzava ili preraduje. U
industriji se od kupina dobivaju poluproizvodi (pulpa, kasa, sirovi voéni sok) 1 gotovi
proizvodi (zele, dzem, marmelada, kompot, voéne salate), a proizvode se jos i specijalna
vina te brojni drugi proizvodi. Najvece koli¢ine kupina se u industriji koriste za preradu

u koncentrirane vo¢ne sokove, marmeladu, dzemove i vino. (25)

Tijekom proizvodnje navedenih proizvoda zaostaju i odredeni nusproizvodi za koje se
smatra da takoder 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. (4)

1.1.3.1. Kupinovo vino

Kupinovo vino je proizvod fermentacije kvasaca prirodnih saharida prisutnih u soku
kupine. Ovo popularno voéno vino sluzi se kao desertno vino, a uziva se uz obroke u
umjerenim koli¢inama. Svakodnevna konzumacija kupinovog vina u preporucenim
koli¢inama (oko 250 ml ) je izvor mnogih fitokemikalija koje mogu imati vaznu ulogu u

promicanju zdravlja i prevenciji bolesti. (26)

Polifenolni spojevi predstavljaju jedan od najvaznijih parametara kvalitete vina, jer
doprinose njegovim organoleptickim svojstvima, posebno boji, okusu, te gor¢ini. Na
koncentraciju ukupnih polifenola u vinu kupine mogu snazno utjecati ne samo sorte
kupine 1 uzgoj, ve¢ i nacin njihove ekstrakcije iz bobica tijekom postupka proizvodnje
vina, transporta i skladistenja. Nadalje, tijekom procesa odlezavanja na koli¢inu ukupnih
polifenola prisutnih u vinu, posebno antocijana, moze izravno utjecati nekoliko

¢imbenika ukljucujuéi pH, svjetlost, temperaturu, enzime, kisik, te sumporni dioksid. (26)

U Hrvatskoj se kupinovo vino naziva jos i ,,Zeljezno vino* zbog visokog sadrzaja zeljeza
1 vrijednih spojeva poput askorbinske, limunske i jabu¢ne kiseline, karotenoida, fruktoze

1 alkohola koji pojacavaju apsorpciju zeljeza. (26)



Slika 3. Kupinovo vino (27)

1.1.3.2. Trop kupine

Tijekom prerade kupine u industrijskim pogonima zaostaju znacajne koli¢ine tropa, u

prosjeku 20-30%, posebno tokom proizvodnje maticnog soka 1 vina. (4,24,28)

Trop, koji zaostaje kao otpad, sastoji se uglavnom od sjemenki, pokozice i vlakana, i kao

takav je potencijalni izvor bioloski aktivnih spojeva. (4)

Prehrambena industrija, kao i neki manji preradivaci pokazuju sve viSe interesa za
iskoriStavanjem zaostalog biljnog materijala (tropa). Sukladno tome, ekstrakcijom tropa
kupine bi se dobio proizvod Cija bi upotreba bila dobra u obogacivanju prehrambenih

proizvoda (vino, sokovi, vo¢ni jogurt). (4)

Da bi se trop mogao iskoristiti potrebno je posebnu paznju obratiti na temperature susenja
tropa, karakteristike otapala i temperaturu pri kojoj se vrsi ekstrakcija, kako bi se §to vise
ocuvala kvaliteta 1 sadrzaj polifenolnih spojeva. (4) Za ekstrakciju se koriste uglavnom
organska otapala koja moraju zadovoljiti odredene uvjete vode¢i racuna i o

njihovojselektivnosti, sposobnosti razdvajanja, toksi¢nosti i toplinskoj stabilnosti.

Pregledom literature pronaden je podatak da je glavni fenolni spoj koji zaostaje u tropu

kupine katehin. Istrazivanje provedeno na nekoliko vrsta divljih 1 kultiviranih kupina u
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Srbiji te je dokazan znacajno veci sadrzaj antocijana u tropu nego u plodu kupine. U istom
radu je navedeno kako su ekstrakti tropa pokazali snazniju aktivnost prema slobodnim
radikalima u usporedbi sa ekstraktima ploda i soka kupine. Ekstrakti tropa su pokazali
sjajno inhibicijsko djelovanje prema Gram pozitivnom soju Staphylococcus aureus i
prema gljivici Aspergillus niger. Zanimljivo je da kod uzoraka soka kupine nisu
identificirane sve komponente kao u ekstraktima, $to upucuje na to da vecina polifenolnih

spojeva tijekom izdvajanja soka se ipak ne izdvaja u sok i zaostaje u tropu. (4)

1.1.3.3. List kupine

List je nusproizvod koji zaostaje u uzgoju kupine. Znanstveni interes za sastav i svojstva
lis¢a kupine sve vise raste. Opcenito, lis¢e kupine bogato je taninima, a sadrzi i1 znacajnu
koli¢inu flavonoida, fenolnih kiselina, mineralnih soli te vitamina C. Analiza
hidroliziranog ekstrakta li§¢a kupine teku¢inskom kromatografijom pokazala je da se
sadrzaj ukupnih flavonoida u listu kupine krece od 0,14-0,31% suhe tvari, dok se ukupni
sadrzaj elaginske kiseline kre¢e od 2,93-4,32% suhe tvari. Gore navedene komponente
ukazuju da list kupine ima dobra antioksidacijska i protuupalna djelovanja. U istrazivanju
Ozmianki i suradnici (2015) je opsezno analiziran fenolni sastav 26 razli¢itih uzoraka
divlje kupine te su detektirana 33 razlicita spoja, medu kojima je dominirao elagitanin.
List kupine sadrzi vece koliCine hidroksibenzojevih kiselina te umjerenu koli¢inu
hidroksicimetnih kiselina. U pogledu djelovanja na ljudsko zdravlje listovi su pokazali
izvrsnu djelotvornost u lije¢enju proljeva, menstrualnih bolova, ¢ireva i u jatanju zubnog

mesa. (29)

Pokazalo se da lis¢e kupine posjeduje bolje antimikrobno djelovanje u odnosu na plod i
to protiv nekoliko razli¢itih bakterija kao Sto su Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Bacillus suptilis te Pseudomonas aeruginosa. Medutim, ekstrakti
lis¢a su nisu pokazali antifugalni potencijal u testiranju na devet patogenih sojeva gljivica.

(29)

Jedan od bitnih djelovanja ekstrakata li$¢a je i antidijabeti¢ki udinak. Caj od li§¢a kupine

znacajno je smanjio dijabeticke simptome, prvenstveno hiperglikemiju. (29)
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Zaboravljeni listovi bobicastog voc¢a dobivaju sve Siru primjenu te se mogu promatrati
kao izvori vrijednih bioaktivnih spojeva ¢ija svojstva utjecu na zdravlje i prevenciju

bolesti. (29)

Slika 4. a) List kupine; b) Caj od lista kupine
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Pregled znanstvene literature

Kroz op¢i dio ovog zavrSnog rada ve¢ je naglaSeno da je kupina bogata polifenolima,
ukljucujuéi antocijane. Pretpostavlja se da polifenoli imaju bioloSke aktivnosti koje mogu
pozitivno utjecati na ljudsko zdravlje. Pregledom znanstvene literature pronadena su
brojna istrazivanja i radovi kojima je cilj dokazati prisutnost pojedinih spojeva u kupini
te njihovo djelovanje 1 primjenu u prehrambenoj industriji. Autori su ispitivali utjecaj
razli¢itih parametara na stabilnost polifenola u kupini, medutim ve¢ina autora bazirala se
uglavnom samo na antocijane. Kao primjer mozemo uzeti istraZzivanje koje su proveli
Souzu 1 sur. (2015) koji su u svom radu naveli rezultate u kojima su dosli do zakljuc¢aka
da svjetlost, kisik, pH, sadrZaj Secera te utjecaj metala imaju znacajnu ulogu u
destabilizaciji antocijana. U tom istom radu takoder se pokazalo da grijanje pulpe utjece
na destabilizaciju antocijana 8-80%, dok tijekom susSenja i liofilizacije bobicastog voca

dolazi do velikog gubitka antocijana i vitamina C, 1 to preko 90%. (32,33)

Jedan od vrlo bitnih parametara koji utjece na razinu polifenolnih spojeva u kupini je i
temperatura. Znanstvenici jo§ uvijek vode brojne diskusije kako utjecaj temperature,
osobito niske, utjeCe na sadrzaj polifenola. Jedno od zanimljivih istrazivanja provedenih
na nekoliko uzoraka andskih kupina ubranih u svijetloj i tamnocrvenoj fazi zrelosti dalo
je zanimljive rezultate 1 zakljuCke. Sadrzaj antocijana se povecao nakon 10 dana
skladiStenja na temperaturi od 8 °C. Takoder je utvrdeno da ¢uvanje voca u hladnjaci
smanjuje gubitke na tezini 1 ¢vrsto¢i plodova, dok je rast mikroba odgoden u usporedbi
sa skladi§tenjem na sobnoj temperaturi. Stovise, voce koje se nalazilo u hladnjaku,
pokazalo je bolje rezultate u provedenoj senzorskoj analizi. Medutim, Joo i sur. (2011)
navode drugacija opazanja. U njihovom istrazivanju dolazi do smanjenja ukupne koli¢ine

antocijana nakon 18 dana skladiStenja na temperaturi od 3 °C. (34)

Osim sadrzaja razli¢itih spojeva u pojedinim dijelovima voca, znanstvenicima je od
iznimne Koristi istraziti i djelovanja tih spojeva na ljudsko zdravlje i prevenciju bolesti.
Zasigurno najvaznija aktivnost je antioksidativna, odnosno zastita od utjecaja slobodnih
radikala. Istrazivanje antioksidacijskog kapaciteta kupine provedeno je u Kentuckyiju i
za potrebe ovog istrazivanja koriSten je ekstrakt tropa kupine. U in vitro eksperimentima

na stanicnim kulturama dokazano je da ekstrakt kupine sprjeava rast tumora HT-29
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debelog crijeva inhibirajuéi rast tumorskih stanica 1 do 66% tijekom 72 sata. Takoder
koriStenjem ukupne koncentracije antocijana u rasponu od 0-40 g/ml izvrSeno je
oslobadanje interleukina iz dendriti¢nih stanica dobivenih iz koStane srzi miSa. Ovi
rezultati upucuju na CcCinjenicu da ekstrakt kupine ima snazno antioksidacijsko,
antitumorsko i1 protuupalno djelovanje te da proizvodi sa dodatkom ekstrakta kupine
mogu imati veliki potencijal za lijeCenje 1 prevenciju raka te drugih upalnih bolesti. Jo§
jedno istrazivanje na kupini i njenim ekstraktima utvrdilo je antioksidacijsku aktivnost
koriste¢i ORAC testove (eng. Oxygen radical absorbance capacity) pomocu kojih je
dokazan visok stupanj povezanosti izmedu antioksidacijske aktivnosti i1 sadrzaja

polifenola, antocijana i ukupne kiselosti. (35)

Pregledom literature istiCe se i utjecaju sastojaka kupine na dijabetes. Kaume i sur. (2012)
su objavili rezultate istraZzivanja o zaStitnom ucinku antocijana na krvoZzilni sustav
dijabetiara. 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. (3.,4)

Osim navedenih djelovanja, intenzivno se proucava i antimikrobno djelovanje biljnih
fenola. Istrazuje se njihova aktivnost protiv razliCitih patogenih bakterija kako bi se
okarakterizirali i razvili novi, zdravi sastojci hrane, medicinski spojevi te farmaceutski
proizvodi. Mnoge Gram negativne bakterije prepoznate su kao teski zagadivaci hrane,
stoga je njihova kontrola u namirnicama i proizvodnji hrane od velike vaznosti. Dokazano
je da odredeni terpenoidni i fenolni spojevi koji se nalaze u biljkama uzrokuju raspadanje
vanjske membrane mikroorganizama, te je zabiljezen njihov inhibicijski rast i
antimikrobno djelovanje. Poseban naglasak je stavljen na procjenu ucinka temperature
smrzavanja na stabilnost ekstrakata bobica i njihovo antimikrobno djelovanje. Nakon
provedenih eksperimenata dokazana je stabilnost antimikrobnog djelovanja fenolnih
ekstrakata tijekom dugotrajnog smrzavanja bobica, §to je preduvjet za industrijsku
primjenu. lako brojni autori zakljuCuju kako su za antimikrobno djelovanje zasluzni
kemijski slozeni spojevi 1 njihovi razli¢iti mehanizmi djelovanja, potrebna su daljnja
istrazivanja u uvjetima koja oponasaju fizioloska stanja kako bi se provjerili mehanizmi

navedenog djelovanja. (36)
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Kao sekundarni biljni metaboliti, polifenolni spojevi su Siroko rasprostranjeni u vocu i
proizvodima na bazi voc¢a, povecavajuci tako njihov nutritivni potencijal i funkcionalna
svojstva. Razvoj novih funkcionalnih proizvoda koji sadrze vec¢u koli¢inu bioaktivnih
spojeva (polifenoli), osim $to imaju hranjivu vrijednost, pokazuju i pozitivne zdravstvene
ucinke. Iznimno zanimanje za ovu vrstu proizvoda dovelo je do razvoja odredenih
kvalitativnih i kvantitativnih metoda analize bioaktivnih spojeva u produktima dobivenim
iz kupine, poput vo¢nog vina. Kao §to je ranije navedeno, kupinovo vino je prirodni izvor
minerala 1 mnogih bioaktivnih fitokemikalija, poput polifenola koji imaju visok
antioksidacijski potencijal i mogu igrati klju¢nu ulogu u prevenciji bolesti 1 zastiti
ljudskog zdravlja. Tijekom posljednjih nekoliko godina velik broj radova je posvecen
utvrdivanju utjecaja umjerene konzumacije kupinovog vina na zdravlje. Istrazivanja su
uglavnom temeljena na otkrivanje zastitnog ucinka bioaktivnih spojeva kod razvoja
razli¢itih bolesti, poput kardiovaskularnih, neurodegenerativnih, te karcinoma i dr.
Opcenito je prihvac¢eno da razliciti oksidacijski procesi igraju znacajnu ulogu tijekom
prvih koraka razvoja navedenih bolesti. Kupinovo vino bogato je antioksidantima te je
samim time i ocCekivana snazna antioksidacijska aktivnost. Medutim, na sadrzaj i
specifi¢ni fenolni profil kupinovog vina moze utjecati nekoliko ¢imbenika. To su vrsta i
sorta voca, uvjeti i tehnike uzgoja kupine, tehnoloski postupak proizvodnje vina,
sazrijevanje te uvjeti skladistenja. Istrazivanje koje je radeno na kupinovom vinu iz tri
razli¢ite regije u Hrvatskoj pokazalo je vrlo Sirok spektar koncentracija bioaktivnih
spojeva, poput ukupnih polifenola, tanina, antocijana. To bi mogao biti rezultat razlicitih
kvaliteta polazne sirovine, ali i postupaka vinifikacije koje pojedini proizvodaci
primjenjuju. Na kraju znanstvenici pozivaju na standardizaciju tehnoloSkog postupka
proizvodnje kupinovog vina kako bi se uravnotezio sastav i poboljSala kvaliteta i utjecaj

konac¢nog proizvoda na zdravlje. (37)
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3. REZULTATI I RASPRAVA

Pregledom dostupne literature moze se uociti kako su nusproizvodi u uzgoju i preradi
kupine nedovoljno istrazeni i neiskorisSteni. Nekoliko studija ukazuje na moguénost

primjene ekstrakta plodova kupine kao prirodnih antioksidansa.

Lorenzo 1 suradnici (2017) su u svojem istrazivanju potvrdili teoriju o mogucoj primjeni
ekstrakata plodova kupine kao zamjene za sintetske aditive. Rezultati ove studije ukazuju
na ¢injenicu da antioksidanti iz bobicastog voca inhibiraju oksidaciju lipida i proteina u
mesu i mesnim preradevinama, budu¢i da je meso vrlo osjetljivo na oksidaciju.
Istrazivanjem su se ispitivali razli¢iti parametri. Pljeskavice od svinjskog mesa obogacene
ekstraktima kupine testirane su na oksidaciju miSi¢nih proteina i to tijekom 12 dana nakon
kuhanja. Utvrdeno je da je dodatak ekstrakta kupine znacajno inhibirao stvaranje
karbonila tijekom kuhanja i hladenja. Dobro je poznato da su oksidacija lipida i proteina
glavni uzrok kvarenja mesa, odnosno, nakupljanje malondialdehida, produkta oksidacije
lipida, predstavlja Stetni spoj koji je povezan sa mutagenim i toksi¢nim ucinkom.
Paralelno s tim proucavana je oksidacija lipida u svinjskim pljeskavicama mjerenjem
vrijednosti hlapivih tvari dobivenih iz lipida. U odnosu na kontrolnu skupinu hrane
sadrzaj heksanala (nositelj mirisa po uzeglosti nastao oksidacijom) bio je nizi u svinjskim
pljeskavicama obogaéenima ekstraktima kupine. Sto je ve¢i udio hlapivih sastojaka u
namirnici to je njena kvaliteta manja, a istrazivanjem je utvrdeno da je tijekom hladenja
doslo do povecanja koli¢ine svih hlapivih sastojaka u oba ispitivana uzorka. Medutim,
hlapive tvari dobivene iz lipida bile su prisutne u vecoj koncentraciji u kontrolnim
uzorcima u odnosu na pljeskavice s ekstraktom kupine. Stoga, dobiveni rezultati ukazuju
na smanjenje oksidacije proteina i lipida dodatkom ekstrakta kupine sirovom 1i/ili
preradenom mesu. Medutim, daljnja bi istraZivanja trebala razjasniti biokemijske
mehanizme djelovanja ekstrakata kupine na oksidaciju te njihov u¢inak tijekom probave.
Ipak na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti kako je upotreba kupine i njenih
ekstrakata opravdana u prehrambenoj industriji u svrhu zamjene za sintetske

antioksidanse i konzervanse. (38)
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Uz plod, lis¢e, trop i sjeme kupine takoder sadrzi vrlo vrijednu koli¢inu odredenih
polifenolnih spojeva. Istrazivanja su potvrdila kako je od 11 vrsta elagitanina koji se
nalaze u kupini, ve¢ina prisutna u sjemenkama, dok je samo nekolicina identificirana u
samom plodu. Znacajan gubitak elagitanina primijecen tijekom proizvodnje kupinovog
vina i to u prosjeku od 70-82% u odnosu na koncentracije koje su prisutne u svjezem
plodu. Kao razlog tome navodi se filtracija koja se provodi i tijekom koje dolazi do
odvajanja sjemenki koje su bogate ovim vrijednim spojevima. (39) Neki znanstvenici su
posvetili svoje radove proucavajuci utjecaj ekstrakata sjemena. Jedni od autora proveli su
hladnu ekstrakciju sjemenog brasna pomocu 50%-tnog acetona te je medu trinaest
identificiranih komponenti potvrdena visoka razina elaginske kiseline. Prisutnost
elagitanina 1 elaginske kiseline u brasnu sjemenki kupine te njihov bioloski potencijal

ukazuju na potencijalnu upotrebu brasna kao funkcionalne hrane. (40)

Nusproizvodi, koji se trenutno koriste kao hrana za Zivotinje ili se odbacuju, mogu biti
korisni izvori prirodnih antioksidansa. U novije vrijeme ekstrakcija antioksidanata iz
komine kupine dobiva sve viSe na vaznosti te se vrSe eksperimenti za procjenu njihove
ucinkovitosti. Istrazivanje koje su proveli Santos i suradnici (2017) imalo je za cilj izvuci
antioksidante iz komine kupine pomocu dva otapala, mikrokapsulirati ih rasprSivanjem
te procijeniti njihovu stabilnost pri razli¢itim pH. Dva Ccista ekstrakta (vodeni 1
hidroalkoholni) 1 dva mikrokapsulirana s maltodekstrinom (prehrambeni aditiv) osuseni
su 1 analizirani na stabilnost pod razli¢itim pH s obzirom na boju, antocijane, ukupne
fenolne spojeve, antioksidacijsku aktivnost. Sto se ti¢e boje, mikrokapsule su zastitile
uzorke. U odnosu na morfologiju, takoder je uofeno da nekapsulirani ekstrakti imaju
amorfniji 1 nepravilniji oblik od mikrokapsuliranih, §to zna¢i da je materijal koji je
kapsuliran zapravo zasti¢en. Mikrokapsulacija s maltodekstrinom bila je u€inkovita u
smanjenju antocijana tijekom povisenog pH. Takoder, uocCena je veca stabilnost
inkapsuliranih uzoraka pri nizim pH, kao 1 duZzi poluzivot antocijana i to 2 do 7 puta veci
u odnosu na Ciste ekstrakte. Ovakva vrsta proizvoda bi mogla imati obe¢avajucu primjenu
u prehrambenoj industriji kao prirodni pigment u kreiranju funkcionalnih proizvoda,
pruzajuci ne samo atraktivnu boju ve¢ i koristan utjecaj na zdravlje. Daljnje studije bi se
trebale posvetiti procjeni kontroliranog otpuStanja i stabilnosti skladiStenja dobivenih

mikrokapsula.(41,42)
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4. ZAKLJUCCI

Pregledom dostupne literature utvrdeno je da je kupina i ekstrakti nusproizvoda kupine,
kao Sto su ekstrakti liS¢a i tropa, vrlo vrijedni izvor bioaktivnih spojeva koji pozitivno
utjecu na ljudsko zdravlje. Ekstrakti kupine mogli bi se koristiti kao potencijalni dodatci
proizvodima u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, ¢ime bi se osim pozitivhog
utjecaja na zdravlje, produzio rok trajanja i poboljSao izgled namirnica. Iskoristenjem
tropa kupine kao sirovine, znacajno bi se smanjila koli¢ina bioloskog otpada koji danas
uzrokuje velike ekoloSke probleme i troskove. Takoder, moze se zakljucili da su ekstrakti
kupine i njenih nusproizvoda odli¢na zamjena za sintetske aditive, zbog dokazanog

antioksidacijskog 1 antimikrobnog djelovanja.
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