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1. UVOD



1.1. Botanicki podaci

1.1.1. Malus domestica Borkh., Rosaceae (Jabuka)

Stablo jabuke je dosta razvijeno, veoma bujno, razgranato, dugovjecno 1 Siroke
piramidalne kro$nje. Karakteristika ove sorte je da list opadne prije plodova. Samoniklica
predstavlja autohtonu bosanskohercegovacku sortu jabuke. To je vrsta jabuke koju
karakteriziraju srednje krupni listovi, elipsasti, zelene boje s zu¢kastom nijansom lica i nali¢ja.
Boc¢ne zile zatvaraju kut od 55° u odnosu na sredi$nju zilu. Listovi su blago dlakavi s donje
strane, naspramno rasporedeni s izrazenim oStrijim vrhom i nazubljenom rubom, prikazani na
Slici 1 (Kanli¢, 2010). Cvjetovi se javljaju u proljece. U pocetku cvatnje su blijedo ruZicaste
boje koja se vremenom blijedi, s pet kruni¢nih 1 pet ¢asi¢nih listi¢a. Plod je srednje veli¢ine,
okruglasti. Epiderma je tanka voS$tano sjajna. Usplode je bijelo, hrskavo, srednje so¢no, dosta
slatko i prili¢no tvrdo. Plodovi su aromati¢ni, a aroma je specifi¢na, karakteristi¢na samo za
ovu sortu, prikazani na Slici 2. Plodovi izdrZe i1 nekoliko jesenskih mrazeva bez oStecenja.
Autohtone sorte jabuka imaju dubok korijen koji im daje vecu otpornost na susu, tako stvara
vec¢u mogucnost upijanja vode 1 minerala neophodnih za rast i razvoj stabla i plodova. Upravo
su to neki razlozi zbog kojih su se autohtone sorte jabuke ocCuvale zadrzale na ovim
prostorima (Besirevic, 2009).

Samoniklica je vjerovatno nastala na prostorima sjeveroisto¢ne Bosne i Hercegovine,
gdje je sama nikla i pokazala dosta dobra svojstva bez kalemljenja, te po tome dobila naziv.
Kasnije se kalemljenjem S$irila i postala vrlo prihvaéena sorta. Postoje dvije vrste ove sorte:

bijela (svijetlo crvena) i crna (tamnocrvena) (Besirevié, 2009).



Slika 1. Jabuka samoniklica (Malus domestica Borkh., Rosaceae).

Slika 2. Plod jabuke samoniklice.

1.2. Uporaba jabuke samoniklice u kulinarstvu

Svjeze jabuke se koriste za pripremu karakteristi¢nih tradicionalnih jela poput lijene pite,
zalivene jabukovace i tufahija. Sok od ovih jabuka, Sira, se koristi u svjezem obliku ali postoji
mogucnost 1 konzerviranja. Ipak, najvazniji proizvod koji se dobiva je pekmez. Pekmez
jabuke samoniklice se tradicionalno izraduje postupkom koncentriranja mutnog soka domacih
jabuka. Nakon berbe 1 pranja plodova vr$i se usitnjavanje, mljevenje ili tuenje jabuka na

nacin koji je specifi¢an i jedinstven za podru¢je Bosne i Hercegovine. Koristi se drvena



sprava koja se zove stupa. Sastoji se od tri dijela i to: duge elasti¢ne motke koja se zove Zida,
malja koji se pravi od tvrdog drveta i drvenog korita. Odredena koli¢ina jabuka sa ubaci u
drveno korito i pomo¢u malja koji je spojen na elasticnu motku vrsi se usitnjavanje. Nakon
usitnjavanja vr$i se odvajanje ¢vrste 1 tekuce faze u drvenoj presi. Usitnjena jabuka se iz
drvenog korita prebacuje u dio Zec¢ke koji sluzi da odvajanje rijetkog soka od koma. Dobiveni
sirovi sok se skladisti vrlo kratko ili ¢ak nikako zbog velike podloznosti mikrobiloSkom
kvarenju. Sirovi sok se ukuhava na vatri u posudi od bakra koja se zove tavulja. Kada pocne
proces ukuhavanja i odedena koli¢ina soka se upari, vrsi se dolijevanje soka u tavulju. Cijeli
proces ukuhavanja traje 6-8 sati zavisno od broja dolivanja rijetkog soka. Gotov proizvod,
pekmez, mora imati udio suhe tvari od 68 %-72 %, tamno smedu boju i karakteristicam
slatkast miris. Od 2 kg jabuka se dobije 1 | soka od kojeg se proizvede 100 g pekmeza.
Pekmez je dugotrajan proizvod koji se pakira i skladiSti bez konzervansa i dodatka bilo
kakvih aditiva. U narodnoj medicni u BiH, od davnina se smatra da je pekmez od jabuka
koristan lijek za malokrvnost, kasalj, za jaCanje organizma i imuniteta. Pekmez od jabuka

moze posluziti i kao visokoenergetska hrana zbog velikog sadrzaja Secera (Jasi¢ i sur. 2012).

1.3. Oksidativni stres

Povecano stvaranje slobodnih radikala i/ili nedovoljna antioksidativna zastita dovodi do
oksidativnog stresa u stanici. Nastank jednog slobodnog radikala moze dovesti do lancane
reakcije u proizvodnji drugih slobodnih radikala. Enzimi poput NADPH oksidaze, ksanitin
oksidaze, ciklooksigenaze te enzimi koji sudjeluju u oksidativnoj fosforilaciji i stvaranju
energije mogu dovesti nastanka jednog ili viSe nesparenih elektrona u vanjskoj ljusci i1
stvaranja kemijski reaktvnih spojeva (Johansen i sur., 2005).

Produzeni i/ili snaZan oksidativni u¢inak nadmasuje stani¢ni antioksidativni obrambeni
kapacitet, dolazi do oSteenja makromolekula, gubi se stani¢na funkcija, oSte¢uju se
membrane, $to sve zajedno dovodi do smrti stanice. Stanja organizma kao Sto su povecana
fizicka aktivnost, izlozenost zagadenom okoliSu, ksenobioticima, puSenje i slicno rezultiraju
oksidativnim stresom. Oksidativni stres je, kao patofizioloski mehanizam, u podlozi brojnih

patoloskih i toksikoloskih procesa kao i starenja. Reaktivni kisikovi i duSikovi spojevi,
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endogenog ili egzogenog porijekla, mogu lako napasti sve vrste biomolekula (proteni, DNA,
nezasi¢ene masne kiseline). Narusen oksido-redukcijski status, koji uzrokuje proces lipidne
peroksidacije, promjenu aktivnosti direktnih ili indirektnih antioksidativnih enzima, kao i
smanjenje sadrzaja neenzimskih antioksidanasa, moze biti prepoznat u presimptomatskoj fazi
brojnih bolesti. U tom smislu moZe biti pokazatelj izmijenjenih metabolic¢kih 1 funkcionalnih

procesa (Pukic i sur., 2008).

1.4. Fenolni antioksidansi

1.4.1. Antioksidansi u hrani

Reaktivni kisikovi spojevi mogu su ukloniti nizom enzimskih i neenzimskih
antioksidativnih mehanizama. Primjerice, enzim superoksid dismutaza pretvara kisikov
superoksid u vodikov peroksid koji se dalje razgraduje do vode i molekularnog kisika
djelovanjem glutation peroksidaze ili katalaze u mitohondrijima ili lizosomima. Neenzimskim
antioksidansima pripadaju vitamini (A, C, E), glutation, a-lipoi¢na kiselina, karotenoidi,
koenzim Q10, elementi u tragovima (bakar, zink i selen) (Johansen i sur., 2005). Razne
studije su pokazale da konzumiranje hrane bogate tzv. prirodnim antioksidansima doprinosi
jaCanju obrambenog sustava ljudskog organizma. Zato je pozornost usmjerena na razvoj i
izolaciju prirodnih antioksidansa iz biljnih izvora. Osim vitamina, prirodni antioksidansi

mogu biti 1 fenolni spojevi (flavonoidi, fenolne kiseline i tanini) (Amarowicz i sur., 2004).

1.4.2. Polifenoli

Polifenoli su bioaktivni biljni produkti, raznolika skupina sekundarnih metabolita, koji su
ukljueni u brojne metabolicke procese. NajceS¢e su prisutni u listovima, cvjetovima i
drvenastim dijelovima biljaka. Odgovorni su za organolepticka svojstva te nutritivnu kvalitetu
voca i povréa. Fenolni spojevi su vrlo dobri antioksidansi i kelatori metala (Tapas i sur., 2008).
Za visoku antioksidativnu aktivnost zasluZan je njihov redoks potencijal, pri ¢emu djeluju kao

donori vodikovog atoma (Amarowicz i sur, 2004). Zastupljenost i razolikost fenolnih spojeva
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u biljnom svijetu je velika. S obzirom na strukturne karakteristike polifenola, razlikujemo
fenolkarboksilne kiseline i1 derivate, flavonoide, kumarine, lignane, trjeslovine i antranoide

(Hénsel 1 Sticher, 2004).

1.4.3. Flavonoidi

Flavonoidi su niskomolekularni bioaktivni polifenoli. Siroko su rasprostranjeni u
biljnom svijetu. Nalaze se u vocéu, povrcu, orasastim plodovima, sjemenkama, ¢aju i vinu te
imaju vaznu ulogu u fotosintezi stanica (Sandhar 1 sur., 2011). U prirodi se nalaze naj¢esce u
tri oblika, kao aglikoni, glikozidi te metilirani derivati. Aglikoni flavonoida se dijele, s
obzirom na strukturu, na Sest osnovnih skupina: flavanoni, flavoni, flavonoli, izoflavonoidi,
antocijani i flavani. Njihove strukture su prikazane na Slici 3. Medusobno se razlikuju po
strukturi laktonskog prstena (Tapas i1 sur., 2008). Osnovnu jezgru aglikona flavonoida ¢ini
petnaest ugljikovih atoma, 2-fenil-benzo-y-piranska jezgra, koja sadrzi dva benzenska prstena
povezana s heterociklickim piranskim prstenom. Strukturne i funkcionalne razlike se temelje
na hidroksilaciji, metoksiliranju i glikozilacija na razli¢itim polozajima. Antioksidativnu
aktivnost odreduje raspored 1 vrsta supstituenata, planarnost molekule te broj i vrsta vezanih
Secera. Supstituenti, poput hidroksil, metil i acetil skupina se najcesc¢e nalaze na polozajima 5,
7, 3', 4 1 5. O i C-glikozidi nastaju vezanjem Secera, uglavnom ramnoze, glukoze,
glukuramnoze, galaktoze i arabinoze, na polozajima 3 i 7 -OH aglikona za O-glikozide te 6,8
-C aglikona za C-glikozide (Sandhar i1 sur., 2011). Flavonoidi mogu sprije€iti oSte¢enja
uzrokovana slobodnim radikalima na razli¢ite nacine. Antioksidativna aktivnost se bazira na
primanju nesparenih elektrona slobodnih radikala, doniranju vodikova atoma, keliranju iona
prijelaznih metala, aktiviranju antioksidacijskih enzima, inhibiranju oksidaze i sinergistickom
djelovanju s fizioloskim antioksidansima (Kazazi¢, 2004). Flavonoidi takodjer posjeduju
antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko, antimutageno, antitrombotsko, antiviralno i

antikancerogeno djelovanje (Nijveldt i sur., 2001).



@
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Slika 3. Osnovna i glavne skupine flavonoida.

1.4.4. Fenolne Kiseline

Fenolne kiseline prisutne u biljnim drogama dijele se na derivate hidroksibenzojeve 1
derivate hidroksicimetne kiseline. U biljnom materijalu mogu biti u slobodnom obliku, u
obliku estera ili glikozida. Osnovnu strukturu hidroksibenzojevih kiselina predstavlja C6-C1
jedinica, a hidroksicimetnih kiselina C6-C3, medusobne razlike proizlaze iz hidroksilacije 1
metilacije aromatskog prstena (Saxena i sur., 2012). U biljnim drogama zastupljenije su
hidroksicimetne kisline. Medu njima su najucestalije kavena i kumarinska kiselina. Uglavnom
se nalaze u obliku estera (npr. klorogenska i ruzmarinska kiselina), a rjede u slobodnom
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obliku (www.pharma.hr). Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina povezana je s kiselom

sredinom te brojem 1 polozajem hidroksilnih skupina na aromatskom prstenu.
Hidroksicimetna kiselina je ucinkovitiji antioksidans od hidroksibenzojeve zbog povecane

mogucénosti delokalizacije elektrona fenoksi radikala (De Beer i sur., 2002).

1.5. Sideropeni¢na anemija

Anemija se definira kao pad koncentracije hemoglobina ili/i hematokrita uz moguce
smanjenje broja eritrocita i normalan ukupni volumen krvi (Kujundzi¢, 2003). Anemija zbog
nedostatka Zeljeza, sideropeniéna anemija, se smatra najées¢om od svih vrsta anemija. Zeljezo
je mineral koji je prirodno prisutan u mnogim namirnicima biljnog 1 Zivotinjskog porijekla,
dostupan je i1 kao dodatak prehrani. Bitna je komponenta velikog broja proteina, ukljucujuéi
enzime 1 hemoglobin, protein eritrocita koji prenosi kisik iz pluc¢a do tkiva (Wessling-Resnick,
2014). Sastavni je dio i mioglobina, proteina koji dostavlja kisik miSi¢ima (Aggett, 2012).

Zeljezo je potrebno za rast, razvoj, normalno stani¢no funkcioniranje, te sintezu
odredenih hormona i vezivnog tkiva (Murray-Kolbe i Beard, 2010). Vecina elementarnog
zeljeza od ukupne koli¢ine u organizmu, 3-4 grama, je pohranjeno u obliku hemoglobina.
Preostalo Zeljezo je u obliku feritina i njegovog razgradnog produkta (Wessling-Resnick,
2014; Institute of Medicine, 2001). SadrZaj Zeljeza u organizmu je prili¢no stalan. Dnevno se
gube male koli¢ine Zeljeza putem mokrace, izmeta, probavnog trakta i koze. Za odrzavanje
ravnoteze Zeljeza u tijelu, odrasla osoba treba apsorbirati oko 1 mg/dan, dok za Zene u
zadnjem stadiju trudnoée ta vrijednost raste na 4,5 mg/dan (Institute of Medicine, 2001).
Smatra se da 10-20% odraslih imaju negativnu bilancu zeljeza Prevalencija je veca kod
mladih ljudi i trudnica.

Sideropeni¢na anemija se razvija postepeno. U poc€etku se manjak Zeljeza nadoknaduje iz
rezervi u organizmu, kada imamo fazu latentne sideropenije sa normalnim vrijednostima
zeljeza u serumu, povecanim vrijednostima transferina i sniZenim vrijednostima feritina u
serumu. Dalje nastaje manifestna sideropenija sa iscrpljenim rezervama Zzeljeza i1 sniZzenim
vrijednostima Zeljeza u serumu. Normalne vrijednosti koncentracije hemoglobina su zbog

anabolickog u¢inka androgena manje u odraslih Zena, nego u muskaraca, a u trudnica su, zbog
8
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povecanog volumena plazme, jo§ dodatno smanjene. Normalne vrijednosti koncentracije
hemoglobina su za muskarce 135-155 g/l, a za Zene 120-140 g/l. Znacajniji hemodinamski
poremecaji se ne javljaju dok koncentracija hemoglobina ne padne ispod 100-110 g/l. Ovakva
anemija moze biti opasna za osobe s dodatnim poremecajima koji smanjuju oksigenaciju tkiva
1 organa, kao S§to su koronarna ili cerebrovaskularna bolest, odnosno kroni¢na opstruktivna
pluéna bolest. Kada koncentracija hemoglobina padne ispod 70-80 g/l znac¢ajni hemodinamski
poremecaji se javljaju u vecine bolesnika. Manjak Zeljeza nastaje uslijed nedovoljnog unosa u
organizam ili prekomjernog gubitka iz organizma. Uzroci nedovoljnog unosa zeljeza su
neodgovarajuca prehrana ili malapsorpcija, a uzroci prekomjernog gubitka kroni¢no krvarenje,
trudnoca, dojenje, intravaskularna hemoliza i infestacija parazitima (Labar i sur., 1998).
Simptomi i znakovi svake anemije, pa tako i sideropeni¢ne, mogu se podijeliti u tri skupine.
Prvu ¢ine simptomi i znakovi smanjene oksigenacije tkiva i organa. To su umor, slabost,
zaduha, nepodnoSenje napora, bljedo¢a. Drugu skupinu ¢ine simptomi i znakovi reakcije
organizma na nastali poremecaj, kao S$to su palpitacije, tahikardija, ubrzano disanje,
funkcionalni Sum nad aortom. U trecu skupinu spadaju simptomi i znakovi uzrokovani
poremecajem koji je do anemije doveo, u ovom slucaju manjkom zeljeza. To su glavobolja,
parestezije i zarenje u jeziku. Jacina simptoma slabo korelira s tezinom anemije (Killip 1 sur.,

2007).

1.5.1. Preparati Zeljeza u terapiji sideropeni¢ne anemije

Sideropeni¢nu anemiju treba lijeciti medicinskim pripravcima Zeljeza. Peroralna terapija
je najjednostavniji, najjeftiniji 1 najbezopasniji nacin nadoknade zeljeza. Pripravci za
peroralnu primjenu se mogu podijeliti na one s ionskim zeljezom i organske komplekse
zeljeza (Alleyne 1 sur., 2008). Buduéi se kationi zeljeza apsorbiraju u gornjem dijelu
probavnog trakta i to bolje ako su u dvovalentnom (fero) obliku, treba izbjegavati retard
pripravke i one s trovalentnim (feri) Zeljezom. Apsorpcija dvovalentnog Zeljeza je jednaka bez
obzira radi li se o sulfatu, fumaratu ili kojoj drugoj soli pa lijecenje nacelno treba provoditi
najjednostavnijim 1 najjeftinijim pripravkom. Koliko ¢e primijenjenog Zeljeza bolesnik

apsorbirati ovisi o tezini sideropenije. Anemicni bolesnici apsorbiraju obi¢no 10% Zzeljeza, oni
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s teSkom sideropeni¢nom anemijom 1 do 20%, a bolesnici s latentnom sideropenijom tek 5%
ili manje (Cook, 1994). Apsorpcija dvovalentnog zeljeza je pod malim utjecajem
prehrambenih ¢imbenika. Apsorpcija trovalentnog Zeljeza ovisi o njegovoj topljivosti u
kiselom mediju zeluca (Raja i sur.,, 1987; Wollenberg i Rummel 1987), prisustvu
fero-reduktaze u mukoznim stanicama na povr$ini duodenuma. Prehrana bogata
askorbinskom kiselinom povecava apsorpciju trovalentnog zeljeza, stvarajuci kelate zeljeza
manje molekulske mase (Han i sur., 1995). Bolju apsorpciju i manje nuspojava imaju
pripravei s organskim kompleksima zeljeza. Oni se apsorbiraju posebnim transportnim
mehanizmima, neovisnima o prijenosniku ionskog zeljeza. Njihova apsorpcija prelazi 10% pa
je potrebna dnevna doza elementarnog Zeljeza manja. Buduci da malo Zeljeza ostaje u crijevu,
a 1 ono je Cvrsto vezano u kompleks, gastrointestinalne nuspojave su rjede (Landucci i
Frontespezi, 1987). Zeljezo je dostupno u mnogim dodacima prehrani, u obliku
multivitaminskih ili multimineralnih dodataka. Takvi preparati, posebno oni namijenjeni
zenama, sadrze 15 mg zeljeza, §to ¢ini 100% preporucene dnevne doze. Preparati koji sadrze
samo soli Zeljeza sadrzavaju 1 do 360% preporucene dnevne doze. NajceSce su u obliku Fe
(IIT) sulfata, glukuronata, fumarata i citrata (Murray-Kolbe i Beard, 2010; Manoguerra, 2005).
U Hrvatskoj je primjerice kao lijek registriran zeljezov (III) kompleks s polimaltozom za

oralnu te s izomaltozidom za intravensku primjenu (http://www.halmed.hr/). Visoke doze

zeljeza u obliku dodataka prehrani mogu uzrokovati gastrointestinalne probleme poput

mucnine i opstipacije (Institute of Medicine, 2001).

1.6. Analiticke metode

1.6.1. UV-Vis spektroskopija

Spektrofotometrija u vidljivom i ultraljubi¢astom dijelu spektra (UV-Vis) primjenjuje se
u identifikaciji, ispitivanju Cistoce i odredivanju sadrZaja aktivnih i pomo¢nih ljekovitih tvari.
Nacelo UV-Vis metode je molekulska apsorpcijska spektrofotometrija. Temelji se na
mjerenju koli¢ine apsorbiranje svjetlosti u ultraljubicastom (190-380 nm) 1 vidljivom

podrucju (380-800 nm). Apsorpcijom svjetlosti odredene valne duljine dolazi do prijelaza
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elektrona iz osnovnog u jednu od vibracijskih i rotacijskih razina pobudenog elektronskog
energijskog stanja. Primjena UV-Vis spektrofotometrije u kvalitativnoj analizi lijekova
temelji se na Cinjenici da energija osnovnog i pobudenog stanja elektrona ovisi o strukturi
molekule. Valna duljina pri kojoj molekula apsorbira ovisi o jakosti kojom su vezani njezini
elektroni u nezasi¢enim funkcionalnim skupinama koje apsorbiraju u ultraljubiastom 1
vidljivom podrué¢ju. Spektar se dobiva kontinuiranim mijenjanjem valne duljine u podrucju od
200 nm do 400 nm za ultraljubicasto, odnosno od 400 nm do 800 nm za vidljivo podrugje, te
usporednim biljeZenjem intenziteta izlazne zrake. Takav ¢e spektar imati jedan ili vise
apsorpcijskih maksimuma koji odgovaraju pojedinim prijelazima elektrona u pobudeno stanje

(Nigovi¢ i sur., 2014).

1.6.2. Atomska apsorpcijska spektroskopija

Atomska spektroskopija (AAS) koristi se u analizi metala i metaloida. Temelj atomske
apsorpcijske spektroskopije je pobuda elektrona u vanjskoj ljusci metalnog atoma tj. prijelaz
slobodnog atoma u viSe energetsko stanje, na primjer apsorpcijom toplinske energije ili
energije zraCenja. Energetske razlike ovih prijelaza su odredene atomskom strukturom
elementa buduci da je energija emitiranog ili apsorbiranog fotona karakteristi¢na za element.
Kako svaka vrsta atoma moZe postojati samo u stanjima definirane energije atomi mogu
apsorbirati fotone definirane energije odnosno valne duljine. To znaci da apsorbirani mogu
biti samo fotoni onih valnih duljina koje odgovaraju linijama atomskog apsorpcijskog spektra
elementa. U plamenoj AAS plamen je apsorbiraju¢i medij, jer sadrzi neutralne atome u
osnovnom energetskom stanju. Koncentracija elemenata u ispitivanoj tvari odredi se
mjerenjem intenziteta apsorpcije zracenja pri odredenoj valnoj duljini koja je karakteristi¢na
za ispitivani element. Koli¢ina apsorbiranog zracenja je proporcionalna broju slobodnih atoma

u plamenu (Watson, 1999).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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U lije€enju 1 preventivi sideropeni¢ne anemije koriste se soli zeljeza u koncentraciji koja
nekoliko puta premaSuje preporu¢enu dnevnu dozu. Ovisno o obliku soli, te pri
koncentracijama ve¢im od preporucene dnevne doze, Zeljezo mozZe izazvati mucnine i
opstipacije. Pri tako visokim koncentracijama zeljeza dolazi do proizvodnje slobodnih
radikala te nastanka oksidativnog stresa i njegovog Stetnog ucinka. Otkad je CovjeCanstva,
biljne droge i njihove iscrpine, primjenjuju se u terapiji razlicitih vrsta bolesti. Pekmez od
autohtone sorte jabuke samoniklice tradicionalno se, na bosansko-hercegovackim prostorima,
koristi kao dodatak prehrani u lijecenju sideropeni¢ne anemije. Cilj ovog rada je ispitati
opravdanost dugogodis$nje tradicije primjene pekmeza u zdravstvene svrhe. Ovim radom
ispitana su dva uzorka, pekmez i sok, od iste sorte jabuke, samoniklice da bi se usporedio
njihov sastav i1 utvrdila potencijalna primjena u terapiji nedostatka Zeljeza. Atomskom
apsorpcijskom spektroskopijom odredena je koli¢ina zeljeza dok je ukupna koli¢ina Secera
odredena spektrofotometrijski. Kako visoke koncentracije Zeljeza i Secera koji se nalazi u
pripraveima mogu uzrokovati stanje oksidativnog stresa, utvrdena je koncentracija fenolnih
antioksidansa u njima. Ispitana je ovisnost izmedu koli¢ine tih spojeva i antioksidativnog
djelovanja. Antioksidativna aktivnost je ispitivana pomocu dvije razli¢ite metode: reakcijom s
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) slobodnim radikalom 1 ispitivanjem kelacijske aktivnosti,
te usporedena s aktivnostima butiliranog hidroksianisola (BHA), kvercetina i
etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA). Veliki problem prilikom uzgoja voca i povréa u
okolici industrijskih gradova je prisutnost teskih metala u tlu koji mogu pre¢i u hranu. Stoga

je uuzorcima odredena koli¢ina teskih 1 ostalih metala.
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3.1. MATERIJAL ZA ISPITIVANJE

3.1.1. Biljni materijal

Materijal za ispitivanje se sastojao od svjezih plodova jabuke samoniklice Malus
domestica, Borkh. Rosaceae ubranih na podrué¢ju Tuzle (BiH) i pekmeza dobivenim
ukuhavanjem soka. Kako bi se olakSalo izvodenje kemijskih pokusa pekmez je razrijeden

deset puta.

3.1.2. Kemikalije

Za ispitivanja su koriStene sljedece kemikalije: destilirana voda, kloroform, metanol;
natrijev karbonat, Folin-Ciocalteauov reagens, sulfatna kiselina aluminijev klorid heksahidrat,
natrijev hidroksid, ferozin, fenol kvercetin dihidrat, terz-butil-4-hidroksianisol (BHA),
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), nitrit-molibdat, kloridna kiselina, Zeljezov (II) sulfat
heptahidrat, galna kiselina monohidrat, kalij bromat, kalij bromid, kloridna kiselina, natrij
borhidrid, natrij hidroksid, Sve kemikalije su bile p.a. Cisto¢e. Standardna otopina Zive bila je
koncentracije oko 1000 mg/L s iskazanom mjeriteljskom sljedivos¢u do SI jedinica i mjernom

nesigurnoscu za Cisto¢u u 0.5 mol/L HNO;.

3.1.3. Uredaji

U ispitivanjima su koriSteni sljede¢i uredaji: precizna vaga (Sartorius GM 312,
Njemacka), spektrofotometar (Perkin-Elmer, SAD), ultrazvu¢na kupelj (Sonorex digital 10P,
Bandelin eletronic, Njemacka), vodena kupelj (INKO, Hrvatska), rotavapor (Biichi,
Njemacka), UV/VIS Perkin Elmer Lambda 25 Spektrofotometar, The ELAN® DRC-e
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, Atomic Absorption Spectrometer FIMS
400s Flow Injection Mercury System, Thermo Scientific Solaar iCE™ 3500 Atomic

Absorption Spectrometer.
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3.2. METODE ISPITIVANJA

3.2.1. Priprema soka

Jabuke su, neoguljene, oprane i samljevene u multipraktiku te ru¢no ocijedene. Dobiveni

sok je filtriran preko vate i takav koriSten u ispitivanju.

3.2.2. Odredivanje suhe tvari u uzorcima

Koli¢ina suhe tvari odredena je prema Opc¢em propisu Farmakopeje (Eur. Ph. V). Na
vodenoj kupelji je 1,7 ml ekstrakta uparen do suha, a ostatak osuSen u suSioniku na
100-105 °C 3 sata. Suhi ostaci su ohladeni u eksikatoru 2 sata i odvagnuti. Rezultat je izrazen

kao maseni udio.

3.2.3. Odredivanje ukupnih polifenola

Odredivanje polifenolnih spojeva u ekstraktima radeno je prema modificiranom propisu
po Singletonu (Singleton i sur., 1999). Sok i otpina pekmeza su otpipetirani u epruvetu te je
dodana voda do volumena od 1 ml. Zatim je u epruvetu dodano 1 ml Folin-Ciocaltau reagensa
(prethodno razrijedenog s vodom u omjeru 1:3) te 1 ml 10 %-tne otopine natrijevog karbonata.
Nakon jednosatne inkubacije na sobnoj temperaturi izmjerena je apsorbancija na 760 nm uz
slijepu probu koja je umjesto uzorka sadrzavala vodu. Koli¢ina ukupnih polifenola odredena

je pomocu bazdarnog pravca galne kiseline.

3.2.4. Odredivanje flavonoida

Sadrzaj flavonoida je odreden prema modificiranom literaturnom propisu Kumazava i
suradnika (Kumazava i sur., 2004; Woisky i1 Salatinno 1998). Sok i otopina pekmeza su

otpipetirani u epruvetu te je dodan metanol do volumena od 2,4 ml. Na kraju je dodano 1,2 ml
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0,2 % otopine AICIl; u metanolu. Uzorci su stajali na tamnom mjestu 1 sat, a potom im je
izmjerena apsorbancija na 420 nm. Za svaki uzorak pripremljena je i slijepa proba koja
umjesto uzorka sadrZavala metanol. SadrZaj flavonoida odreden je pomoc¢u bazdarnog pravca

kvercetina dihidrata.

3.2.5. Odredivanje fenolnih kiselina

Sadrzaj fenolnih kiselina odreden je prema opéem propisu Farmakopeje (Eur. Ph. V).
Sok i otpina pekmeza su otpipetirani u epruvetu te dodana voda do volumena od 1 ml. Zatim
su redom dodani reagensi: 0,5 ml 0.5 M kloridne kiseline, 0,5 ml nitrit-molbidatnog reagensa
(2,5 g natrijevog nitrita 1 2,5 g natrijevog molbidata otopljeno je u 25 ml vode) te 0,5 ml
8,5 %-tne otopine natrijeva hidroksida. Slijepa proba za svaki uzorak napravljena je tako da je
1 ml uzorka razrijedeno destiliranom vodom do 2,5 ml. Apsorbancija ispitivane otopine
izmjerena je odmah na 505 nm. Maseni udio derivata hidroksicimetne kiseline izrazen kao

ruzmarinska kiselina izracunat je prema izrazu:

W (mg/g)=Ax25/m
gdje je:
-A apsorbancija ispitivane otopine na 505 nm

-m masa droge (g)

3.2.6. Odredivanje antiradikalne aktivnosti

Ispitivanje je provedeno prema modificiranom literaturnom propisu (Yen i Chen, 1995).
Priredene su metanolna otopina BHA koncentracije 0,2 mg/ml i svjeZza metanolna otopina
DPPH koncentracije 0,2 mg/ml. Sok i otpina pekmeza su otpipetirani u epruvetu te je dodan
metanol do volumena od 2,6 ml. Dodano je 1,4 ml otopine DPPH, te je nakon trideset minuta
c¢uvanja na tamnom mjestu izmjerena apsorbancija na 545 nm. Kao negativna kontrola
koriStena je smjesa metanola i DPPH, a pozitivna kontrola su bili BHA 1 askorbinska kiselina.

Slijepa proba je bio metanol. Mo¢ hvatanja slobodnih radikala (Radical scavenging activity,
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RSA) izracunata je kao omjer smanjenja apsorbancije otopine DPPH nakon dodatka otopine

uzoraka i apsorbancije otopine DPPH kojoj nije dodana otopina uzorka, prema formuli:

RSA = (1 - Au/4p) x 100
gdje je:
-Au apsorbancija otopine DPPH nakon dodatka otopine uzorka

-Ap opsorbancija otopine DPPH kojoj nije dodana otopina uzorka (kontrola)

3.2.7. Odredivanje kelirajuce aktivnosti

Odredivanje je izvrSeno prema modificiranom literaturnom propisu (Decker i Welch,
1990). Sok i otpina pekmeza su otpipetirani u epruvetu te dodan metanol do volumena od 1,3
ml. Dodano je 1,5 ml metanolne otopine FeSO4 koncentracije 0,25 mmol/l. Sve je dobro
promijesano. Nakon pet minuta inkubacije reakcija je pokrenuta dodatkom 500 pl vodene
otopine ferozina koncentracije 1 mmol/l. Otopine su snazno promijeSane. Nakon deset minuta
stajanja na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi izmjerena je apsorbancija na 562 nm.
Negativna kontrola sadrZavala je sve osim otopine uzorka. Umjesto njega dodan je metanol
do ukupnog volumena 3,3 ml. Kao pozitivna kontrola koriStene su je otopine EDTA i

kvercetina. Keliraju¢a aktivnost (KA) izraZzena je u postotcima inhibicije:

gdje je:
- Ao apsorbancija negativne kontrole

- A1 apsorbancija u prisutnosti uzorka
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3.2.8. Odredivanje ukupnih Seéera

Ukupni Seceri su odredeni prema modificiranom literaturnom propisu (Dubois 1 sur.,
1956). Priredene su otopine oba uzorka u koncentraciji 0,1 mg/ml. U 2 mL tako pripremljenih
otopina dodano je 1 ml 5%-tnog fenola i 5 ml koncentrirane sulfatne kiseline. Uzorci su prvo
stavljeni 10 minuta na sobnu temperaturu, a zatim 15 minuta na vodenu kupelj temperature
30°C, te se koli¢ina ukupnih Secera odredila spektroskopski, mjerenjem apsorbancije na 485

nm. Sadrzaj ukupnih Secéera je odreden pomocu bazdarnog pravca otopine glukoze 50 pg/ml.

3.2.9. Odredivanje koncentracije Fe?" iona

Odredivanje je izvrSeno prema modificiranom literaturnom propisu (Decker i Welch, 1990).
Sok 1 otpina pekmeza (3 ml) otpipetirani su u epruvetu te dodano 500 pl vodene otopine
ferozina koncentracije 1 mmol/l. Otopine su snazno promijesane. Nakon deset minuta stajanja
na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi izmjerena je apsorbancija na 562 nm u odnosu na
slijepu probu koja nije sadrzavala ferozin. Koncentracija Fe?* iona je odredena iz bazdarnog

pravca za FeSOa.

3.2.10. Odredivanje teSkih metala

Odredena je koli¢ina esencijalnih teSkih metala: bakar, krom 1 Zeljezo, te koli¢ina
neesencijalnih: Ziva, arsen, kadmij u uzorku soka, u koncentraciji 0,961 g u 50 ml, i uzorku
pekmeza koncntracije 0,904 g u 50 ml. Olovo, kadmij, arsen, krom 1 aluminij odredeni su
ICP-MS (induktivno spregnuta plazma s masenim detektorom) tehnikom, Ziva je odredena
hidridnom tehnikom (tehnika hladnih para), bakar, cink i Zeljezo plamenom tehnikom. Uzorci
su oslobodeni od matriksa mikrovalnom digestijom uzorka u zatvorenom sustavu pri visokom
tlaku. Koncentracije metala odredene su iz baZzdarnih pravaca pomocu otopina metala poznate
koncentracije.

Tehnika hladnih para se primjenjuje za odredivanje zive u razli¢itim uzorcima. Volumen

zive uzet za analizu je 500 pl. Apsorbancija se mjeri na valnoj duljini 253,7 nm.
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Atomska apsorpcijaska plamena tehnika za odredivanje Zzeljeza, bakra i cinka uz
primjenu odgovorajuc¢e lampe za svaki metal. Mjeri se apsorbancija na 248,3 nm. Volumeni
uzoraka se kontinuirano aspiriraju.

Induktivno spregnuta plazma s masenim detektorom se primjenjuje za kvalitativno i
kvantitativno odredivanje tragova elemenata u razlicitim plinovitim i teku¢im uzorcima. Prije
pristupanja mjernju radi se dnevna provjera rada instrumenta. U dnevnoj provjeri parametara s
otopinom u kojoj se nalazi 10 pgl! Mg, In i U moraju se posti¢i preporuéene vrijednosti od
strane proizvodaca. Linearnost metode na ICP-MS-u ispitana je mjerenjem koncentracije
kalibracijskih otopina pet koncentracijskih nivoa. Iz dobivenih rezultata se odredi jednadzba

pravca i koficijent korelacije.

3.2.10. Statisticka obrada podataka

Sva odredivanja su radena u triplikatu, a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SD). Sadrzaj aktivnih tvari 1 antioksidativna aktivnost izrazen je prema

koli¢ini suhe tvari u uzorku.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
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4.1. Odredivanje suhe tvari u uzorcima
Koli¢ina suhe tvari u ispitivanim uzorcima prikazana je u Tablici 1. Iz dobivenih rezultata
moze se uociti da je koli¢ina suhe tvari u pekmezu znatno veca $to je s obzirom na nacin

pripreme uzoraka i o¢ekivano. Pekmez je dobiven visSestrukim ukoncentriravanjem soka.

Tablica 1. Koli¢ina suhe tvari u uzorcima soka i pekmeza.

Suha tvar (g/mL)
Sok Pekmez
0.167 0.676

4.2. Odredivanje ukupnih polifenola

Ukupni polifenoli u ekstraktima odredeni su pomocu Folin-Ciocalteu reagensa koji s
reduciraju¢im fenolnim spojevima stvara kromogene spojeve €iji se intenzitet obojenja moze
mjeriti spektrofotometrijski. Iako kemijska struktura Folin-Ciocalteu reagensa nije potpuno
razjaSnjena, pretpostavlja se da se sastoji od fosfomolibdenskih i fosfovolframskih heteropoli
kiselina koje su zute boje. Prisustvom fenola u bazicnom reakcijskom mediju dolazi do

redukcije molibdena te nastaje Mo-W kompleks koji oboji reakcijsku smjesu u plavo.

Mo (VI) (zuta boja) +e= — Mo (V) (plava boja)

Intezitet nastalog obojenja mjeri se spektrofotometrijski na valnoj duljini 720 nm (Huang i

sur., 2005). Koli¢ina ukupnih fenola prisutnih u ekstraktima je prikazana na Grafu 1.
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Sok Pekmez

Graf 1. Koli¢ina ukupnih polifenola u uzorcima (srednja vrijednost tri mjerenja += SD).

Iz Grafa 1 moZe se uociti da oba uzorka, i sok i pekmez, sadrze relativno male koli¢ine
polifenola, te da ih u pekmezu ima u trostruko vecoj koncentraciji. To vodi do zakljucka da se
dio glikozidnih veza hidrolizira prilikom zagrijavanja pri ¢emu se oslobadaju i1 fenolne

skupine ¢ime postaju dostupne za reakciju s Folin-Ciocalteu reagensom.

4.3. Odredivanje flavonoida

Odredivanje se temelji na reakciji flavona i flavonola s aluminijevim ionima iz reakcijske
smjese pri cemu dolazi do formiranja kelata i obojenja reakcijske smjese u Zuto Sto se moze

pratit mjerenjem apsorbancije na 420 nm. Ukupna koli¢ina flavonoida je prikazana na Grafu

2.
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Sok Pekmez

Graf 2. Koli¢ina ukupnih flavonoida u uzorcima (srednja vrijednost tri mjerenja = SD).

Iz Grafa 2 je vidljivo da uzorak soka sadrzi viSe flavonoida nego uzorak pekmeza $to nije u
skladu s koli¢inom ukupnih polifenola. Razlog tome je bi mogla biti oksidativna razgradnja
reaktivnih flavonoida pri poviSenoj temperaturi. Uzorak pekmeza ima malu koli¢inu
flavonoida iako su imali ve¢u koli¢inu ukupnih polifenola. O¢ito se u ovom uzorku radi o

drugacijoj vrsti polifenolnih spojeva.

4.4. Odredivanje fenolnih kiselina

U biljnim drogama su od fenolnih kiselina najzastupljenije hidroksicimetne kisline (C6-C3)
koje se medusobno razlikuju prema hidroksilaciji i metilaciji aromatskog prstena. Odredivanje
ovih spojeva se temelji na prisutnosti o-dihidroksifenolne skupine u strukturi hidoksicimetnih
derivata koji s nitrit-molibdat reagensom daju Zuto obojene komplekse. Zaluzivanjem otopine
s NaOH, Zuta boja prelazi u narancastocrvenu 1 tad se apsorbancija mjeri na 505 nm. SadrZaj

ukupnih hidroksicimetnih derivata, izrazen kao ruzmarinska kiselina, izrauna se pomocu

specifi¢ne apsorbancije koja za ruzmarinsku kiselinu iznosi 400 (www.pharma.hr).
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Graf 3. Koli¢ina fenolnih kiselina u uzorcima (srednja vrijednost tri mjerenja + SD).

Iz Grafa 3 je vidljivo da vecu koli¢inu ekstrahiranih fenolnih kiselina ima pekmez §to je s
obzirom na rezulatate ukupnih polifenola i ocekivano, budu¢i pekmez ima vecu koli¢inu
ukupnih polifenola. Takav rezultat ukazuje i na to da veéinu polifenola u uzorcima

samoniklice ¢ine derivati fenolnih kiselina.

4.5. Odredivanje antiradikalne aktivnosti

U odredivanju je koristen slobodni radikal DPPH koji je vrlo pogodan za in vitro ispitivanja
antiradikalne aktivnosti. Metoda se temelji na redukciji stabilnog DPPH radikala u prisustvu
antioksidansa. Za razliku od hidroksilnog radikala i superoksid aniona, na njega ne utjecu
sporedne reakcije, poput kelacije metalnih iona i1 enzimske inhibicije. SvjeZe pripremljena
otopina DPPH ima intenzivnu ljubicastu boju s apsorpcijskim maksimumom na 517 nm.
Antioksidansi koji ulaze u reakciju s DPPH doniraju vodik ili elektron i pri tome ga prevode u
bezbojni produkt 2,2-difenil-1-hidrazin ili slicne supstituirane hidrazine. Pri tome is¢ezava
intenzivna ljubiCasta boja, Sto dovodi do pada apsorbancije na 517 nm. Ve¢i pad apsorbancije
odgovara vecoj antiradikalnoj aktivnosti (Amarowicz i sur., 2004). Rezultati ovog odredivanja
u Grafu 4 prikazani su kao ECsy, a to je vrijednost koja oznacava koli¢inu ekstrakta koja hvata
50 % slobodnih DPPH radikala prisutnih u otopini. Dakle, antiradikalno djelovanje ekstrakta

je bolje sto je ECso vrijednost manja.
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Graf 4. Antiradikalna aktivnost uzoraka u usporedbi s BHA kao standardom (srednja

vrijednost tri mjerenja £+ SD).

Prema rezulataima prikazanim u Grafu 4 uzorak jabukovog soka je pokazao je vecu
antiradikalnu aktivnost u usporedbi s pekmezom. Takav rezultat bi mogao ukazivati na to da
se antiradikalna aktivnost temelji na prisustvu flavonoida, budué¢i da uzorak soka imao vecu
koli¢inu flavonoida nego polifenola. Ipak 1 pekemz i sok bili su znatno slabije djelotvorni od

standardnih antioksidansa, BHA i askorbinske kiseline.

4.6. Odredivanje kelirajuée aktivnosti

Kod ispitivanja keliraju¢e aktivnosti ekstrakata dolazi do keliranja iona Fe?* iz kompleksa s
ferozinom u otopini u kompleks s biljnim kelatorom koji ne apsorbira na 562 nm. Sposobnost
kelacije izrazava se u postocima smanjenja apsorbancije u odnosu na negativnu kontrolu koja
sadrzi sve osim ekstrakta i stoga ima maksimalnu apsorbanciju jer je sav Fe?" uSao u
kompleks s ferozinom. Kao pozitivna kontrola kori$tena je EDTA koji je jak kelator Fe** i
kvercetin, koji je malo slabiji kelator. Rezultati odredivanja keliraju¢e aktivnosti prikazani su
na Grafu 5. kao ECso vrijednost, a to je koncentracija koja izaziva uklanjanje 50 % Fe?" iona
iz kompleksa s ferozinom, odnosno uzrokuje smanjenje apsorbancije otopine za pola. Stoga,

Sto je ECso manja ekstrakt je bolji kelator Fe*" iona.
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Graf 5. Keliraju¢a aktivnost ekstrakata u usporedbi s EDTA 1 kvercetinom kao standardima

(srednja vrijednost tri mjerenja + SD).

Iz Grafa 5 vidljivo je da oba uzorka pokazuju znatno manju sposobnost keliranja, narocito
uzorak soka, u usporedbi sa standardima koriStenim u ovom radu, kvercetinom i EDTA. Ova
reakcija je osjetljiva na prisutnost iona zeljeza u uzorku na nacin da se aktivnost uzorka

prividno smanjuje povecanjem koli¢ine fero iona u njemu.
4.7. Odredivanje ukupnih Secera
Odredivanje se temelji na reakciji slobodne reducirajuce skupine Secera s fenolom 1 sulfatnom

kiselinom te obojenju reakcijske smjese u Zuto-narancasto S§to se moze pratiti mjerenjem

apsorbancije na 485 nm. Reakcija je osjetljiva a boja je stabilna.

W(mg/g)
8
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Graf 6. Koli¢ina Secera u uzorcima (srednja vrijednost tri mjerenja + SD).
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Iz Grafa 6 se moZe uociti da je koli¢ina Secera neSto vec¢a u uzorku soka u usporedbi sa
uzorkom pekmeza. To dovodi do zakljucka da je prilikom ukuhavanja pekmeza u bakrenoj

posudi doslo do oksidacije i razgradnje glukoze pri poviSenoj temperaturi.
4.8. Odredivanje koncentracije Fe?" iona
Odredivanje se temelji na keliranju dvovalentnog Zeljeza pri ¢emu nastaje kompleks s

ferozinom. Rezultati su prikazani na Grafu 7. U ovoj reakciji moZe reagirati samo zZeljezo koje

se ne nalazi u kompleksima koji ga vezu jace od ferozina.
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Graf 7. Koli¢ina iona dvovalentnog Zeljeza u uzorcima (srednja vrijednost tri mjerenja + SD).

Iz grafa 7 je razvidno da je koli¢ina slobodnog dvovalentnog zeljeza u suhoj tvari pekmeza
znatno veca nego u soku. Moguce je da neki od snaznih kelatora Zeljeza u soku prilikom

ukuhavanja gube keliraju¢a svojstva pri ¢emu ono postaje dostupno za reakciju s ferozinom.

4.9. Odredivanje teskih metala

Tehnika hladnih para zasniva se na osobini zive da ima jako visok napon pare na sobnoj
temperaturi te da je stabilna. Jednovalentna i1 organska Ziva se oksidiraju u dvovalnetnu zivu s
KBrO;s i KBr. Pomoc¢u natrij-borhidirida u kiseloj sredini se reducira u elementarni oblik.
Odredivanje koncentracije bakra, cinka i1 Zeljeza u uzorcima pekmeza i soka temelje se na

mjerenju intenziteta apsorpcije zracenja pri valnoj duljini koja je karakteristicna za ispitivani
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element. Koli¢ina apsorbiranog zracenja proporcionalna je broju slobodnih atoma u plamenu.
ICP-MS kombinira izvor visoke temperature s masenim spektrometrom. Dolazi do ionizacije
atoma ispitivanih elemenata koji se dalje razdvajaju 1 detektiraju masenim spektrofotometrom

na osnovu masa njihovih iona.

Tablica 2. Koli¢ina Zeljeza i ostalih teskih metala dobivena atomskom apsorpcijskom
spektroskopijom u uzorku soka i pekmeza 1 najviSa dopuStena koli¢inom teskih metala u

voénim sokovima.

) . Najvisa dopustena koli¢ina teskih
Metali  Koli¢ina (mg kg™) . i |
metala u voénim sokovima (mg kg™') *

sok pekmez
Fe 9,42 7,30 15,0
Cd <0,01 <0,01 0,03
As  <0,03 <0,03 0,20
Hg <0,01 <0,01 0,02
Cr <0,1 <0,1 n.p.
Al 11,6 14,4 n.p.
Cu <0,1 <0,1 5,0
Pb 0,08 0,10 0,05

*Prema (Narodne Novine, 2005); n.p. — nije propisano

U Tablici 2 usporedena je koli¢ina zeljeza i ostalih teSkih metala dobivena atomskom
apsorcijskom spektroskopijom u uzorku soka i pekmeza s najviSe dopustenom koli¢inom
teSkih metala u voénim sokovima (Narodne Novine, 2005). Dobiveni rezultati analize
sadrzaja teSkih metala u oba uzorka ukazuju na ¢injenicu da koli¢ine olova znatno premasuju
dozvoljenu koli¢inu. Moguée objasnjenje ovako visokim koli¢inama ovog teskog metala u
plodu jabuke je industrijsko zagadenje vode, tla i zraka. Budu¢i su teSki metali veoma
postojani, cjelokupan iznos njihovih emisija iz prirode i tehnoloskih aktivnosti ¢ovjeka
dospijeva u tlo i vodu. Olovo u tim koli¢inama dovodi do negativnog uc¢inka na krvoZzilni,
imunoloski sustav te bubrege. Posebice se akumulira u kostima. Prilikom trudnoce i dojenja
povecava se mobilnost iz kostiju, koje onda kroz placentu i maj¢ino mlijeko prelazi na

nerodeno dijete odnosno dojence. Uzrokuje oSte¢enja nervnog sustava, posebice kod fetusa i
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male djece (Vasi¢-Racki, 2010). Tradicionalno se dnevno uzima jedna juSna Zlica, 15 ml,
pekmeza na taste, ¢ime se unosi 0,11 mg zeljeza. To je znatno manje od preporucene dnevne
doze od 18 mg/dan, te u toj koli¢ini unos pekmeza ne zadovoljava dnevne potrebe za
zeljezom, narocito u lije¢enju sideropeni¢ne anemije. Uzorak soka sadrzi nesto vecu koli¢inu
zeljeza, ali takoder, znatno manju od preporucene dnevne doze.

Novija istrazivanja predvidaju dnevni unos kroma u koli¢ini 0,025-0,2 mg/dan.
Zajednicki FAO/WHO ekspertni odbor za aditive u hrani (JEC-FA) utvrdio je vrijednost
provizornog toleriranog tjednog unosa (PTWI) od 1 mg/kg tjelesne mase, koja predstavlja
ukupni unos aluminija (Gali¢, 2010). Iz dobivenih vrijednosti za koli¢inu aluminija i kroma te
u usporedbi s ovim vrijednostima, mozemo zakljuciti da su koli¢ine ovih teSkih metala u
ispitivanim uzorcima, te preracunato na koli¢inu dnevnog unosa, ispod toleriranih vrijednosti

te ne predstavljaju opasnost za zdravlje.
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5. ZAKLJUCAK
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Iz dobivenih rezultata moZzemo zakljuciti da ispitivani uzorci pekmeza i soka sadrze vrlo
male koli¢ine ukupnih polifenola, flavonoida i fenolnih kiselina zaduzenih za antioksidativno
1 keliraju¢e djelovanje. Koli¢ina polifenola u pekmezu je trostruko veca, dok je koliina
flavonoida veca u uzorku soka $to ukazuje na negativan utjecaj temperature i mogucéu
oksidativnu razgradnju flavonoida. U skladu s dobivenim vrijednostima dokazana je i slaba
antioksidativna aktivnost pri ¢emu je aktivnost soka bila nesto vec¢a od one pekmeza. Koli¢ina
zeljeza u uzorku pekmeza, preradunata s obzirom na dnevni unos, je znatno manja od
preporucene dnevne doze od 18 mg/dan, te u toj koli¢ini ne zadovoljava dnevne potrebe za
zeljezom, narocito, u lijeCenju sideropeni¢ne anemije. Koli¢ina olova u uzorcima premasuje
zakonom propisanu koli¢inu. Koli¢ine ostalih ispitivanih teskih metala u granicama
propisanima zakonom. Rezultati dobiveni u okviru ovog rada ukazuju na to da tradicija
primjene pekmeza od jabuka samoniklica u prevenciji i terapiji anemije, nije opravdana, a s

obzirom na koli¢inu olova u uzorcima mogla bi imati i Stetne posljedice.
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Pekmez od autohtone sorte jabuke samoniklice tradiocionalno se na
bosansko-hercegovackim prostorima koristi za jacanje organizma, podizanje imuniteta te kao
prirodno sredstvo u lije€enju sideropeni¢ne anemije, narocito u trudnodi. lako su sok i pekmez
potencijalno bogati Zeljezom i fenolnim antioksidansima, visoka koli¢ina Zeljeza i Secera u
njima moze biti povezana s oksidativnim stresom a plod jabuke moze biti oneciS¢en teSkim
metalima iz okoli$a. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati opravdanost primjene soka i pekmeza
jabuke samoniklice u prevenciji 1 terapiji sideropeni¢ne anemije te procijeniti korist i rizike
koje takva primjena moze donijeti. Za tu svrhu spektrofotometrijski je odreden sastav fenolnih
antioksidansa, antiradikalna 1 kelirajuca aktivnost uzoraka te koli¢ina Secera, dok je atomskom
apsorpcijskom spektroskopijom odredena koli¢ina zeljeza i teSkih metala. Utvrdeno je da
ispitivani uzorci pekmeza i soka sadrze relativno male koli¢ine fenolnih antioksidansa, te
relativno slabu antiradikalnu i kelirajucu aktivnost. Koli¢ina Zeljeza u 15 ml pekmeza, koliko
se tradicionalno uzima, je znatno manja od preporucene dnevne doze od 18 mg/dan. Nadalje,
pronadeno je da koli¢ina olova odstupa od zakonom propisanih vrijednosti §to moze imati
negativne uc¢inke na organizam, narocito u trudno¢i i dojenju. Rezultati rada upucuju na to da

uporaba pekmeza od samoniklice u prevenciji i terapiji sideropani¢ne anemije nije opravdana.

39



Jam of indigenous varieties of samoniklica apple is traditionally used in Bosnia and
Herzegovina for strengthening the body, improving immunity and as a natural remedy for the
treatment of iron deficiency, especially in pregnancy. Although juice and jam are potentially
rich in iron and phenolic antioxidants, a high amount of iron and sugar in them may be
associated with oxidative stress. Furthermore, apples could be contaminated with heavy
metals from the environment. Therefore, the aim of this study was to examine the justifiability
of juice and apple jam use in the prevention and treatment of iron deficiency anemia, and
assess the benefits and risks of such an application. For this purpose, the composition of
phenolic antioxidants, antiradical and chelating activity of the samples as well as the amount
of sugar, were determined spectrophotometrically, while the atomic absorption spectroscopy
was used to assess the quantity of iron and heavy metals. It was found that the tested samples
contain relatively small amounts of phenolic antioxidants, and show relatively weak
antiradical and chelating activity. The amount of iron in 15 ml of jam, which is traditionally
taken for iron deficiency, contains much lower dose of iron than the recommended daily dose
of 18 mg/day. Furthermore it was found that the lead content deviates from the value
prescribed by law, which can have negative effects on the organism, especially in pregnancy
and lactation. The results demonstrate that the use of samoniklica jam in the prevention and

treatment of iron deficiency anemia is not justified.
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Samoniklica predstavlja autohtonu bosanskohercegovacku sortu jabuke. Pekmez od jabuke
samoniklice, tradicionalno se na bosansko-hercegovackim prostorima, koristi kao dodatak prehrani
za jaCanje organizma i imuniteta te u lijeCenju sideropeni¢ne anemije. Iako su sok i pekmez
potencijalno bogati zeljezom i fenolnim antioksidansima, visoka koli¢ina Zeljeza i Secera u njima
moze biti povezana s oksidativnim stresom a plod jabuke moze biti onecis¢en teskim metalima iz
okoliSa. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati opravdanost primjene soka i1 pekmeza jabuke
samoniklice u prevenciji i terapiji sideropeni¢ne anemije te procijeniti korist i rizike koje takva
primjena moze donijeti. Za tu svrhu spektrofotometrijski je odreden sastav fenolnih antioksidansa,
antiradikalna i keliraju¢a aktivnost uzoraka te koliCina Secera. Antioksidativna aktivnost je
ispitivana pomocu dvije razli¢ite metode: reakcijom s 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
slobodnim radikalom, i ispitivanjem kelacijske aktivnosti, te usporedena s aktivnostima butiliranog
hidroksianisola (BHA), kvercetina i etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA). Atomskom
apsorpcijskom spektroskopijom odredena je kolic¢ina zeljeza i teskih metala. Utvrdeno je da
ispitivani uzorci pekmeza i soka sadrze relativno male koli¢ine fenolnih antioksidansa, te relativno
slabu antiradikalnu i keliraju¢u aktivnost. Koli¢ina zeljeza u 15 ml pekmeza, koliko se
tradicionalno uzima, je znatno manja od preporuene dnevne doze od 18 mg/dan. Nadalje,
pronadeno je da koli¢ina olova odstupa od zakonom propisanih vrijednosti §to moze imati
negativne ucinke na organizam, naro€ito u trudnoc¢i i dojenju. Rezultati rada upucuju na to da
uporaba pekmeza od samoniklice u prevenciji i terapiji sideropani¢ne anemije nije opravdana.
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DETERMINATION AND COMPARSION ANTIOXIDANT ACTIVITY AND IRON
CONTENT IN THE JUICE AND JAM OF SAMONIKLICA APPLE FRUIT

Mirjana Amidzi¢
SUMMARY

Samoniklica represnts an indigenous bosnian-herzegovinian variety of apple. Jam of
indigenous varieties of samoniklica apple is traditionally used in Bosnia and Herzegovina for
strengthening the body, improving immunity and as a natural remedy for the treatment of iron
deficiency, especially in pregnancy. Although juice and jam are potentially rich in iron and
phenolic antioxidants, a high amount of iron and sugar in them may be associated with oxidative
stress. Furthermore, apples could be contaminated with heavy metals from the environment.
Therefore, the aim of this study was to examine the justifiability of juice and apple jam use in the
prevention and treatment of iron deficiency anemia, and assess the benefits and risks of such an
application. For this purpose, the composition of phenolic antioxidants, antiradical and chelating
activity of the samples as well as the amount of sugar, were determined
spectrophotometrically.The antioxidant activity was assayed using two different methods: by
reaction with 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical chelating activity and
examination, and compared with the activities of butylated hydroxyanisole (BHA), quercetin, and
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The atomic absorption spectroscopy was used to assess
the quantity of iron and heavy metals. It was found that the tested samples contain relatively small
amounts of phenolic antioxidants, and show relatively weak antiradical and chelating activity. The
amount of iron in 15 ml of jam, which is traditionally taken for iron deficiency, contains much
lower dose of iron than the recommended daily dose of 18 mg/day. Furthermore it was found that
the lead content deviates from the value prescribed by law, which can have negative effects on the
organism, especially in pregnancy and lactation. The results demonstrate that the use of
samoniklica jam in the prevention and treatment of iron deficiency anemia is not justified.
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