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SAZETAK

U ovom radu odredivana su antioksidativna svojstva i sadrzaj mikroelemenata plodova duda
Morus alba i Morus nigra, sa podruc¢ja Crne Gore, Mitrovié¢i. Odredivanje antioksidativne
aktivnosti je vrSeno u soku i tropu, a odredivanje mikroelemenata u soku, tropu i ukupnom plodu
bijelog i crnog duda. Spektrofotometrijskim metodama je odreden sadrzaj ukupnih fenola,
flavonoida, antocijana i tanina, a antioksidativni potencijal je odreden DPPH i FRAP testom. Crni
dud, M. nigra je pokazao ve¢i sadrzaj fenolnih jedinjenja (91,1-126,4 mg GAE/100 g), flavonoida
(155,93-160,02 mg QE/100 g), antocijana (0,850-0,922 %), tanina (0,41-0,71 %) u odnosu na bijeli
dud, M. alba (26,91-34,64 mg GAE/100 g; 77,47-91,14 mg QE/100 g; 0,012-0,015 %; 0,235-0,52
%, respektivno). Vecéu antioksidativnost je pokazao crni dud primjenom DPPH testa (0,293-0,437
pg/ml) u odnosu na bijeli dud (12,42-19,88 pg/ml). Takode, veéu antioksidativnu aktivnost
mjerenu FRAP testom pokazuju sok (0,113 umol Fe?*/g) i trop (0,125 umol Fe?*/g) crnog duda u
odnosu na sok (0,0446 pmol Fe?*/g) i trop (0,0392 umol Fe?*/g) bijelog duda. Zbog znacajne
nutritivne vrijednosti plodova bijelog i crnog duda neophodno je odrediti i sadrzaj mikroelemenata.
U ispitivanim uzorcima plodova crnog i bijelog duda odredivani su esencijalni (Fe, Cu, Mn, Zn) i
toksi¢ni elementi (Cd, Pb i Ni) metodom AAS. Najzastupljeniji mikroelement i kod bijelog i kod
crnog duda je bio Fe sa koncentracijom od 31,2-35,71 mg/kg i 33,61-42,10 mg/kg , respektivno.
Zbog moguceg prisustva toksicnih elemenata produZen unos moze da izazove zdravstvene
probleme, te je stoga od velike vaznosti kontrola njihovog sadrzaja. Prisustvo Pb, Cd i Ni nije
detektovano ni u bijelom, ni u crnom dudu. Utvrden je visok stepen korelacije ukupnih fenola,
flavonoida, antocijana i antioksidativne aktivnosti odredene DPPH i FRAP metodama. Najveca
korelacija je dobijena izmedu sadrzaja antocijana i antioksidativne aktivnosti (R?=0,9952) i
flavonoida i antioksidativne aktivnosti (R?=0,9633) odredene FRAP metodom.

Kljucne rijeci: Morus alba, Morus nigra, fenoli, flavonoidi, antocijani, tanini, antioksidativna

aktivnost, spektrofotometrijske metode, AAS, DPPH metoda, FRAP metoda, mikroelementi.



SUMMARY

In this paper, the antioxidant properties and microelement content of Morus alba and Morus nigra
mulberry fruits, from the area of Montenegro, Mitrovici, were determined. Antioxidant activity
was determined in the juice and pulp, and microelements were determined in the juice, pulp and
total fruit of white and black mulberry. The content of total phenols, flavonoids, anthocyanins and
tannins was determined by spectrophotometric methods, and the antioxidant potential was
determined by DPPH and FRAP assay. Black mulberry, M. nigra showed a higher content of
phenolic compounds (91.1-126.4 mg GAE/100 g), flavonoids (155.93-160.02 mg QE/100 g),
anthocyanins (0.850-0.922 %) , tannin (0.41-0.71 %) compared to white mulberry, M. alba (26.91-
34.64 mg GAE/100 g; 77.47-91.14 mg QE/100 g; 0.012- 0.015%; 0.235-0.52%, respectively).
Black mulberry showed higher antioxidant activity using the DPPH assay (0.293-0.437 pg/ml)
compared to white mulberry (12.42-19.88 ug/ml). Also, the juice (0.113 umol Fe?*/g) and pulp
(0.125 umol Fe?*/g) of black mulberry show higher antioxidant activity measured by the FRAP
test compared to the juice (0.0446 pmol Fe?*/g) and pulp (0.0392 pmol Fe?*/g) d) white mulberry.
Due to the significant nutritional value of white and black mulberry fruits, it is necessary to
determine the content of microelements. In the examined samples of black and white mulberry
fruits, essential (Fe, Cu, Mn, Zn) and toxic elements (Cd, Pb and Ni) were determined using the
AAS method. The most abundant microelement in both white and black mulberry was Fe with a
concentration of 31.2-35.71 mg/kg and 33.61-42.10 mg/kg, respectively. Due to the possible
presence of toxic elements, prolonged intake can cause health problems, and therefore it is of great
importance to control their content. The presence of Pb, Cd and Ni was not detected in either white
or black mulberry. A high degree of correlation of total phenols, flavonoids, anthocyanins and
antioxidant activity determined by DPPH and FRAP methods was determined. The highest
correlation was obtained between anthocyanin content and antioxidant activity (R?=0.9952) and
flavonoids and antioxidant activity (R?=0.9633) determined by the FRAP method.

Key words: Morus alba, Morus nigra, phenols, flavonoids, anthocyanins, tannins, antioxidant
activity, spectrophotometric methods, AAS, DPPH method, FRAP method, microelements.
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1. UVOD

U poslednje vrijeme raste interesovanje za konzumiranje voca i praksu zdrave ishrane. Dud je
posljednjih godina dobio poseban znacaj zbog svog fitohemijskog sastava i blagotvornog
djelovanja na zdravlje ljudi. Botanicki dijelovi Morus spp. (plodovi, listovi, grancice, korijenje)
smatraju se bogatim izvorom sekundarnih metabolita.

Dud pripada porodici Moraceae. Plodovi duda se uglavnom konzumiraju kao svjeze voce,
dzemovi i sokovi. Sadrze znacajne koli¢ine bioloski aktivnih sastojaka koji bi mogli biti povezani
sa nekim potencijalnim farmakoloSkim aktivnostima koje su korisne za zdravlje. Zbog toga se
koriste u tradicionalnoj medicini. Studije su pokazale da je prisustvo bioaktivnih komponenti u
plodovima duda, ukljucuju¢i alkaloide i flavonoide, povezano sa antioksidantivnom aktivnosu,
kao i da plodovi duda posjeduju nekoliko potencijalnih farmakoloskih zdravstvenih koristi,
ukljuéujuci antiholesterol, anti-gojaznost i hepatoprotektivne efekte koji mogu biti povezani sa
prisustvom nekih od ovih bioaktivnih jedinjenja. U poredenju sa drugim bobiéastim vo¢em, postoji
manje podataka o bioaktivnim polifenolima iz duda S§to otezava njegovu primjenu kao

funkcionalnog voca i/ili sastojaka zdrave hrane.

U Crnoj Gori biljka dud se jako malo koristi u ishrani, a jo§ manje je istrazena u pogledu ljekovitog
djelovanja. Stoga je predmet istrazivanja ovog rada plod Morus nigra L. i Morus alba L. sa
teritorije Crne Gore sa zeljom da se istakne njen viSestruki znacaj u medicini i prehrambenoj
industriji. Utvrdena je antioksidativna aktivnost ove biljke razli¢itim metodama, odreden sadrzaj

fenola, flavonoida, tanina, antocijana i teskih metala.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 OSNOVNE KARAKTERISTIKE CRNOG | BIJELOG DUDA

Dud je viSegodi$nja drvenasta biljka, pripada porodici Moraceae i rodu Morus porijeklom iz Kine.
Postoje 24 vrste Morusa i jedna podvrsta, sa najmanje 100 poznatih sorti. Poti¢e iz Azije a kroz
vjekove su nastale brojne vrste, tako da su danas na trzistu dostupne razlicite vrste i podvrste roda
Morus. (Mohamed, 2013).

Hibridi duda poticu od tri glavne vrste duda: bijelog duda (Morus alba), crvenog duda (Morus
rubra) i crnog duda (Morus nigra). Sva tri razli¢ita duda poticu iz razli¢itih dijelova svjeta. Crveni
dud je porijeklom iz Sjedinjenih Americkih Drzava. Bijeli dud, uzgajan za proizvodnju svilene
bube, poreklom je iz Kine. Crni dud je poreklom iz Azije (Dimitrijevic, 2014).

Crni dud (Morus nigra) (Slika 1) je cvjetna biljka, ima plodove jedinstvenog ukusnog vo¢nog,
osvjezavajuceg i kiselog ukusa. lako je porijeklom iz zapadne Azije, zbog svojih ukusnih plodova
uzgaja se i u Evropi (Kutlu et al., 2011; Ozgen et al., 2009). Stablo crnog duda moze da naraste do
9 m. Moze da daje plodove stotinama godina. Od svih vrsta duda crni dud ima najukusnije plodove.
Listovi crnog duda su deblji i veci od listova bijelog duda, grancice su tvrde i pupoljci deblji
(Dimitrijevi¢, 2014).

Slika 1. Prikaz ploda, Iist i stabla crnog d.LT(fa (Morus nigra).

Od svih vrsta duda crni dud je najmanje otporan na hladno¢u. Najbolje ga je saditi na dobro

dreniranom zemljistu sa rastojanjem od 4,5 m izmedu svakog stabla, pa ¢e godinama davati krupne
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so¢ne plodove (Everett, 1960; Gerasopoulos i Stavroulakis, 1997; Zeng et al., 2015; Facciola,
1990).

Bijeli dud (Morus alba) (Slika 2) je listopadno drvo koje moze narasti do 24 m. Listovi bijelog
duda su svjetlozelene boje i mogu biti razli¢itog oblika na istom stablu. Cvjeta od aprila do maja,
dva mjeseca prije cvjetanja crnog duda, sa muskim i zenskim cvjetovima na istom stablu ili na
razlic¢itim stablima. Najotporniji je na hladno¢u od sve tri vrste duda. Dobio je ime po boji
cvjetova, a ne po boji ploda. Plodovi bijelog duda se koriste od juna do avgusta, li¢e na kupinu,
mogu biti okruglog ili ovalnog oblika, bijelo-ruzicaste do ljubicaste boje. Plod bijelog duda je

slatkog ukusa, ali mu nedostaje kiselosti (Dimitrijevic, 2014).

Slika 2. Prikaz ploda, lista i stabla bijelog duda (Morus alba).

Azijske zemlje imaju dugu i bogatu istoriju masovnog uzgoja bijelog duda kao kljucnog stanista
za uzgoj svilene bube, takode poznatog kao Sang Shen u Kini i Oddi u Koreji (Yuan i Zhao, 2017).
Vijeruje se da je prije oko 5000 godina, kineska carica Si Ling-Shi slucajno otkrila da se svilene
bube mogu dobiti iz ¢aure dudovog lista, a tajna ove umjetnosti cuva se u Kini oko 2000 godina
(Wei etal., 2018). S druge strane, u Turskoj i Grckoj dud se vise uzgaja za proizvodnju voca nego
za proizvodnju lis¢a (Ercisli i Orhan, 2007).

Za uspjesno gajenje duda potrebno je voditi racuna o razli¢itim klimatskim uslovima (svijetlo,
temperatura, voda, vjetar), ali je najbitniji faktor svjetlost pa se sadi na osun¢anim mjestima, a
redovi se postavljaju u pravcu istok-zapad. Buduc¢i da je dud biljka koja voli svijetlo, za gotovo
sve kultivisane sorte potreban period vegetacije je oko 200 dana (Srivastava et al., 2003;
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Deshmukh et al., 1993). Na biohemijski sastav ploda mogu uticati razli¢iti faktori, kao sto su
genotip, vrijeme berbe, uslovi rasta ukljucuju¢i faktore zivotne sredine i zemljiste (Ali etal., 2021).
Na slici 3 je prikazan sadrzaj hranljivih komponenti u plodovima duda. U istrazivanjima je
navedeno da plod duda, na 100 g, sadrzi 71,5 (Morus alba)-72,6 (Morus nigra) g H20, 0,96 (Morus
nigra)-1,5 (Morus alba) g proteina, 0,95 (Morus nigra)-1,10 (Morus alba) g masti, 1,47 (Morus
alba)-11,75 (Morus nigra) g vlakana, 0,5 (Morus nigra)-0,57 (Morus alba) g pepela, 132-152 mg
Ca, 922 (Morus nigra)-1668 (Morus alba) mg K, 4,2 mg Fe (Morus alba i Morus nigra), 1,323
(Morus nigra)-3,095 (Morus alba) mg malinske kiseline i 21,8 (Morus nigra)-22,4 (Morus alba)
mg askorbinske kiseline. (Jan et al., 2021)

UGLJENI

HIDRATI PROTEINI

 LINOLEINSKA

KISELINE KISELINA

SLOBODNE v

DIETSKA —
:,(l SEUNE PALMITINSKA | OLEINSKA
( o KISELINA ’ KISELINA

jabuéna kiselina)

Slika 3. Hranljivi sastojci u plodovima duda (Memete et al., 2022)

Plod i list duda sadrze mnoge bioaktivne komponente (Vijayan et al., 2004; Hasimoto et al., 2008).
Plod duda je dobar izvor fenolnih jedinjenja, ukljucuju¢i antocijanine, flavonoide i karotenoide i
ima jedinstven i osvezavajuci ukus (Gerasopoulos i Stavroulakis, 1997; Ercisli et al., 2007; Ozgen
etal., 2009; Okatan et al., 2018; Imran et al., 2010; Kutlu et al., 2011; Gecer et al., 2016 ). Takode,
plodovi duda predstavljaju izvor vitamina (C, E, B2) i minerala (K, Ca, Mg, Na, Fe, Zn), §to ih
¢ini fizioloski vrijednim (Ercisli i Orhan 2007). Zbog toga se plodovi duda koriste za efikasno

lije¢enje brojnih bolesti, kao sto su dijabetes, hipertenzija, artritis, rak, kardiovaskularne bolesti,
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Alchajmerova bolest, anemija i druge bolesti povezane sa hroniénom upalom (Sass-Kiss et al.,
2005; Chen et al., 2006; Kim et al., 2010).

Listovi duda su bogati alkaloidima ukljucuju¢i 1-deoksinojirimicin (DNJ), najmocniji inhibitor
glikozidaze koji smanjuje nivo Secera u krvi (Kimura et al., 2007; Nakagawa et al., 2010).

Dud je visenamjenska biljka, koje se moze koristiti u razlicite svrhe. Pored upotrebe za ljudsku
ishranu koristi se i kao sto¢na hrana, gorivo i za proizvodnju vlakana. Uzgaja se uglavhom u
azijskim zemljama zbog lista koji predstavlja jedinu prirodnu hranu za svilenu bubu, a takode je
i jedna od glavnih komponenti industrije svile. Kina i Indija, kao najveci proizvodaci svile,
uzgajaju razlicite vrste duda koje su prilagodljive razli¢itim agroklimatskim uslovima. Tu spadaju:
M. alba, M. atropurpurea, M. bombicis, M. indica, M. latifolia i M. multicalius (Datta, 2000).
Plodovi duda smatraju se funkcionalnom hranom koja se, kada sazri, moze jesti svjeza ili suva
(Chenetal., 2017; Hanetal., 2017). Svjezi plodovi su vrlo kvarljivi, uglavnom zbog svoje glatke
teksture, velike brzine omekSavanja i disanja, te podloznosti napadima gljivica. Nakon berbe
mijenja im se aroma i izgled, povecavaju se procesi razgradnje, a intenzitet sinteze smanjuje, zbog
¢ega se preporucuje optimalan nadin konzerviranja (Han et al., 2017; Jin et al., 2015). Kako bi se
zadovoljili zahtjevi potrosaca 1 osiguralo da proizvodi budu i zdravi i ukusni poceli su se
preradivati u razli¢itim oblicima, kako bi se mogli ¢uvati i konzumirati na duzi rok (Han et al.,
2017; Vega et al., 2021). Mnogi istrazivaci su objavili njegov znacaj za ishranu i zdravlje ljudi kao
rezultat djelovanja njegovih jedinjenja (Koiuncu 2004; Hassimotto et al., 2007; Ozgen et al.,
2009).

Prema dostupnim informacijama, u Crnoj Gori se dud uglavnom gaji u ku¢nim bastama u vidu
pojedinac¢nih stabala, a rijetko se sadi u voénjacima. Takode, nema dostupnih radova o ispitivanju
hemijskog sastava i ljekovitog djelovanja duda sa podrucja Crne Gore. Stoga, zbog blagotvornog
dejstva ploda i drugih djelova duda, posebna paznja se mora posvetiti prosirenju uzgoja ove biljne
vrste, kao i ispitivanju ovog voca sa biohemijskog aspekta, a sve u cilju promovisanja znacaja

njegovog korisc¢enja u preradivackoj industriji.
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2.2 LJEKOVITA SVOJSTVA DUDA

Dud je jedna od vaznih tradicionalnih biljaka koja se siroko koristi u medicini ve¢ vise vjekova.
testira i vraca povjerenje u prirodne, efikasne lijekove koji su prezivjeli nekoliko generacija. Prema
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, gotovo osamdeset posto svjetske populacije i dalje koristi
komplementarne terapije, od kojih mnoge potic¢u od biljaka kao $to je dud. Bioaktivna jedinjenja
u razli¢itim vrstama duda mogu produziti zivotni vijek ¢ovjeka (Venkatesh Kumar et al., 2008).
Razli¢ita farmaceutska svojstva biljke dud razmatraju mnogi naucnici i navode da mnoga
biohemijska jedinjenja kao S$to su moranolin, albafuran, albanol, morusin, kuvanol i
hidroksimoricin imaju vaznu ulogu u farmaceutskoj industriji (Andallu et al., 2001; Andallu et al.,
2003; Singhal et al., 2010).

Dud je odlic¢an izvor kalijuma koji tijelo koristi za stvaranje energije neophodne za napajanje
¢elija. Pored toga, elementi u dudu imaju potencijal da zaustave ostecenje Celija i stimuliSu imuni
sistem (Dol et al., 2001). Dud se takode koristi za sprecavanje mozdanog udara i sr¢anih bolesti i
za smanjenje znakova starenja zbog svoje uloge u antioksidativnim procesima. Dud moze da
podsti¢e proizvodnju tjelesne te¢nosti. Sadrzi obilje hranljivih elemenata kao Sto su minerali 1
vitamini; moze lijeciti hroni¢ne bolesti digestivnog trakta, podsta¢i lucenje Zeludacnog soka,
ojacati sposobnost varenja 1 asimilacije, poboljSati apetit i otkloniti nadimanje 1 zatvor. Dud je
veoma pogodan za lijeCenje hroni¢nog gastritisa, hepatitisa i Alchajmerove bolesti (Shih et al.,
2009; Ha et al., 2012).

Osim §to je hrana, plod duda se hiljadama godina koristi u narodnoj medicini, posebno u Kini, za
lijeCenje upale grla, anemije i upale krajnika (Singh, 1997). Savremena istrazivanja su otkrila da
je, zbog bogatog sadrzaja bioaktivnih polifenola, potvrdeno da plodovi duda posjeduju Sirok obim
bioaktivnosti (Slika 4), kao $to je uklanjanje slobodnih radikala (Du et al., 2008; Liang et al.,
2012b; Wang i Hu, 2011) i antidijabeticki (Wang et al., 2013), neuroprotektivni (Song et al., 2014),
antitromboticki (Yamamoto et al., 2006), imunomoduliraju¢i efekat (Lee et al., 2013) i drugi.
Kora korijena duda koristi se u antiinflamatorne, diureticke i antipireticke svrhe u orijentalnoj
medicini, dok se plodovi duda koriste kao tonik i sedativ (Asano et al., 2001).

Plodovi duda se obi¢no konzumiraju kao svjeze voce. Medutim, posto je dud meko voce koje se

brzo kvari vise se koriste njegovi proizvodi kao §to su: sok (Liu et al., 2004; Singhal et al., 2010;
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Wangetal., 2016), dzem (Tomas et al., 2016), alkoholna pi¢a (Tang et al., 2008) i pekmez (Sengul,
2005).

Plodovi duda su se u Turskoj u medicini koristili kao sredstvo protiv parazita, kao lijek protiv
dizenterije, te kao laksativ, hipoglikemik i ekspektorans (Baytop, 1996). Plod duda je takode
tradicionalno kinesko jestivo voce koje se efikasno koristi u narodnoj medicini za lijecenje
groznice, jaCanje zglobova, zastitu jetre od oStecenja, snizavanje krvnog pritiska 1 olakSavanje
izlu¢ivanja mokraée. Nedavno je zauzeo vaznu poziciju na lokalnom trzistu bezalkoholnih pica,
iako su njegovi bioloski i farmakoloski efekti jo§ uvijek slabo definisani (Bae 1 Suh, 2007; Chen,
et al., 2005).

HIPOLIPIDEMSKA AKTIVNOST I
ANTI-ATEROSKLEROZA

AT Tmon

[ ANTIOKSIDACA

)
| EFEKAT

ANTHPERGUKEMISKA AKTIVHOST |

Slika 4. Bioaktivne sposobnosti ploda duda (Yuan i Zhao, 2017).

Plodovi crnog duda se takode dugo vremena efikasno koriste u narodnoj medicini u Turskoj za
lijeCenje groznice, zastitu jetre, jacanje zglobova, olakSavanje izlu€ivanja mokrace i snizavanje
krvnog pritiska (Baytop, 1984). Voce tamne boje, posebno bobi¢asto voce (ribizla, aronija, kupina,
borovnica, dud, itd.) prepoznato je da doprinosi ljudskom zdravlju. Osim toga, sve je veéi interes
za pigmentne komponente ove grupe voca koje mogu poboljsati ljudsko zdravlje ili smanyjiti rizik

od bolesti (Lin et al., 2007).
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Antocijani, koji su efikasno izolovani iz plodova duda, mogli bi se Kkoristiti kao prirodna boja u
prehrambenoj industriji (Liu et al., 2004). Prerada, nazalost, moze promijeniti oblik polifenola
duda i smanjiti njihovu biodostupnost (Cavalcanti et al., 2011). Stoga je potrebno otkriti nove
tehnike prerade i skladiStenja koji nece uticati na promjenu oblika polifenola (Medina-Torres et
al., 2013; Moser et al., 2017).

Neke vrste kao $to su Morus laevigata, Morus rubra, Morus nigra i Morus alba uzgajaju se zbog
svog lis¢a i plodova koji imaju medicinski znacaj. Sirok spektar ljekovitih aktivnosti pripisuje se
razli¢itim djelovima biljke duda. Na primjer, listovi vrste Morus alba se suse i koriste kao ¢ajevi
u vecini azijskih zemalja (Datta, 2000), a poznato je i njihovo koris¢enje za lijeCenje
hiperglikemije, kaslja, hipertenzije, raka i groznice (Kang et al., 2006).

Nedavni nau¢ni dokazi su potvrdili da suseni prah, vodeni ekstrakt i etanolni ekstrakt lista M. alba
posjeduju razli¢ite bioloske aktivnosti, ukljucujué¢i antidijabeti¢ke, neuroprotektivne,
antimikrobne, antioksidativne, antiinflamatorne, antiateroskleroti¢ne i antikancerogene (Sharma
et al., 2013). Dud ima mo¢ne hemijske sastojke koji pozitivno uti¢u na lijeCenje razli¢itih bolesti
kod ljudi. U Indiji ovu biljku od milja zovu ,,kalpavruksa“ zbog njenog blagotvornog dejstva i
prisustva sekundarnih metabolita poput fenola, flavonoida i antocijana koji igraju klju¢nu ulogu
kao Cistaci za oksidanse prisutne u tijelu (Song et al., 2010). Od posebnog znacaja je da su listovi
duda korisceni za lijeenje i prevenciju ,,Xiao-ke* (sindrom koji se sada moze identifikovati kao
dijabetes) u kineskoj medicini jer sadrzi hemijska jedinjenja koja sprecavaju visok nivo Secera u
krvi (hiperglikemiju) nakon obroka bogatog ugljenim hidratima (Miyahara et al., 2004).

2.3 DUD KAO 1ZVOR FENOLA, FLAVONOIDA, ANTOCIJANA | TANINA

Polifenolna jedinjenja u biljkama su bitna za njihovo antioksidativno djelovanje, pa je vazno
uraditi kvantitativni test polifenolnog sadrzaja u biljkama i povezati ga sa doprinosom njihove
antioksidativne aktivnosti (Arfan et al., 2012).

Antocijani su dominantni polifenoli u plodovima duda (\Veberi¢ i sar., 2015). Uglavnom su
odgovorni za boju plodova duda (Gerasopoulos | Stavroulakis, 1997). Spadaju u antioksidativna i
antiinflamatorna jedinjenja i pozitivno utic¢u na zdravlje ljudi (Nitra et al., 2007). Glavni antocijani
u plodovima duda su: cijanidin-3-O-glukozid (C3G), cijanidin-3-O-rutinozid (C3R), pelargonidin-
3-O-glukozid i pelargonidin-3-O-rutinozid (Jin et al., 2015). Miljkovi¢ i sar. su osim ovih
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identifikovali u crnom i crvenom dudu i druge vrste antocijana: cijanidin-3-O-arabinozid,
peonidin-3-O-arabinozid, delfinidin-3-O-arabinozid, peonidin-3-O-glukozid ili galaktozid ili
malvidin-3-O-arabinozid, delfinidin-3-O-glukozid ili galaktozid, petunidin-3-O-glukozid ili
galaktozid, malvidin-3-O-glukozid ili galaktozid (Miljkovi¢ et al., 2015).

Ozgen i sar. istrazivali su fitohemijski profil i antioksidativna svojstva dvije vrste duda iz Turske,
M. nigra i M. rubra. Njihova studija je pokazala da M. nigra ima vecu koli¢inu antocijana,
prosjecno 571 pg ekvivalenta cijanidin-3-glukozida/g, u poredenju sa M. rubra (Ozgen et
al.,2009).

Ispitivanja su pokazala da je boja ploda duda povezana sa sadrzajem antocijana i da je taj sadrzaj
znatno veci u crnom dudu (0,57-1,88 mg C3G/g), nego u bijelom dudu (0,01 mg C3G/qg) (Sanchez-
Salcedo et al., 2015; Ozgen et al., 2009).

Sli¢no, Chen i sar. su otkrili da je sadrzaj ukupnih antocijana 5 kineskih sorti duda manji od 900
Mo/g i da nisu primijeceni u bijelim sortama (Chen et al., 2016). U skladu sa vizuelnom promjenom
boje, ukupni antocijani se zna¢ajno povecavaju kako plodovi sazrijevaju odnosno kada boja prelazi
od bijele, preko svijetlo-crvene do crne ( Bae i Suh, 2007). Razlic¢itost geografskih uslova je takode
doprinijela razli¢itim akumulacijama antocijana (Ercisli i Orhan, 2007; Lee et al., 2004).

Mnoga istrazivanja su pokazala da su antocijani moc¢ni antioksidansi koji pripadaju grupi
flavonoida, a njihova boja zavisi od strukture i prisustva pigmenta i Kiselosti okoline (Bukhari i
Kour, 2019; Kim et al., 2020; , Hidalgo i Almajano, 2017; Shebis et al., 2013; Ahlawat et al., 2016;
Liuetal., 2020). Generalno, sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u M. nigra je veci u odnosu na M. alba
. zbog prisustva antocijana (Skender et al., 2019; , Zeng et al., 2016). Kod nekih sorti bijelog duda
otkriveno je prisustvo antocijana (Negro et al., 2019; Kim et al., 2020; , Xiao, etal., 2017), naime
sazrijevanje ploda je pra¢eno promjenom boje od zelene (nezrele) preko bijele do svijetloljubicaste
(pri punoj zrelosti) usled akumulacije antocijana. Neka ispitivanja konstatuju odsustvo antocijana
u bijelom dudu (Sanchez Salcedo et al., 2015; Krishna et al., 2020).

Fenolna jedinjenja su sekundarni metaboliti koji se Siroko nalaze u vocu, uglavnom predstavljeni
flavonoidima i fenolnim kiselinama. Sve vece interesovanje za vo¢em je uglavnom zbog njihovog
antioksidativnog potencijala i povezanosti izmedu njihovog konzumiranja i prevencije nekih
bolesti. Zdravstvene prednosti ovih fitohemikalija direktno su povezane sa redovnim unosom i
njihovom biodostupnoscu. Istrazivanja su pokazala znacaj redovnog konzumiranja voca, posebno

za prevenciju bolesti povezanih sa oksidativnim stresom (Charles et al., 2012).
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Flavonoidi su hemijski polifenolna sekundarna metabolic¢ka jedinjenja koja su odgovorna za boju,
aromu cvijeca, za privlacenje oprasivaca, klijanje spora, rast i razvoj sadnica (Amalesh et al.,
2011). Flavonoidi su strukturno izvedeni iz mati¢nih supstanci flavona koji se obi¢no nalaze u
¢elijskom soku mladih tkiva visih biljaka (Kurian, 2007). U literaturi postoje brojna istrazivanja o
kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi flavonoida u listovima i plodovima duda.

Devet flavonoida je izolovano iz listova Morus alba, a na osnovu spektroskopske analize i
hemijske strukturne analize izvrSena je kvalitativna i kvantitativna karakterizacija. Medu njima,
kvercetin je pokazao znacajan efekat uklanjanja radikala 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila i
najznacajniji je za antioksidativni potencijal biljke duda (Butt et al., 2008; Kim et al., 1999; Lee
et al., 2008).

Studije navode da su glavni flavonoidi u plodu duda rutin, morin, kvercetin, miricetin,
izokvercetin, maklurin i resveratol koji uticu na bioaktivnost ove biljke (Zhang et al., 2018; Chang
etal., 2011). Prisustvo flavonoida u ekstraktima duda odredilo je njihova antioksidativna svojstva.
Ekstrakti duda mogu pokazati visok antioksidativni potencijal, zbog znafajnog sadrzaja rutina.
Prilikom procjene antioksidativnih svojstava nije vazan samo ukupan sadrzaj, veé je
koegzistencija drugih komponenti takode odgovorna za antioksidativni efekat (Zhishen et al.,
1999).

Dud je bogat izvor fenola. Razlike u sadrzaju fenola i flavonoida su posljedica genetske derivacije.
Prijavljeno je da genotip biljke (Scalzo et al., 2005) i kultivacija (Hakkinen & Torronen, 2000)
utiCu na ukupan sadrzaj fenola 1 flavonoida u plodu. Obojene supstance imaju tendenciju da se
koncentriSu na spoljasnjim celijama kostica kod M. alba, dok se kod M. nigra i M. rubra
koncentriSu u svim ¢elijama kostica. Jasno je da nivoi fenolne kiseline u crvenom i crnom dudu
objasnjavaju njihov kiseli, opor ukus. Varijacije fenolnih jedinjenja u plodovima zavise od mnogih
faktora, kao Sto su stepen zrelosti pri berbi, genetske razlike, uslovi Zivotne sredine tokom razvoja
ploda, itd. (Zadernovski et al., 2005). U crveno obojenim plodovima koncentracija fenola se
povecava u poslednjoj fazi zrenja, zbog maksimalne akumulacije antocijana i flavonola (Bridle &
Timberlake, 1978; Gerasopoulos i Stavroulakis, 1997).

Radojkovi¢ i sar. uporedili su i okarakterisali sadrzaj fenola i flavonoida i antioksidativne
aktivnosti razli¢itih ekstrakata odabranih vrsta roda Morus iz Srbije. Rutin je dominantan
flavonoid u ovim vrstama duda (43,5 mg/100 g za plod M. alba i 72,6 mg/100 g za plod M. nigra)
(Radojkovi¢, 2012).
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Tanini su glavni polifenolni sekundarni metaboliti. Postoje dvije velike grupe tanina, tj.
hidrolizujuéi i kondenzovani tanini. Siroko su zastupljeni u opsegu od 5 do 10 % suvog biljnog
materijala (Barbehenn i Constabel, 2011). Nalaze se uglavnom u kori, stabljikama, sjemenu,
korijenu, pupoljcima i liséu (Raymond, et al., 2011; Tomak | Gonultas, 2018).

Tanini se od davnina koriste kao efikasne hemikalije za Stavljenje Zivotinjskih koza u industriji
prerade koze. Oni se, takode koriste za proizvodnju mastila, proizvodnju lijepkova u industriji
drveta, proizvodnju antikorozivnih hemikalija i uklanjanje zive i metil-zive iz rastvora (Chung et
al., 1998).

Smatra se da je hrana bogata taninima niske nutritivne vrijednosti. Takode, pokazalo se da mnogi
molekuli tanina smanjuju aktivnost brojnih mutagenih supstanci. Antikarcinogeni i antimutageni
potencijali tanina mogu biti povezani sa njihovim antioksidativnim svojstvom, koje je vazno u
zastiti celijskog oksidativnog oste¢enja. Nadeno je da je stvaranje superoksidnih radikala
inhibirano taninima i srodnim jedinjenjima (Chung et al., 1998).

U studiji koja je proucavala koncentracije tanina u listu duda dobijene vrijednosti su bile u opsegu
od 0,45 do 1,49 g/100 g suve mase (Xiao et al., 2020).

Postoji veliki broj studija koje su objavile polifenolni sastav duda i pokazalo se da on znatno varira
u zavisnosti od sorte, tj. klimatskih, zemljisnih, poljoprivrednih i preradivackih faktora (\Wei et al.,
2018; Moise et al., 2018; Ercisli et al., 2010; Heleno et al., 2015).

Iz tabele 1 se moze vidjeti da sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u plodovima M. nigra varira
izmedu 485,51 1422 mg GAE/100 g, odnosno 129,2 do 219,12 mg QE/100 g, a u slucaju M. alba
ukupni fenoli i flavonoidi variraju izmedu 60,4 do 663 mg GAE/100 g i 217 do 370 mg QE/100
g, respektivno.

Chen i sar. izvrsili su analizu fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda duda. Odreden je sadrzaj
ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktu ploda duda. Ukupan sadrzaj fenola je bio 502,43 mg
GAE/100 g, a ukupan sadrzaj flavonoida je bio 219,12 mg QE/100 g. U poredenju sa drugim
bobicastim vo¢em kao §to su jagoda (\Wang & Lin, 2000), kupina (Wang & Lin, 2000), borovnica
(Prior et al., 1998) i malina (Gonzales et al., 2000), sadrzaj fenolnih jedinjenja u plodovima duda
je znatno veci. U ovoj studiji, vrsta i sadrzaj antocijana u ekstraktu ploda duda su identifikovani
(cijanidin-3-0O-glukozid, cijanidin-3-O-rutinozid i pelargonidin-3-O-glukozid) i izmjereni
(81,36 mg/100 g, 36,05 mg/100 g i 12,46 mg/ 100 g, redom) pomoc¢u HPLC sa odgovaraju¢im
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standardima. Moze se zakljuciti da je ekstrakt ispitivanog ploda duda bogat fenolnim jedinjenjima,

$to mu moze dati snazno antioksidativno dejstvo (Chen et al., 2017).

Tabela 1. Sadrzaj polifenola, antocijana i flavonoida u plodovima duda prema podacima iz

literature posljednjih godina (2016-2021).

Vrsta Ukupni fenoli Antocijani Flavonoidi Referenca
M. nigra 6,93 mgGAE/g 233,77 £ 24,02 pglg Nije zabiljezeno | (Suttisansanee et al., 2020)
M. nigra | 485,5 mgGAE/100g | 206,1 mg C3GE/100g | Nije zabiljeZeno (Negro et al., 2019)
M. nigra Nije zabiljezeno Nije zabiljeZeno 20,8703 mg RE/g (Chen et al., 2016)
M. nigra | 502,43mgGAE/100g | 81,36 mg C3GE/100g | 219,1mgQE/100g (Chenetal., 2017)
M. nigra | 1422 mg GAE/100 g Nije zabiljeZeno 276 mg QE/100 g (Rodrigues et al., 2019)
M. nigra 3,7 mg GAE/g 11,3-20,3mg C3GE/g | Nije zabiljeZzeno (Hooshmand et al., 2021)
M. nigra 6585 mg GAE/kg Nije zabiljeZzeno 1292 mg QE/kg (Lietal., 2018)

M. alba | 60,4 mg GAE/100g | 289,2 mgC3GE/100 g Nije zabiljeZeno (Negro et al., 2019)
M. alba | 181 mg GAE/100g Nije zabiljeZeno 0.0816 mg QE/g (Rodrigues et al., 2019)
M. alba 663 mg GAE/Kkg Nije zabiljeZzeno 217 mg QE/kg (Lietal., 2018)
M. alba | 5,68-40,46mgGAE/g 0,51 - 28,61 mg/g 0,65-3,70mgQE/g (Kimet al., 2020)
M. alba 534,2 mg GAE/g 15,5 mg C3GE/g 427,6 mg CE/g (Xiao et al., 2017)

GAE-ekvivalent galne kisline, C3GE- cijanidin-3-glukozidni ekvivalent, RE- rutinski ekvivalenti, QE- kvercetin
ekvivalent, CE- katehinski ekvivalenti.

Na sadrzaj fenola, flavonoida i antocijana u dudu, pored vrste duda uti¢e i na¢in ekstrakcije i tip
ekstrakcionog sredstva (Kostic¢ et al., 2019). Jedno takvo ispitivanje plodova crnog, crvenog i
bijelog duda iz jugoistocne Srbije je pokazalo da sadrzaj ukupnih fenola M. nigra zavisi od metode
ekstrakcije 1 kre¢e se od 60,04 do 150,13 mg GAE/100 g i 69,11 do 142,18 mg GAE/100 g za
maceraciju i ultrazvuénu ekstrakciju, respektivno. Sto se ti¢e sadrzaja flavonoida, M. rubra i M.

alba imaju manji sadrzaj flavonoida od M. nigra. Ultrazvuéna ekstrakcija je bila najefikasnija
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metoda izolovanja fenola i flavonoida iz svih ispitivanih uzoraka zbog intenziviranja prenosa
mase, jer je prodiranje rastvaraca u ¢elije duda bilo lakse (Kosti¢ et al., 2019).

Poslednjih godina, zahvaljujuci razvoju analitickih tehnika za odvajanje i identifikaciju jedinjenja,
bilo je moguce identifikovati sastav metabolita duda (Chen et al., 2017; Zorzi et al., 2020; D’Urso
et al., 2019). U razli¢itim organima biljke, razli¢itim tehnikama (HPLC; LC-MS-MS; UV-
spektroskopija; IR-spektroskopija) detektovani su razli¢iti metaboliti, medu kojima su: cijanidin-
heksozid (Zorzi et al., 2020; D’Urso et al., 2019), cijanidin-3-O-glukozid (Zelova et al., 2014),
cijanidin-3-O-rutinozid (Zelova et al., 2014), pelargonidin-3-O-glukozid (Zelova et al., 2014),
rutin (Zelova et al., 2014; Thabti et al., 2012), izokvercetin (Zelova et al., 2014), morin (Zelova et
al., 2014), kvercetin (Zelova et al., 2014; Figueredo et al., 2018; Dalmagro et al., 2018), kempferol
(Zelova et al., 2014; Figueredo et al., 2018).

2.4 ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST DUDA

Oksidativni stres je neravnoteza izmedu slobodnih radikala i antioksidanasa u korist radikala.
Oksidativni stres moze biti posljedica nekoliko faktora Zivotne sredine kao Sto su izloZenost
zagadivac¢ima, alkoholu, lijekovima, infekcijama, lo§oj ishrani, toksinima, zracenju itd. Visok nivo
slobodnih radikala izaziva mnoge biohemijske promjene u organizmima, §to doprinosi velikom
broju bolesti kao $to su dijabetes, ateroskleroza, kardiovaskularne, neurodegenerativne bolesti i
rak (Wei et al., 2018; Turan, et al., 2017; Flaczyk et al., 2013; Jiang et al., 2017; Fahimi et al.,
2018).

Slobodni radikali su hemijske vrste koje posjeduju nesparene elektrone koji se smatraju
fragmentima molekula i generalno su veoma reaktivni. Oni se neprestano proizvode u ¢elijama ili
slu¢ajnim nusproizvodima metabolizma, kao i u procesu fagocitoze (Ajitha et al., 2001).
Potencijalno reaktivni derivati kiseonika, koji se pripisuju kao vrste reaktivnog kiseonika (ROS),
su superoksidni radikal (O27), vodonik peroksid (H202), hidroksilni radikali (OH-) i alkoksilni
radikali (RO’) se stalno stvaraju u malim koli¢inama u biljnim ¢elijama (Mehdy, 1994). U
normalnim okolnostima, proizvodnja i uniStavanje ROS je dobro regulisana u celijskom
metabolizmu 1 postoji ravnoteza izmedu generisanih ROS 1 prisutnih antioksidativnih enzima.
Porast koncentracije ROS kulminira oksidativnim stresom (Sreelatha i Padma, 2009). U ovim
uslovima, ROS napada vitalne biomolekule i remeti ¢elijski metabolizam i na kraju ¢elija izaziva

sopstvenu smrt.
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Biljke stvaraju specifi¢ne antioksidativne odbrambene enzime ukljucujuéi katalazu, peroksidazu,
polifenol oksidazu, askorbat peroksidazu da kontrolisu brzinu formiranja ROS u razli¢itim
uslovima stresa okoline (Singhania et al., 2008). Antioksidansi koji se prirodno proizvode u tijelu
kao odbrambeni mehanizam za suzbijanje oksidativnog stresa, se nazivaju endogeni antioksidansi
i mogu se podijeliti na enzimske i neenzimske (Birben, et al., 2012; Kohen i Niska, 2002).
Enzimski antioksidansi su superoksid dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPKk), katalaza
(CAT) i glutation reduktaza (GRK) (Mates, 2000). Neenzimski antioksidansi su L-arginin,
mokraéna kiselina, lipoi¢na kiselina, glutation, bilirubin. Egzogeni antioksidansi, koji se dobijaju
izvan tijela, unose se putem hrane, a to su vitamini, karotenoidi i polifenolna jedinjenja (Galusic,
2020; Kohen i Niska, 2002). S obzirom na to da slobodni radikali poveéavaju oksidativni stres u
organizmu jako je bitno da se povecéa nivo egzogenih antioksidanasa u tijelu i time odrzi dobar

antioksidativni status (Phaniendra et al., 2015; Gulcin 2020; Cavalu | Damian, 2003)
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Slika 5. Neutralizacija slobodnog radikala antioksidansom (Noctor i Foyer, 1998).

Antioksidansi su molekuli koji ¢e neutralisati slobodne radikale (Slika 5) tako da je proces
oksidacije potisnut ili odloZen prihvatanjem elektrona slobodnih radikala ili doniranjem elektrona
slobodnim radikalima radi stabilizacije radikala zbog gubitka nesparenog elektrona (\Velioglu et
al., 1998; Lu et al.,, 2010). Antioksidansi sprec¢avaju stvaranje reaktivnih vrsta u organizmu,

prekidaju lan¢anu reakciju slobodnih radikala ili reaktivnih vrsta koriste¢i kataliticke i
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nekataliticke molekule i na taj nacin popravljaju oste¢ene celije (Vertuani et al., 2004).
Antioksidansi su prisutni u niskim koncentracijama, ali imaju znac¢ajnu aktivnost i direktno reaguju
na uklanjanje ili stabilizaciju slobodnih radikala, ¢ime spre¢avaju nezeljene efekte i zaustavljaju
ostecenja koja ¢e se desiti od oksidacije supstrata koji se moze oksidovati (Kohen i Niska, 2002;
Kunvar i Priiadarsini, 2011; DeFeudis et al., 2003). Antioksidansi mogu da djeluju kao pojacivaci
imunoloskog sistema jer sprjeCavaju oksidativni stres koji ima glavnu ulogu u razvoju
degenerativnih ili hroni¢nih bolesti, tako da antioksidansi mogu smanjiti rizik od raka,
kardiovaskularnih bolesti, katarakte, dijabetesa i drugih degenerativnih bolesti (Yang et. al., 2016;
Ahlawat et. al, 2016; D’Urso, et. al 2019; Cavalu et. al., 2003; Seal i Chaudhuri, 2015; Sevanian i
Ursini, 2000; Lian et al., 2008).

Razvijene su razli¢ite metode za procjenu in vitro antioksidativnog kapaciteta (Gulcin, 2020).
Metode se zasnivaju na sposobnosti uzoraka da uklone radikal sinteticke boje ili da redukuju
redoks-aktivno jedinjenje, $to se prati spektrofotometrijski. Testovi uklanjanja radikala ukljuc¢uju
metode zasnovane na transferu atoma vodonika (HAT) ili mehanizmima prenosa jednog elektrona
(SET) (Shahidi i Ambigaipalan, 2015). Metode zasnovane na HAT-u mjere klasi¢nu sposobnost
antioksidansa da ugasi slobodne radikale doniranjem vodonika. S druge strane, metode zasnovane
na SET-u otkrivaju sposobnost potencijalnog antioksidansa da prenese jedan elektron (e) da
redukuje bilo koje jedinjenje, ukljucuju¢i metale, karbonile i radikale (Shahidi i Ambigaipalan,
2015).

Najcesce koristene metode su bazirane na mehanizmu prenosa jednog elektrona, ukljuc¢ujuci Folin-
Ciocalteu test, ABTS, DPPH, FRAP, CUPRAC, itd. (Gulcin, 2020).

Folin-Ciocalteuov test (FCR) je poznata metoda za odredivanje ukupnog sadrzaja fenola. Zasniva
se na redukciji Folin-Ciocalteu reagensa (smjesa fosfovolfamove i fosfomolibdenske kiseline)
fenolnim jedinjenjima u alkalnim uslovima (Shahidi i Zhong, 2015).

Metoda uklanjanja radikala 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila (DPPH) je jedna od najcesc¢e koriséenih
metoda za procjenu antioksidativne aktivnosti. Kada se rastvor DPPH radikala pomijesa sa
molekulom antioksidansa, koji moze da donira atom vodonika, dolazi do redukcije ovog radikala,
Sto je praceno promjenom boje rastvora od ljubicaste do zute (Alam et al. 2013).

FRAP (Ferric ion reducing antioxidant power assay) test je metoda koja se zasniva na sposobnosti
antioksidanasa da redukuju kompleks gvozda 2,4,6-tripiridil-s-triazina [Fe(TPTZ)2]*" u intenzivno

plavo obojeni kompleks gvozda [Fe(TPTZ)2]?" u kiseloj sredini (Benzie i Strain, 1999).
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ABTS test se zasniva na oksidaciji ABTS radikala (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) pomo¢u oksidansa do njegovog radikalskog katjona, ABTS™, koji je intenzivno
obojen. Antioksidativni kapacitet se mjeri kao sposobnost testiranih jedinjenja da smanje boju
direktno reagujuci sa ABTS radikalom.

CUPRAC (Copper(I1) reduction capacity) test se zasniva na redukciji Cu?* u Cu* kombinovanim
djelovanjem svih antioksidanasa u vodenom etanolnom medijumu (pH 7,0) u prisustvu
neokuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolina), ¢ime se dobijaju kompleksi Cu* sa maksimalnim
apsorpcionim vrhom na 450 nm (Gulcin, 2008).

Procjena antioksidativnog kapaciteta uzorka jednom metodom nije relevantna, stoga bi trebalo
provesti nekoliko postupaka kako bi se istrazio antioksidativni kapacitet uzorka (Gulcin, 2020).
Predmet proucavanja velikog broja studija bila je antioksidativna aktivnost bijelog i crnog duda

razli¢itim metodama (dio istrazivanja je naveden u tabeli 2).

Tabela 2. Metode koje se koriste za odredivanje antioksidativne aktivnosti plodova duda

DPPH ABTS ORAC CUPRAC FRAP Metode / Reference

+ + / + + Tomas et al., 2015

/ + / / + Ozgen et al., 2009

/ + / / / Calin-Sanchez et
al., 2013

/ + / / / Calin-Sanchez et
al., 2013

+ / / / / Zhang et al., 2008

+ + / / + Chenetal., 2017

Tomas i sar. su ispitivali antioksidativna svojstva crnog duda iz Turske. Ukupni antioksidativni
kapacitet procijenjen je koris¢enjem cetiri paralelna in vitro testa: ABTS, FRAP, CUPRAC i
DPPH. Ukupni antioksidativni kapacitet se kretao od 946 mg TE/100 g (DPPH metoda) do 4046
mg TE/100 g (CUPRAC metoda), (Tomas et al., 2015).

Antioksidativni potencijal crnog i crvenog duda iz Turske ispitivali su Ozgen i sar. Antioksidativni
potencijal je procijenjen koris¢enjem FRAP i ABTS metode. Plodovi M. nigra imali su
antioksidativni kapacitet od 6,8-14,4 mmol TE/g. Prosje¢na vrijednost M. rubra bila je oko
polovine vrijednosti M. nigra, prema ABTS metodi. Sli¢ne vrijednosti su dobijene i FRAP
metodom (Ozgen et al., 2009).

U radu Calin-Sanchez i sar. ispitivani su bijeli i crni dud. U oba slucaja, antioksidativni kapacitet

je odreden koris¢enjem ABTS metode. Rezultati su izrazeni kao mg Trolox ekvivalenta/100 g.
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Prema ovom istrazivanju, plodovi Morus nigra imali su zna¢ajno veci antioksidativni potencijal
od plodova Morus alba (Calin-Sanchez et al., 2013).

Zhang i sar. ispitivali su antioksidativni potencijal bijelog duda sa podruc¢ja Kine, metodom DPPH
Vrijednosti koje su dobili kretale su se od 29,19 - 44,71 mg TE/100 g (Zhang et al., 2008)

U radu Chen i sar. je vrseno odredivanje antioksidativnog kapaciteta ekstrakta ploda duda
razlicitim metodama (DPPH, FRAP i ABTS) (Chen et al., 2017). Rezultat ispitivanja FRAP
metodom je pokazao znacajan kapacitet redukcije gvozda (2,54 mg VCE/qg), vrijednost dobijena
DPPH metodom je 2,45 mg VCE/qg, dok je za ABTS test, antioksidativna aktivnost po gramu
DPPH radikala ili feri jona kada je bio izloZen ekstraktu ploda duda. 1z dobijenih rezultata moze
se zakljuciti da je prisustvo razli¢itih fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda duda doprinijelo
njihovom antioksidativnom potencijalu (Dudonne, et al., 2009).

Komparativna studija koja se bavila ispitivanjem antioksidativnog kapaciteta metanolnog
ekstrakta i ekstrakta sa acetonom crnog i bijelog duda pokazala je da crni dud ima veci
antioksidativni kapacitet u poredenju sa bijelim dudom bez obzira na test kojim je vr§eno mjerenje
(ABTS i DPPH). Ukupna antioksidativna aktivnost ekstrakata se kretala od 0,75 mmol Trolox/g
(Morus alba metanolni ekstrakt) do 1,25 mmol Trolox/g (Morus nigra metanolni ekstrakt) i od
0,78 mmol Trolox/g (Morus alba ekstrakt sa acetonom) do 1,19 mmol Trolox/g (Morus nigra
ekstrakt sa acetonom) odredena ABTS metodom. Rezultati dobijeni DPPH metodom pokazuju da
Ekstrakti su pokazali vrijednosti ICsp od 48 (metanolni ekstrakt Morus nigra) do 79 ug/mL
(metanolni ekstrakt Morus alba) i od 58 (acetonski ekstrakt Morus nigra) do 66 ug/mL (acetonski
ekstrakt Morus alba). Generalno, ekstrakti iz plodova Morus nigra su pokazali vece ukupne
antioksidativne aktivnosti od onih iz plodova Morus alba (Arfan et al., 2012).

Antioksidativna aktivnost etanolnih ekstrakata pet sorti duda iz Koreje odredena je primjenom
DPPH testa. Utvrdeno je da su ekstrakti jaki ¢istaci hidroksilnih radikala i superoksidnih anjona
(Bae i Suh, 2007).

Razlicite metode koje se koriste za in vitro ispitivanje kapaciteta antioksidanata u hrani i u
bioloskim sistemima mogu dati razlicite rezultate na koje utice: sastav analiziranog sistema,
inhibicija oksidacije odgovaraju¢eg supstrata, nacin iniciranja oksidacije, stepen oksidacije i

metod kvantifikacije antioksidativne aktivnosti (Frankel 1 Meyer, 2000). Uticaj sastava
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analiziranog sistema na antioksidativnu aktivnost ogleda se kroz polifenolni sastav. Polifenoli koji
najvise uti¢u na antioksidativnu aktivnost, odnosno koji imaju visoku korelaciju sa odredenom
antioksidativno$c¢u su: acilovani antocijani (Jin et al., 2015), cijanidin-3-glukozid, peralgonidin
(Wang et al., 1997), fenolne kiseline (Ercisli et al., 2010).

2.5 MAKROELEMENTI | MIKROELEMENTI

Elementi se, obzirom na koli¢inu u kojoj se nalaze u nekom uzorku, dijele na makroelemente
(elementi prisutni u velikim koli¢inama) i mikroelemente (elementi prisutni u pg/g) (Mutic, 2022).
Natrijum, magnezijum, kalijum, kalcijum, hlor i fosfor se smatraju esencijalnim makroelementima
jer Cine glavne strukturne komponente tijela. Drugi esencijalni elementi se u tijelu nalaze u
tragovima i predstavljaju esencijalne mikroelemente, medu koje spadaju: bakar, cink, mangan,
nikl, gvozde, kobalt i selen (Mutic¢, 2022).

Pored esencijalnih mikroelemenata, postoji i grupa toksi¢nih elemenata gdje spadaju kadmijum,
olovo, arsen i ziva. Nazvani su toksi¢ni jer njihovo prisustvo u tragovima negativno uti¢e na
zdravlje zivih bi¢a (Muti¢, 2022).

Velike koli¢ine teSkih metala se godiSnje ispuStaju u zemljiSte zbog razli¢itih antropogenih
aktivnosti, kao $to su rudarstvo, prekomjerna primjena dubriva i navodnjavanje otpadnim vodama
u poljoprivredi, §to je rezultovalo ozbiljnom kontaminacijom zemlji$ta Sirom svijeta (\Wang i
Bjorn, 2014; Tan et al., 2015). Prisustvo prekomjernih koli¢ina teskih metala u zemljistu moze
dovesti do losih uticaja po okolne ekoloske sisteme, podzemne vode, zdravlje biljaka, Zivotinja i
ljudi (Houben et al., 2013; Nazarian et al., 2016). Vocée se lako moze kontaminirati teskim
metalima u toku uzgoja ili kasnije tokom faze prerade i stoga je odredivanje sadrzaja akumuliranih
teskih metala od velike vaznosti.

Ljudskom tijelu su potrebni i metalni i nemetalni elementi u odredenim granicama za rast i dobro
zdravlje. Stoga je odredivanje elementarnog sastava u hrani i srodnim proizvodima sustinski vazno
za razumijevanje njihovog nutritivnog znacaja. Shodno tome, prisustvo nekih teskih metala u
velikim koli¢inama u tijelu moze imati toksi¢no dejstvo (Jabeen et al., 2010; Sharma et al., 2009;
WHO, 2005). Sadrzaj metala je jedan od kriterijuma za koriséenje biljnog materijala u proizvodnji

tradicionalnih ljekova i biljnih infuza.
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Brza i neorganizovana urbanizacija i industrijalizacija podigli su nivoe teskih metala u okruzenju
zemalja u razvoju (Sharma et al., 2009). Industrijska proizvodnja i upotreba metala i drugi domaci
procesi unijeli su znacajne koli¢ine potencijalno toksi¢nih metala u atmosferu i u vodeno i kopneno
okruzenje (O’Connell et al., 2008) §to moze da ima vrlo negativan uticaj na ljude, Zivotinje,
mikroorganizme i biljke (Fotakis i Timbrell, 2006). Dakle, kontaminacija voca teskim metalima
predstavlja ozbiljnu prijetnju njegovom kvalitetu i ugrozava bezbjednost hrane (Sharma et al.,
2009). Olovo i kadmijum su veoma $tetni elementi za ljudski organizam (Hamurcu, 2010). Stoga
je FAO/SZO utvrdila dozvoljenu maksimalnu granicu za Pb 0,2 mg/kg i za Cd 0,05 mg/kg u
bobicama i drugom sitnom voc¢u (Codex Stand, 1995).

Mineralni sadrzaj plodova duda zavisi od vrste, zrelosti ploda i sastava zemljista i uslova sredine
(svjetlost, vlaznost, temperatura, nadmorska visina) (Ercisli et al.,2007; Sanchez-Salcedo et al.,
2015; Paunovic et al., 2020; Ercisli et al., 2010).

Razvijen korijenov sistem duda uti¢e na dobru apsorpciju hranjivih materija iz zemljista ali takode
i pogoduje apsorpciji razli¢itih metala iz zemljista (Jiang et al., 2013). Ren i sar. istrazivali su
efekte razlic¢itih koncentracija Pb na rast duda i kvalitet listova. Rezultat je pokazao da visina biljke
ima rastu¢i trend pri nizim koncentracijama Pb (<200 mg/kg suvog zemljista). Kada su
koncentracije Pb u zemljistu bile ve¢e od 200 mg/kg suvog zemljista rast duda i kvalitet listova
duda je poceo ocigledno da se inhibira (Ren et al., 2009).

Kada je koncentracija Cd u zemljistu bila manja od 22,3 mg/kg, proizvodnja listova duda bila je
veca ili jednaka onoj pri dozvoljenim koncentracijama, dok je koncentracija vec¢a od ove smanjila
proizvodnju listova i listovi su pokazali neke toksi¢ne simptome (Chen et al., 1996). Wang i sar.
su sproveli eksperiment i1 izveli zakljuc¢ke da na rast i proizvodnju listova duda nije uticalo kada je
koncentracija Cd u zemljistu bila manja od 10 mg/kg. Kada su koncentracije Cd u zemljistu bile
u opsegu od 20~40 mg/kg, proizvodnja listova duda je smanjena za 10%~30%. Stablu duda je
prijetila smrt kada je koncentracija Cd dostigla 145 mg/kg (\Wang et al., 1998).

Mnoge studije su izucavale sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata u plodovima duda. Istrazen
je sadrzaj minerala u 15 biljaka duda iz razli¢itih zemalja poput Turske, Pakistana, Koreje, Srbije
1 Brazila 1 pokazalo se da plodovi duda imaju dovoljne koli¢ine esencijalnih makroelemenata, kao
Sto su kalijum (K), kalcijum (Ca), magnezijum (Mg) 1 natrijum (Na), pri ¢emu je dominirao K sa
koncentracijom 922-1270 mg/100 g voca, a najmanje je bilo Na sa koncentracijom 58-272 mg/100

g voca. Plodovi duda sadrze mikroelemente kao Sto su gvozde (Fe), cink (Zn), mangan (Mn), bakar
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(Cu), pri ¢emu je Fe bilo sa najve¢om koncentracijom od 4,2 do 77,6 mg/100 g voc¢a (Imran et al.,
2010) .

U studiji Ercislija i sar. od deset elemenata, koliko je odredivano u plodovima duda sa podrucja
Turske, preovladavao je kalijum. Od mikroelemenata visok sadrzaj imalo je gvozde, i to 4,2
mg/100 g u M. alba i M. nigra (Ercisli et al.,2007). U drugoj studiji koja je ispitivala M. alba i
M. nigra uzgajanih u Spaniji makroelemenati K i P se nalaze u velikim koli¢inama, dok je natrijum
prisutan u veoma niskoj koncentraciji (0,01 mg/kg). Opsezi izmjerenih vrijednosti gvozda su bili
28,20 - 46,74 mg/kg i 23,92 - 37,09 mg/kg kod M. alba i M. nigra, respektivno, §to potvrduje da
su obje vrste duda dobar izvor gvozda (Sanchez-Salcedo et al., 2015).

U crnom dudu, koji se gaji u zapadnoj Srbiji na razli¢itim nadmorskim visinama, utvrdena je
najveca kolicina fosfora i kalijuma, sa znacajnom razlikom u zavisnosti od nadmorske visine.
Pored toga, autori su pokazali da je crni dud dobar izvor gvozda, sa najvecim sadrzajem (1,95
mg/100 g) pronadenim na 187 m nadmorske visine (Paunovic et al., 2020).

U plodovima duda koji se uzgajaju u regionu Ksinjiang u Kini, kalijum je bio dominantan
makronutrijent, a zatim kalcijum i magnezijum. Takode, primijecen je ViSok sadrzaj Fe u ruskom
dudu i crnom dudu iz Kine (11,4-11,9 mg/100 g) (Jiang et el., 2015).

Mici¢ i sar. su ispitivali metale u crnom, crvenom i bijelom plodu duda iz regiona jugoistocne
Srbije. U plodovima duda je potvrden sadrzaj razli¢itih metala. Sve vrste duda sadrzale su u plodu
najveci sadrzaj gvozda i najmanji sadrzaj Cd. Nivo gvozda u svim ispitivanim vrstama voca kretao
se izmedu 23,06 - 57,38 mg/100 g. Koncentracioni opseg kadmijuma za ispitivane plodove je bio
od 1,77 do 2,46 pg/100 g u plodovima Morus nigra i Morus alba, respektivno (Mici¢ et al., 2013).
Pokazano je da sadrzaj metala opada slede¢im redosledom u plodu bijelog duda: Fe > Mn > Zn >
Cu > Ni > Pb > Cd, u plodu crvenog duda: Fe > Zn > Mn > Cu > Ni > Pb > Cd i u plodu crnog
duda: Fe > Zn > Cu>Mn > Ni > Pb > Cd. Pored toga, analiza ekstrakata duda je pokazala znacajan
transfer teskih metala tokom postupka ekstrakcije, pa su odgovarajuci koeficijenti ekstrakcije
dostigli vrijednosti do 73,09 % (Micic et al., 2013).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 UZORKOVANJE BIJELOG | CRNOG DUDA

Bijeli i crni dud koriS¢eni u ovom istrazivanju poticu iz centralnog dijela Crne Gore, Selo Mitrovi¢i,
gornja Zeta. Dud cvjeta u maju, a sazrijeva u junu. Za ova istrazivanja plodovi bijelog i crnog duda
su ubrani u julu 2021. godine.

Sakupljeni biljni uzorci su nakon procesa cijedenja podijeljeni na sok (S¢) i trop (Tc) crnog duda
(Morus nigra), i sok (Sp) i trop (Tb) bijelog duda (Morus alba). Uzorci su zatim zamrznuti i Cuvani
do dalje analize.

3.2 PRIPREMA UZORAKA BIJELOG | CRNOG DUDA ZA ODREDIVANJE
SADRZAJA MIKROELEMENATA

3.2.1 Odredivanje sadrZzaja mikroelemenata atomskom apsorpcionom spektroskopijom
(AAS)

Atomska apsorpciona spektroskopija (AAS) je jedna od najcesée koris¢enih instrumentalnih
metoda za analizu metala i nekih metaloida. Kod ove metode se vrsi mjerenje broja nepobudenih
atoma. Zato se atomska apsorpciona spektroskopija moze definisati kao metoda koja se koristi za
odredivanje koncentracije nekog elementa u wuzorku, mjerenjem smanjenja intenziteta
monohromatskog zracenja pri prolasku kroz atomsku paru koja je nastala od uzorka, na talasnoj
duzini koja je specifi¢na i karakteristicna za svaki element. Lakoca i brzina kojom se precizna i
tacna odredivanja mogu izvrSiti ovom tehnikom ucinili su atomsku apsorpcionu spektrometriju
jednom od najpopularnijih metoda za odredivanje veoma niskih koncentracija metala (Beaty |
Kerber, 1997).

Uzorci za AAS su pripremani tako $to je odmjereno oko 2 g soka, tropa i cjelokupnog ploda bijelog
i crnog duda. U odmjerene uzorke je dodato po 28 ml 65% HNO3z i 4 ml 30% H202. Uzorci su
zatim upareni do zapremine od 16 ml, nakon ¢ega su kvantitativno prenesSeni u normalne sudove
od 100 ml i dopunjeni destilovanom vodom do crte.

Odredivanja mikroelemenata u ispitivanim uzorcima bijelog i crnog duda izvr$ena su na atomskom

apsorpcionom spektrometru Perkin EImer PinAAcle 900T.
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3.2.2 Odredivanje dnevnog unosa elemenata (DMI) bijelog i crnog duda

Procjenu doprinosa dnevnog unosa esencijalnin mikroelemenata prilikom konzumiranja
ispitivanog bijelog i crnog duda koriS¢enjem porcije od 300 g svjezih plodova po obroku,

izracunata je na osnovu jednacine:

_ €x100
" RDA

gdje je:
RDA - preporucene dnevne potrebe elemenata prema direktivi Evropske unije (EEC) (European
Economic Community-EEC, 2008),

C - sadrzaj mikroelementa (mg) u 300 g obroka.
Takode, moze se izvesti zakljucak o unosu toksi¢nih elemenata i na osnovu toga procijeniti moguci

rizik po zdravlje konzumenata. Dnevni unos (DI, %) Cd, Pb i Ni je ratunat na osnovu jednacine:

I_CxlOO
~ MDI

gdje je:

MDI -maksimalni dnevni unos koji se moze tolerisati (EFSA — European Food Safety Authority)
(European Food Safety Authority, 2012, European Food Safety Authority, 2010, European Food
Safety Authority, 2015).

3.3 HEMIJSKA ANALIZA SOKA | TROPA BIJELOG | CRNOG DUDA

Odredivanja bioaktivnih komponenti u ispitivanim uzorcima bijelog i crnog duda izvrSena su na

spektrofotometru Buck Scientific 105 UV-VIS spectrophotometer.

3.3.1 Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Folin-Ciocalteu metoda je dobro poznata metoda za odredivanje ukupnog sadrzaja fenolnih

jedinjenja, koja je koris¢ena u ovom radu. Zasniva se na redukciji Folin-Ciocalteu reagensa
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fenolnim jedinjenjima uzorka u alkalnim uslovima. Uzorci su pripremljeni tako $to je uzeto po
1 ml soka odn. 1 g tropa ispitivanih uzoraka bijelog i crnog duda S, T¢, Sb, To | pomijesani sa 0,5
ml Folin Ciocalteu reagensa (razblazen deset puta), zatim je u smjesu dodato 2,5 ml 7,5 % Na>COs.
Nakon stajanja na tamnom mjestu 120 min, apsorbancija pripremljenih rastvora je izmjerena na
talasnoj duzini od A=740 nm. Za konstrukciju kalibracione krive kori$¢ena je serija standardnih
rastvora galne kiseline (5 do 35 mg/ml). Srednja vrijednost rezultata tri nezavisna mjerenja je

izrazena kao miligrami ekvivalenata galne kiseline po 100 g biljne sirovine (mg GAE/100 g).

3.3.2 Odredivanje sadrzaja flavonoida

Ukupan sadrzaj flavonoida odreden je tako §to se pomijesa 1 ml (1 g) ispitivanog uzorka (Sc, T,
Sb, Tp) crnog i bijelog duda sa 3 ml dejonizovane vode i 0,3 ml NaNO.. Nakon stajanja od pet
minuta na sobnoj temperaturi dodato je 3 ml 1 % AICIz i 2 ml 1M NaOH. Uzorci su zatim prenijeti
u normalne sudove od 10 ml i dopunjeni do crte dejonizovanom vodom. Izmjerena je apsorbancija
na talasnoj duzini od 415 nm. Kalibraciona kriva je zatim konstruisana kori§¢enjem serije
standardnih rastvora kvercetina (pocetne koncentracije 1 mg/l). Srednji rezultati tri nezavisna

mjerenja izraZeni su U miligramima kvercetina po 100 g biljne sirovine (mg QE/100 g).

3.3.3 Odredivanje sadrzaja tanina

Metoda koja je koris¢ena, u ovom radu, za odredivanje tanina opisana je u Evropskoj Farmakopeji
Ph. Eur. 9.0. (Council of Europe, 2016). Sadr$aj tanina je izraCunat na osnovu razlike u apsorbanci
ukupnih  polifenola (A:) dobijenih nakon tretiranja uzoraka (Sc, Tc, Sb,  To)
fosfomolbdovolframovim reagensom u alkalnom medijumu i polifenola koji se ne adsorbuju na
kozni prah (A2). Apsorbancije su izmjerene na talasnoj duzini od 760 nm.

Sadrzaj tanina, izraZen kao procenat pirogalola, izracunat je uz pomo¢ formule:

62,5 (A1 — Az )x my
Ay xmy

gdje je:
m1 - masa ispitivanih uzoraka bijelog i crnog duda (Sc, Te¢, Sb, Tb) U gramima,
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m2 -masa pirogalola u gramima,

As — apsorbancija pirogalola

3.3.4 Odredivanje sadrzaja antocijana

Nakon procesa hidrolize ispitivanih uzoraka bijelog i crnog duda (Sc, Te, Sb, Tb) ukupan sadrzaj
antocijana je odreden smjesom MeOH/HCI. Ova metoda je opisana u Evropskoj Farmakopeji Ph.

Eur. 9.0. (Council of Europe, 2016). Intezitet apsorbancije je izmjeren na talasnoj duzini od 528

nm.

Procenat antocijana, izrazen preko cijanidin-3-glukozid hlorida, izraunat je prema formuli:

Ax 5000
718 x m

gdje je:
A - apsorbancija na 528 nm,

m - masa ispitivanih uzoraka bijelog i crnog duda (Sc, Tc, Sb, Tb).

3.3.5 Odredivanje antioksidativnih svojstava soka i tropa bijelog i crnog duda

3.3.5.1 Odredivanje antioksidativnih svojstava primjenom DPPH testa

DPPH metoda je jedna od naj¢esce koris¢enih metoda za procjenu antioksidativne aktivnosti. U
testu, radikal se neutraliSe prihvatanjem ili atoma vodonika ili elektrona iz antioksidativne vrste
(ili redukcionih agenasa) tokom ¢ega se na kraju procesa pretvara u redukovani oblik (DPPH ili
DPPH-H). Mjerenja se vrse na talasnoj duzini od 517 nm. Rezultati se obraduju ili kao ekvivalent
standardne reference (Trolox, galna Kiselina, askorbinska kiselina) ili kao ICso (Bibi Sadeer et al.,
2020).

Uzorci za DPPH metodu su pripremljeni tako $to se u 300 pl etanolnih rastvora ispitivanih uzoraka
bijelog i crnog duda (Sc, T¢, Sp, Tn) koncentracija 42,46 mg/ml, 490,25 mg/ml, 44,33 mg/ml,
764,12 mg/ml za Sc, Sp, T¢, Tb, respektivno, doda po 2,7 ml 0,1 mM etanolnog rastvora DPPH.

Apsorbancija navedenih smjesa je izmjerena nakon 30 min stajanja na sobnoj temperaturi, na
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talasnoj duzini od 517 nm, uz etanol kao slijepu probu. Procenat inhibicije DPPH izracunt je prema

sledecoj formuli (Blois, 1958):

% = 100 — |(4s — Ap)x 100]
Ac

gdje je:

As - apsorbancija etanolnih rastvora uzoraka bijelog i crnog duda (Sc, Sb, Tc, To) prethodno

tretiranih DPPH rastvorom,

Ag - apsorbancija etanolnih rastvora uzoraka bijelog i crnog duda (Sc, Sb, Tc, Tb) bez prethodnog

tretiranja DPPH rastvorom,

Ac - apsorbancija etanolnog rastvora DPPH.

ICso vrijednosti predstavljaju koncentraciju uzorka koja dovodi do neutralizacije 50% DPPH

radikala (Fausto Rivero-Cruz et al, 2020).

3.3.5.2 Odredivanje antioksidativnih svojstava primjenom FRAP testa

Pomoc¢u FRAP metode se odreduje antioksidativni potencijal u uzorcima redukcijom feri gvozda
(Fe**) u fero gvozde (Fe?") antioksidansima prisutnim u uzorcima. Nakon redukcije feri gvozda,
razvija se plava boja koja se ocitava spektrofotometrijski na 593 nm. Redoks potencijal Fe(lll) je
priblizno 0,70V, §to ¢ini ovaj test manje specificnim. To je zato sto, ako je bilo koja vrsta prisutna
u reakcionoj smjesi i ako ima redoks potencijal manji od Fe(lll) (<0,70 V), ta vrsta ¢e biti
odgovorna za redukciju [Fe(TPTZ)J** (Bibi Sadeer et al., 2020).

Uzorci su pripremljeni tako sto se u 100 pl etanolnih rastvora ispitivanih uzoraka bijelog i crnog
duda odgovaraju¢ih koncentracija 45,10 mg/ml, 45,25 mg/ml, 42,72 mg/ml, 47,86 mg/ml za S,
Sb, Te, Tb, respektivno, doda 3,0 ml svjeze pripremljenog FRAP reagensa (25 ml 300 mmol/I
acetatnog pufera, pH vrijednosti 3,6; 2,5 ml 10 mmol/l rastvora TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina)
u 40 mM rastvoru HCl i 2,5 ml 20 mmol/I rastvora FeCls-6H20). Apsorbancija je izmjerena nakon
stajanja uzoraka 30 min na temperaturi od 37 °C na talasnoj duZzini od 593 nm. Slijepa proba je
smjesa istih sastojaka sa 100 pl etanola umjesto etanolnog rastvora analiziranog uzorka.

Za konstrukciju kalibracione krive koriS¢ena je serija standardnih rastvora gvozda u

koncentracionom opsegu od 100 do 1000 mmol/l pravljena od FeSO4-7H.0O u FRAP reagensu.
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Rezultati su izrazeni kao milimolovi Fe?* jona po gramu biljne sirovine (mmol Fe?*/g) (Benzie i
Strain, 1999).

3.4 STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Za statisticku obradu rezultata, za odredivanje parametara deskriptivne statistike (srednja
vrijednost i devijacija) pri odredivanju mikroelemenata u bijelom i crnom dudu, koris¢en je NCSS

statisticki softver (Www.ncss.com), a pomocu programa Microsoft Excel 2007 (Microsoft

Corporation, Redmond, WA, USA) vr$ena je statisti¢ka analiza hemijskog profila i antioksidativne

aktivnosti bijelog i crnog duda.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1 SADRZAJ UKUPNIH FENOLA U SOKU I TROPU BIJELOG I CRNOG DUDA

Biljna fenolna jedinjenja su jedna od glavnih grupa fitomolekula ¢iji sadrzaj utiCe na razlicita
terapeutska dejstva ljekovitih biljaka, boju i ukus plodova itd. (Harborne et al., 1999). Brojna
istrazivanja su usmjerena na njihovo odredivanje, odnosno na njihovu kvalitativnu 1 kvantitativou
analizu ( Wei et al., 2018; Turan et al., 2017; Moise et al., 2018; Sanchez-Salcedo et al., 2015;
Ercisli et al., 2010; Zoofishan et al., 2018; Heleno et al., 2015)

Na slici 6 su predstavljeni rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih fenola dobijenih ispitivanjem
soka 1 tropa bijelog i crnog duda iz sela Mitrovici.

Kalibraciona kriva kori§¢ena za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola predstavljena je na slici 7.
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Slika 6. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u uzorcima soka i tropa bijelog i crnog duda

Sadrzaj ukupnih fenola dobijen u soku bijelog duda iznosio je 34,64 mg GAE/100 g, a u tropu
26,91 mg GAE/100 g, dok je sadrzaj ukupnih fenola u soku crnog duda bio 126,4 mg GAE/100 g,
a u tropu ove biljke iznosio je 91,1 mg GAE/100 g. Dobijeni rezultati su pokazali da sok (Sc) i trop
(T¢) crnog duda imaju vedi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u odnosu na sok (Sp) i trop (Tb)
bijelog duda. Takode, veci sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja zabiljezen je u soku (Sc i Sp) nego
u tropu (T¢ i Tp) kod obje vrste duda.
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Sli¢ni rezultati su dobijeni prou¢avanjem Sest genotipova crnog duda i osam genotipova bijelog
duda sa podrucja Bosne 1 Hercegovine i to kod genotipova crnog duda, ukupan sadrzaj fenola se
kretao od 16,06 mg GAE/100 g do 101,33 mg GAE/100 g, dok je kod genotipova bijelog duda
sadrzaj fenola bio u opsegu od 6,26 mg do 50,00 mg GAE/100 mg (Skender et al., 2019).

lako su plodovi duda dobar izvor fenolnih jedinjenja i rezultati svih istrazivanja pokazuju da
analizirano voce ima visok sadrzaj ukupnih fenola, ove vrijednosti zna¢ajno variraju u razli¢itim
istrazivanjima. Sadrzaj ukupnih fenola u plodovima osam tajlandskih genotipova duda se kretao
od 104,8 do 213,5 mg GAE/100 g (Butkhup et al., 2013), za dudove ubrane na razli¢itim turskim
lokalitetima od 158,4 do 249 mg GAE/100 g i od 100,5 do 348,0 mg GAE/100 mg, (Ercisli et al.,
2010; Ozgen et al., 2009), i u dudu gajenom u Spaniji od 76,7 do 180 mg GAE/100 g (Calin-
Sanchez et al., 2013). Medutim, podaci koje su objavili Imran i sar. (Imran et al., 2010) i Ercisli i
sar. (Ercisli et al 2008) pokazuju da je sadrzaj ukupnih fenola u plodovima sakupljenim u
sjevernom regionu Pakistana i u sjeveroisto¢noj Anadoliji (Turska) bio veoma visok, u rasponu od
880 do 1650 mg GAE/100 g i od 1943 do 2237 mg GAE/100 g, respektivno. Ova velika
varijabilnost u sadrzaju ukupnih fenola se objasnjava ne samo razli¢itim vrstama genotipa duda,
veé i uslovima rasta i uzgoja (Syvacy et al., 2004). Poznato je, takode, da biljka moze da akumulira
fenolna jedinjenja pod razli¢itim stresnim uslovima (toplota, UV svetlost, napad patogena itd.);
odnosno, klimatske promene u vidu variranja od niske do visoke temperature mogu izazvati stres
I podstaci proizvodnju fenolnih jedinjenja (Nozolino et al., 1990; Christie et al., 1994; Dixon et
al., 1995).
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Slika 7. Kalibraciona kriva kori$¢ena za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

4.2 SADRZAJ UKUPNIH FLAVONOIDA U SOKU | TROPU BIJELOG | CRNOG
DUDA

Flavonoidi, grupa prirodnih supstanci sa promenljivom fenolnom strukturom, nalaze se u voéu,
povréu, kori, korijenu, stabljikama, ¢aju 1 vinu. Poznato je njihovo blagotvorno dejstvo na zdravlje
i zato se radi njihovo izolovanje. Flavonoidi se danas smatraju nezamjenljivim komponentama u
razli¢itim nutricionistickim, farmaceutskim, medicinskim i kozmetickim primjenama, a sve zbog
njihovih antioksidativnih, anti-inflamatornih, anti-mutagenih i anti-kancerogenih svojstava, kao i
zbog Cinjenice da imaju kapacitet da modifikuju kljuéne funkcije ¢elijskih enzima (Panche et al.,
2016).

Na slici 8 su predstavljeni rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida dobijenih ispitivanjem
soka i tropa bijelog i crnog duda iz sela Mitrovici.

Kalibraciona kriva koriS¢ena za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida predstavljena je na

slici 9.
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Slika 8. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima soka i tropa bijelog i crnog duda

Dobijeni sadrzaj ukupnih flavonoida u soku bijelog duda bio je 77,47 mg QE/100 g, dok je u tropu
bijelog duda iznosio 91,14 mg QE/100. Sto se ti¢e crnog duda, sadrZaj ukupnih flavonoida u soku
je iznosio 155,93 mg QE/100 g, a u tropu 160,02 mg QE/100 g. Sli¢ne ili nesto vece vrijednosti
ukupnih flavonoida u plodu crnog duda su objavljeni i od strane drugih autora. Naime, Ercisli i
Orhan, su u uzorcima crnog duda pronasli znatno veéi sadrzaj ukupnih flavonoida (276 mg QE/100
g), u odnosu na uzorke bijelog duda (29 mg QE/100 g) ( Ercisli & Orhan, 2007).

Nesto manji sadrzaj ukupnih flavonoida objavio je Erden ispitivajuci crni dud (125,86 mg QE/g),
Sto ukazuje da je uticaj karakteristika predjela (svijetlost, temperatura, prisustvo hranljivih materija
u zemljistu i nadmorska visina) od znatne vaznosti za raspodjelu flavonoida (Erden, 2021; Shen et
al., 2022).

Posmatrajuci dobijene rezultate ispitivanja duda iz Mitrovic¢a uo€ava se da sok 1 trop crnog duda
imaju znatno veci sadrZaj flavonoida, nego sok i trop bijelog duda. Sadrzaj polifenola se postepeno
povecava tokom zavr$nog perioda sazrijevanja u plodovima duda (Gerasopoulos i Stavroulakis,
1997) tako da na sadrzaj ukupnih flavonoida ima uticaj 1 period berbe ispitivanih uzoraka.
Takode, prethodne studije su pokazale da je voée tamne boje dobar izvor flavonoida (Cieslik,
Greda I Adamus, 2006; Song et al., 2009; Pantelidis et al., 2007), $to bi moglo objasniti manje

sadrZaje flavonoida u plodovima bijelog duda.
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Slika 9. Kalibraciona kriva kori$¢ena za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

4.3 SADRZAJ UKUPNIH ANTOCIJANA U SOKU I TROPU BIJELOG I CRNOG DUDA

Antocijani su jedinjenja iz grupe flavonoida koja uzrokuju crvenu, plavu i ljubi¢astu boju mnogih
biljaka (Araceli Castafieda-Ovando, et al., 2009). Najzastupljeniji antocijanin u dudu je cijanidin-
3-glukozid (C3G), koji predstavlja 53,94-78,23 % ukupnih antocijana; cijanidin-3-rutinozid
(C3R) ¢ini 19-43,83 % i pelargonidin-3-glukozid (P3G) blizu 5 % (Stefanut et al., 2011;
Kamiloglu et al., 2013; Stefanut et al., 2013; Hassimotto et al., 2016; Bao et al., 2016; Qin et al.,
2010). S obzirom na veliki uticaj antocijana na ukupnu antioksidativnu aktivnost, poslednjih
godina je porasla zainteresovanost za ispitivanje ovih jedinjenja (Jin et al., 2015).
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Slika 10. Sadrzaj ukupnih antocijana u uzorcima soka i tropa bijelog i crnog duda

Procentni sadrZzaj ukupnih antocijana dobijen istraZzivanjem bijelog i crnog duda iz Mitrovica
predstavljen je naslici 10. U soku bijelog duda iznosio je 0,015 %, u tropu 0,012 %, dok je u soku
crnog duda iznosio 0,850 %, a u tropu 0,922 %. Detaljnim pregledom literature nisu pronadena
istrazivanja Cije rezultate je moguce porediti sa dobijenim rezultatima.

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 10 uocava se da je procentni sadrzaj ukupnih antocijana
veéi u tropu (Tw i Tc) nego u soku (Sp i Sc) 1 kod bijelog i kod i crnog duda. Sadrzaj antocijana u
soku i tropu crnog duda je znatno veci nego u soku i tropu bijelog duda. Generalno, sadrzaj
bioaktivnih jedinjenja u M. nigra je ve¢i u odnosu na M. alba zbog prisustva antocijana (Skender
etal., 2019; , Zeng et al., 2016).

Iako je sadrzaj antocijana kod bijelog duda vrlo nizak, pa ¢ak prema nekim autorima nisu ni
detektovani u bijelom dudu (Sanchez Salcedo et al., 2015; Krishna et al., 2018) ipak je kod nekih
sorti bijelog duda otkriveno prisustvo antocijana (Negro et al., 2019; Kim et al., 2020; Xiao et al.,
2017), jer pri sazrijevanju ploda dolazi do akumulacije antocijana $to je pra¢eno promjenom boje

od zelene (nezrele) do bijele i svijetloljubicaste (pri punoj zrelosti).

39



4.4 SADRZAJ UKUPNIH TANINA U SOKU I TROPU BIJELOG I CRNOG DUDA

Tanini su sekundarni metaboliti prisutni u zna¢ajnoj koli¢ini u biljnim proizvodima i predstavljaju
sloZzena polifenolna jedinjenja. Zbog svojih pozitivnih efekata kao Sto su antibakterijski i
antioksidativni efekti, oni se smatraju bitnim sastojcima hrane. Tanini se koriste kao konzervansi
za hranu, §to je posledica njihove zastitne prirode (Singh & Kumar, 2020).

lako se ranije smatralo da tanini imaju slabiju antioksidativnu aktivnost u odnosu na flavonoide,
novija istraZzivanja su potvrdila da antioksidativna aktivnost ovih jedinjenja zavisi od stepena
njihove polimerizacije, i da imaju petnaest do trideset puta intenzivniji antioksidativni potencijal

nego prosti fenoli (Stanisavljevic, 2015).
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Slika 11. Sadrzaj ukupnih tanina u uzorcima soka i tropa bijelog i crnog duda

Sadrzaj ukupnih tanina, %

Procentni sadrzaj ukupnih tanina dobijenih istrazivanjem crnog i bijelog duda iz Mitrovic¢a
predstavljen je na slici 11. U soku bijelog duda sadrzaj je iznosio 0,52 % , u tropu 0,235 %, dok je
u soku crnog duda iznosio je 0,71 %, a u tropu 0,41%.

1z dobijenih rezultata moze se uociti da je procentni sadrzaj tanina bio veéi u soku (Sp i S¢) nego u
tropu (Tp i T¢) kod obje vrste duda, kao i da je veéi procenat tanina u soku i tropu crnog duda u
odnosu na bijeli. Detaljnim pregledom literature nisu pronadena istrazivanja o taninima ploda vrste

M. nigra i M. alba ¢ije rezultate bi bilo mogucée porediti sa dobijenim podacima.
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4.5 ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST SOKA | TROPA BIJELOG | CRNOG DUDA

S obzirom da sinteticka antioksidativna jedinjenja mogu pokazati toksi¢na dejstva, sve veca je
potraznja za antioksidansima biljnog porijekla koja bi ih zamjenila (Amardeep Kumar et al, 2020).
U ovom istrazivanju koris¢ene su DPPH i FRAP metode za mjerenje antioksidativne aktivnosti
ispitivanih uzoraka bijelog i crnog duda. Preporuka je da se uvjek radi viSe razli¢itih testova,
zasnovanih na razli¢itim mehanizmima djelovanja kako bi se dobili $to potpuniji podaci o
antioksidativnoj aktivnosti ispitivanog uzorka (Schlesier, et al, 2002).

Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti uzoraka bijelog i crnog duda DPPH i FRAP

metodama predstavljeni su na slikama 12 i 13.
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Slika 12. Antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka bijelog i crnog duda dobijena primjenom
DPPH metode

Rezultati DPPH testa predstavljeni su onom koli¢inom antioksidansa koja smanjuje koncentraciju
radikala za 50 % (efikasna koncentracija-1Cso). Manje 1Cso vrijednosti ukazuju na to da je uzorak
veceg antioksidativnog potencijala (Fausto Rivero-Cruz et al., 2020). Rezultati FRAP testa su

izrazeni kao mikromolovi jona Fe?* po gramu ispitivanog uzorka (umol Fe?*/g).
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U ovom istrazivanju dobijena ICso vrijednost (Slika 12) u soku crnog duda bila je 0,293 pg/ml, a
u tropu ICso vrijednost je iznosila 0,437 pg/ml. Sto se ti¢e bijelog duda ICso vrijednost u soku
iznosila je 12,42 pg/ml, dok u tropu ICsg je iznosila 19,88 pg/mi.

Rezultati su pokazali da vecu antioksidativnu aktivnost mjerenu DPPH testom imaju uzorci soka
nego tropa kod obje vrste duda. Dalje, znatno vecu antioksidativnu aktivnost pokazuje sok i trop
crnog duda u odnosu na sok i trop bijelog duda.

Pregledom literature je nadeno da su i drugi istrazivaci izmjerili veéi antioksidativni potencijal
crnog u odnosu na bijeli dud. Shivashankara i sar. su ispitivajuci vrste Morus sa podru¢ja Indije
zabiljezili ICso vrijednost za crni dud 0,12 mg, dok za bijeli dud ICsg vrijednost je iznosila 36,26
mg (Shivashankara et al., 2010). Radojkovi¢ i sar. su proucavajuci ekstrakte crnog i bijelog duda
sa podrucja Srbije zabiljezili antioksidativni kapacitet, izrazen preko ICsp vrijednosti, ekstrakta
bijelog duda koja je iznosila 0,1469 mg/ml, dok je kod ekstrakta crnog duda iznosila 0,0450 mg/ml
(Radojkovic et al., 2012). Prema Junu i sar. 1Cso vrijednost rastvora ekstrakta ploda crnog duda je
iznosila 146,731 ppm. ICso vrijednost izmedu 100 i 250 ppm je klasifikovana kao srednji
antioksidans (Jun et al., 2006).
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Slika 13. Antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka bijelog i crnog duda dobijena primjenom
FRAP metode
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Vecu antioksidativnu aktivnost mjerenu FRAP testom (Slika 13) pokazuju sok (0,113 umol Fe?*/g)
i trop (0,125 pmol Fe?*/g) crnog duda u odnosu na sok (0,0446 pumol Fe?*/g) i trop (0,0392 pmol
Fe?*/g) bijelog duda. Detaljnim pregledom literature nije pronadeno istrazivanje ¢ije rezultate je
bilo moguce porediti sa dobijenim rezultatima.

Naime, Shivashankara i sar. su odredili antioksidativnu aktivnost FRAP metodom bijelog i crnog
duda, ali su antioksidativni kapaciteti izrazeni kao grami antioksidativnog kapaciteta ekvivalenta
askorbinske kiseline (AEAC) na 100 g materije, i rezultati bijelog i crnog duda su
0,09 g AEAC/100 g i 4,51 g AEAC/100 g, respektivno ( ).

Poredenjem rezultata dobijenih primjenom DPPH i FRAP metode uoceno je da je najveci
antioksidativni kapacitet primjenom DPPH metode imao sok crnog duda (Sc), dok je primjenom
FRAP metode najbolji antioksidativni odgovor dao trop crnog duda (T¢). Dobijeni rezultati
potvrduju da samo jedan test procjene antioksidativne aktivnosti nije dovoljan (Schlesier et al,
2002).

4.6 MIKROELEMENTI U ISPITIVANIM UZORCIMA BIJELOG | CRNOG DUDA

Toksi¢ni elementi u hrani se definiSu kao elementi koji mogu biti prisutni u hrani u koli¢inama
koje mogu biti potencijalno opasne po ljudsko zdravlje. Svi metali su toksi¢ni ako se unose u
prekomjernim koli¢inama. Ipak, moguce je napraviti razliku izmedu elemenata koji se smatraju
esencijalnim i onih koji izazivaju toksikoloske simptome pri niskim koncentracijama i koji nemaju
poznate korisne fizioloSke funkcije. Zbog toga je od velike vaznosti kontrola njihovog sadrzaja u
biljci u cilju procjene toksikoloskog rizika po zdravlje konzumatora (Pavon et al., 2015).

Osim u soku 1 tropu bijelog i crnog duda, u ovom istraZivanju sadrzaj mikroelemenata odreden je
i u cjelokupnom plodu bijelog i crnog duda (Dp i De, respektivno). Sadrzaj mikroelemenata (Mn,
Zn, Fe, Cu, Pb, Cd i Ni) odreden je primjenom atomske apsorpcione spektroskopije (AAS). U
tabeli 3 prikazan je dobijeni sadrzaj mikroelemenata u soku (Sp i S¢), tropu (Tv i T¢) i cjelokupnom
plodu bijelog i crnog duda (Dy i Dc). Rezultati su izrazeni u mg/kg.

Najzastupljeniji esencijalni mikroelement u svim ispitivanim uzorcima bijelog i crnog duda, sa
podrucja Mitrovica, bilo je Fe (Tabela 3). Koncentracija Fe u soku bijelog duda iznosila je 31,72
mg/kg, a u tropu 35,71 mg/kg. Koncentracija Fe u soku crnog duda iznosila je 33,15 mg/kg, a u
tropu 42,10 mg/kg. Koncentracija Fe u Dy i D uzorcima bila je 31,2 mg/kg i 33,61 mg/kg,
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respektivno. Ispitujuéi plod bijelog i crnog duda na podrucju Srbije, Mici¢ i sar. su zabiljezili
znatno veéi opseg Fe (od 230,6 mg/kg do 421,3 mg/kg) (Mici¢ et al., 2013), dok na podrucju
jugoistoéne Srbije, Randelovic i sar. biljeZe nesSto manji opseg Fe, u odnosu na rezultate koji su
dobijeni ispitivanjem duda iz Mitrovi¢a, od 9,57 (M. alba) do 26,89 mg/kg (M. nigra) (Randelovi¢
et al., 2014). Sanchez-Salcedo i sar. daju slicne rezultate rezultatima dobijenim u ovom radu
(Sanchez-Salcedo et al., 2015) gdje su nivoi gvozda varirali izmedu 28,20 do 46,74 mg/kg i 23,92
do 37,09 mg/kg kod M. alba i M. nigra , respektivno.

Drugi po zastupljenosti esencijalni mikroelement u svim ispitivanim uzorcima bijelog i crnog duda
u ovom radu bio je Zn (Tabela 3). Njegova koncentracija u soku bijelog duda je 2,60 mg/kg, a u
tropu 7,96 mg/kg. Koncentracija Zn u soku crnog duda je bila 5,53 mg/kg, a u tropu 7,50 mg/kg.
Koncentracija Zn u Dy i D¢ uzorcima bila je 6,43 mg/kg i 6,13 mg/kg, respektivno. Ispitujuéi cink
u plodu bijelog i crnog duda Mici¢ i sar. su zabiljezili vrijednosti od 22,3 mg/kg za M. alba i 34,0
mg/kg za M. nigra (Micic et al., 2013). Drugi po zastupljenosti esencijalni mikroelement u bijelom
i crnom dudu na podruéju jugoisto¢ne Srbije je takode bio Zn (Randelovic et al., 2014). Randelovi¢
I sar. su zabiljezili sadrzaj Zn u opsegu 1,369-7,18 mg/kg za bijeli dud, dok je za crni dud sadrzaj
Zn bio u opsegu 2,69-548 mg/kg. Ercisli i sar. su pronasli sadrzaj cinka od
2,8 mg/100 g za M. alba i 3,2 mg/100 g za M. nigra (Ercisli et al., 2007).

Koncentracija Cu u soku bijelog duda iznosila je 2,59 mg/kg, a u tropu 2,75 mg/kg, dok je
koncenracija Cu u soku crnog duda iznosila 2,73, a u tropu 2,63 mg/kg (Tabela 3). Koncentracija
Cu u Dy i D¢ uzorcima bila je sliéna (2,00 mg/kg i 2,56 mg/kg, respektivno). Na podrucju
jugoisto¢ne Srbije Randelovié i sar. su zabiljezili sadrzaj Cu u opsegu od 1,06-2,586 mg/kg za M.
alba i1,52-1,56 mg/kg za M. nigra (Randelovi¢ et al., 2014). Ispitujuéi plod bijelog i crnog duda
Mici¢ i saradnici biljeZze znatno veci sadrzaj Cu (8,6 mg/kg za M. alba i 10,7 mg/kg za M. nigra)
(Mici¢ et al., 2013).

Koncentracija Mn u soku bijelog duda iznosila je je 0,79 mg/kg, a u tropu 2,36 mg/kg, dok je u
soku i tropu crnog duda koncentracija Mn iznosila 1,50 mg/kg i 2,54 mg/kg, respektivno (Tabela
3). Koncentracija Mn u Dy i D¢ uzorcima bila je slicna (1,99 mg/kg i 2,23 mg/kg, respektivno).
Ispitujuci plod bijelog i crnog duda Mici¢ i sar. biljeze znatno vece koncentracije Mn (23,3 mg/kg
za M. alba i 8,1 mg/kg za M. nigra) (Micic et al., 2013), dok su Randelovi¢ i sar. zabiljezili
koncentracije Mn od 3,03 (M. alba) do 8,97 mg/kg (M. nigra) (Randelovic et al., 2014).
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Primjenom AAS metode, u svim ispitivanim uzorcima bijelog i crnog duda (Sb, Sc, To, Tc, Db i Dc)
koncentracije Pb, Cd i Ni su bile ispod granice detekcije instrumenta (Tabela 3). Ovaj nalaz je od
izuzetne vaznosti, s obzirom da je potvrdio bezbjednu upotrebu ploda bijelog i crnog duda, bez
toksikoloskog rizika. Mici¢ i saradnici ispitujuc¢i plod bijelog i crnog duda na jugu Srbije
detektovali su 1,77 do 2,46 pug Cd /100 g , respektivno. U njihovim istrazivanjima koncentracija
Ni u plodu bijelog duda je iznosila 0,37 mg/100 g, a u crnom 0,27 mg/100 g. Takode, su detektovali
koncenraciju Pb i to u bijelom dudu 0,09 mg/100 g, a u crnom 0,14 mg/100 g (Mici¢ et al., 2013).

Tabela 3. Koncentracija mikroelemenata [mg/kg] u soku, tropu i plodu bijelog i crnog duda

Zn Cu Mn Ni Pb Cd Fe
Sc 5,53+0,68 2,73+0,37 1,50+0,10 - - - 38,15+1,76
Tc 7,50+0,42 2,63+0,15 2,54+0,14 - - - 42,10+1,97
Dc 6,13+0,49 2,56+0,35 2,23+0,15 - - - 33,61+0,98
S» 2,60+0,21 2,59+0,43 0,79+0,20 - - -  31,72+0,85
To 7,96£0,80 2,75+0,21 2,35+049 - - = 35,71+0,14
Db 6,43+0,40 2,00+0,20 1,99+0,20 - - - 31,2+0,30

Primjenom AAS metode sli¢an sadrzaj ispitivanih elemenata zabiljezen je u soku (Sp i Sc) i tropu

(To 1 T¢) bijelog i crnog duda, bez obzira na vrstu (Tabela 3).

4.6.1 Dnevni unos odredivanih elemenata (DMI) bijelog i crnog duda

U tabeli 4 su navedeni rezultati procentualnog dnevnog unosa ispitivanih elemenata (Fe, Mn, Zn,
Cu, Ni, Pbi Cd).
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Tabela 4. Unos mikroelemenata, [%] na dnevnom nivou iz jedne porcije ispitivanih plodova

bijelog i crnog duda

DMI (%)
Esencijalni mikroelementi RDA (mg/dan)
Dc Db
Fe 14 11,520 10,694
Mn 2 5,352 4,776
AAS Zn 10 2,940 3,084
Cu 1 12,288 9,600
0)
Toksi¢ni elementi MDI (pg/dan) DI (%)
Dc Db
Ni 196 / /
AAS Pb 250 / /
Cd 25 / /

Dnevna doza Fe koja se preporucuje iznosi 14 mg (European Economic Community-EEC, 2008).
Doprinos ovog esencijalnog mikroelemenata iz 300 g ispitivanih plodova bijelog i crnog duda
iznosi 11,52 % iz D, 1 10,69 % iz Dy od preporu¢enog dnevnog unosa. S obzirom na to da Fe ulazi
u sastav hemoglobina, ovaj podatak je od izuzetne vaznosti. Nedostatak Fe moze dovesti do
anemije kao i do smanjenog dopremanja kiseonika (Grosbois et al., 2005).

Sto se ti¢e Cu, dnevna doza koja se preporuéuje iznosi 1 mg (European Economic Community-
EEC, 2008), porcija ispitivanih plodova crnog i bijelog duda obezbjeduje zadovoljenje 12,28 %
(D¢) odnosno 9,60 % (Db) od dnevnih potreba. Ovaj podatak je takode od velike vaznosti jer je Cu
neophodan za brojne enzime koji su neophodni za normalnu metabolicku funkciju (Williams,
1983).

Preporucene dnevne potrebe Zn i Mn iznose 10 mg odnosno 2 mg, respektivno (European
Economic Community-EEC, 2008). Njihov dnevni doprinos iz jedne porcije ispitivanih plodova
bijelog i crnog duda je mali (do 3,08 % i 5,35 %, redom, od preporuc¢enog dnevnog unosa).

Ni, Cd i Pb u svim ispitivanim uzorcima bijelog i crnog duda iz Mitrovica (Tabela 4) bili su ispod
granice detekcije instrumenta te stoga ovaj nalaz dodatno doprinosi bezbjednoj upotrebi ploda

bijelog i crnog duda, bez toksikoloskog rizika.
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4.7 KORELACIJA SADRZAJA FENOLNIH JEDINJENJA, MIKROELEMENATA |
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI U ISPITIVANIM UZORCIMA BIJELOG |
CRNOG DUDA

Da bi se procijenio uticaj sadrzaja i sastava fenolnih jedinjenja kao i mikroelemenata na
antioksidativnu aktivnost ispitivanih uzoraka bijelog i crnog duda, u ovom radu koris¢ena je
korelaciona analiza. Dobijeni rezultati predstavljeni su u tabelama 5 i 6.

U ispitivanim uzorcima bijelog i crnog duda utvrden je vrlo visok stepen korelacije (Tabela 5)
izmedu sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida, antocijana i antioksidativne vrijednosti mjerene sa
obje metode, i pokazano je da su FRAP metodom stepeni korelacije iznosili R?>= 0,8344;
R?= 0,9633; R?= 0,9952, respektivno, a metodom DPPH R?= 0,8542; R?= 0,8068; R?= 0,8972,
respektivno. Postoje brojne studije koje su potvrdile da ova jedinjenja znatno doprinose
antioksidativnoj aktivnosti biljke i da njihova antioksidativna aktivnost raste sa porastom stepena
hidroksilacije. Medutim, mora se uzeti u obzir i prisustvo drugih sekundarnih metabolita biljke jer
na rezultat antioksidativne aktivnosti svi zajedno uti¢u svojim ili antagonistickim ili sinergistickim
dejstvom, jer njihova antioksidativna aktivnost nije rezultat aktivnosti samo jedne komponente.
(Chew et al, 2011; Lianda, 2012).

Korelacija (Tabela 5) sadrzaja ukupnih tanina sa antioksidativnom aktivnos¢u odredenom FRAP i
DPPH testom bila je slaba (R?= 0,4774 i R? = 0,2371, respektivno).

Rezultati ispitivanja uzoraka duda iz Mitrovic¢a su pokazali da fenolna jedinjenja, flavonoidi i
antocijani u velikoj mjeri doprinose antioksidativnoj aktivnosti i bijelog i crnog duda (Tabela 5).
Odredivani nivo korelacije ispitivanih mikroelemenata i antioksidativne aktivnosti je bio veoma

nizak za sve elemente, R? < 0,5 (Tabela 6).
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Tabela 5. Stepen korelacije ukupnih fenola, flavonoida, antocijana i tanina i antioksidativne

aktivnosti u ispitivanim uzorcima bijelog i crnog duda

DPPH FRAP
Ukupni fenoli y=-0,1875x + 21,336 y=0,0009x + 0,0201
R?=0,8542 R?=0,8344
Flavonoidi y=-0,201x + 32,612 y=0,001x — 0,0437
R?=0,8068 R?=0,9633
Antocijani y=-18,038x +16,37  y=0,0886x + 0,0406
R?=0,8972 R?=0,9952
Tanini y=-33,346x + 23,888 y=0,109x + 0,029
R2=0,4774 R?=0,2371

Tabela 6. Stepen korelacije mikroelemenata i antioksidativne aktivnosti u ispitivanim uzorcima

bijelog i crnog duda

DPPH FRAP

Fe y=-0,7297 x + 34,287 y=0,0054x — 0,1136
R?=0,1217 R?=0,3107

Zn y=5,6839x + 32,898 y=0,0052x + 0,0498
R?=0,424 R?=0,0797

Mn y=-0,5546x + 9,2545 y=0,0184x + 0,0473
R?=0,0022 R?=0,1109

Cu y=24,12x -56,264 y=-0,0146x + 0,1195
R?=0,0376 R?=0,0006
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5. ZAKLJUCAK

Podaci predstavljeni u ovom istrazivanju pokazuju da plodovi M. alba i M. nigra imaju visok
antioksidativni potencijal, §to je utvrdeno DPPH testom (M. alba 12,42 — 19,88 ug/ml, M. nigra
0,293 — 0,437 ug/ml) i FRAP testom (M. alba 0,0392 — 0,0446 umol Fe?*/g, M. nigra 0,113 —
0,125 umol Fe?*/g). Na osnovu literaturnih istrazivanja, postavljena je hipoteza ovog rada da se
o¢ekuje veci antioksidativni potencijal plodova M. nigra u odnosu na plodove M. alba, §to je i
dokazano rezultatima u ovom istrazivanju.

Plodovi M. nigra sadrze vecu koli¢inu antocijana (0,85 — 0,922 %), ukupnih fenola (91,1 — 126,4
mg GAE/100 g), flavonoida (155,92 — 160,02 mg QE/100 g) i tanina (0,41 — 0,71 %) u odnosu na
sadrzaj istih u plodovima M. alba (antocijani 0,012 — 0,015 %; ukupni fenoli 26,91 — 34,64 mg
GAE/100 g; flavonoidi 77,47 — 91,14 mg QE/100 g i tanini 0,235 — 0,52 %).

lako je utvrden visok stepen korelacije antocijana, ukupnih fenola, flavonoida i antioksidativne
aktivnosti odredene DPPH i FRAP metodom, ipak su najvecu korelaciju pokazali antocijani i
flavonoidi sa antioksidativnom aktivno$éu mjerenom FRAP metodom (R?=0,9952, R?=0,9633,
respektivno).

Najzastupljeniji esencijalni mikroelement u svim ispitivanim uzorcima duda, sa podrucja
Mitrovica, bilo je Fe (M. alba 31,2 - 35,71 mg/kg, M. nigra 33,61 — 42,1 mg/Kkg), $to ukazuje na
to da se konzumiranjem duda moze unijeti potrebna koli¢ina Fe (DMI: M. alba 10,69 %, M. nigra
11,52 %), koji je neophodan za fizicki rast, neuroloski razvoj, ¢elijsko funkcionisanje i sintezu
nekih hormona.

Poredenjem dobijenih rezultata u soku i tropu bijelog i crnog duda, ustanovljeno je da i trop sadrzi
znacajne koli¢ine bioaktivnih komponenti, stoga se trop moZze preporuciti za dalju upotrebu za
izdvajanje ovih korisnih materija.

S obzirom na to da ove supstance koje posjeduju plodovi M. alba i M. nigra pozitivno uti¢u na
zdravlje ljudi, ovo istrazivanje moze koristiti kao promocija ove biljke, koja je u Crnoj Gori
zapostavljena. Takode, ovo istrazivanje moze koristiti podizanju svijesti ljudi o njenim ljekovitim

svojstvima i njenoj Sto ve¢oj konzumaciji kao 1 primjeni njenih proizvoda na trzistu.
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