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РЕЗИМЕ
Различите врсте поврћа имају различит садржај јона гвожђа у себи. Цвекла се препоручује особама које болују од блажих облика анемије. Разлог томе јесте висок садржај антоцијана који штите еритроците и чине крвне судове еластичнијим. Овим посредним начином, ове супстанце утичу на рад срца, тако да је проток крви бољи. У цвекли се налази и релативно висок садржај аденина , који омогућава одржавање високе концентрације леукоцита у крви. Лековистост цвекле зависи од начина њеног припремања. На пример, кувана цвекла има мање лековита својства и корисна је у разним дијето-терапијама. За лечење је потребно користити сирову цвеклу. 

Циљ овог рада био је да се установи садржај гвожђа у свежој и куваној цвекли, као и у народном леку за повећање садржаја гвожђа код особа које болују од блажих облика анемије. На основу садржаја гвожђа може се утврдити који би од датих облика цвекле био најефикаснији у лечењу анемије. Употребљена је техника индуктивно купловане плазме са оптичком емисионом спектрометријом, ICP-OES (eng. inductively coupled plasma - optic emission spectrometry).Такође, поређењем добијених резултата са вредностима из литературе, проверено је да ли је кисела дигестија узорака цвекле добар начин за њихову припрему ради одређивања ICP-OES техником.

Кључне речи: сирова цвекла, кувана цвекла, народни лек за повећање садржаја гвожђа у крви, концентрација гвожђа, ICP-OES техника
SUMMARY
Different types of vegetables contain different amounts of iron ions. Beet is recommended to persons who suffer from mild anemia. The reason for this is high concentration of anthocyanes which protect erythrocytes and make blood vessels more elastic. In this indirect way, these substances influence heart rate making it pump more blood through the vessels. Beet contains relatively high concentration of adenine which makes high concentration of leukocyte in blood constant. Therapeutic properties of beet depend on the way the vegetable is prepared. For example, boiled beet is less curative and can be useful in various diet therapies. For healing, beet needs to be used raw.

The goal of this work is to determine and compare the amounts of iron in boiled and raw beet and in a homemade medicine for people who suffer from mild types of anemia. Based on the iron content (data obtained in this work) we could decide which way of preparing beet would be the most efficient in healing anemia. Iron levels are determined by ICP-OES, inductively coupled plasma – optic emission spectrometry. Also, by comparing the data from this work with those in professional literature, we tested whether acidic digestion of beet samples is a good way of their preparation for applying of this technique.
Key words: raw beet, boiled beet, homemade medicine for raising of blood iron levels, concentration of iron, ICP-OES technique
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1. УВОД

Цвекла (Beta vulgaris) спада у коренасто поврће. То је двогодишња биљка из фамилије Chenopodiaceae. За исхрану и прераду користе се задебљали коренови разних сорти цвекле. 
Енергетска вредност цвекле је доста висока: 100 грама јестивог дела има 154 кЈ (36 калорија) (Илић и др., 2009). Она има највећи садржај шећера од свог поврћа, а нискокалорична је. Шећере присутне у цвекли, организам лако апсорбује. Садржај укупних шећера износи 7,14-7,30 g/100 g свеже цвекле. Протеина у свежој цвекли има око 1,3% (Врачар, 2001). Садржај укупних масти је 0,3 g/100 g свеже цвекле (www.finelli.fi). Витамински састав цвекле је врло богат. Садржај укупних витамина је 13,7914 mg/100 g свеже цвекле .Свежа цвекла садржи витамин С у корену (10 mg/100 g), док је надземни део одличан извор витамина А. Сем тога цвекла садржи и витамине Е, К, Б1, Б2 и Б6 (www.finelli.fi). Ово поврће има читав спектар минерала који су неопходни човеку за живот и оптимално функционисање: калијум, натријум, фосфор, калцијум, магнезијум, гвожђе, флуор, сумпор, јод, бром, литијум, рубидијум, цезијум и стронцијум. Садржај минералних материја у свежој цвекли је 627,3 mg/100 g (www.finelli.fi).
Бетанин, пигмент који се налази у корену цвекле и даје му црвену боју, служи као полазна основа у синтези холина, сузбија вирусе који се јављају уз прехладу, деактивира бактерије и подстиче њихово избацивање из организма. Пигменти цвекле имају снажно антиоксидативно дејство. Овај пигмент се у индустрији користи као прехрамбена боја (за појачавање боје сосова, дезерта, џемова, сладоледа, житарица итд.) http://www.tehnologijahrane.com/tehnologijavoca-i-povrca/proizvodi-od-cvekle).

Висока концентрација дијететских влакана у цвекли омогућава пражњење црева и спречава опстипацију, и уопште, добра је за цео дигестивни тракт. Дијететска влакна су јестиви делови биљака или аналогни угљени хидрати који су резистентни на варење и апсорпцију у танком цреву човека, са комплетном или делимичном ферментацијом у дебелом цреву. У дијететска влакна убрајају се полисахариди олигосахариди, лигнин и сродне биљне супстанце http://www.tehnologijahrane.com/tehnologijavoca-i-povrca/proizvodi-od-cvekle).

Цвекла је богат извор фенолних једињења (Mattila и др., 2006). Фенолна једињења или полифеноли, су најраспрострањенији секундарни метаболити биљака који се због своје ароме и лековитости употребљавају у медицини, фармацеутској, козметичкој и прехрамбеној индустрији. Полифеноли чине најбројнију групу једињења са високом антиоксидативном активношћу (http://www.tehnologijahrane.com/
tehnologijavoca-i-povrca/proizvodi-od-cvekle).

Цвекла је незаменљива намирница у случајевима деминерализације костију и зуба. У народу је увек била позната као средство за поправљање крвне слике, што се везивало и за њену као крв црвену боју. Данас је и то научно потврђено, па је и медицина препоручује за лечење малокрвности (анемије). Она регулише и крвни притисак. Због великог садржаја минералних материја цвекла се препоручује и за лечење остеопорозе. Због високог садржаја витамина цвекла је идеални заштитник здравља. Цвекла умирујуће делује на нервни систем, погодна је у лечењу надбубрежне жлезде, повољно утиче на функцију желудца и црева, па тако регулише и столицу. Ово поврће је идеално за снажњење физички и психички исцрпљених особа, а све то захваљујући глутаминској и аспарганској киселини које су врло важне за функцију мозга и нерава. Висок садржај беталаина у цвекли утиче на повећање чврстине крвних судова и има антисептично дејство (Илић и др., 2007).   

Минералне материје чине посебну групу битних фактора исхране. Организам их не синтетише, већ се уносе храном. Минералне материје одржавају хемијску равнотежу организма, градивне су компоненте и посредују у многим животним функцијама (http://users.teol.net/~dijanal/maturskirad/mineralne_materije.htm). Снабдевање организма већином минералних материја не представља посебну тешкоћу, јер су оне доста распрострањене у природи и налазе се у већини намирница које се користе у исхрани. У такве минерале, убрајају се магнезијум, цинк, алуминијум, кобалт, бакар и никл. Међутим, има минерала који су потребни организму у већим количинама, а нема их баш увек довољно у људској исхрани. То су: гвожђе, калцијум, фосфор, јод, натријум, калијум и др.
Гвожђе је саставни део хема у хемоглобину и има улогу у везивању и преношењу кисеоника из плућа у периферну крв. У ткивима и органима гвожђе је везано за разне протеине. То су хромопротеини, (хемоглобин, миоглобин, цитохром-оксидазе, пероксидазе, каталазе), флавопротеини (цитохром ц-оксидаза, дехидрогеназе, оксидазе ксантина) и трећа група протеина које везују гвожђе, а коју чине трансферин и феритин (http://www.stetoskop.info/Nedostatak-gvozdja-u-ishrani-1378-s5-content.htm).
Гвожђе учествује у синтези дезоксирибонуклеинске киселине (ДНК), у метаболизму катехоламина и служи као преносилац електрона у митохондријама. Способност гвожђа да снабдева организам кисеоником приписује се његовој особини да може релативно лако да прима и отпушта кисеоник. Оно је такође важан биолошки фактор и саставни део готово свих фермената. У организму здравих одраслих особа налази се 3-5 грама гвожђа. Највећи део гвожђа (60 %) налази се у хемоглобину, затим у миоглобину, а остатак у саставу ћелија и фермената. Резерве у гвожђу, од прилике 
20 % од укупне количине која се налази у организму, депонују се у јетри, слезини и коштаној сржи, везујући се за протеине феритин и трансферин. Ресорпција гвожђа врши се у танком цреву. Од купне количине гвожђа, ресорбује се просечно до 15%. На његову ресорпцију неповољно утицу неке киселине, ако се налазе у већим количинама, на пример, млечна и лимунска. На ресорпцију гвожђа и на његово претварање из тровалентног у двовалентно, повољно утичу витамин С и хлороводонична киселина, која се налази у желудачном соку. Гвожђе се уноси у организам храном и као двовалентно и као тровалентно, али се само као двовалентно може ресорбовати (Поповић и др., 2002).

Сматра се да је одраслом човеку потребно дневно од 8 до 15 mg гвожђа. Недовољна количина гвожђа у организму омета нормално стварање црвених крвних зрнаца, отежава механизам дисања и проузрокује малокрвност тј. анемију (постоје и други узроци ове болести) (http://users.teol.net/~dijanal/maturskirad/
mineralne_materije.htm). 

Исхраном унето гвожђе се у највећем делу налази у оквиру металопорфирина хема или у облику тровалентног Fe3+ јона за чију је апсорпцију неопходно хелирање у киселој средини желудачног сока (рН<3), пошто је нерастворно у слабо киселој и алкалној средини. Активношћу редукционих фактора (витамин С) део тровалентних Fe3+ јона може бити редукован у двовалентне Fe2+ јоне, који су добро растворни и у неутралној средини танког црева. Због наведене добре растворљивости у фармаколошким препаратима углавном се налазе соли двовалентног гвожђа (Поповић и др., 2002). Упркос двоструко већем присуству неорганског облика гвожђа у исхрани, две трећине потреба за гвожђем обезбеђује се апсорпцијом металопорфирина хема, највише због његове добре растворљивости.

У овом раду одређиван је садржај гвожђа у свежој цвекли, куваној цвекли и соку од свеже цвекле – „народном леку“ који се користи за повећање садржаја гвожђа код особа које болују од блажих облика анемије. Употребљена је техника индуктивно купловане плазме са оптичком емисионом спектометријом, ICP-OES (eng. inductively coupled plasma - optic emission spectrometry). Циљ је био да се овом прециозном инструменталном методом утврди садржај гвожђа у наведеним супстратима и установи који од њих има највишу концентрацију тог хемијског елемента, услед чега се може сматрати најбогатијим извором гвожђа и најефикаснијим у лечењу анемије. Такође, поређењем добијених резултата са вредностима из литературе, проверено је да ли је кисела дигестија узорака цвекле добар начин за њихову припрему ради одређивања ICP-OES техником.
2. MАТЕРИЈАЛ И МЕТОДИКA РАДА

Експериментални део овог рада урађен је на Хемијском факултету Универзитета у Београду.

2.1. Припрема стандардне серије 

За припрему стандардне серије познатих концентрација гвожђа коришћен је сертификовани мултиелементарни ICP-OES стандард, Multi-Element Plasma Standard Solution 4, Specpure®,произвођач Alfa Aesar GmbH & Co KG (Немачка), каталошки број 42885, LOT HC825498, концентрације гвожђа 1000 mg/dm3. 

Начин припреме стандардних раствора гвожђа и одговарајуће концентрације приказани су у табели 1. Раствори стандардне серије (1 и 2, табела 1) припремани су разблаживањем ICP-OES стандарда, у којем је концентрација гвожђа 1000 mg/l Раствори стандардне серије (3-5; табела 1) припремани су разблаживањем раствора концентрације 5000 μg/l, који је претходно припремљен разблаживањем 0,25 ml ICP-OES стандарда, концентрације гвожђа 1000 mg/l у нормалном суду запремине 50 ml. Ови узорци стандардне серије послужили су за конструисање калибрационе праве.

2.2. Припрема узорака


Узорци свеже, куване цвекле и „народног лека“ измерени су на аналитичкој ваги. Одговарајуће масе су износиле редом: 2,2036 g за свежу цвеклу; 2,3036 g за кувану цвеклу и 5,2721 g за „народни лек“. Одмереним узорцима је додато 4 ml смеше сумпорне и перхлорне киселине у запреминском односу 1:7 и 15 ml азотне киселине. Коришћени су 96 % H2SO4, 65 % HClO4 i 65 % HNO3 (ISO for analysis, произвођач Carlo Erba). Kисела дигестија узорака извођена је на електричном решоу у току 20 минута. На овај начин разложени су органски састојци цвекле (протеини, целулоза...) и сво гвожђе ослобођено и преведено у растворни облик. Током загревања примећено је интензивно ослобађање NO2 у виду жуто-смеђих пара. Након киселе дигестије охлађени узорци су квантитативно пренешени у нормални суд од 25 ml (слика 1). Разблаживање до те запремине је изведено дестилованом водом. 
Табела 1. Припрема раствора стандардне серије, познате концентрације гвожђа
	Бр. раствора стандардне серије
	Запремина полазног раствора 
	Запремина нормалног суда у којем је раствор припремљен (ml)
	Концентрација гвожђа у стандардном раствору (μg/l)

	1
	0,05 ml ICP-OES стандарда, концентрације гвожђа 1000 mg/l
	25
	2000

	2
	5 ml раствора концентрације гвожђа 5000 μg/l, 
	25
	1000

	3
	2,5 ml раствора концентрације гвожђа 5000 μg/l
	25
	500

	4
	0,5 ml раствора концентрације гвожђа 5000 μg/l
	25
	100

	5
	50 μl раствора концентрације гвожђа 5000 μg/l
	25
	10
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Слика 1. Раствори узорака свеже цвекле, куване цвекле и „народног лека“ и раствори стандардне серије познате концентрације гвожђа припремљени за ICP-OES.
2.3. Одређивање садржаја гвожђа ICP-OES техником

За одређивање садржаја гвожђа коришћена је техника индуктивно куплована плазма са оптичком емисионом спектрометријом, ICP-OES. То је је аналитичка техника која се употребљава за истовремено мултиелементарно одређивање, односно за квантитативно и квалитативно одређивање макро и микро елемената у узорцима. 

ICP-OES је емисиона оптичка метода. Растворени узорак се уводи у инструмент у облику финог аеросола. За побуђивање макро- и микро елемената у узорку, након чега ће уследити спектрална емисија, користи се плазма добијена помоћу електричног пражњења гаса. Високофреквентно магнетно поље ствара се помоћу калема (завојнице) који се састоји од само неколико навоја, који представљају примарни калем трансформатора, а плазма која настаје електричним пражњењем представља секундарни калем од једног навоја. Унутар индукцијског калема постављене су три концентричне цеви (најчешће од кварца). Између спољашње и средишње цеви уводи се гас који хлади спољашњу цев и одржава плазму у одређеној запремини. Кроз средишњу цев уводи се гас, најчешће аргон, који омогућава одржавање електричног пражњења. Најзад кроз најужу цев уводи се аеросол раствора која се анализира. Услед високе температуре плазме, побуђује се велики број атомских и јонских линија уведених елемената. Нарочито су интензивне јонске линије што се објашњава постојањем супертермалне јонизације. После побуђивања, електрони се враћају у ниже енергетско стање што је праћено емисијом светлости одређене енергије.За сваки елеменат који се одређује постоје његове карактериситчне таласне дужине, које одговарају емисији светлости за његове енергетске квантне прелазе. Интензитет емитоване светлости на карактеристичној таласној дужини за тај елеменат сразмеран је његовој концентрацији у узорку. Да би се из спектра издвојиле спектралне линије карактеристичне таласне дужине и одредио интензитет емисије за жељени елеменат неопходан је монохроматор велике моћи разлагања (Томљановић, 2000).  

Анализе је рађена на инструменту Thermo Scientific iCAP 6500 Duo ICP (Thermo Fisher Scientific, Cambridge,Велика Британија; слика 2). Он користи побољшани charge injection device (CID) детектор који омогућава бољу резолуцију и нижи шум сигнала у односу на предходну генерацију детектора. Оптички систем је био испран са аргоном, а Echelle polihromator је термостатиран на 38 ºС Инструментални операциони услови су оптимизовани за добијање довољне осетљивости и прецизности.
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Слика 2. Инструмент Thermo Scientific iCAP 6500 Duo ICP
На слици 3 сивом бојом су означени елементи се иначе могу одређивати на ICP-OES док су црвеном бојом означени елементи (H, O, F, Cl, Br, Tc, At, Po, He, Ne, Ar, Kr, Xe, Rn, Fr, Ac, Ra...) који се не могу одређивати овом методом.
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Слика 3. Елементи који су могу одређивати ICP-OESметодом(сива боја) и елементи који се не могу одређивати овом методом (црвена боја).
Интензитет емисије на ICP-OES прво је одређен у узорцима стандардне серије познате концентрације гвожђа. Мерење је извођено при емисионој таласној дужини од 259,837 nm. Поред ове таласне дужине, гвожђе се може одређивати и при другим таласним дужинама. Међутим, ова вредност таласне дужине је одабрана, јер је тада преклапање емисионих спектралних линија осталих елемената присутних у цвекли са гвожђем најмање. Изглед емисионих линија стандардне серије раствора гвожђа познате концентрације приказан је на слици 4а. За сваки раствор мерење интензитета емисије извођено је три пута, а за конструкцију калибрационе праве, ради веће прецизности коришћена је средња вредност.

На основу вредности познатих концентација гвожђа и одговарајућих интензитета емисије, конструисана је калибрациона права (слика 5).
Након конструисања стандардне праве на исти начин и под истим условима измерени су интензитети емисије на таласној дужини од 259,837 nm за растворе узорака свеже цвекле, куване цвекле и сока од цвекле. Изглед емисионих линија на примеру узорка свеже цвекле приказан је на слици 4б. И у овом случају ради веће прецизности, за сваки раствор мерење емисије извођено је три пута.
[image: image4.emf][image: image5.emf]
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Слика 4. Емисионе линије раствора стандардних раствора гвожђа познате концентрације(а) и узорка свеже цвекле заједно са емисионим линијама стандардних раствора гвожђа (б).
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Слика 5. Калибрациона права: инензитет емисије - концентрације раствора гвожђа.

3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА

На основу интензитета емисије узорака, одређених ICP-OES техником, и једначине калибрационе праве помоћу software у рачунару везаном за инструмент добијене су концентрације гвожђа од 506,7 μg/l за свежу цвеклу, 408,3 μg/l за кувану цвеклу и 787,1 μg/l за „народни лек“. Имајући у виду да су се полазне масе испитиваних узорака налазиле у запремини од 25 ml прерачунавање је изведено на следећи начин, како би резлутати за садржај гвожђа били изражени у mg/kg узорка.

Концентрација гвожђа у свежој цвекли (одмерено 2,2036 g узорка) износила је 506,7 μg/l, што значи да се у запремини од 25 ml налази 25х10-3 l х506,7 μg/l = 12,6675 μg. 
Ова маса гвожђа се налазила у 2,2036 g свеже цвекле, одакле следи да је концентрација гвожђа: 12,6675 х 10-3 mg/ 2,2036 х 10-3 kg = 5,75 mg/kg свеже цвекле
Концентрација гвожђа у куваној цвекли (одмерено 2,3036 g узорка) износила је 408,3 μg/l, што значи да се у запремини од 25 ml налазило 25х10-3 l х 408,3 μg/l = 10,2075 μg. 
Ова маса гвожђа се налазила у 2,3036 g свеже цвекле, одакле следи да је концентрација гвожђа: 10,2075 х 10-3 mg/ 2,3036 х 10-3 kg = 4,43 mg/kg куване цвекле

Концентрација гвожђа у „народном леку“ од цвекле (одмерено 5,2721 g узорка) износила је 787,1 μg/l, што значи да се у запремини од 25 ml налазило 25х10-3 l х 787,1 μg/l = 19,6775 μg. 
Ова маса гвожђа се налазила у 5,2721 g „народног лека“, одакле следи да је концентрација гвожђа: 19,6775 х 10-3 mg/ 5,2721 х 10-3 kg = 3,73 mg/kg „народног лека“.

Добијене вредности концентрација гвожђа у сва три узорка су релативно уједначене и недовољно високе за озбиљнији третман анемије. Највећи садржај гвожђа нађен је у сировој цвекли, затим у куваној цвекли, а најнижи у „народном леку“ од цвекле. Овај податак показује да током кувања јони гвожђа заједно са осталим јонима и малим молекулима дифундују из ћелија цвекле у околну воду због разлике у концентрацији. Стога је и разумљиво зашто је у исхрани фаворизована употреба свежег воћа и поврћа када год је то могуће. 

Добијене вредности за садржај гвожђа у узорцима у сагласности су са литературним подацима за садржај гвожђа у цвекли. На основу тога може се закључити да је снажна кисела дигестија узорака цвекле и одређивање ICP-OES техником при емисионој таласној дужини светлости од 259,837 nm брза и ефикасна аналитичка метода за одређивање садржаја гвожђа у цвекли и производима прераде овог поврћа. 

4. ЗАКЉУЧАК

У овом раду одређиван је садржај гвожђа у сировој цвекли, куваној цвекли и „народном леку“ који се користи за лечење блажих облика анемије. Употребљена је техника индуктивно купловане плазме са оптичком емисионом спектрометријом, ICP-OES. Циљ је био да се овом прецизном инструменталном методом утврди садржај гвожђа у наведеним супстратима и установи који од њих има највишу концентрацију овог елемента, услед чега се може сматрати најбогатијим извором гвожђа. Такође, поређењем добијених резултата са вредностима из литературе, проверено је да ли је кисела дигестија узорака цвекле добар начин за њихову припрему за одређивење ICP-OES техником. 

Добијене вредности концентрација гвожђа у сва три узорка су релативно уједначене (3,73-5,75 mg/kg узорка) и недовољно високе за озбиљнији третман анемије. Највећи садржај гвожђа нађен је у сировој цвекли, затим у соку од цвекле, а најнижи у куваној цвекли. Овај податак показује да током кувања јони гвожђа заједно са осталим јонима и малим молекулима дифундују из ћелија цвекле у околну воду због разлике у концентрацији. Стога је и разумљиво зашто је у исхрани фаворизована употреба свежег воћа и поврћа када год је то могуће. 

Добијене вредности за садржај гвожђа у узорцима у сагласности су са литературним подацима за садржај гвожђа у цвекли. На основу тога може се закључити да је снажна кисела дигестија узорака цвекле и одређивање ICP-OES техником при емисионој таласној дужини светлости од 259,837 nm брза и ефикасна аналитичка метода за одређивање садржаја гвожђа у цвекли и производима прераде овог поврћа. 
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