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Izvod

Fitohemijski markeri botanic¢kog i geografskog porekla meda

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije bio je odredivanje polifenolnog i
Sec¢ernog profila meda i njihove veze sa botanickim 1 geografskim poreklom. Postoji
veliki broj eksperimentalnih metoda kombinovanih sa hemometrijskim tehnikama, veé
opisanih u literaturi, koje se bave utvrdivanjem autenti¢nosti meda, 0dnosno njegovog
botanickog i1 geografskog porekla analizom specificnih fitohemikalija. Pronalazenje
hemijskih biomarkera, odnosno fitohemikalija karakteristi¢nih za pojedine vrste meda je
predmet interesovanja znaCajnog broja istrazivaca. U literaturi su kao potencijalni
biomarkeri botanickog i1 geografskog porekla meda opisani nizi Seceri 1 njihovi
karakteristi¢ni odnosi, aminokiseline, isparljive supstance, minerali, polifenoli i druge
supstance. Do sada, kvantitativni sadrzaj polifenola i SeCera u kombinaciji sa analizom

glavnih komponenata nije koriS¢en za procenu botanickog i geografskog porekla meda.

U cilju identifikacije polifenolnih jedinjenja u medu koris¢ena je ultra-visoko
efikasna te¢na hromatografija sa hibridnim masenim detektorom visoke rezolucije koji
kombinuje linarni trap-kvadrupol i orbitrap maseni analizator (UHPLC-LTQ OrbiTrap
XL), dok je za kvantifikaciju polifenola koris¢en UHPLC sa ultravioletnim detektorom
sa vise dioda (DAD) i masenim detektorom sa tri analizatora - trostruki kvadrupol
(QQQ, triple quadrupol, UHPLC-DAD MS/MS). Profil Secera odreden je visoko-
efikasnom anjonskom hromatografijom sa elektrohemijskom detekcijom (HPAEC-
PAD). Teéno-masena hromatografija se pokazala kao brza i efikasna metoda za
odredivanje velikog broja polifenola u medu, dok je jonska hromatografija bila veoma

pogodna metoda za odredivanje Sec¢ernog profila meda.

Odabrane su dve botani¢ke vrste meda: lipov med sa dva lokaliteta (FruSka Gora
i Isto¢na Srbija) i med od zalfije (kadulje) sa podru¢ja Hrvatske (Primorsko-goranska
regija). Kvantitativni podaci (sadrzaj polifenola i Secera) dobijeni analizom ovih
medova upotrebljeni su za utvrdivanje veze izmedu odredenih hemijskih karakteristika
meda i njegovog botanickog, odnosno geografskog porekla. Metoda multivarijantne
hemometrijske analize, analiza glavnih komponenata (Principal component analysis,
PCA), primenjena je za klasifikaciju uzoraka meda i identifikaciju najznacajnijih faktora

odgovornih za pripadnost datoj grupi, odnosno identifikaciju potencijalnih biomarkera
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porekla meda. Kao parametri koji definiSu geografsko poreklo meda lipe sa Fruske gore
identifikovani su Seceri fruktoza, maltoza, maltotrioza, melezitoza i gentobioza sa
turanozom, ali i flavonoidi luteolin i galangin. Geografsko poreklo meda lipe iz Isto¢ne
Srbije definisano je jedinstvenim sadrzajem flavonoida naringina i1 naringenina, Secera
izomaltotrioze i trehaloze, kao i abscisinske kiseline. Visi sadrzaj bora i kalijuma, kao i
turanoze i kampferola mogu biti predlozeni kao markeri za potvrdu autenticnosti i

botanickog porekla monofloralnog meda od zalfije.

Razvoj pouzdanih analitickih procedura za procenu autenti¢nosti, sistematsku
karakterizaciju i klasifikaciju meda, kao i drugih pcelinjih proizvoda, je izuzetno
aktuelna oblast hemije hrane. S obzirom da med sa podru¢ja Srbije i Hrvatske do sada
nije detaljno 1 sistematski ispitivan, rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije
su od posebnog znacaja za uspostavljanje standarda kvaliteta meda iz regiona i njegov
plasman na domac¢em i evropskom trzistu. Naucni cilj ove disertacije bio je odredivanje
botanickog i geografskog porekla meda kombinacijom eksperimentalnih podataka
dobijenih te¢no-masenom i jonskom hromatografijom sa metodama multivarijantne
analize. Analiza glavnih komponenata je upotrebljena za utvrdivanje razlika izmedu
medova koji poticu od razliitih biljaka (botanicko poreklo) ili sa drugih lokaliteta

(geografsko poreklo).

Kljuéne reéi: med; polifenoli; Seceri; LC-MS; HPAEC-PAD; PCA; botanicko poreklo;

geografsko poreklo.

Naucna oblast: Hemija
UZa naucna oblast: Analiticka hemija

UDK broj: 543



Abstract

Phytochemicals as Markers of Botanical and Geographical Origin of Honey

The research topic of this doctoral thesis was determination of polyphenolic and
sugar profiles of honey and their relations with its botanical and geographical origin.
There are a large number of experimental methods combined with multivariate analysis
techniques, already described in the literature, engaged in determining the authenticity
of honey, its botanical and geographic origin by analyzing specific phytochemical
constituents. Finding phytochemicals characteristic for particular species of honey is the
subject of interest of a significant number of researchers. Potential biomarkers of
botanical and geographical origin of honey can be sugars, amino acids, volatiles,
minerals, antioxidants and others, as well as their characteristic relations. Until now, the
quantitative content of polyphenols and sugars combined with principal component

analysis was not used to estimate the botanical and geographical origin of honey.

Identification of the polyphenolic compounds from honey was achived using
ultra-high performance liquid chromatography coupled with a hybrid mass spectrometer
which consists of a linear ion trap and an Orbitrap mass analyzer (UHPLC-LTQ
Orbitrap XL), while the quantification of the them was done by UHPLC with DAD
(doide array detection) and triple quadrupole mass spectrometry (UHPLC-DAD
MS/MS) detection. Sugar profile was determined by high performance anion exchange
chromatography with pulsed amperometric detection (HPAEC-PAD). Liquid
chromatography-mass spectrometry technique are proved to be a quick and efficient
method for the determination of a large number of polyphenols in honey, while anion
exchange chromatography was very suitable method for the determination of the sugars
in honey. In order to isolate polyphenols from honey samples solid phase exraction
(SPE) was used. Analysis of individual sugar was performed from aqueous solution of

honey sample.

For this invastigation, two botanical varieties of honey were selected: linden
honey from two locations (Fruska Gora and Eastern Serbia) and sage honey from
Croatia (Primorsko-goranska region). Quantitative data (polyphenols and sugars)
obtained by the analysis of these honeys were used to establish the relationship between
certain chemical properties of honey and its botanical or geographical origin. The
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method of multivariate chemometric analysis, principal component analysis (PCA) was
applied for classifying the honey samples and identification of the most important
factors responsible for belonging to a given group, and identification of potential
biomarkers of origin of honey. Fructose, maltose, maltotriose, melezitose, gentobiose
with turanose, and the flavonoids luteolin and galangin were identified as parameters
that define the geographical origin of the linden honey from FruSka Gora Mountain. The
geographical origin of linden honey from the region of East Serbia was defined by the
unique content of flavonoids naringin and naringenin, sugars isomaltotriose and
trehalose, as well as cis, trans-abscisic acid. The higher contents of boron and
potassium, as well as turanose and kaempferol, may be proposed as markers for the

authenticity and the botanical origin of unifloral sage (Salvia officinalis L) honey.

The development of reliable analytical procedures for assessing the authenticity,
systematic characterization and classification of honey and other bee products, is very
topical area of food chemistry. The Serbian and Croatian honeys have not been
systematically studied in detail and the results obtained in the framework of this
doctoral thesis are of particular importance for the establishment of quality standards for
honey in the region and its placement on the domestic and European markets. The
scientific objective of this thesis was determination of botanical and geographical origin
of honey with combination of experimental data obtained by liquid-mass and ion
chromatography methods and methods of multivariate analysis. Principal component
analysis, a useful multivariate analysis technique, was used to establish differences
between honeys originating from different plants (botanical origin), or from different
places (geographical origin).

Keywords:  honey; polyphenols; sugars; LC-MS; HPAEC-PAD; PCA,; botanical

origin; geographical origin.

Scientific field: Chemistry
Field of Academic Expertise: Analytical Chemistry

UDC Number: 543
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Uvod

1. UvOD

U poslednje vreme, botanicko i geografsko poreklo su vazna tema kada se
govori o kvalitetu i bezbednosti hrane. Ova studija teza se fokusira na koris¢enje

hemijskih parametara za odredivanje botani¢kog i geografskog porekla meda.

Veliki broj cvetnica sintetiSe razli¢ite fitohemikalije koje pokazuju
antioksidativnu aktivnost. Prilikom prikupljanja nektara od strane pcela, bioaktivne
komponente, poreklom iz biljaka, prenose se u med. U hemijskom smislu, med je
presi¢en vodeni rastvor Secera, Ciji su najzastupljeniji sastojci ugljeni hidrati, i to
najve¢im delom fruktoza i glukoza (vise od 60 %), zatim sledi voda (okol7 %), a
ostatak ¢ine proteini (ukljucuju¢i i enzime), minerali, vitamini, organske Kkiseline,
polifenolna jedinjenja (flavonoidi i fenolne kiseline), neka isparljiva jedinjenja, voskovi

I druge fitohemikalije.

Postoji veliki broj eksperimentalnin metoda kombinovanih sa tehnikama
multivarijantne analize, ve¢ opisanih u literaturi, koje se bave ispitivanjem kvaliteta i
utvrdivanjem autenti¢nosti meda, odnosno odredivanjem botani¢kog i geografskog
porekla meda analizom specifi¢nih fitohemikalija. Pronalazenje hemijskih markera,
odnosno fitohemikalija karakteristicnih za pojedine vrste meda, je predmet
interesovanja znacajnog broja istrazivaca u svetu. U literaturi su kao potencijalni
markeri botanickog 1 geografskog porekla meda opisani niZzi Seceri i1 njihovi
karakteristi¢ni odnosi, aminokiseline, isparljive supstance, minerali, polifenoli (Wang i

Qing, 2011).

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka uklju¢eni u odbrambeni mehanizam
biljke. U med, pre svega, dospevaju preko nektara, ali i preko propolisa i polena. Samim
tim, njihov sadrzaj u medu u mnogome zavisi od botani¢ke vrste biljaka sa kojih su
pcele prikupile nektar. Udeo i medusobni odnosi pojedinih Se¢era u medu su direktno
povezani sa vrstom biljaka od kojih potice nektar. Sadrzaj polifenola i Sec¢era u medu
takode moze da varira u zavisnosti od klimatskih uslova geografskog regiona u kojem
su pcele proizvele med. Analizom hemijskog sastava uzoraka meda, a narocito
pomenutih jedinjenja, mogu se dobiti veoma korisne informacije o botanickom 1

geografskom poreklu meda. Zbog toga je razvoj pouzdanih analitickih procedura za

1

Uros Gasic Hemijski fakultet
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procenu autenti¢nosti, sistematsku karakterizaciju i klasifikaciju meda, kao i drugih
pcelinjih proizvoda, izuzetno aktuelna oblast hemije hrane. S obzirom da med sa
podrucja Srbije 1 Hrvatske do sada nije detaljno i sistematski ispitivan, rezultati
istrazivanja u okviru ove teze su od posebnog znaCaja za uspostavljanje standarda

kvaliteta meda iz regiona i njegov plasman na domacéem i evropskom trzistu.

U ovoj disertaciji, polifenolna jedinjenja u medu iz Srbije i Hrvatske su
identifikovana primenom ultra-efikasne te¢ne hromatografije sa masenim detektorom
visoke rezolucije (UHPLC-LTQ OrbiTrap XL), dok je za kvantifikaciju polifenola
koriS¢ena ultra-efikasna te¢na hromatografija sa DAD i masenim detektorom sa tri
analizatora (UHPLC-DAD MS/MS). Seéerni profil je odreden visoko-efikasnom
jonskom hromatografijom sa elektrohemijskom detekcijom (HPAEC-PAD). Analiza
glavnih komponenata (Principal component analysis, PCA), veoma korisna tehnika
multivarijantne analize, upotrebljena je za utvrdivanje razlika izmedu medova Koji
potic¢u od razli¢itih biljaka (botani¢ko poreklo) ili sa razlicitih lokaliteta (geografsko
poreklo).

Naucni cilj ove doktorske disertacije bio je odredivanje botanickog 1
geografskog porekla monofloralnog meda od Zalfije i lipe poreklom iz Srbije i Hrvatske,
kombinacijom eksperimentalnih podataka dobijenih te¢no-masenom i jonskom

hromatografijom sa metodama multivarijantne analize.

Uros Gasic Hemijski fakultet
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2. OPSTI DEO

2.1. Definicija i vrste meda

Med je prirodna slatka supstanca koju proizvode medonosne pcele (Apis
mellifera), kako iz nektara cvetova medonosnih biljaka, tako i iz izluCevina sa delova
biljaka ili iz ekskreta insekata koji siSu Sokove biljaka. Takvu supstancu pcele
transformis$u kombinujuéi je sa vlastitim specifi¢nim supstancama i potom je skladiste u

¢elije saca da sazri (Codex Alimentarius Commission (2001); Wang i Qing, 2011).

Med predstavlja presicen vodeni rastvor Secera, te Su najzastupljeniji sastojci
meda ugljeni hidrati. Druga po zastupljenosti je voda (prosecno oko 17 %), i ona
zajedno sa svim Secerima ¢ini vise od 99 % meda. Ostatak ¢ine proteini (ukljucujuéi i
enzime), mineralni, vitamini, organske kiseline, fenolna jedinjenja (flavonoidi i fenolne
kiseline), neka isparljiva jedinjenja, voskovi i razni derivati hlorofila. (Tewari i
Irudayaraj, 2004). lako je udeo ovih supstanci u medu veoma mali (< 1 %), one su
zasigurno odgovorne kako za senzorska tako i za specificna svojstva meda (Singhal,
1997). Neke od ovih supstanci u med dodaju pcele, neke vode poreklo od medonosne
biljke, a neke nastaju u toku zrenja meda u sa¢u (Burlando i Cornara, 2013). Razliite
vrste meda, kao i medovi poreklom od pojedina¢nih biljnih vrsta (tzv.
monofloralni/sortni medovi), razlikuju se po svom sastavu zavisno od botanickog i
geografskog porekla, klimatskih uslova, vrste péela, kao i sposobnosti samog pcelara,

nacina dorade i metodologije skladistenja meda (Wang i Qing, 2011).

Prema nacinu proizvodnje i1 obliku u kojem se stavlja u promet razlikuju se

(Pravilnik o kvalitetu meda i drugih proizvoda pcela, 2015):

e med u sacu - stavlja se u promet u prirodnom, zatvorenom sacu,

te¢ni med - dobijen isticanjem (cedenjem) iz saca, bez ikakve mehanicke obrade,
e vrcani med - dobijen vrcanjem saca u centrifugi,

e presovani med - dobijen hladnim gnjecenjem saca,

e topljeni med - dobijen zagrevanjem (ali ne na vise od 40 °C) drobljenog saca, i

e  kremasti med - dobijen kontrolisanom kristalizacijom meda.

Uros Gasic Hemijski fakultet
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Med se moze razvrstati u grupe po razli¢itim kriterijumima, pa tako postoje:

sortni med (monofloralni), cvetni (livadski) med (polifloralni), medljikovac (Sumski) i

,»pekarski‘“ med ( Pravilnik o kvalitetu meda i drugih proizvoda pcela, 2015).

Sortni (monofloralni) med je proizvod koji medonosne péele proizvode od

nektara cvetova odredene medonosne biljne vrste. Svaka pojedina¢na vrsta sortnog

meda ima karakteristiCan ukus i miris izvorne biljke. Monofloralni med moze se

imenovati prema odredenoj biljnoj vrsti, ako u nerastvorljivom delu sadrZi najmanje 45

% polenovih zrna te biljne vrste. Postoje 1 izuzeci od ovog pravila koji vaze za pojedine

biljne vrste; najmanji procenat polenovih zrna tih biljnih vrsta u nerastvorljivom medu

dat je u Tabeli 1 (Pravilnik o kvalitetu meda i drugih proizvoda pcela, 2015).

Tabela 1. Najmanji dozvoljeni udeo polenovih zrna u nerastvorljivom monofloralnom

medu za pojedine biljke.

Biljna vrsta

Latinski naziv

Udeo polenovih zrna u

nerastvorljivom delu

Pitomi kesten
Uljana repica
Facelija

Lipa

Bagrem
Metvica ili nana
Vresak
Primorski
Maslacak
Ruzmarin
Zalfija ili
Planika ili
Agrumi
Lavanda
Suncokret
Lucerka ili

Castanea sativa Mill.
Brassica napus L.
Phacelia tanacetifolia
Tilia spp.

Robinia pseudoacacia L.

Mentha spp.

Calluna vulgaris L.
Satureja montana L.
Taraxacum officinale

Rosmarinus officinalis L.

Salvia officinalis L.
Arbutus unedo L.
Citrus spp.
Lavandula spp.
Helianthus annuus L.

Medicago sativa L.

85 %

60 %

60 %

25 % (10 %)°
20 %

20 %

20 %

20 %

20 %

20 %

15 % (10 %)
10 %

10 % (5 %)
10 % (5 %)
40 %

30 %

®Uz karakteristi¢na senzorska svojstva meda za odredenu vrstu biljaka (miris, ukus, boja).

Uros Gasic

Hemijski fakultet
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Cvetni (livadski) med proizvode pcele od nektara medonosnih cvetova
razli¢itih vrsta livadskih biljaka, i ova vrsta meda se koristi u narodnoj medicini od
davnina kao univerzalni lek. Blagotvorno deluje na krvne sudove, preporucuje se

uzimanje kod stomacnih tegoba i pada imuniteta (Ajibola, 2015).

Medljikovac (tamni Sumski med, medun) je jedini med koji ne poti¢e od
nektara. Pcele ga proizvode od mediljke, slatkog soka koji luce zalisci i lis¢e hrasta,
klena, bora i drugih Cetinara ili od mediljke koju Iuce biljne vasi. Ovaj tip meda
kristaliSe ve¢ u sac¢u. Vrlo Cesto je u upotrebi u narodnoj medicini usled svojstva da
popravlja krvnu sliku, a narocito utie na sadrzaj gvozda. Uzima se u kombinaciji sa
raznim voénim sokovima. Najznacajnije vrste medljikovca su: jelov, smrekov, hrastov i

medljikovac od medljike medecéeg cvréka (Persano Oddo, 2004).

Pekarski med je med izmenjenog kvaliteta koji se koristi u industriji ili kao
sastojak druge hrane koja se dalje preraduje i moze da ima nesvojstven ukus ili miris, u

stanju vrenja, prevreo ili pregrejan (Pravilnik o kvalitetu meda i drugih proizvoda pcela,

2015).

PogreSno oznacavanje i krivotvorenje meda postali su, nazalost, svetski problem.
Falsifikovanje se obi¢no vr$i putem razblazivanja vodom i Se¢erom ili nekim Secernim
sirupom (npr. kukuruzni ili visoko-fruktozni sirup), dok krivotvorenje ukljucuje
prihranu pcela Se¢erim sirupom i vestackim medom i pogre$no oznacavanje botanickog
i(ili) geografskog porekla. Pitanje autenti¢nosti hrane je jedno od najvaznijih pitanja
bezbednosti i kontrole kvaliteta hrane. Regulatornim organima, preradiva¢ima hrane,
trgovcima i potrosa¢ima je veoma bitno da imaju uvid u poreklo i kvalitet meda.
(Cordella, 2002; Lees, 2003; Sivakesava i Irudayaraj, 200la i 2001b; Tewari i
Irudayaraj, 2004).

2.1. Hemijski sastav i analiticke metode za odredivanje botanickog i geografskog

porekla meda

Mnoge supstance koje se nalaze u medu mogu Kkoristiti za diskriminaciju
njegovog geografskog i(ili) botanickog porekla. Na primer, neki istrazivaci su, koristeci
isparljive 1 poluisparljive hemikalije prisutne u monofloralnom medu, predlozili
markere njegovog botani¢kog porekla (Anklam, 1998; Benedetti, 2004; Odeh, 2007).

5
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Enzimi se takode koriste za oznacavanje botanickog porekla meda (Vorlova, 2002).
Ugljeni hidrati (Seceri) predstavljaju glavne komponente meda, a u literaturi postoji
mnogo radova u kojima se Seceri koriste kao indikatori autenti¢nosti meda (Daniel-
Kelly, 2004; Irudayaraj, 2003; Sivakesava i lrudayaraj, 2001a i 2001b). Analiza
fermentacionih proizvoda meda, kao §to su glicerol i etanol, moze dati neke grube
informacije o uslovima ¢uvanja meda, ali se ne mogu koristiti za razlikovanje botackog
i(ili) geografskog porekla meda (Anklam, 1998; Huidobro, 1993 i 1994). Analiza
minerala i mikroelemenata u medu moze biti pogodna za predikciju geografskog
porekla, zbog Cinjenice da su ove vrednosti veoma povezane sa sadrzajem minerala i
mikroelemenata u zemlji$tu na kojem rastu medonosne biljke, kao i zagadenjem zivotne
sredine (Anklam, 1998; Rodriguez-Otero, 1994 i 1995). Medovi razli¢itog botani¢kog i
geografskog porekla mogu sadrzati razne organske kiseline i stoga detekcija profila
organskih kiselina moze biti korisna pri dobijanju informacija o botanickom i
geografskom izvoru meda (Wilkins, 1995). Pazljiva procena profila fenolnih kiselina,
fenolnih estara i nekih aromati¢nih jedinjenja moze biti dobar pokazatelj botanickog
porekla meda (Anklam, 1998). Razli¢ite aminokiseline u medu su koriS¢ene za

predikciju njegovog geografskog porekla (Davies, 1975 i 1976).

Vazno je napomenuti da gore navedene metode imaju nedostatke pri proceni
geografskog porekla meda. Na primer, izolovanje isparljivih jedinjenja u tragovima iz
kompleksne smese kao $to med je veoma teSko, i ona nisu korisna za razlikovanje
njegovog geografskog porekla, ali se mogu Kkoristiti za procenu botanickog porekla.
Seéeri u medu su pogodni za detekciju ilegalne prakse u proizvodnji, ali nema mnogo
naucnih radova u kojima se oni koriste za procenu botanic¢kog ili geografskog porekla.
Enzimi i fermentacioni proizvodi mogu dati samo neke informacije o preradi i
skladistenju meda, ali nisu pogodni za procenu njegovog geografskog porekla. Analiza
minerala i mikroelemenata uglavnom daje informacije o kontaminiranosti oblasti u
kojoj je med proizveden. Profili organskih i aminokiselina mogu dati neke indirektne
informacije o poreklu meda, dok se proteini mogu koristi za procenu botani¢kog i
geografskog porekla meda (Anklam, 1998; Rodriguez-Otero, 1994 i 1995; Won, 2008).

U Tabeli 2 je prikazan pregled literature koji ukazuje na karakteristicne marker-
supstance i analiticke tehnike koje se koriste u klasifikaciji meda prema geografskom i

botani¢ckom poreklu.
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Tabela 2. Analiticke tehnike i marker-supstance najcesce korisé¢ene za klasifikaciju meda po geografskom i botanickom poreklu.

Analitike metode

Hemijski markeri

Reference

Tecna hromatografija, infracrvena spektroskopija
Elektroforeza, masena spektrometrija

Tec¢na i gasna hromatografija (sa MS detekcijom)
Analiza dijastaze

Tec¢na hromatografija (sa MS detekcijom), kapilarna
elektroforeza

Tankoslojna, gasna i te¢na hromatografija

Tecna i gasna hromatografija (sa MS detekcijom),
enzimski esej

Gasna hromatografija, enzimski esej
Ggasna hromatografija (sa MS detekcijom)

Induktivno spregnuta plazma - atomskom emisiona
spektroskopija (ili masena spektrometrija)
Analiza odnosa stabilnih izotopa (H, C, N i S)

Polenska analiza

Seéeri
Proteini

Aminokiseline

Aktivnost enzima
Flavonoidi

Fenolne kiseline
Organske kiseline
Fermentacioni proizvodi

Isparljiva jedinjenja

Minerali i metali u tragovima

Stabilni izotopi
Polen

Irudayaraj, 2003; Daniel-Kelly, 2004

Marshall i Williams, 1987; Won, 2008; Wang,
2009

Pirini i Conte, 1992; Pawlowska i Armstrong, 1994
Rendleman, 2003

Amiot, 1989; Ferreres, 1994a i 1994b; Delgado,
1994

Yao, 2003; Goémez-Caravaca, 2006

Wilkins, 1995; Mato, 2006 i 2006b

Huidobro, 1993
Bonaga i Giumanini, 1986; Overton i Manura,
1994

Gonzalez-Miret, 2005; Nalda, 2005

Anklam, 1998; Ghidini, 2006; Schellenberg, 2010
von der Ohe, 2004; Sesta, 2006
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Pouzdano odredivanje botanickog i geografskog porekla meda moze se postici
detaljnim ispitivanjem organoleptickih osobina, polenskom analizom i analizom
fizicko-hemijskih parameratara od strane stru¢njaka (Bogdanov, 2004; Persano Oddo i
Bogdanov, 2004). Sa druge strane, neki naucnici smatraju da polenska analiza ima dosta
nedostataka kod odredivanja geografskog porekla i da je pogodna samo za odredivanje
botani¢kog porekla meda, tako da je veoma bitno razviti nove analiticke metode koje bi

se koristile u obe svrhe (Molan, 1998).

Poslednjih godina paznja mnogih naucnika je okrenuta razvijanju novih
analitickih metoda koje se u kombinaciji sa multivarijantnom analizom podataka mogu
koristiti za procenu botanickog porekla meda. Neke od tih analitickih metoda su:
karakterizacija osnovnih fizicko-hemijskih parametara (Mateo i Bosch-Reig, 1998;
Devillers, 2004; Lazarevi¢, 2012), analiza sadrzaja minerala (Nalda, 2005), sastav
ugljenih hidrata (Terrab, 2002; Cordella, 2003), sastav aminokiselina (Cotte, 2004;
Keckes, 2013a), gasna hromatografija - masena spektrometrija (Radovi¢, 2001a i
2001b), tecna hromatografija - masena spektrometrija (Keckes, 2013b; Gasi¢, 2014a,
Gasi¢, 2015), ramanska spektroskopija (Goodacre, 2002) 1 infracrvena spektroskopija
(Davies, 2002). Medutim, ove metode omogucuju jasnu diskriminaciju botanickog
porekla za nekoliko tipova monofloralnih medova, ali ne i polifloralnih. Potpuna
identifikacija botanickog porekla meda obi¢no zahteva kombinaciju nekoliko analitickih

metoda.

Analiza polena je veoma ekonomican nacin za razlikovanje meda po botanickom
poreklu, jer ne zahteva skupe instrumente i reagense, ali zahteva stru¢njaka za
razlikovanje oblika i vrsta polenovih zrna. Polenski spektar meda bi trebao da se
podudara sa polenskim spektrom biljaka sa lokaliteta na kojem se med prikuplja, tako
da polen u nekum sluc¢ajevima moze posluZziti i za definisanje geografskog porekla
meda. Medutim, kada se analiziraju uzorci sa podruc¢ja manjih geografskih regiona,
sama polenska analiza ¢esto ne moze da zadovolji standarde kvaliteta (Wang 1 Qing,
2011). Usled toga je neophodno koristiti vec¢i broj parametara i tehnika za procenu
geografskog porekla meda: aminokiselinski sastav (Davies, 1975; Gilbert, 1981),
mineralni sastav (Latorre, 1999, 2000), ramanska spektroskopija meda (Goodacre,
2002), sadrzaj Secera i mineralnih komponenata u kombinaciji sa fizicko-hemojskim

parametrima (Sanz, 1995; Gomez Barez, 2000; Gonzalez Paramas, 2000). U veéini
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navedenih studija istrazivanja SU vrSena na ograni¢enom broju uzoraka ili na uzorcima

iz malih geografskih regiona.

2.2.1. Seceri

Seceri su glavni sastojci meda i &ine vise od 95 % suve supstance meda
(Bogdanov, 2008). Fruktoza je dominantni $ecer u gotovo svim vrstama meda i zajedno
sa glukozom ¢ine oko 60 % meda (Slika 1). Ve¢i sadrzaj glukoze u odnosu na fruktozu
je pronaden samo u medu od uljane repice (Brassica napus), maslacka (Taraxacum
officinale) i od biljke Trichostema lanceolatum (Cavia, 2002). Seéeri najzastupljeniji u
medu prikazani su u Tabeli 3 (Doner, 1977).

HOH HO
OH
Ho O
HCI)-IO H
OH H OH
H OH OH H
a-D-glukopiranoza 3-D-fruktofuranoza

Slika 1. Glukoza i fruktoza.

Tabela 3. Pregled Secera prisutnih u medu.

Monosaharidi  Disaharidi Polisaharidi

Glukoza Saharoza Erloza

Fruktoza Maltoza Panoza
Izomaltoza Maltotrioza
Turanoza Rafinoza
Gentobioza Izomaltotrioza
Trehaloza Izomaltopentoza

Med sadrzi proste Secere u visokom procentu i zato se moze brzo resorbovati u

organizmu. Medusobni odnosi raznih $e¢era u medu zavise od odnosa Secera u cvetnom
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nektaru, ali i od enzima invertaze koji katalizuje reakciju razgradnje saharoze na
fruktozu i glukozu. Postoje razlike u sastavu Secera u medljikovcu i cvetnom medu.

Medljikovac obi¢no ima veci sadrzaj oligosaharida, uglavnom trisaharida, melezitoze i

rafinoze (Wang i Qing, 2011).

Odnosi fruktoze i glukoze, maltoze i izomaltoze, saharoze i turanoze, kao i
maltoze i turanoze mogu se koristiti kao markeri za procenu mogucéeg falsifikovanja
meda glukoznim ili visokofruktoznim sirupom (Horvath i Molnar-Perl, 1997), a takode i
kao markeri za identifikaciju i klasifikaciju monofloralnih medova (Low, 1988; Persano
Oddo, 1995; Persano Oddo i Piro, 2004). Analiza sadrzaja Se¢era u medu metodom
jonske hromatografije se pokazala kao veoma pogodna za razlikovanje monofloralnih
od polifloralnih uzoraka meda (Cordella, 2003).

Maltoza i maltotrioza se mogu koristiti kao markeri za detekciju ilegalne prakse
u proizvodnji meda, jer je njihova koncentracija u medu veoma niska, a u sirupima
kojima se falsifikuje med visoka. Sadrzaj maltoze u prirodnim medovima je, generalno,
manji od 30 mg/g (Joshi, 2000; Cotte, 2003), ali u nekim vrstama meda moze biti do 50
mg/g (Costa, 1999; Devillers, 2004).

Sadrzaj Secera U medu se moze odrediti na nekoliko nacina: raznim
elektrohemijskim metodama i metodama proto¢ne analize (White, 1980; Kumar, 1988,
Gritzapis i Timotheou-Potamia, 1989; Peris-Tortajada, 1992), tankoslojnom
hromatografijom (Patzsch, 1988; Pukl i Prosek, 1990), gasnom hromatografijom
(Mateo, 1987; Low and Sporns, 1988), jonskom hromatografijom sa pulsno-
amperometrijskom detekcijom (Gasi¢, 2014b 1 2015), kao 1 tecnom hromatografijom sa

detektorom koji meri indeks refrakcije (Kamal i Klein, 2011).

Jedna grupa naucnika iz Italije je analizirala Seere u autentiénim uzorcima meda
pomocu gasne hromatografije. Otkrili su da odnos maltoze i izomaltoze, u ovom
slucaju, nije pogodan za detekciju falsifikata meda Secernim sirupom, dok sadrzaj
saharoze jeste. Druga grupa je koristila tecnu hromatografiju za razlikovanje autenti¢nih
medova od medova koji su proizvodeni vestatckom prihranom pcéela i medova sa
dodatkom saharoze (Wang i Qing, 2011). Vazno je napomenuti da se sadrZaj saharoze
smanjuje tokom skladistenja meda zbog prisustva enzima invertaze (White, 1992).

Jonoimenjivacka hromatografija je pogodna za analizu oligosaharida u medu (Swallow i

10

Uros Gasic Hemijski fakultet



Opsti deo

Low, 1994). Invertni Secerni sirup i visoko-fruktozni kukuruzni sirup su sloZene
mesavine oligosaharida i obi¢no se proizvode hemijskim ili enzimskim procesima.
Sadrzaj oligosaharida moze koristiti kao indikator nezakonitog dodavanja sirupa u med.
Sadrzaj oligosaharida u vise od 90 uzoraka britanskih medova odreden je koris¢enjem
jonoimenjivacke hromatografije sa pulsno-amperometrijskom detekcijom (Goodall,
1995). Spektroskopska metoda, FTIR, u kombinaciji sa metodama statisticke analize,
moze se takode Koristiti za odredivanje sadrZzaja Secera u medu, kao i za detekciju

falsifikovanja meda nekim $e¢ernim sirupom (Wang, 2010a).

Sadrzaj Secera moze posluziti kao parameter za odredivanje botanickog porekla
meda. Postoje znacajne razlike izmedu Secernog profila cvetnog meda i medljikovca,
Meedljikovei sadrze veéi sadrzaj oligosaharida, uglavnom trisaharida melezitoze i
rafinoze. Tako su Cotte i saradnici ispitivali sedam botanickih vrsta, tacnije 280 uzoraka
monofloralnog meda, i pokusali su da na osnovu sadrzaja Secera odrede botanicko
poreklo nekih drugih komercijalnih medova. Primenom statisticke analize jelov
medljikovac se potpuno odvojio od ostalih ispitivanih vrsta ispitivanih medova (bagrem,
kesten, uljana repica, lavanda, lipa i suncokret) (Cotte, 2004). Metcalfa pruinosa
medljikovac proizveden u ltaliji razlikuje se od drugih medljikovaca, jer sadrzi vecu

koli¢inu maltotrioza i dekstrina (Fiori, 2000).

Prema ,,Pravilniku o kvalitetu meda i drugih proizvoda pcela® (2015) koli¢ina
grukoze i fruktoze ne sme biti manja od 60 g/100g u cvetnom medu, dok u medljikovcu
ovaj zbir ne sme biti manji od 45 ¢g/100 g meda. U istom pravilniku propisana je i
maksimalna koli¢ina saharoze za sve vrste cvetnih medova i iznosi 5 g/100 g meda.
Postoje i izuzeci od ovog pravila, pa tako u medu od bagrema, lucerke, vreska,
slatkovine (vucja trava), eukaliptusa i agruma sadrzaj saharoze moze biti i do 10 g/100g,

dok je u medu od lavande maksimalna koli¢ina saharoze 15 g/100g meda.

2.2.2. Proteini i aminokiseline

Sadrzaj proteina u medu je oko 0,2 %. Proteini u medu su zivotinjskog (od
pcela) i biljnog (iz polena) porekla. Neki naucnici smatraju da glavne koli¢ine proteina
dospevaju u med iz pljuvacnih Zlezda pcela prilikom prerade nektara 1 medljike, dok

drugi zastupaju teoriju da je najveéi izvor tih supstanci polen, koji je prili¢éno bogat
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proteinima (Nazarian, 2010). lako je udeo ukupnih proteina u medu mali, u tim
proteinima se nalazi otprilike 18 esencijalnih i neesencijalnih aminokiselina ¢iji sadrzaj

varira u zavisnosti od biljne vrste (Janiszewska, 2012).

Jednodimenzionalna i dvodimenzionalna elektroforeza (Sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis - SDS-PAGE) se obi¢no koristi za analizu proteina u
medu. U literaruri postoji nekoliko radova objavljenih na temu Klasifikacije meda po
geografskom i botanickom poreklu na osnovu tragova proteina (Marshall i Williams,
1987; Ferreres, 1993; Lee, 1998; Baroni, 2002; Won, 2008). Marshall i Williams su
pokazali da u elektroferogramu uzoraka meda razli¢itog botani¢kog porekla postoji
najmanje 19 proteinskih traka. Pretpostavlja se da su ovi proteini pretezno pcelinjeg a ne
cvetnog porekla. Baroni i saradnici navode da se polen razli¢itih medonosnih biljaka
moze razlikovati dvodimenzionalnom elektroforezom, te se zbog toga proteini mogu
koristiti kao markeri botanickog porekla meda (Baroni, 2002). Maier i saradnici su
pokazali da je upotreba MALDI TOF MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization
Time-of-flight mass spectrometry) tehnike brza i pouzdana metoda za klasifikaciju i
identifikaciju bakterija i proteina u svrhu klini¢ke dijagnostike, zaStite zivotne sredine,
kao 1 za taksonomska istrazivanja i kontrola kvaliteta i proizvodnje hrane (Maier, 2006).
Wang i saradnici su razvili brz i pouzdan nacin diskriminacije meda po geografskom
poreklu koris¢enjem MALDI TOF MS tehnike Biotiper softverom. Proteinski profil se
moze dobiti za nekoliko sekundi, a spektralni podaci mogu lako biti pretvoreni u
proteinski ,,otisak prsta® (bar kod) upotrebom Biotiper softvera. Ova tehnika zahteva

minimalnu pripremu uzorka (Wang, 2009).

Proteinski profil meda se takode koristi za karakterisanje medova proizvedenih
od razli¢itih vrsta péela. Tako su Lee i saradnici primetili da molekulska masa
dominantnih proteina meda proizvedenom od strane pcele Apis cerana iznosi 56 kDa,
dok je molekulska masa dominantnih proteina u medu proizvedenom aktivnos¢u Apis
mellifera péele 59 kDa (Lee, 1998).

Prosecan sadrzaj azota u medu je oko 0,04 %, dok sadrzaj slobodnih
aminokiselina ¢ini oko 1 %. Aminokiselinski profil meda predlozen je kao tehnika za
odredivanje njegovog botani¢kog i geografskog porekla (Gilbert, 1981; Davies i Harris,

1982; Anklam, 1998). Polen je glavni izvor aminokiselina u medu. Davies i saradnici su
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utvrdili da odnos pojedinih aminokiselina u medu varira u zavisnosti od njegovog
geografskog 1 botani¢kog porekla (Davies, 1975 i 1976). Prolin je najzastupljeniji i u
medu ga mora biti viSe od 180 mg/kg, a najmanje 66 % od ukupnih slobodnih
aminokiselina (naj¢esce 80 - 90 % od svih aminokiselina). Ve¢inom potice od pcelaiu
med dospeva prilikom prerade nektara u med, a njegov procenat je predlozen kao jedan
od indikatora zrelosti meda. Njegov sadrzaj je usko povezan sa sadrZzajem Secera u

medu, kao i sa aktivno$¢u enzima glukoza-oksidaze (Flanjak, 2016).

Sadrzaj aminokiselina u medu odreduje se metodama teéne hromatografije, bez
prethodne derivatizacije (Bouseta, 1996; Conte, 1998) ili koje zahtevaju derivatizaciju,
najcesée dietil-ethoksimetilen malonatom ili fluorenilmetil hloroformatom (Bernal,
2005). Profili slobodnih aminokiselina analizanih gasnom hromatografijom (GC)
pokazali su ocigledne razlike izmedu uzoraka meda iz Velike Britanije, Argentine,
Australije i Kanade (Gilbert, 1981). Hermosin i saradnici pokusali su da preko sadrzaja
aminokiselina u medu odrede njegovo botanicko poreklo i tako su analizom 48 uzoraka
monoflornih medova (poreklom sa ukupno 10 botanickih vrsta) iz 6 razli¢itih
geografskih regiona Spanije uspeli da izdvoje samo med od lavande i to prema zna¢ajno
viSoj koncentraciji tirozina. Prolin, fenilalanin, tirozin i lizin su bile glavne
aminokiseline u 31 uzorku meda koji obuhvata 5 botanic¢kih vrsta (ruzmarin, eukaliptus,
lavanda, majcina dusica i pomorandza), potom su sledili arginin, glutaminska kiselina,
histidin i valin (Hermosin, 2003). Brazilski nau¢nici utvrdili su da med eukaliptusa ima
1245 mg /kg prolina $to je vise nego u svim ostalim analiziranim vrstama medova
(Costa, 1999).

Pawlowska i Armstrong (1994) su analizirali sadrzaj nekih aminokiselina i
njihove enantiomerne odnose u medu pomo¢u HPLC tehnike. Znacajne koli¢ine d-
leucina i d-fenilalanina i relativno niska koncentracijama d-prolina nadene su u medu
razli¢itog botanickog 1 geografskog porekla. Istaknuto je da se enantiomerni odnosi
aminokiselina mogu koristiti za proveru pravilnog skladiStenja, starosti 1 tehnicke
obrade meda. Pirini i Konte (1992) koristili su gasnu hromatografiju za analizu
aminokiselina u uzorcima meda razli¢itog botanickog porekla (bagrem, limun, kesten,
rododendron, ruzmarin i limeta), i utvrdili da je prisustvo nekih aminokiselina (arginin,

triptofan i cistein) karakteristicno za odredene tipove meda, ali da jedna aminokiselina
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ili grupa aminokiselina ne moze biti izabrana kao marker za karakterizaciju pojedinih

botanickih vrsta meda.

Senyuva i saradnici (2009) su odredili sadrzaj fenilalanina i tirozina u nekoliko
vrsta monofloralnih medova iz razli¢itih regiona. Zakljucili su da ove dve aminokiseline
i jos neki fizicko-hemijski parametri u kombinaciji sa metodama miltivarijantne analize

mogu biti pogodni za razlikovanje botanickog porekla ispitivanih medova.

U jednom istrazivanju aminokiselinskog sastava i1 karakteristi¢nih ispaljivih
jedinjenja u medu od eukaliptusa (Eucalyptus spp.) i lavande (Lavandula spp.) pronaden
je prolin kao dominantna aminokiselina u medu od eukaliptusa, dok su znacajne
koli¢ine fenilalanina (906-1830 mg/kg) i tirozina (229-382 mg/kg) karakteristicne za
med lavande. Ovi parametri bili su karakteristi¢ni za razdvajanje ove dve vrste meda po
botani¢kom poreklu (Bouseta, 1996). Za razlikovanje medljikovca i cvetnog meda kao
parametar se moze koristiti koncentracija aminokiselina kao Sto su triptofan i

glutaminska kiselina, ¢iji je sadrzaj znatno visi u medljikovcu nego u cvetnom medu
(Lglesias, 2004).

SadrZaj aminokiselina u 92 uzorka meda (17 botanickih vrsta iz 4 razlicita
geografska regiona) analiziran je gasnom hromatografijom i u veéini uzoraka prolin je
bio dominantna aminokiselina, ali pronadene su i znacajne koli¢ine fenilalanina,
asparaginske Kkiseline, asparagina, glutaminska kiselina i glutamin. Medutim, vece
koli¢ine serina, tirozina i lizina nadene su u monofloralnom medu od nane. U medu od
ruzmarina tirozin je najzastupljeniji, potom slede prolin i fenilalanin. Na osnovu
aminokiselinskog sastava, a primenom linearne diskriminantne analize, medovi od

majc¢ine dusice i kestena su se grupisali u dva klastera. (Conte, 1998).

2.2.3. Aktivnost enzima

Jedna od karakteristika po kojoj se med razlikuje od ostalih zasladivaca je i
prisustvo enzima. Neki od njih vode poreklo od pcele, a neki poticu iz polena ili iz
bakterija prisutnih u medu. Enzimski profil meda u velikoj meri varira sa botanickim
poreklom nektara, ali je poznato da a-amilaze i a-glukozidaza uglavnom poti¢u od
medonosne pcele (Low, 1988; Persano Oddo i Piro, 2004, Persano Oddo, 1990 i1 1999).
Zajedno sa proteinima, enzimi medu oni daju karakteristi¢na svojstva koja se veStackim

14

Uros Gasic Hemijski fakultet



Opsti deo

putem ne mogu nadomestiti. Pregled enzima prisutnih u medu prikazan je u Tabeli 4
(Vorlova, 2002). Enzimska aktivnost meda smanjuje se pregrevanjem meda ili tokom
duzeg skladistenja. Stoga, odredivanje aktivnosti enzima u cilju razlikovanja meda
prema botanickom poreklu se mora raditi iz svezeg uzorka meda. Aktivnost a, B, 1 y-

amilaze se obi¢no koristi kao vazan parametar kvaliteta meda (Voldrich, 2009).

Tabela 4. Pregled enzima prisutnih u medu.

Naziv enzima Reakcija koju katalizuje

Dijastaza (a-amilaza) hidroliza skroba do maltoze

Invertaza pretvaranje saharoze u invertni Se¢er glukozu i fruktozu
Glukozaoksidaza oksiduje glukozu u glukuronsku kiselinu

Kisela fosfataza hidrolizuje estre fosfatne kiseline

Proteaze hidrolizuje proteine i polipeptide na krace peptide
Esteraza hidrolizuje estarske veze

Merenje aktivnost dijastaze je metoda propisana ,,Pravilnikom o kvalitetu meda i
drugih proizvoda pcela, 2015 (Republika Srbija)” i koristi se za procenu svezine i
termiCke obrade meda. Iako prirodan nivo dijastaze varira sa botani¢kim poreklom
meda, smanjenje aktivnosti dijastaze se ne koristi u svrhu odredivanja botani¢kog
porekla meda, ve¢ je bitan pokazatelj kvaliteta meda. Dijastaza uglavnom poti¢e od
pcCela, ali 1 od polena i nektara. Ona razlaze skrob na maltozu. Kada se u prirodan med
doda $ecerni sirup, smanjuje se aktivnost dijastaze, §to se moze nadomestiti dodavanjem

stranih amilaza (Voldrich, 2009).

2.2.4. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja ili polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka. Predstavljaju
jednu od najvaznijih bioaktivnih grupa jedinjenja koja se javljaju u biljkama. Flavonoidi
1 fenolne kiseline (derivati benzoeve i cimetne kiseline) predstavljaju najvaznije klase
polifenola (Anklam, 1998). U med, pre svega, dospevaju posredstvom nektara, ali i
preko propolisa i polena. Med je bogat fenolnim jedinjenjima koja deluju kao prirodni
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antioksidansi i postaje sve popularniji u ishrani zbog svoje potencijalne uloge u lecenju
raznih bolesti, kao i samom doprinosu za ljudsko zdravlje. Analiza polifenola u medu se
smatra kao veoma perspektivan nacin procene njegovog botanickog (Gasi¢, 2017) i
geografskog porekla (Pyrzynska i Biesaga, 2009). Polifenolna jedinjenja koja su
predlozena kao markeri za odredivanje botanickog porekla nekoliko monofloralnih

tipova medova prikazana su u Tabeli 5.

Mnoge studije su pokazale da polifenolna jedinjenja smanjuju rizik od raznih
oboljenja, pre svega zbog svoje antioksidativne aktivnosti (Gasi¢, 2016). U literaturi je
poznato da flavonoidi uti¢u na bolesti srca i to na tri nacina: poboljSanje koronarne
vazodilatacije, smanjenje sposobnosti trombocita u krvi da naprave ugrusak, i

spreavanje lipoproteina niske gustine (LDLS) da se oksiduju (Khalil i Sulaiman, 2010).

Prema vecini objavljenih analitickih procedura, sa retkim izuzecima (Scanu,
2005), odredivanje polifenola u medu ukljucuje osnovne korake izolovanja iz matriksa
uzorka, odvajanje, preCis€avanje, identifikaciju i kvantifikaciju zeljenih jedinjenja.
Odvajanje 1 identifikacija obi¢no se izvode hromatografskim (Ferreres, 1993; Yao,
2003) ili elektroforetskim (Andrade, 1997; Merken i Beecher, 2000) tehnikama. Izbor
instrumentalne tehnike i1 izbor operativnih parametara veoma zavise od analitickih

ciljeva i tipa karakterizacije (kvalitativnog i(ili) kvantitativnog).

U literaturi postoji veliki broj postupaka pripreme uzorka meda za odredivanje
polifenolnih supstanci. Nekad se koristi samo jedna tehnika ekstrakcije, a Cesto 1 vise
nijh, s ciljem da se izvrsi §to bolje odvajanje polifenola iz meda. Veoma je vazno da
uzorak bude reprezentativan, tj. da oslikava prosecan sastav meda koji se analizira.
Osnovni cilj pripreme uzorka je dobijanje ekstrakta koji sadrzi sve komponente od
interesa, ali i odvajanje supstanci koje bi ometale njihovo dalje odredivanje (Pyrzynska i
Biesaga, 2009). Metode koje se najc¢eSce koriste za izolovanje polifenola iz meda

zasnivaju se na nekoliko vrsta ekstrakcije (Ciulu, 2016):

1) tecno-tecna ekstrakcija,
2) kombinacija tecno-Cvrste i1 teCno-tecne ekstrakcije i
3) adsorpcija na polimernom adsorbensu Amberlite XAD u kombinaciji sa te¢no-

te€nom ili teCno-Evrstom ekstrakcijom.
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Tabela 5. Polifenolna jedinjenja kao markeri botanickog porekla razlicitih tipova medova.
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Botani¢ko

poreklo meda

Latinski naziv

medonosne biljke

Polifenolna jedinjenja

Referenca

Agrumi

Citrus spp.

Hesperetin

Ferreres, 1993; Ferreres,
1994b; Liang, 2009

Beli zlatoglav

Asphodelus microcarpus

Salzm. et Viv.

Metil-siringat

Tuberoso, 2009

Ljubicasti ¢icak

Galactites tomentosa
Moench

Fenilmleéna Kiselina

Tuberoso, 2011

Planika

Arbutus unedo

Homogentizinska kiselina

Cabras, 1999; Tuberoso, 2010;

Scanu, 2005

Uljana repica

Brassica napus

Elaginska kiselina

Hlorogena kiselina

Wang, 2014

Bagrem Robinia pseudacacia Flavonol-ramnozidi Truchado, 2008

Derivati cimetne kiseline

) 4-Hidroksibenzoeva, 4-hidroksifenilmle¢na, o

Kesten Castanea sativa Dimitrova, 2007

ferulinska i fenilmle¢na Kiselina
Lipa Tilia ssp. 3- Hidroksibenzoeva kiselina
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Tabela 5. Nastavak.
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Botani¢ko

poreklo meda

Latinski naziv

medonosne biljke

Polifenolna jedinjenja

Referenca

8-Methoksikampferol

Ferreres, 1998

Ruzmarin Rosmarinus officinalis _
Kampferol Gil, 1995
_ Kvercetin Tomas-Barberan, 2001
Suncokret Helianthus annuus _ i
Eriodiktiol i kvercetin Keckes, 2013
) Eucaliptus camaldulensis  Tricetin
Eukaliptus i __ : i Martos, 2000a
Eucaliptus pilligaensis Luteolin
Manuka Leptospermum scoparium  Orto-anizinska i eudezminska Kiselina
_ _ _ Stephens, 2010
Kanuka Kunzea ericoides Homoanizinska kiselina
o Luteolin Ferreres, 1994a
Lavanda Lavandula angustifolia i i
Naringenin
_ _ Andrade, 1997
Nana Mentha spp. Ruzmarininska kiselina
Eri Miricetin, Miricetin 3-metil etar, Miricetin 3'-metil etar, Ferreres, 1994c;
rica spp. o
Vresak Tricetin Ferreres, 1996
Calluna spp. Elaginska kiselina Soler, 1995
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Sistem za ¢vrsto-tecnu ekstrakciju (Solid Phase Extraction - SPE) se koristi za
koncentrovanje te¢nih uzoraka razblazenih rastvora pre analize, kao i za izolovanje i
njihovo prec¢is¢avanje, na taj nacin Sto se uklanjaju onecis¢enja i ometajuce supstance iz
slozenih sistema. Izolovanje polifenola iz meda ometaju Seceri prisutni u matriksu, zbog

¢ega se SPE tehnika koristi za njihovo uklanjanje.

Amberlite XAD je poliakrilni estar. Prilikom prolaska uzorka, na koloni koja je
napunjena ovom polimernom smolom zaostaju polifenolna jedinjenja, dok se Seceri 1
ostale polarne komponente eluiraju propustanjem vode. Polifenolna jedinjenja eluiraju
se sa kolone metanolom ili acetonitrilom, ¢ime se vrsi izolovanje analita, njegovo

precis¢avanje 1 koncentrovanje.

U jednom radu izvrseno je uporedivanje efikasnosti Cetiri sorbenta, tri tipa SPE
kertridza (oktadecil C18, Oazis HLB, Strata-X) i kolona sa Amberlit XAD-2 smolom, a
u cilju izolovanja i prekoncentracije Sest fenolnih kiselina (galne, p-hidroksibenzoeve,
p-kumarinske, vanilinske, kofeinske i siringinske kiseline) i tri flavonola (rutina,
kvercetina i kampferola) iz uzorka meda. Oasis HLB kertridz ispran sa 50 mL
zakiSeljene vode (pH = 2) i eluiran sa metanolom obezbedio je najbolje rezultate
(Michalkiewicz, 2008). Nedavno, Liu i saradnici su predlozili novi sorbent, nano-Al,O3
oblozen silicijumom (Al,O3/SiO;), kao kertridz sa ¢vrsto-tecnu ekstrakciju flavonoida.
Njegova efikasnost ekstrakcije je bila bolja nego kod komercijalnih C18 kertridza (Liu,
2015).

Etil-acetat se najceS¢e koristi kao rastvara¢ za teno-teCnu ekstrakciju
polifenolnih jedinjenja iz uzoraka meda. Ekstrakcija se moze izvoditi iz rastvora
dobijenog rastvaranjem meda u destilovanoj vodi (Tuberoso, 2009) ili u 2 %-nom
rastvoru natrijum-hlorida (Keckes, 2013b). Campone i saradnici su prijavili primer
disperzivne te¢no-teéne mikroekstrakcije (Dispersive Liquid-Liquid Microextraction -
DLLME) polifenolnih jedinjenja iz meda i dobili su efikasnost ekstrakcije (recovery)
vecu od 70 % (Campone, 2014).

U skorije vreme predstavljena je upotreba specijalnih ugljeni¢nih nanocevi
(Multi-Walled Carbon NanoTubes - MWCNTS) kao sorbenta za ekstrakciju polifenolnih
jedinjenja (Badjah Hadj Ahmed, 2014; Wabaidur, 2015). Glavne prednosti ovog

pristupa su u mogucnosti da se istovremeno ekstrahuje veliki broj razliCitih klasa
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polifenola (fenolne kiseline, flavonoidi i njihovi derivati) sa visokom efikasnocu i

reproduktivnoséu. Pored toga, MVCNTS sorbent ima odli¢na regeneraciona svojstva.

U cilju provere stabilnosti fenolnih jedinjenja pri ultrasoni¢noj i mikrotalasnoj
ekstrakciji, autori jedne naucne studije su pokazali da ultrazvuk obezbeduje bolji prinos
ekstrakcije. Sva polifenolna jedinjenja ekstrahovana iz meda ultrazvu¢nom ekstrakcijom
imaju srednji prinos od oko 90 %, dok prilikom mikrotalasne ekstrakcije derivati
benzoeve kiseline i flavonoida pokazuju manju prinos (70-80 %) (Biesaga i Pyrzynska,
2013).

Uprkos rastu¢em interesu za razvoj naprednih tehnika tecne ekstrakcije koje za
cilj imaju da se dobije Sto reprenzetativniji polifenolni ekstrakt, samo jedan primer
ubrzane ekstrakcije na sorbentu (Accelerated Solvent Extraction - ASE) prikazan je u
literaturi (Habib, 2014). Ekstrakcija se vr$i rastvaranjem uzorka u zakiseljenoj vodi (pH
= 2, HCI), na 25 °C. Polifenoli se eluiraju metanolom, metanolni rastvor se upari do
suva, a ostatak posle uparavanja se ponovo suspenduje u destilovanoj vodi i ekstrahuje
tri puta dietiletrom. Ekstrakti se ponovo upare i rastvore u rastvoru metanola i vode pre
HPLC analize.

U cilju razdvajanja polifenola najvise se koriste metode te¢ne hromatografije
visokih performansi, i to skoro uvek kao reverzno-fazne (RP-HPLC). Razdvajanje
analita se obi¢no postize upotrebom C18 oktadecil (ODS) kolona. U poslednjih nekoliko
godina UHPLC tehnika pokazala se kao brza i efikasna metoda u analizi polifenolnih
sastojaka meda 1 to zbog niza prednosti, kao $to su: visoka rezolucija, veca osetljivost i
preciznost, kao i znac¢ajno smanjeno vreme trajanja analize (Tuberoso, 2009; Campone,
2014; Wabaidur, 2015). Razlog boljih performansi UHPLC tehnike lezi u prosecnoj
veli¢ini Cestica stacionarne faze (obi¢no manje od 2 p). Mobilna faza se sastoji od
koncentracionog gradijenta dva rastvaraca: A) vodenog rastvora mravlje (Sarmento
Silva, 2013; Zhang, 2013; Campone, 2014; Campillo, 2015; Truchado, 2015) ili sir¢etne
(Liang, 2009; Habib, 2014), rede trifluorosirc¢etne (Pichichero, 2009; Kumazawa, 2012),
fosforne kiseline ili fosfatnog pufera (Dimitrova, 2007; Tuberoso, 2009) i B) metanola

ili acetonitrila.

Detektor koji se obi¢no koristi za odredivanje polifenolnog profila meda zasniva

se na merenju UV apsorpcije; ponekad je to UV detektor sa sistemom dioda (DAD)
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(Sarmento Silva, 2013; Zhang, 2013; Badjah Hadj Ahmed, 2014). Izbor odgovaraju¢ih
talasnih duzina je od sustinskog znacaja kako bi se povecala osetljivost metode,
posebno kada jedinjenja od znacaja nemaju specificne hromofore. HPLC-UV
identifikacija i kvantifikacija polifenola je moguca samo poredenjem retencionih
vremena uzoraka sa retencionim vremenima standarda, kao i metodom internog
standarda. Glavni nedostatak svih spektrofotometrijskih detektora je nemoguénost da
direktno obezbede strukturne informacije i to veoma ograni¢ava karakterizaciju
jedinjenja. 1z tog razloga, u poslednjih nekoliko godina, mnoge studije su fokusirane na
razvoj] HPLC metoda koje ukljucuju masenu spektrometriju kao vid detekcije (Ciulu,
2016).

Primena masene spektrometrije kao vida detekcije kod HPLC sistema, dovelo je
do identifikacije novih potencijalnih markera botanickog porekla meda (npr. metil-
siringat za monofloralni med vrste Asphodelus microcarpus) (Tuberoso, 2009). Osim
toga, primenom masene spektrometrije moze se proucavati fragmentacioni put i do¢i do
informacija o strukturi razli¢itih izomernih jedinjenja. Truchado i saradnici, HPLC-ESI
MS" metodom, okarakterisali su flavon O-glikozide u medu koji proizvode Tetragonula
carbonaria pcele i uspeli su da odrede prirodu inter-glikozidnih veza kao i da
identifikuju nekoliko mono-, di- i triglikozida (Truchado, 2009). Maseni detektori koji
rade na principu jonske zamke (lon Trap) i maseni detektori sa tri kvadrupola (Triple
quadropole), kao i noviji hibridni instrumenti (sa Orbitrap masenim analizatorom)
koriste se za karakterizaciju polifenolne frakcije meda. ESI (Electron Spray lonisation)
izvor, koji se najceSce instalira u ovakvim spektrometrima obi¢no radi u negativhom
jonizacionom modu, ali i pozitivna varijanta moze biti korisna za identifikaciju nekih

analita (Stephens, 2010; Mannina, 2015).

Kvalitativni 1 kvantitativni profil polifenolnih jedinjenja predstavlja mocan
instrument za proveru botani¢kog porekla meda (Gasi¢, 2017). Jedan od najznacajnijih
primera specifi¢nosti jedne fenolne kiseline kao hemijskog markera botani¢kog porekla
je homogentizinska kiselina (Tabela 5) u slu¢aju meda od planike (Arbutus unedo)
(Cabras, 1999; Scanu, 2005). Proslo je vise od 15 godina od otkrica ove kiseline kao
markera meda od planike, ali od tada ovo jedinjenje nije pronadeno u nekoj drugoj vrsti
monofloralnog meda. Istrazivacka grupa Tuberoso-a i saradnika je kasnije predlozila

dodatne hemijske markere (tri derivata abscisinske kiseline) za isti med (Tuberoso,
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2010). Ista istrazivacka grupa je predlozila lumihrom (7,8-dimetilaloksazin) i
fenilmle¢nu kiselinu kao hemijske markere meda od cicka (Galactites tomentosa
Moench) (Tuberoso, 2011). Neka polifenolna jedinjenja mogu biti veoma korisna pri
razlikovanju tipova medova koji pokazuju sli¢ne palinoloSke osobine (skoro identi¢an
oblik polenovih zrna). Ovo je slucaj sa dve vrste meda karakteristi¢nih za Novi Zeland,
meda manuke (Leptospermum scoparium) i kanuke (Kunzea erikoides). Uprkos
¢injenici da manuka i kanuka medovi dele vecinu polifenolnih jedinjenja, Stephens i
saradnici (Stephens, 2010) su primetili da su orto-anizinska (2-metoksibenzoeva) i
eudezminska (3,4,5-trimetoksibenzoeva) kiselina karakteristicne za manuka med, dok je
homoanizinska (4-metoksifenilsir¢etna) kiselina karakteristicna za kanuka med (Tabela
5).

Karakterizacija polifenolnog profila meda je naSla promenu i u proceni
geografskog porekla. U radu Habib-a i saradnika (Habib, 2014) utvrdena je znacajna
razlika u sadrzaju polifenolnih jedinjenja meda proizvedenih u su$nim i kiSovitim
regionima. Razlike u polifenolnom profilu su objasnjene na osnovu razli¢itih klimatskih
faktora i izlaganja suncu §to je za posledicu imalo veéi sadrzaj polifenola u medu
proizvedenom u su$nim regionima. Kao slede¢i primer, polifenolni profil Hedysarum
coronarium meda proizvedenog u Juznoj Italiji je ukazao na razlike u geografskom

poreklu (Gambacorta, 2014).

Pored karakterizacije botanickog i geografskog porekla meda, polifenolni profil
se takode Koristi za prou¢avanje medova proizvedenih od razli¢itih vrsta pcela. Tako na
primer, neke naucne studije (Tenore, 2012; Mannina, 2015) su posvecene analitickoj
karakterizaciji polifenolnog profila meda proizvedenog od sicilijanske crne péele (Apis
mellifera spp. Sicula). Cetiri fenolne kiseline, tri flavonoida i dva izomera abscisinske
kiseline su kvantifikovani u Jandaira medu iz Brazila koji proizvodi Melipona
subnitida péela (Sarmento Silva, 2013), a izvrSena je kvalitativna karakterizacija flavon
O-glikozida u medu koji proizvodi Tetragonula carbonaria péela iz Australije
(Truchado, 2015). U svim ovim studijama koje se bave analizom polifenola u medu
proizvedenom od strane specificne pcele, nisu pronadeni novi specijalni markeri, ali je
koncentracija nekih polifenola znatno veéa u odnosu na med Kkoji proizvodi Apis

mellifera.
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Kvalitativni i kvantitativni profil polifenolnih jedinjenja u medu je sigurno
pogodan nacin za prikupljanje informacija o njegovom botanickom i(ili) geografskom
poreklu, ali dobijeni podaci su pouzdani samo ako je eksperiment raden na adekvatnom
broju uzoraka. Budu¢i da je veliki set podataka veoma teSko pravilno protumaditi,
hemometrijski pristup moze biti od velike koristi i moze dati viSe informacija o
botani¢kom i(ili) geografskom poreklu meda (Ruoff, 2005). Tako su Petretto i saradnici
ispitivali pedeset jedan uzorak meda iz Sardinije, medu kojima je identifikovano ukupno
deset razli¢itih monofloralnih vrsta meda (planika, beli zlatoglav, ljubicasti c¢icak,
eukaliptus, obi¢na mirta, majéina dusica, kesten, cistus, lavanda i ruzmarin). Primenom
PCA uspeli su da med iz Sardinije odvoje po botani¢kom poreklu na osnovu sadrzaja
polifenolnih jedinjenja, antioksidativne aktivnosti i fizi¢ko-hemijskih parametara
(Petretto, 2015). Naucnici iz Poljske i Holandije, koriste¢i proton-transfer masenu
spektrometriju (PTR-MS) i HPLC-DAD polifenolni profil u kombinaciji sa PCA, uspeli
su da klasifikuju med prema botanickom poreklu (Kus i van Ruth, 2015). S druge
strane, Karabagias i saradnici su po geografskom poreklu klasifikovali trideset pet
uzoraka grékog meda od bora sa Cetiri razlicite lokacije primenom multivarijantne
analize varijansi (MANOVA) i linearne diskriminantne analize (LDA), a kao varijable
su koristili polifenolni profil i fizicko-hemijske parametre (Karabagias, 2014). Paskuini
I saradnici koriste¢i analizu glavnih komponenata i linearnu i kvadratnu diskriminantnu
analizu, klasifikovali su pedeset uzoraka meda po geografskom poreklu na osnhovu
mineralnog sastava, polifenolnih jedijenja i DPPH antioksidativne aktivnosti (Pasquini,
2014). Wang i saradnici su na osnosu polifenolnog profila, a primenom klasterske
analize 1 analize glavnih komponenata, predloZili markere botanickog porekla za
bagremov i med od uljane repice (Wang, 2014). Hlorogena kiselina je predlozena kao
moguéi marker za bagremov med, a elaginska kiselina kao potencijalni marker za med

od uljane repice (Tabela 5).

2.2.4.1. Flavonoidi

Flavonoidi (od lat. Flavus, sa znaCenjem zuto) predstavljaju jednu od
najbrojnijih grupa prirodnih heterociklickih jedinjenja sa kiseonikom. Najéesce se

nalaze u biljkama kao slobodna frakcija, ali mogu biti 1 povezani sa Secernim
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komponentama i graditi glikozide. Flavonoidi su antioksidansi rastvorljivi u vodi, a
prisutni su u namirnicama kao $to su voce, povrée, €aj, vino, grozde, med, propolis,
nektar, itd. Identifikovano je vise od 6000 razli¢itih flavonoida (Ferreyra, 2012), iako je
samo u jednom malom procentu biljaka sprovedeno njihovo ispitivanje. Ovaj broj se

neprestano uvecava.

Strukturna raznolikost flavonoida rezultat je brojnih modifikacija osnovne
skeletne strukture, koje su uslovljene reakcijama hidrogenovanja, hidroksilovanja, O-
metilovanja hidroksilnih grupa, dimerizacije ili glikolizovanjem hidroksilnih grupa (O-
glikozidi). Osnovnu strukturu flavonoida ¢ini difenilpropan (1-fenil-3-(2-hidroksifenil)-
propan-1-ol) iz kojeg gubitkom vode i zatvaranjem piranovog prstena nastaje flavan,

¢ija je struktura prikazana na Slici 2.

U zavisnosti od stepena oksidacije piranovog prstena, kao i od pozicije
sekundarnog aromati¢nog prstena, flavonoidi mogu biti klasifikovani u osam razlicitih
podgrupa na osnovu razlika u osnovnoj molekularnoj strukturi: flavonoli, flavani,
flavanoni, katehini, antocijanidini, izoflavoni, dihidroflavonoli i halkoni (Harborne i
Williams, 2000; Kumar i Pandey, 2013). Flavonoidi mogu biti hidroksilovani,
metoksilovani ili glikozidno vezani s monosaharidima ili oligosaharidima, a Cesto
sadrze 1 acilne grupe na razli¢itim polozajima osnovne flavonoidne strukture ili
glikozidnog dela. Flavonoidi poseduju veliku sklonost ka umrezavanju i polimerizaciji i

tako nastaju tanini.

Slika 2. Struktura flavana.

Koli¢ina flavonoida u medu moze iznositi i do 6 mg/kg, dok je njihov udeo
dosta veci u polenu (0,5 %) i u propolisu (10 %) (Anklam, 1998). Na osnovu literaturnih
podataka moze se re¢i da su u medu najzastupljeniji pinocembrin, apigenin, kampferol,

kvercetin, pinobanksin, luteolin, galangin, hesperitin i izoramnetin (Slika 3) (Beretta,
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2005). Veliki broj flavonoida koji se nalaze u medu ne poticu iz cvetnog nektara veé iz

propolisa (pinobanksin, pinocembrin i hrizin) (Tomas-Barberan, 2001).

OH O OH O OH O
pinocembrin apigenin kampferol

OH O OH O OH O
kvercetin pinobanksin luteolin
OH
N
OH O OH O OH O
galangin hesperitin 1zoramnetin

Slika 3. Strukture flavonoida koji se mogu naci u medu.

Flavonoidi se mogu koristiti 1 kao markeri botani¢kog porekla evropskog meda
od eukaliptusa. Medovi biljnog porekla biljke Eucaliptus camaldulensis sadrze tricetin
kao glavni marker, dok je za Eucaliptus pilligaensis med luteolin predlozen kao glavni
marker botani¢kog porekla (Tabela 5). Flavonoidni profili australijskog meda od
eukaliptusa se veoma razlikuju od evropskog (Martos, 2000a i 2000b). Flavonol
ramnozidi su se pokazali kao markeri bagremovog meda jer nisu detektovani u bilo
kojoj drugoj vrsti meda. Prisustvo flavonoid-glikozida u medu je od posebnog znacaja
jer povecava broj potencijalnih markera za detekciju botanickog porekla meda
(Truchado, 2008). Miricetin, miricetin 3-metiletar, miricetin 3’-metiletar i tricetin su
identifikovani kao karakteristicni flavonoidi u medu od vreska i predlozeni su kao

markeri botani¢kog porekla (Ferreres, 1994c). Ferreres i saradnici (1991) su pokazali
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da profili flavonoida i botani¢ko poreklo imaju dobru korelaciju u slucaju 5 ispitivanih
medova od ruzmarina, 2 od lavande i 2 polifloralna uzorka iz Spanije. Dobijeni rezultati

pokazuju da flavonoidi u med dospevaju uglavnom iz polena, ali i iz propolisa.

Ferreres i saradnici su analizom flavonoidnog profila 14 botanic¢kih vrsta meda
odredili hesperetin kao marker meda od limuna i luteolin kao marker meda od lavande
(Ferreres, 1994a). Oni takode nalaze 8-metoksi-kampferol kao glavno jedinjenje u
uzorcima meda od ruzmarina (Ferreres, 1998), dok se kvercetin predlaze kao marker za

botani¢ko poreklo suncokretovog meda (Tomas-Barberan, 2001).

U Litvaniji je uradeno istrazivanje koje je pokazalo bitnu razliku u koli¢ini i
vrsti flavonoida izmedu proleénih i letnjih vrsta meda, pa se iz tih razloga sastav
flavonoida moze korstiti kao dokaz botanickog porekla, $to je potvrdeno i polenskom
analizom (Ceksteryte, 2006). Sli¢no istrazivanje uradili su nauénici iz Slovenije na
Cetrdeset uzoraka monofloralnih medova (ukupno sedam botanickih vrsta). Cilj ovog
rada bio je odredivanje sadrzaja Sest flavonoida i dve abscisinske kiseline. Pomocu tih
parametara, koriste¢i multivarijantnu analizu, klasifikovali su uzorke meda prema
botanickom poreklu, pri ¢emu se lipov med potpuno odvojio od ostalih vrsta

(Bertoncelj, 2011).

2.2.4.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline se dele na derivate cimetne i benzoeve kiseline. Na Slici 4 su
prikazane njihove strukture i derivati koji su prisutni u medu. Fenolne kiseline spadaju u
grupu poznatih antioksidanata zbog sposobnosti da predaju vodonik ili elektron kao i
zato Sto njthovi stabilni interemedijerni radikali sprecavaju oksidaciju razli¢itih

komponenti, naro¢ito masnih kiselina i ulja (Heleno, 2015).

Hidroksi derivati benzoeve i cimetne kiseline su prisutni u hrani biljnog porekla
(voce, povrce, Zitarice). Zastupljeni su u svim delovima biljaka (koren, stabljika, lisCe,
seme). Osim toga, kvalitativni sastav fenolnih kiselina varira u zavisnosti od stadijuma
razvica biljaka i od uslova spoljaSnje sredine (abiotickih i bioti¢kih faktora). Pokazano
je da temperatura utice na sadrzaj fenolnih kiselina u nekim namirnicama biljnog
porekla (Robbins, 2003). Manji deo fenolnih kiselina se nalazi u slobodnom obliku,
¢eSc¢e se javljaju u obliku estara, amida 1 glikozida. Tako fenolne kiseline mogu biti
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vezane sa strukturnim komponentama biljaka (celuloza, proteini i lignini) estarskom,
etarskom ili acetalnom vezom, ili sa manjim organskim molekulima (glukoza, kininska,
maleinska i vinska kiselina) i drugim prirodnim proizvodima (npr. terpeni) (Arceusz,
2013).

0Os__OH O OH Os_OH 0. OH 0. _OH Ox O
z \I( “OH \I( 0 HO” Z SOH 07 z o o 0
OH OH OH | OH OH | OH |
p—hidroksibenzoeva protolfat(?hinska \'ar_lilir}ska galna siringinska metil-siringinat
kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina
(0] 0] (0] 0}
HO O (0]
HO HO HO HO
p-kumarinska kafeinska ferulinska O sinapinska
kiselina kiselina kiselina 7 Kiselina

Slika 4. Hidroksi derivati benzoeve i cimetne kiseline identifikovani u medu.

Hidroksi derivati benzoeve kiseline prisutni u medu su: vanilinska, galna, p-
hidroksibenzoeva, protokatehinska, siringinska i elaginska kiselina. Od hidroksi-
derivata cimetne kiseline u medu su zastupljene p-kumarinska, kofeinska, ferulinska i
sinapinska Kkiselina (Trautvetter, 2009). Fenolne kiseline (najces¢e kofeinska i
ferulinska) mogu graditi estre sa nekim drugim kiselinama, kao §to je kininska, i tako
imamo kofeoilkininsku, dikofeoilkininsku, trikofeoilkininsku, feruoilkininske kiseline
(Stalmach, 2006; Wang, 2010b).

Spanski nauénici su u medu od nane pronasli znatno veéu koli¢inu ruzmarinske
kiseline, nego u ostalim ispitivanim medovima, pa je ova kiselina predlozena kao
marker botani¢kog porekla meda od nane (Andrade, 1997). Neke hidroksibenzoeve
kiseline (elaginska kiselina u medu od vreska (Antony, 2000) i derivati hidroksicimetne
kiseline (kofeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina) u medu od kestena (Merken i

Beecher, 2000) su predlozeni kao markeri njihovog porekla.
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2.2.5. Organske kiseline

Prema literaturnim podacima poznato je da med ima blagu kiselost, jer sadrzi u
proseku oko 0,57 % organskih Kkiselina. Najzastupljenija organska kiselina u medu je
glukuronska, koja nastaje oksidacijom glukoze (Karabagias, 2014). Veliki broj
organskih kiselina se u medu moze naci u obliku estara. Neke organske kiseline se
unose u med poserdstvom nektara i medljike, a neke nastaju razli¢itim hemijskim
promenama prilikom skladiStenja meda (da Silva, 2016). Sadrzaj organskih kiselina u
medu mozZe se koristiti kao pokazatelj organoleptickih svojstava (boja i ukus) i fizickih 1
hemijskih osobina (pH-vrednost, kiselost i elektricna provodljivost) meda. (Mato,
2006b; Babarinde, 2011). Organske kiseline u medu pokazuju antibakterijsku i
antioksidativnu aktivnost (Gheldof, 2002).

Cherchi je sa saradnicima odredivao organske kiseline u razli¢itim uzorcima
meda iz Italije. Najveéi udeo naden je za glukuronsku kiselinu (2 - 12 g/kg), a zatim za
pirogrozdanu (9 - 76 mg/kg), malonsku (69 - 145 mg/kg), limunsku (64 - 160 mg/kg),
¢ilibarnu (12 - 48 mg/kg) i fumarnu kiselinu (0,5 - 2,6 mg/kg) (Cherchi, 1994).

Organske kiseline u medu mogu se takode Koristiti kao parametar za
razlikovanje medova prema botaniCkom i(ili) geografskom poreklu. U istrazivanju
sprovedenom na cetiri vrste novozelandskih monofloralnih medova identifikovana su
tridedset dva metilestra alifaticnih dikarboksilnih kiselina, a 2-metoksi-butandikiselina i
4-hidroksi-3-metil-trans-2-pentandikiselina predlozene su kao markeri botanickog

porekla za Knightea excelsa med (Wilkins, 1995).

Nesto vece vrednosti sadrzaja organskih kiselina nadene su u istrazivanju
Suarez-Luque-a i saradnika. Uzorci meda kestena, eukaliptusa, deteline, kao i
polifloralnih medova prose¢no su imali: 110 mg/kg malonske, 99 mg/kg limunske, 88
mg/kg ¢ilibarne, 1,23 mg/kg fumarne kiseline 1 0,54 mg/kg maleinske kiseline. Najve¢i

udeo svih kiselina zabeleZen je u uzorcima kestenovog meda (Suarez-Luque, 2002).

2.2.5.1. Abscisinska kiselina

Abscisinska kiselina (abscisin) je biljni hormon koji se, izmedu ostalog, nalazi u

cvetnom nektaru, posredstvom koga se prenosi i u med. Po hemijskoj prirodi je
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seskviterpenoid i nezasi¢ena organska kiselina. Jo$ je nazivaju i hormonom stresa kod
pcela (Negri, 2015).

U literaturi su opisana dva izomera abscisinske kiseline u medu i nektaru (cis,
trans abscisinska i trans, trans abscisinska), a njihove koncentracije u medu veoma

zavise od botanicke vrste medonosne biljke (Yao, 2005).

Slovenacki nauc¢nici odredivali su sadrzaj flavonoida i abscisinske Kiseline u
Cetrdeset uzoraka monofloralnih medova, poreklom od ukupno sedam biljnih vrsta, i u
svakom ekstraktu meda pronadena je znatno veca koncentracija cis, trans-abscisinske
kiseline u odnosu na trans, trans-abscisinsku (Bertoncelj, 2011). Tuberoso i saradnici
predlozili su derivate abscisinske kiseline kao potencijalne markere botanickog porekla

za Arbutus unedo med (Tuberoso, 2010).

2.2.6. Fermentacioni proizvodi

Sirov ili nezreo med obi¢no ima visok sadrzaj vode, §to moze dovesti do
fermentacije i kvarenja meda. Informacije 0 ovakvom kvarenju meda se mogu dobiti
mikroskopskom analizom kvasca, ali je mnogo pouzdanije uraditi kvantitativnu analizu
fermentacionih proizvoda, kao $to su glicerol i etanol (Beckh, 2005). Glicerol moze biti
u manjoj meri zastupljen u zrelom medu, jer ga proizvode mikroorganizmi nektara i
medljike. Huidobro i saradnici (1993) su, analiziraju¢i sadrzaj glicerola u 33 uzorka
meda iz Galicije (Spanija) enzimskom metodom, utvrdili da se sadrzaj glicerola kretao
izmedu 50 i 370 mg/kg. Analiza fermentacionih proizvoda moze samo dati neke
informacije o nacinu obrade meda, ali nije pogodan metod za detekciju botani¢kog 1

geografskog porekla meda.

2.2.7. Isparljiva jedinjenja

U medu je identifikovano vise od 400 isparljivih jedinjenja (Bentivenga, 2004).
Isparljiva 1 poluisparljiva jedinjenja prisutna u medu su najviSe odgovorna za aromu
(miris) meda. Izolovanje isparljivih jedinjenja iz meda koji imaju svoju specifi¢nu
prirodnu aromu je vrlo tesko. Promene ukusa i mirisa meda su obi¢no povezane sa

tehnikama obrade i vremenom skladiStenja meda. Ta¢no kvantifikovanje svih isparljivih
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jedinjenja moze biti veoma korisno za odredivanje botani¢kog i geografskog porekla
meda. Aromati¢na jedinjenja u med dolaze iz nektara ili medljike, a takode mogu nastati
zagrevanjem meda, kao i prilikom neadekvatnog skladistenja (Bonvehi 1 Coll, 2003;
Soria, 2003). 1-Penten-3-ol predlozZen je kao karakteristi¢no jedinjenje za engleski med
(Radovi¢, 2001a i 2001b). Furfuril merkaptan, benzil-alkohol, o-oktalakton, y-
dekalakton, eugenol, benzoeva kiselina, izovalerijanska kiselina, feniletilalkohol i 2-
metoksifenol su predloZeni kao posebno vazna isparljiva jedinjenja u brazilskom medu
(Moreira, 2002). Izolovanje i identifikacija isparljivin jedinjenja su takode vazni za
procenu botanickog porekla meda (Anklam, 1998; Alissandrakis, 2005 1 2007;
Kaskoniené, 2008).

Koncentracija isparljivih jedinjenja u medu je vrlo niska. Za analizu isparljivih
jedinjenja u medu, $ec¢er mora biti uklonjen. U cilju izolovanja isparljivih jedinjenja iz
meda koriste se razli¢ite metode, kao $to su simultana hidrodestilacija - ekstrakcija
(Likens-Nickerson metoda) (Bouseta i Collin, 1995), dinamicka ,,headspace*
ekstrakcija (Bianchi, 2005; Radovi¢, 2001a i 2001b), ultrazvucna ekstrakcija i
destilacija vodenom parom (Alissandrakis, 2005), te¢na ekstrakcija (Bonvehi i Coll,
2003), kao i ¢vrsto-tecna mikroekstrakcija (Bentivenga, 2004). Sve ove tehnike imaju
svoje prednosti i nedostatke.

Overton i Manura (1994) su analizirali 9 uzoraka komercijalnih medova
razli¢itog botanickog porekla (livadski, med od borovnica, narandze, deteline, ,.,tupelo®,
lucerke i jabuke). Isparljiva jedinjenja zadrzana na adsorbensu analizirana su GC-MS
metodom upotrebom termalne desorpcije. Rezultati su pokazali da je ova metoda
osetljivija od klasi¢ne ,,headspace“ tehnike. Ovom metodom u uzorcima meda
pronadeni su mono- i seskviterpenoidi. Prisustvo razgranatih aldehida u uzorcima meda
moze dati dosta informacija o mikrobnom kvalitetu 1 termickoj obradi meda.
Kombinacija ove GC-MS metode i polenske analize moze biti vrlo korisno sredstvo za

procenu botani¢kog porekla meda (Overton i Manura, 1994).

Bonaga i Giumanini (1986) su izolovana isparljiva jedinjenja (SDE metodom)
italijanskih medova kestena analizirali GC-MS tehnikom. Linearni ugljovodonici,
zasiceni i nezasi¢eni, od C10 do C37, pronadeni su u kestenovom medu. n-Heptakozan,

n-nonkozan, n-trikozan, n-pentakozan i n-hentriakontan bili su dominantni zasi¢eni
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ugljovodonici, dok su n-tritriakonten i n-hentriakonten bili najzastupljeniji od
nezasi¢enih ugljovodonika. Isparljiva jedinjenja italijanskog meda kestena ¢ine slozenu
smesu vise od 50 jedinjenja, od kojih je 3-aminoacetofenon glavna komponenta smese i

moze se smatrati specificnim markerom botani¢kog porekla meda kestena (Bonaga i

Giumanini, 1986).

Metil-antranilat je specifi¢no isparljivo jedinjenje koje se nalazi u nektaru i
medu od citrusa i koristri se kao marker botani¢kog porekla za ovaj med (Ferreres,
1994b; Serra Bonvehi i Ventura Coll, 1995).

2.2.8. Minerali i elementi u tragovima

Sadrzaj minerala u medu varira u rasponu od 0,04 % u svetlijim do 0,20 % u
tamnijim vrstama meda (Bogdanov, 2007). Glavne mineralne komponente meda su
oksidi kalijuma, fosfora, kalcijuma i natrijuma i poti¢u iz nektara, odnosno mediljke i
polenovih zrna. Kalijum je najrasprostranjeniji element u medu (jedna treé¢ina od
ukupnih minerala) sa prosecnim sadrzajem oko 1500 mg/kg. Minerali iz zemljiSta,
posredstvom korenovog sistema biljaka dospevaju do nektara, a potom i do meda, ali
takode mogu biti antropogenog porekla (Solayman, 2016). Sadrzaj minerala i elemenata
u tragovima u medu moze da se koristi kao indikator zagadenja zivotne sredine i

indirektan pokazatelj geografskog porekla meda.

U medu proizvedenom u razli¢itim regionima Spanije utvrdeno je da odredeni
tip meda, odnosno med dobijen od iste vrste biljaka (monofloralni), pokazuje sli¢nosti u
koli¢ini odredenih minerala (Fernandez-Torres, 2005). Budu¢i da se karakteristi¢an
sastav tla odredenog regiona ogleda u mineralnom sastavu medonosne biljke, udeo i
sastav minerala se moze iskoristiti u odredivanju geografskog porekla meda. Tako su
1974. godine francuski naucnici analizom nekoliko elemenata u tragovima uspeli da
razdvoje bagremov med iz Francuske od bagremovog meda poreklom iz Madarske
(Ruoff i Bogdanov, 2004). Proucavanje meda iz Turske pokazalo je da je udeo minerala
u kestenovom medu visi nego u ostalim tipovima meda, a narocito je bogat kalcijumom,

kalijumom i manganom (Kii¢iik, 2007).

U istrazivanju indijskih nau¢nika odredivan je udeo minerala u uzorcima meda
od deteline, suncokreta, eukaliptusa, limuna i nekoliko polifloralnih tipova medova. U
31

Uros Gasic Hemijski fakultet



Opsti deo

svim uzorcima najzastupljeniji je bio kalijum (489,5 - 932,6 mg/kg), zatim natrijum
(163,3 - 304,3 mg/kg), a potom su sledili kalcijum (32,6 - 84,6 mg/kg), gvozde (8,9 -
13,25 mg/kg), cink (2,5 - 16,8 mg/kg) i bakar (1,7 - 2,9 mg/kg). Najveci sadrzaj
kalijuma izmeren je u polifloralnom medu, gvozda u medu eukaliptusa, a kalcijuma i
cinka u medu od deteline (Nanda, 2003).

U mnogim istrazivanjima predlezeno je da se prisustvo nekih elemenata u
tragovima u medu koreliSe sa botani¢kim poreklom. Na primer, svetli medovi (limun,
ruzmarin, lavanda, eukaliptus i majéina duSica) imaju nizi sadrzaj minerala i elemenata
u tragovima od tamnih (avokado, medljikovac, kesten i vresak) (Gonzalez-Miret, 2005).
Elektricna provodljivost rastvora meda veoma zavisi od sadrzaja minerala u medu i
Cesto se koristi za karakterizaciju njegovog botanickog porekla (Bogdanov, 2004).
Sadrzaj teskih metala u medu (Cd, Pb, Cr i Ni) oslikava status zagadenja podrucja na
kome su pcele prikupile nektar (Porrini, 2003). Fernandez-Torres i saradnici (2005) su
zakljucili da koncentracije Zn, Mn, Mg i Na u medovima od eukaliptusa, vreska,

narandZe i ruzmarina iz Spanije veoma zavise od botani¢kog porekla ispitivanog meda.

2.2.9. Stabilni izotopi

Stabilni izotopi su izotopi nekog elementa ¢iji se odnos ne menja tokom
vremena. Vecina elemenata ima najmanje jedan stabilan izotop. Na primer, vodonik ima
tri izotopa: *H, 2H i *H (stabilni su *H i 2H), kao i ugljenik: °C, *C i **Cc (**C i **C su
stabilni). Analiza stabilnih izotopa je jedna od najpouzdanijih tehnika za procenu
geografskog porekla meda (Anklam, 1998). Schellenberg i sardnici (2010) su odredili
odnose stabilnih izotopa (H, C, N i S) u medu poreklom iz razli¢itih delova Evrope.
Odnos izotopa **C/*2C moze se koristiti za odredivanje dodatka Secera stranog porekla u
med. Medoda se zasniva na razlici izmedu stabilnih izotopa ugljenika meda i njegove
proteinske frakcije. Predlozeno je da vrednost 5°C za med poreklom od C3 biljaka
(veéina medonosnih biljaka) bude od —21,96 do —30,47%., od —11,82 do —19,00%. za C4
biljke i od —11,33 do —11,78%0 za Secerni sirup 0d Secerne trske (Padovan, 2003).
Ogranicenje ove metode je u tome Sto se u med moze dodati C3 biljni Secer od Secerne

repe.
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Masena spektrometrija odnosa stabilnih izotopa (lsotope Ratio Mass
Spectrometry - IRMS) je obecavajuc¢a tehnika za procenu autenti¢nosti razli¢itih
uzoraka hrane, alkoholhih i bezalkoholnih pi¢a. U nekim slu¢ajevima, u kombinaciji sa
metodama multivarijantne analize, moze posluziti za procenu botanickog ili
geografskog porekla meda. U jednoj nau¢noj studiji stabilni izotopi ugljenika i vodonika
u 40 uzoraka meda iz Rumunije odredeni IRMS i SNIF/NMR metodama pokazili su se
kao reprezentativni parametar za razlikovanje botani¢kog i(ili) geografskog porekla
meda. Autori su zakljucili da se botanicko poreklo meda ne moze odrediti koris¢enjem
samo 8"3C vrednosti, ali u tu svrhu moZe biti upotrbljen D/H odnos iz etanola dobijenog
fermentacijom meda (Dinca, 2015). Slovenacki nauc¢nici pokusali su da procene
geografsko poreklo meda tako §to su odredili odnos stabilnih izotopa (8*3Cped,
813Cpmtein, 815N) u 271 uzorku meda (ukupno 7 botanickih vrsta: bagrem, multifloralni,
lipa, kesten, Sumski, omorika i1 jela) iz 4 prirodna geografska regiona u Sloveniji.
Multivarijantna statisticka analiza pokazala je razlike izmedu medova iz razli¢itih

geografskih regiona Slovenije (Kropf, 2010a).

2.2.10. Polenska analiza

Polen, kao i druge mikroskopske cCestice, u med dospevaju sa medonosnih
biljaka sa kojih se prikuplja nektar ili medljika od strane pcela. Analiza polena u medu
moze dati informacije o botanickom izvoru, kao i o tome gde je med proizvoden i moze
se koristiti i kao metod za odredivanje geografskog porekla meda (Anklam, 1998).
Melizopalinoloska (polenska) analiza zasniva se na identifikaciji polenovih zrna pod
mikroskopom i ima nekoliko ograni¢enja. Kao prvo, veoma dugo traje i zahteva
posebno osposobljeni kadar za razlikovanje polenovih zrna. Drugi problem je u tome
Sto pcele mogu prikupiti polen sa cveta bez uzimanja nektara, tj. mogu prikupiti polen i
sa nemedonosnih biljaka, $to moze biti korisno kod odredivanja geografskog porekla
meda. Ako je med filtriran (komercijalni med), u njemu polen ne moze biti prisutan.
Polenska analiza se ne moze koristiti za dokazivanje autenti¢nosti meda jer se polen
moze dodati u gotov med. Neke botanicke vrste meda, npr. med od limuna, sadrze
veoma malo polenovih zrna, pa polenska analiza ne bi bila pogodna za razlikovanje

limunovog meda od drugih vrsta (Serra Bonvehi, 1987). Polenska analiza u kombinaciji
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sa drugim tehnikama je ipak efikasno sredstvo za utvrdivanje botani¢kog porekla meda
(Persano Oddo, 1995; von der Ohe, 2004).

Polenska analiza moze razotkriti 1 geografsko porekla maticnog mleca (Dimou ,
2007). Mati¢ni mle¢ je proizvod koji luée tek izlegnute mlade pcele, stare 6-12 dana,
koje jos ne lete. Veoma je slozenog sastava i njime se matica hrani prilikom polaganja
jajasaca u satne Celije. Najvaznije komponente mleca su voda, proteini, masti i ugljeni
hidrati (Karaali, 1988). Mati¢ni mle¢ ima veliku hranljivu vrednost i veoma je skup na

trziStu, pa je odredivanje njegove autenti¢nosti veoma vazan zadatak.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Uzorci meda

Podaci o 58 uzoraka meda analiziranih u okviru doktorske disertacije,
prikupljenih direktno od pcelara iz Srbije i Hrvatske (neki od njih su iz Grcke 1 Italije),
prikazani su u Tabeli 6. Nakon prikupljanja, uzorci su do analiziranja ¢uvani na
temperaturi od + 4 do + 8 °C. Da bi se utvrdilo botani¢ko poreklo meda, uzorci su
podvrgnuti temeljnoj polenskoj (melizopalinoloskoj) analizi. Polenska analiza, vazno
analitiCko sredstvo za verifikaciju botanickog i geografskog porekla meda, realizovana

je prema metodi koju je opisao Loveaux (1978) i dodatno razradio von der Ohe (2004).

Lipov med je svetlozute do tamnoZzute boje, dobija se iz nektara lipovog cveta,
bistar je, prepoznatljiv po specificnom mirisu lipe. Brzo kristaliSe u vidu sitnih zrnaca i
spada u najkvalitetniji monofloralni med. U narodnoj medicini Kkoristi se kao preparat
koji ublazava bol (Beretta, 2009). Med od zalfije je svetlozute ili svetlozelene boje,
karakteristiénog ukusa 1 mirisa. On povoljno deluje na bolesti pra¢ene kasljem 1 odli¢an
je za prehlade jer doprinosi lak§em izbacivanju sluzi iz organizma. Treba ga uzimati sa

¢ajem, a deluje na organizam veoma smirujuce (Jerkovi¢, 2006).

3.2. Reagensi i standardi

Acetonitril, siréetna i mravlja Kiselina (MS ¢isto¢e), metanol (HPLC cistoce),
Folin-Ciocalteu reagens, hlorovodoni¢na kiselina, natrijum-hlorid, natrijum-karbonat,
natrijum-hidroksid, natrijum-acetat i etil-acetat su nabavljeni od firme Merck (Darmstat,
Nemacka). Kertridzi za tecno-¢vrstu ekstrakciju (C18-E, 500 mg; 6mL), koris¢eni za
ekstrakciju polifenola iz uzoraka meda, dobijeni su od firme Phenomenex (Kalifornija).
Ultra-¢ista voda (0.055 pS/cm, TKA uredaj, Nemacka) je koriS¢ena za pripremu
standardnih rastvora i uzoraka. Spric filteri (0,45 pum) za pre¢is¢avanje uzoraka su
nabavljeni od firme Supelco (Pensilvanija). cis, trans-Abscisinska kiselina, standardi
polifenola, troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-carboksilna kiselina) i DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) su nabavljeni od firme Fluka AG (Buh, Svajcarska).
Standardi Secera su kupljeni od firme TCI (Belgija).

35

Uros Gasic Hemijski fakultet



Eksperimentalni deo

Tabela 6. Spisak uzoraka meda: botani¢ko i geografsko poreklo i godina proizvodnje

(po izjavi pcelara).

Redni Oznaka Botanicko Godina
Geografsko poreklo

broj uzorka  poreklo proizvodnje
1 LH1 Lipa Isto¢na Srbija, Crni vrh, Knjazevac 2008
2 LH2 Lipa Isto¢na Srbija, Zvezdan, Zajecar 2009
3 LH3 Lipa Isto¢na Srbija, Blagojev kamen 2009
4 LH4 Lipa Isto¢na Srbija, Blagojev kamen 2009
5 LHS5 Lipa Isto¢na Srbija, Ujevac, Kucevo 2009
6 LH6 Lipa Isto¢na Srbija, Ceremosnja 2009
7 LH7 Lipa Isto¢na Srbija, Bor 2009
8 LH8 Lipa Fruska Gora, Beo¢in, Crveni Cot 2010
9 LH9 Lipa Fruska Gora, Beotin, Crveni Cot 2007
10 LH10 Lipa Fruska Gora, Beotin, Crveni Cot 2006
11 LH11 Lipa Fruska Gora, Beo¢in, Crveni Cot 2006
12 LH12 Lipa Fruska Gora, Beo¢in, Crveni Cot 2003
13 LH13 Lipa Fruska Gora, Beotin, Crveni Cot 2002
14 LH14 Lipa Fruska Gora, Ledinci 2001
15 LH15 Lipa Fruska Gora, Paragovo 2001
16 LH16 Lipa Fruska Gora, Svilo$ 2001
17 LH17 Lipa Fruska Gora, Vrdnicka kula 2001
18 LH18 Lipa Fruska Gora, Beotin, Crveni Cot 2001
19 LH19 Lipa Fruska Gora, Banstol, Veliki vrthovi 2001
20 LH20 Lipa Fruska Gora, Rakovac 2001
21 LH21 Lipa Fruska Gora, Beotin, Crveni Cot 2011
22 LH22 Lipa Fruska Gora, Beotin, Crveni Cot 2011
23 LH23 Lipa Fruska Gora, Beo¢in, Crveni Cot 2008
242 LH24 Lipa Fruska Gora, Beo¢in, Crveni Cot 2009
25° LH25 Lipa Frugka Gora, Beo¢in, Crveni Cot 2014
26° LH26 Lipa Frugka Gora, Beo¢in, Crveni Cot 2014

*Prilikom proizvodnje ovog meda péele su prehranjivane $e¢ernim pogacama, "Nezreo (mlad) lipov med,

°Nektar cveta lipovog drveta.
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Redni  Oznaka Botanicko Godina
Geografsko poreklo
broj uzorka  poreklo proizvodnje
27 SH1 Zalfija Hrvatska, Cres 2013
28 SH2 Zalfija Hrvatska, Eastern Istria 2013
29 SH3 Zalfija Hrvatska, Cres 2013
30 SH4 Zalfija Hrvatska, Rab 2012
31 SH5 Zalfija Hrvatska, Cres 2012
32 SH6 Zalfija Hrvatska, Krk 2011
33 SH7 Zalfija Hrvatska, Klenovica 2011
34 SH8 Zalfija Hrvatska, Krk 2011
35 SH9 Zalfija Hrvatska, Cres 2010
36 SH10 Zalfija Hrvatska, Krk 2010
37 SH11 Zalfija Hrvatska, Cres 2010
38 SH12 Zalfija Hrvatska, Krk 2010
39 SH13 Zalfija Hrvatska, Krk 2009
40 SH14 Zalfija Hrvatska, Cres 2009
41 SH15 Zalfija Hrvatska, Kraljevica 2012
42 SH16 Zalfija Hrvatska, Cres 2010
43 SH17 Zalfija Hrvatska, Cres 2012
44 SH18 Zalfija Hrvatska, Krk 2012
45 MH1 Nana Hrvatska, Pokupsko 2012
46 WSH1 Vresak Hrvatska, Velebit 2011
47 WSH2 Vresak Hrvatska, S. Hr. Primorje 2011
48 WSH3 Vresak Hrvatska, Podmelnik 2011
49 TH1 Majcina dusica  Grcka 2012
50 TH2 Majcina dusica  Grcka, Krit 2011
51 TH3 Majc¢ina dusica  Grcka, Zakintos 2011
52 TH4 Majcina dusica  Italija, Sicilija 2010
53 TH5 Majcina dusica  Italija, Sicilija 2009
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3.3. Priprema standardnih rastvora

Osnovni rastvor smese svih polifenolnih standarda i cis, trans-abscisinske
kiseline napravljen je rastvaranjem u metanolu (HPLC C¢isto¢e) tako da svaki od njih
ima koncentraciju oko 1000 mg/L u smeS$i. Razblazivanjem osnovnog rastvora
mobilnom fazom dobijena je serija radnih rastvora slede¢ih koncentracija: 0,010; 0,050;
0,100; 0,250; 0,500; 0,750; 1,000 mg/L. Polazni i radni rastvori su ¢uvani u mraku na 4
°C do analize. Kalibracione krive su dobijene korelisanjem povrSine pikova sa

koncentracijom standardnih rastvora.

Svaki standard Secera rastvoren je u ultracistoj vodi tako da ima koncetraciju
oko 1000 mg/L. Napravljena je serija od 5 smesa standardnih rastvora Secera i SeCernih
alkohola razli¢ih koncentracija. Opseg koncentracija Se¢era podesen je tako da odgovara
oéekivanim koncentracijama ispitivanih jedinjenja u medu. Opseg koncentracija za
glukozu i fruktozu bio je od 10,0 do 100,0 mg/L; za saharozu od 1,0 do 10,0 mg/L; za
izomaltozu od 0,5 do 5,0 mg/L, dok je za sve ostale standarde opseg koncentracija bio
od 0,1 do 1,0 mg/L.

3.4. Ekstracija polifenola iz uzoraka meda

Metoda ¢vrsto-teéne ekstrakcije (SPE) koris¢ena za ekstrakciju polifenola iz
uzoraka meda od lipe, Zalfije, nane, vreska i majéine duSice prethodno je opisana u
literaturi (Gasi¢, 2014b; Gasi¢, 2015). Uzorak meda (5 g) rastvoren je u 5 mL ultraciste
vode, a pH vrednost podesena je na 2 koris¢enjem 0,1 % hlorovodoni¢ne kiseline.
Nakon toga je uzorak homogenizovan u ultrazvuénom kupatilu tokom 30 min na sobnoj
temperaturi. Zatim je dobijeni rastvor profiltriran kroz filter-papir radi uklanjanja
Cvrstih Cestica (sace i dr.). Kertridzi za SPE su pre nanoSenja uzoraka kondicionirani
propustanjem 3 mL acetonitrila i 9 mL ultraciste vode. Filtrat je propuSten kroz kertridz
bez vakuuma (veoma sporo), a zatim su sa 6 mL zakiSeljene vode (pH = 2) uklonjeni
Seceri i drugi polarni sastojci meda. Adsorbovani polifenoli su eluirani sa 1,5 mL
acetonitrila. Ovako pripremljeni ekstrakti ¢uvani su u frizideru, a neposredno pre LC-

MS analize filtrirani pomocu $pric-filtera (13 mm, membrana od PTFE, 0,45 um).
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3.5. Tecna hromatografija - masena spektrometrija (LC-MS)
3.5.1. Odredivanje polifenolnog profila

Razdvajanje i identifikacija komponenti od interesa vrSena je na sistemu za
te¢nu hromatografiju sa kvaternarnom Accela 600 pumpom i Accela autosemplerom
koji je povezan na hibridni maseni spektrometar visoke rezolucije (UHPLC-LTQ
OrbiTrap XL, Slika 5) sa jonskim izvorom u obliku elektrosprej jonizacije
(ElectroSpray lonization, ESI) (Kec¢kes, 2013a).

Slika 5. UHPLC + LTQ Orbitrap XL.

Syncronis C18 kolona (100 x 2,1 mm, 1,7 um) kori§¢ena je kao analiti¢ka
kolona za razdvajanje polifenola. Mobilna faza se sastojala od vode + 0,1% mravlje
kiseline (A) i acetonitrila (B), koji su eluirani u sledeCem gradientu koncentracija: 5%
B, 1,0 min; 5-95% B, 1,0 - 9,0 min; 95 - 5% B, 9,0 - 9,2 min; 5% B do 13 min (Gasi¢,
2014b). Protok je bio 0,3 mL/min, talasne duzine 254 i 280 nm, a injekciona zapremina
5 uL.

Snimanje masenih spektara je vrSeno u negativnom jonizacionom modu.
Parametri jonskog izvora su bili podeSeni kao u radu Gasi¢ (2014a). Xcalibur softver
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(verzija 2.1, Thermo Fisher, Bremen, Nemacka) koris¢en je za kontrolu instrumenta,
prikupljanje i analizu podataka. Polifenoli su identifikovani na osnovu odgovarajucih
spektralnih karakteristika: maseni spektar, tatna molekulska masa, karakteristi¢na
fragmentacija, kao 1 karakteristicno retenciono vreme. Snimanjem ta¢ne mase
molekulskog jona ((M—H]) nepoznatog jedinjenja dobija se informacija o molekulskoj
formuli, dok MS? fragmentacija pomaZe u razja$njavanju strukture tog nepoznatog

jedinjenja.

3.5.2. Kvantitativna analiza polifenolnih jedinjenja

Razdvajanje i kvantifikacija polifenola u uzorcima meda uradeni su na Dionex
Ultimate 3000 HPLC sistemu opremljenim sa DAD detektorom koji je povezan na TSQ
Quantum Access Max maseni spektrometar sa detektorom sa tri analizatora - trostruki
kvadrupol (UHPLC-DAD MS/MS, Slika 6).

Slika 6. Ultimate 3000 HPLC-DAD-TSQ Quantum Access Max maseni spektrometar.

Eluiranje je izvedeno na 40 °C na Syncronis C18 analiti¢koj koloni. Mobilna
faza se sastojala od vode + 0,1% sircetna kiselina (A) i acetonitrila (B), koji su bili u
slede¢em gradient koncentracije: 5% B, 2,0 min; 5 - 95% B, 2,0 - 12,0 min; 95 - 5% B,
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12,0 - 12,2 min; 5% B do 15 min. Protok je bio podeSen na 0,3 mL/min, a talasne

duzine na 254 1 280 nm. Injekciona zapremina je bila 5 pL.

TSQ Quantum Access Max maseni spektrometar bio je opremljen jonskim
izvorom u obliku elektrosprej jonizacije na tempreaturi od 200 °C, napon spreja bio je 5
kV i temperatura kapilare 300 °C (Gasi¢, 2015). Maseni spektrometar je snimao mase U
negativnom modu u opsegu od 100 do 1000 m/z. U cilju kvantifikacije polifenola za
svaki standard posebno je snimljen molekulski jon i dva najintenzivnija fragmenta iz
MS? spektra. Xcalibur softver (verzija 2.2) kori¢en je za kontrolu instrumenta.
Polifenoli su identifikovani poredenjem sa komercijalnim standardima. Ukupan sadrzaj

svakog jedinjenja izracunat je integraljenjem povrsina pikova i izrazen je kao mg/kg.

3.6. Analiza Se¢era u medu primenom visoko-efikasne jonske hromatografije sa

pulsno-amperimetrijskom detekcijom (HPAEC/PAD)
3.6.1. Priprema uzoraka

Priprema uzoraka meda za odredivanje Secera jonskom hromatografijom svodi
se na rastvaranje meda u ultracistoj vodi do potrebne koncentracije. Odmereno je
izmedu 0,2 i 0,3 g homogenizovanog uzorka meda, koji je dalje razblazen ultracistom
vodom do finalne koncentracije od oko 0,25 g/L. Potom je rastvor profiltriran kroz

Spric-filter (13 mm, membrana od PTFE, 0,45 um) i prebacen u viale za autosempler.

3.6.2. Jonska hromatografija

Identifikacija i kvantifikacija SeCera u medu radena je na sistemu za visoko
efikasnu jonoizmenjivacku hromatografiju firme Dionex (model ICS 3000, Slika 7).
Analiti¢ka kolona kori$¢ena za razdvajanje Secera bila je CarboPac PA100 hidroksid-
selektivna anjon-izmenjivacka kolona (4 x 250 mm, od polietaretarketona, PEEK).
Stacionarna faza se sastojala od granula pre¢nika 9 um izgradenih od kopolimera
etilvinilbenzena 1 divinilbenzena (masenog udela 55%); dok je jonoizmenjivacki sloj
derivatizovan alkanol-kvarternernim amonijum-grupama. Pretkolona koris¢ena za
dodatno uklanjanje necistoca iz uzorka meda bila je CarboPac PA100 Guard kolona (4

x 50 mm). Protok je bio podesen na 0,7 mL/min, dok je eluiranje vrSeno sa tri mobilne
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faze (600 mM NaOH (A), 500 mM CH3COONa (B) i ultracista H,O (C)) gradijentnim

programom prikazanim na Slici 8.

Slika 7. Primer modernog jonskog hromatografa.

Multi-Step Gradient

[ i ]| [**° Ra[?nri]:]l i R B %C

' 1 -15.000 0.700 15.0 0.0 85.0

2 0.000 0.700 15.0 0.0 85.0

3 5.000 0.700 15.0 0.0 85.0

4 5.100 0.700 15.0 2.0 83.0

5 12.000 0.700 15.0 2.0 83.0

g 12.100 0.700 15.0 4.0 81.0

i 7 20.000 0.700 15.0 40 81.0
450 -100 on 100 200 308 8 20.100 0.700 20.0 20.0 60.0

3 30.000 0.700 20.0 20.0 60.0

%A-600 miM NaCH
W %B-500 mM CH;COONa
[ %C-Ha0

W Fiow [ml/min]

Slika 8. Graficki i tabelarno predstavljen odnos rastvaraca prilkom gradijentnog

eluiranja uzorka (Gasi¢, 2014b).

Za detekciju Secera u uzorcima meda koriS¢en je elektrohemijski (pulsno-
amperometrijski) detektor: elektrohemijska ¢elija sa podesivim potencijalom, Ag/AgCl
referentna elektroda i Au radna elektroda). Softverski paket Chromeleon (verzija 6,80)

koris¢en je za kontrolu instrumenta, akviziciju i analizu podataka.
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3.7. Odredivanje ukupnih fenola (TPC) i antioksidativne aktivnosti (RSA)

Svaki uzorak meda (5 g) je rastvoren u 50 mL ultraciste vode. Rastvor je zatim
filtriran kroz 0.45 um PTFE membranske filtere i kao takav analiziran na sadrzaj
ukupnih fenola (Total Phenolic Content - TPC), kao i na antioksidativnu aktivnost
(Radical Scavenging Activity - RSA) (Gasi¢, 2014a).

Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima meda je odreden Folin-Ciocalteu metodom.
U 0,1 mL prethodno pripremljenog ckstrakta meda dodato je 6 mL ultradiste vode,
zatim 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensa. Po dodatku reagensa, rastvor je promuckan.
Nakon toga, dodato je 1,5 mL 20% rastvora natrijum-karbonata. Rastvor je promesan i
inkubiran pola sata na 40 °C. Nakon toga, merena je apsorbancija rastvora na 720 nm na
spektrofotometru Cintra 6 (Australia). Napravljena je serija standardnih rastvora galne
kiseline: 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm.
Vrednost TPC je izrazen kao mg ekvivalenta galne kiseline (mg GAE) po kg meda.

Za odredivanje relativne antioksidativne aktivnosti meda DPPH- metodom
odmereno je 0,0078 g DPPH i rastvoreno u 250 mL metanola. Apsorbancija sveze
spremljenog rastvora je iznosila 0,826. U epruvetu je dodato 0,1 mL prethodno
pripremljenog ekstrakta meda i 4 mL rastvora DPPH. Nakon toga, epruvete su
promuckane, odlozene na tamno mesto i nakon 45 minuta mereno je smanjenje
apsorbancije na 517 nm na spektrofotometru Cintra 6 (Australia). Relativna

antioksidativna aktivnost je izraunata po jednacini:

A —
RSA (%) = (Ao Asample) «

Appei

100

gde je Apppn apsorbanca metanolnog rastvora DPPH; Asmple je apsorpcija rastvora
uzoraka u prisustvu DPPH. Troloks je upotrebljen kao standard (koncentracije 100, 200,
300, 400, 500, i 600 umol/L) preko koga je izrazena vrednost antioksidativne aktivnosti.
Kalibraciona kriva je prikazan kao funkcija procenta inhibicije DPPH radikalom.

Rezultati su izrazeni kao milimoli troloks ekvivalenata po kg meda (mmol TE/kg).
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3.8. ICP-EQOS analiza minerala u uzorcima meda

U cilju analiziranja mineralnog sastava oko 0,6 do 0,7 g uzorka svezeg meda
tretirano je smesom od 7 mL 65% HNO; i 1 mL 35% H,0, (Zorka, Sabac) i prebadeno
u specijalne PTFE viale za digestiju. Mikrotalasna digestija (ETHOS 1; Mileston,
Bergamo, Italija) je koriS¢ena za proces mineralizacije uzorka. Krajnji bistar rastvor je
prebacen u normalne sudove od 50 mL i dopunjen do crte sa ultracistom vodom. Slepa
proba je pripremljena na isti nacin, ali bez uzorka meda. Minerali i elementi u tragovima
odredeni su kori$¢enjem tehnike indukovano spregnute plazme sa opti¢ki emisionom
spektrometrijom (Inductively coupled plasma optical emission spectroscopy - ICP-OES;
ICAP 6500 Duo ICP, Thermo Scientific, UK). Rezultati su izrazeni kao mg minerala po
kg meda.

3.9. Statisticka obrada rezultata

Analiza glavnih komponenata (Principal Components Analysis - PCA) je
metoda koja se koristi za redukciju veceg broja promenljivih koje razmatramo, na manji
broj novih promenljivih (nazivamo ih glavne komponente). Naj¢eS¢e manjim brojem
glavnih komponenata obja$njavamo pretezan deo varijanse originalnih promenljivih, $to
omogucuje lakSe razumevanje informacije sadrzane u podacima. Osnovni zadatak ove
tehnike jeste konstruisanje linearne kombinacije originalnih promenljivih (glavnih
komponenata), uz uslov da one obuhvate $to je moguce veci iznos varijanse originalnog
skupa promenljivih. Sukcesivne glavne komponente izdvajaju se uz ogranicenje da su
medusobno nekorelisane i da obuhvataju u maksimalnom iznosu preostali deo ukupne

varijanse koji nije obuhvacen prethodno izdvojenim komponentama.

U ovom radu, PCA je izvedena pomocu demo verzije PLS Toolbox
(Eigenvectors, Inc., verzija 5.7) koji je sastavni deo programa MATLAB (verzija
7.4.0.287; R2007a; MathWorks, Inc., Natick, MA, USA). Pre bilo kakve statistiCke
obrade podataka sve vrednosti su centrirane oko srednje vrednosti i izvrSeno je

skaliranje.
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4. NASI RADOVI

Potvrda autenti¢nosti meda, kao i njegovog botani¢kog i1 geografskog porekla,
moze da obezbedi kvalitet meda na trziStu. Karakterizacija botanickog i1 geografskog
porekla meda je veoma komplikovan proces koji Cesto zahteva koriS¢enje nekoliko
kriterijuma i hemijskih markera, odnosno kombinacije nekoliko analitickih metoda, kao
1 odgovarajuce metode statisticke analize. U literaturi su ve¢ predloZena jedinjenja i
analiticke tehnike koje se mogu koristiti za procenu botanickog i geografskog porekla
meda. Optimalna metoda za procenu porekla meda mora biti brza i ekonomicna,
priprema uzoraka meda mora biti brza i automatizovana, $to pruza veoma konkretne

informacije o botani¢kom i geografskom poreklu meda.

U medu je prisutan veliki broj razli¢itih fitohemikalija. Ugljeni hidrati ¢ine oko
80% meda i njihov sastav u medu moze varirati u zavisnosti od botaniCke vrste
medonosne biljke, kao i od klimatskih uslova podrucja i sastava zemljista gde se med
prikuplja. Od polifenolnih jedinjenja u medu se uglavnom mogu naci flavonoidi i
fenolne kiseline. Poznato je da polifenolna jedinjenja imaju razli¢ite nutritivne osobine,
kao 1 potencijalnu ulogu u lecenju razlicitih bolesti, kao i opsti doprinos ljudskom
zdravlju. Veliki broj studija koje se bave istrazivanjem meda ukazuje da bi polifenoli
mogli biti potenciajlni markeri botani¢kog, a ponekad i1 geografskog porekla meda.
Shodno tome, mnogi naucnici su ukljueni u razvoj novih analiti¢kih metoda za
izolovanje i identifikaciju polifenola u medu. Posebno su interesantin retki i neispitani
monofloralni medovi, jer u takvim medovima novi potencijalni markeri botani¢kog
porekla mogu biti identifikovani. Za tu svrhu, napredne tehnike te¢ne hromatografije sa

masenom spektrometrijom kao detekcijom su veoma primenjive.

4.1. MelizopalinoloSka analiza

Melizopalinoloska analiza potvrdila je % Tilia nektara (Prilog 1) u svim
analiziranim uzorcima lipovog meda. Dok je sadrzaj Salvia officinalis nektara (Prilog 2)
u uzorcima medova od Zzalfije bio nesSto nizi, ali u skladu sa Pravilnikom o kvalitetu

meda 1 drugih proizvoda pcela, 2015.
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4.2. Analiza polifenola

Za analizu polifenola u uzorcima meda odabran je postupak c&vrsto-tecne
ekstrakcije iz 0,1 M rastvora hlorovodoni¢ne kiseline, opisan u Eksperimentalnom delu.
Tako pripremljeni uzorci lipovog meda iz dva regiona u Srbiji, kao i meda od zalfije sa
podru¢ja Hrvatske, analizirani su na sadrzaj polifenola. Za identifikaciju i kvantifikaciju
polifenola u lipovom medu koris¢en je maseni detektor visoke rezolucije, LTQ Orbitrap
XL, opisan u Eksperimentalnom delu. Njegove glavne karakteristike su brzo skeniranje,
tatnost pri odredivanju masa i visoka rezolucija. Za kvantifikaciju polifenola u
Ispitivanim uzorcima meda od zalfije kori$¢en je maseni spektrometar sa tri analizatora
(QQQ, Triple Quadrupole). Maseni spektri standardnih rastvora snimani su pod istim

uslovima kao i spektri uzoraka meda, u negativnom jonizacionom modu, [M—H] .

4.2.1. Polifenolni profil lipovog meda i nektara

Cvrsto-te¢na ekstakcija u kombinaciji sa tehnikom te&no-masene
hromatografije koriS¢ena je za odredivanje sadrzaja flavonoida, fenolnih kiselina i
abscisinske kiseline u lipovom medu i nektaru. Sadrzaj polifenola ispitan je i kod jednog
uzorka nezrelog lipovog meda (uzorak LH25, Tabela 6). Ideja je bila da se prate
eventualne razlike u polifenolnom profilu izmedu nektara, mladog i zrelog meda od
lipe, kao i regionalne sezonske razlike uzmedu medova poreklom sa dva lokaliteta u
Srbiji. Ukupno 16 jedinjenja (Slika 9) je kvantifikovano poredenjem retencionih
vremena i masenih spektara uzoraka sa dostupnim standardima. Regresioni parametri,
koeficijent determinacije, granice detekcije i kvantifikacije, kao i efikasnost metode na
tri koncentraciona nivoa dati su u Tabeli 7. Uzorci lipovog meda (zrelog i nezrelog)
pokazuju sli¢ne polifenolne profile, dok se nektar lipe znacajno razlikuje (Tabela 8). U
svim ispitivanim uzorcima meda pronadene su znatne koli¢ine hrizina, pinocembrina i
galangina. Abscisinska kiselina, biljni hormon, pronadena je takode u svim uzorcima, u
rasponu od 55 do 360 ug/100 g. Sadrzaj cis, trans-absicinske kiseline je bio znatno veci
u uzorcima meda od lipe poreklom sa Fruske Gore (Slika 10). Odsustvo hrizina,
pinocembrina i galangina u lipovom nektaru je oc¢ekivano jer se zna da u med dospevaju
iz propolisa (Tomas-Barberan, 2001). Sli¢ni polifenoli su pronadeni u slovenackom

lipovom medu (Bertoncelj, 2011).
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Slika 9. Retenciona vremena, ta¢ne mase u negativnom jonizacionom modu (m/z) i strukture polifenolnih jedinjenja i abscisinske kiseline

identifikovanih u lipovom medu iz Srbije.
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Tabela 7. Regresioni parametri, koeficijent determinacije, granice detekcije (GD) i kvantifikacije (GK) i efikasnost metode na tri

koncentraciona nivoa; SE — standardna greska.

Jedinjenje Y =A+BX (X 105) R? GD GK Efikasnost (“recovery”), %
(A£SE) (B=SE) (mg/L) (mg/L) Nivol Nivo 2 Nivo 3

Galna kiselina -2,10£0,58 334,68+1,12 0,9903 0,09 0,30 109 107 93
Hlorogena Kiselina -2,32+1,13 286,00 +2,08 0,9997 0,02 0,07 115 93 98
Katehin -1,72+0,70  107,71+1,35 0,9943 0,07 0,23 95 114 108
Kofeinska kiselina 0,20+ 1,60 417,02 +3,24 10,9997 0,02 0,07 112 105 105
Rutin -122+1,31 206,49+2,31 0,9994 0,03 0,11 119 113 81
p-Kumarinska Kiselina 1,43 +0,50 4,17+0,12 0,9977 0,07 0,22 87 110 106
Naringin -0,64+0,48  112,09+0,91 0,9939 0,08 0,27 89 105 96
Kvercetin -11,52+2,86 319,38+4,92 0,9988 0,05 0,16 85 104 86

cis, trans-Abscisinska Kis. 0,85+ 0,26 21,04 £ 0,41 0,9985 0,05 0,18 99 112 108
Luteolin —434+299  423,84+575 10,9991 0,04 0,13 102 104 97
Naringenin -1,13+0,37 49,01+0,72 09991 0,04 0,13 104 95 107
Apigenin -431+0,76  19240+1,46 0,9997 0,02 0,07 83 98 86
Kampferol -5,08+1,43 19797+258 09991 0,04 0,12 101 108 99
Hrizin -229+0,80 76,88+1,59  0,9979 0,06 0,19 106 90 97
Pinocembrin -1,48+0,41  103,15+0,79 0,9997 0,02 0,07 87 96 93
Galangin -29,45+3,17 99497+6,35 10,9998 0,01 0,05 106 121 99
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Tabela 8. Sadrzaj nekih polifenola i abscisinske kiseline u zrelom i nezrelom lipovom medu i nektaru (pg/100g).

Br. GaA ChA C CaA RUT CoA NAR QUE ADbA LUT NAN API KAE CHR PNC GLN
LH1T 031 - - 22,22 - 16,91 - 160 8591 501 - 7,70 166 230,34 43,17 191,93
LH2 031 - - 669 011 3,07 - 033 7761 1,14 - 241 0,76 168,21 35,18 85,85
LH3 069 - - 21,14 017 1857 - 0,92 83,97 289 - 6,89 226 205,02 56,22 255,89
LH4 - - - 1226 0,10 1294 - 066 77,19 191 - 572 221 20497 50,87 190,64
LH5 - 133 - 910 0,05 16,75 - 1,11 53,23 305 - 1499 320 212,63 60,68 177,89
LH6  — - - 18,94 - 20,43 - 0,16 75,32 156 - 302 047 188,28 20,74 62,86
LH7 153 - - 2241 0,70 - - 1,39 74,97 309 - 4,92 1,98 19243 44,22 143,93
LH8 6,32 - 29,59 050 - 581 - - 140,18 - - 240 374 19235 211,65 5,60
LH9 72,72 - 246 80,67 - 7151 226 547 27935 055 - 1396 547 278,20 198,08 88,20
LH10 47,93 - 224 7751 - 81,58 458 329 27502 105 110 1140 4,95 238,63 182,30 86,17
LH11 1216 - 265 416 - 16,02 209 - 226,51 - - 448 0,34 22750 203,48 18,22
LH12 3059 068 16,10 21,76 - 4763 6,63 - 237,13 - 161 276 - 172,99 48,17 10,81
LH13 20,10 - 18,36 1,67 — 10,01 - - 176,77 — - 126 - 128,05 36,81 1,36
LH14 6,08 — 10,39 39,29 - 28,00 285 - 175,711 - 040 152 - 120,24 10,51 1,28
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Br. ChA C CaA NAR QUE ADbA LUT NAN API KAE CHR PNC GLN
LH15 - 542 0,61 196 - 153,34 - 043 079 - 87,88 24,57 0,54
LH16 259 938 10,84 2,10 - 148,34 - 027 373 - 152,45 63,27 13,21
LH17 2,74 17,711 - - - 12593 - 050 - - 28,62 8,99 -
LH18 - 1797 0,25 223 - 229,69 - 047 169 - 201,70 85,94 2,22
LH19 150 4,19 5412 1,73 052 256,44 065 0,14 6,75 0,71 247,13 83,92 37,94
LH20 063 1,06 1515 317 6,28 243,74 050 - 16,18 11,16 250,76 283,83 101,22
LH21 083 6,95 207,92 - 7,54 28528 245 — 36,07 31,41 278,89 336,90 195,68
LH22 - - 96,84 - 325 21509 3,74 - 55,65 37,46 348,75 477,58 206,35
LH23 154 4,12 9552 — 305 358,03 031 - 702 400 220,19 177,72 76,02
LH24° - — 48,94 1,15 569 13040 0,70 - 2354 11,46 337,94 44431 123,58
LH25" - - 58,94 - - 230,64 3,06 066 66,84 60,21 27548 101,96 150,94
LH26° 002 238 - - - 0,33 093 - - 0,10 1,01 0,34 0,37

GaA — Galna kiselina; ChA — Hlorogena kiselina; C — Katehin; CaA — Kofeinska kiselina; RUT — Rutin; CoA — p-Kumarinska kiselina; NAR — Naringin; QUE —
Kvercetin; AbA — cis, trans-Abscisinska kiselina; LUT — Luteolin; APl — Apigenin; NAN — Naringenin; KAE — Kampferol; CHR — Hrizin; PNC — Pinocembrin;

GLN — Galangin; ®Prilikom proizvodnje ovog meda p&ele su prehranjivane $e¢ernim pogacama, "Nezreo (mlad) lipov med, “Nektar cveta lipe.
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Sadrzaj cis, trans-abscisinske kiseline
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Slika 10. Graficki prikazana koncentracija cis, trans-abscisinske kiseline (AbA) u medu
od lipe (FG — Fruska Gora, 125 — 360 pg/100 g; IS — Isto¢na Srbija, 55 — 85 ug/100 g).

Postoje razlike u polifenolnom profilu medova lipe prikupljenih u Isto¢noj Srbiji
u odnosu na medove poreklom sa Fruske gore, a ogledaju se u prisustvu katehina,
naringina i naringenina samo u medovima sa Fruske gore. Polifenolni profil meda
(uzorak LH24) iz kosnice u kojoj su pcele prehranjivane $eéernim pogacama Se ne

razlikuje znacajno od ostalih uzoraka (Tabela 8).

U nedostatku standarda, 15 flavonoid-glikozida je identifikovano na osnovu
ta¢ne mase [M—H]~ deprotonovanog molekula i njegove MS? fragmentacije (Tabela 9).
Kvalitativna slika dobijena u slucaju nektara se razlikuje od uzoraka zrelih medova, §to
je 1 o¢ekivano, jer pcele u med unose svoje enzime, koji veoma uticu na hemijsku sastav
zrelog meda. Pod uticajem enzima moze do¢i do hidrolize flavonoid-glikozida , a
njihovi aglikoni su detektovani i okarakterisani u zrelom medu. Poznato je da flavonoid-
ramnozidi i rutinozidi ne mogu biti hidrolizovani pomoc¢u glukozidaze prisutne u
pcelinjoj pljuvacki (Truchado, 2009). Takva jedinjenja su pronadena u uzorku nezrelog

meda, a takode i u zrelim medovima.

Hemijski sastav meda veoma zavisi od vrste medonosnih biljaka sa kojih su
péele prikupljale nektar, a takode i od karakteristika tla na kojem se nalaze kos$nice i od
klimatskih uslova (Kaskoniené i Venskutonis, 2010). Kada se posmatra sezonska
varijabilnost u uzorcima zrelih medova, mogu se uvideti razlike u koli¢inama galne,
kofeinske i cis, trans-abscisinske kiseline, apigenina, hrizina, pinocembrina i galangina.
Sadrzaj polifenola u uzorcima prikupljenih 2011. godine razlikovao se od ostalih

analiziranih uzoraka, sto ukazuje na znacaj uslova sredine na polifenolni profil meda.
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Tabela 9. Identifikovani flavonoid-glikozidi u lipovom medu i nektaru iz Srbije: ime jedinjenja, retencino vreme (tr), izracunata masa,

nadena masa, srednje odstupanje masa (ppm) i MS? fragmenti.

Jedinjenje tr, Izracunata Nadena masa, opm  MS? Fragmenti Zreo Nezreo Nektar
min masa, [M-H]” [M-H]” med med
Kampferol-3-O-glukozil-ramnozil-glukozid 5,09  755,20269 755,20203 0,87 593,15, 447,09, 285,04 + + +
Kvercetin-3-O-ramnozil-galahtozid 512 609,14524 609,14392 2,17 447,09, 301,03 — — +
Kvercetin-3-O-soforozid 514 625,14060 625,13910 2,40 463,09, 301,03 - - +
Izoramnetin-3-O-soforozid 531 639,15622 639,15443 2,81 459,09, 315,05 + + +
Kampferol-3,7-O-diglukozid 5,37 609,14522 609,14429 1,53 447,09, 285,04 - + +
Izoramnetin-3-O-rutinozil-7-0O-glukozid 541 785,21371 785,21271 1,27 623,16, 461,11, 315,05 + + +
Kvercetin 3-O-ramnozil-ramnozil-glukozid 5,51  755,20401 755,20294 1,42 593,15, 447,09, 301,03 + + +
Izoramnetin-3-O-ramnozil-galaktozid 552 623,16086 623,15973 1,81 461,11, 315,05 + + +
Kvercetin-3-O-rutinozid (Rutin) 553 609,14611 609,14539 1,18 463,09, 301,03 + + +
Kvercetin-3-O-glukozid 575 463,08777 463,08633 3,11 301,03 - - +
Kvercetin-3-O-(6"-malonil-glukozid) 5,90 549,08861 549,08844 0,31 301,03 — — +
Izoramnetin-3-O-galaktozid 5,98 477,10340 477,10269 1,49 315,05 + + +
Kampferol-3-O-glukozid 6,05 447,09284 447,09210 166 285,04 - + +
Kampferol-3-O-ramnozid 6,51 431,09792 431,09708 1,95 285,04 + + +
Izoramnetin-3-O-glukozid 6,52 477,10340 477,10272 1,43 315,05 + + +
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U literaturi postoji nekoliko radova koji se bave polifenolnim profilom cveta lipe
(Wichtl, 2004; Kosakowska, 2015). Poljski naucnici su ispitivali sadrzaj fenolnih
jedinjenja (fenolnih kiselina i flavonoida) u cvetu samonikle lipe (Tilia cordata Mill.).
Medu cetiri identifikovane fenolne kiseline vanilinska kiseline bila je najdominantnija.
U cvetu od lipe se mogu naci i hlorogena i kofeinska kiselina, a njihovo prisustvo je
primeceno u znac¢ajnom broju uzoraka meda od lipe. Pronadeno je i devet flavonoida, a
rutin i (-)-epikatehin bili su najzastupljeniji (Kosakowska, 2015). Isti autori navode da
se se u ekstraktu cveta lipe mogu naci kvercetin i kampferol U naSim uzorcima rutina i

kampferola je najvise bilo u uzorku LH25 (nezreo lipov med).

4.2.2. Polifenolni profil meda od Zalfije

Monofloralni medovi gotovo nikad nisu 100% poreklom od nektara jedne biljke,
jer je nemoguce spreciti pcelu da posecuje sve medonosne biljke koje cvetaju u datom
trenutku (Persano Oddo i Bogdanov, 2004). Med koji sadrzi najmanje 15% polena
(nektara) biljke Salvia officinalis moze se smatrati medom od Zalfije. Polifenolna
jedinjenja, kao §to su flavonoidi (Kenjeri¢, 2008), ugljeni hidrati (Primorac, 2011) i
isparljiva jedinjenja (Jerkovi¢, 2006) su ranije predlozeni kao moguéi markeri za

utvrdivanje botani¢kog porekla meda od zalfije.

Ekstrakt lista zalfije sadrzi Sirok spektar polifenolnih jedinjenja, vec¢inom
derivata kofeinske kiseline. Ruzmarinska, siringinska, galna, p-kumarinska, kofeinska i
trans-ferulinska kiselina su navedene kao glavne fenolne kiseline koje se mogu na¢i u
ekstraktu zalfije (Generali¢, 2011). Relativni sadrzaj ruzmarinske kiseline, koja je
najzastupljenija fenolna kiselina u ekstraktu zalfije, se kretao od 94,54% do 98,38%,
dok je sadrzaj ostalih kiselina bio zna¢ajno nizi (Generali¢, 2012). Druge studije navode
prisustvo vanilinske kiseline, salvianolinske kiseline K i | i metil-ruzmarinata u
ekstraktu divlje zalfije (Dragovi¢-Uzelac, 2012;. Dent, 2013). Saglasno navodima
nekoliko autora, iz porodice flavonoida u Salvia officinalis ekstraktu se uglavnhom mogu
na¢i flavoni (apigenin, luteolin i neki njihovi hidroksi derivati), flavon glikozidi (6-
hidroksiluteolin-7-glukozid, luteolin-7-glukuronid, luteolin-7-glukozid, luteolin-3’-
glukozid, apigenin-7-glukuronid i apigenin-7-glukozid), flavonoli (uglavhom metil-etri
kampferola i kvercetina) i flavonol glikozidi (kvercetin-4’-glukozid, rutin) (Generali¢,
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2011; Dragovié¢-Uzelac, 2012). Stilbeni (trans-resveratrol, astringin i piceid), katehin i
epikatehin (Generali¢, 2012) su takode prisutni.

Ova doktorska disertacija daje uvid u polifenolni profil monofloralnog meda od
zalfije koriste¢i metabolomicki pristup, Sto je rezultiralo identifikacijom znacajnog broja
polifenolnih jedinjenja. Hromatogrami ispitivanih uzoraka meda od zalfije pokazuju
slicne polifenolne profile. Na Slici 11 prikazan je totalni jonski hromatogram (Total lon
Chromatogram — TIC) ekstrakta jednog hrvatskog meda (uzorak SH2) od zalfije. U
odsustvu standarda, identifikacija flavonoid-glikozida i drugih polifenola je definisana
na osnovu taéne masei deprotonovanog molekula i njegove MS? fragmentacije
koris¢enjem UHPLC-LTQ OrbiTrap MS/MS tehnike. Na ovaj nacin bilo je moguce
identifikovati 61 jedinjenje (Tabela 10).

Nekoliko derivata hidroksicimetne Kiseline (kofeinska, ruzmarinska, ferulinska,
hlorogena i p-kumarinska kiselina) su identifikovani u ispitivanim uzorcima meda od
zalfije. Od derivata hidroksibenzoeve kiseline pronadene su p-hidroksibenzoeva,
vanilinska, gentizinska i protokatehinska kiselina, $to je i u skladu sa literaturom
(Zgorka i Gltowniak, 2001). Sve navedene fenolne kiseline se smatraju potencijalnim
markerima autenti¢nosti meda od zalfije i stoga su ukljucene u ciljanu kvantitativnu

analizu uzoraka meda.
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Slika 11. Polifenolni profil ekstrakta meda od Zalfije (uzorak SH2). Brojevi iznad
pikova odgovaraju brojevima jedinjenja u Tabeli 10.

54

Uros Gasic Hemijski fakultet



Tabela 10. Identifikovana polifenolna jedinjenja u hrvatskom medu od zalfije: ime jedinjenja, retencino vreme (tg), izraCunata masa,

nadena masa, srednje odstupanje masa (ppm) i MS? fragmenti.
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Br.  Jedinjenje tR,- Izra¢unata masa, Nadena masa, opm M Fragmenti
min [M-H]" [M-H]

1 Galna kiselina® 2,55 169,01392 169,01425 1.95 125

2 Galokatehin® 3,96  305,06583 305,06668 279 219,261

3 Salvianinska kiselina A 3,97  197,04520 197,04555 1.78 179,153, 123

4 Protokatehinska kiselina® 4,34 153,01903 153,01933 196 109

5 Hlorogena kiselina (izomer 1) 4,48  353,08716 353,08781 1.84 191,179, 146

6 Kofeoil-heksozid 4,52 341,08716 341,08781 1.91 179

7 Epigalokatehin® 4,65  305,06589 305,06668 259 219,261

8 Dimethoksibenzoeva kiselina 4,75  181,05025 181,05063 2.10 151,137

9 Katehin® 4,92 289,07095 289,07176 2.80 159, 123

10  Eriodiktiol-rutinozid 5,01 595,16644 595,16684 0.67 449, 287

11  Hlorogena kiselina® 5,04  353,08682 353,08781 2.80 191,179, 146

12 p-Hidroksibenzoeva kiselina® 5,09 137,02425 137,02442 124 93

13 Feruloil-heksozid (izomer 1) 5,30 355,10229 355,10346 3.29 193

14  Epikatehin® 5,32 289,07114 289,07176 2.14 159, 123

Uros Gasi¢ Hemijski fakultet



Tabela 10. Nastavak.

Nasi radovi

Br.  Jedinjenje tR,- Izracunata masa, Nadena masa, opm M Fragmenti
min [M-H]" [M-H]
15 Galokatehin galat® 5,34 457,07703 457,07763 1.31 305
16 Hlorogena kiselina (izomer 2) 5,37  353,08710 353,08781 2.01 191, 179, 146
17 Kumaroil-heksozid 539  325,09213 325,09289 234 163
18 Epigalokatehin galat® 546  457,07690 457,07763 1.60 305
19 Kofeinska kiselina® 5,48 179,03476 179,03498 1.23 135, 161
20 Feruloil-heksozid (izomer 2) 561  355,10260 355,10346 2.42 193
21  Rutin® 594  609,14490 609,14611 1.99 463,301
22  Gentizinska kiselina® 596  153,01900 153,01933 216 109
23 Luteolin-rutinozid 5,97 593,15045 593,15119 1.25 447, 285
24 Izoramnetin-rutinozid 6,03  623,16040 623,16176 2.18 461, 315
25 Kvercetin-heksozid 6,07 463,08691 463,08820 2.79 301
26  Elaginska kiselina® 6,16  300,99847 300,99899 1.73 283,200, 175
27 p-Kumarinska kiselina® 6,25 163,03984 163,04007 1.41 119
28  Taksifolin 6,47  303,05023 303,05103 2.64 285, 269, 255, 217
29 Ferulinska kiselina® 6,70 193,05014 193,05063 2.54 175, 139
30 Ruzmarinska kiselina® 6,79 359,07635 359,07724 2.48 197, 179, 161
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Br.  Jedinjenje tR,- Izracunata masa, Nadena masa, opm M Fragmenti
min [M-H]" [M-H]
31  Apigenin-rutinozid 6,83  577,15521 577,15628 1.85 431, 269
32 Apigenin-heksozid (izomer 1) 6,92  431,09775 431,09837 1.44 269
33 Luteolin-heksozid 6,93 447,09274 447,09329 1.23 285
34 Eriodiktiol 7,14 287,05551 287,05611 2.09 125
35  trans, trans-Abscisinska kiselina 7,44  263,12814 263,12888 281 191,179
36  Apigenin-heksozid (izomer 2) 7,52  431,09778 431,09837 1.37 269
37 Monohidroksibenzoeva kiselina 7,70  137,02423 137,02442 139 93
38 cis, trans-Abscisinska kiselina® 7,73  263,12833 263,12888 209 191,179
39  Luteolin? 7,75  285,03989 285,04046 2.00 213,151
40 Kvercetin® 7,80 301,03445 301,03538 3.09 151, 179, 121
41 Resveratrol® 7,85 227,07056 227,07137 3.57 209
42  Sakuranetin 8,06  285,07623 285,07685 217 133
43 Apigenin? 8,44 269,04477 269,04555 2.90 149, 151, 173, 183
44  Kampferol® 8,57  285,03970 285,04046 2.67 199,161, 151, 135
45 Ramnetin 8,57 315,04996 315,05103 3.40 300, 165, 121
46 Hispidulin 8,66 299,05527 299,05611 281 284
57
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Tabela 10. Nastavak.
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Br.  Jedinjenje tR,- Izracunata masa, Nadena masa, opm M Fragmenti
min [M-H]" [M-H]
47 Pinobanksin? 8,67 271,06067 271,06120 1.96 253, 243, 165, 151, 107
48 Izoramnetin 8,73 315,05057 315,05103 1.46 300, 151, 107
49 Hesperetin® 8,77 301,07101 301,07176 2.49 271, 161
50  Kvercetin dimethil-etar (izomer 1) 8,98  329,06656 329,06668 0.36 315,165
51 Kvercetin dimethil-etar (izomer2) 9,64  329,06586 329,06668 249 315,166
52 Pinostrobin® 9,83 269,08121 269,08193 2.68 151, 179
53 Prenil kofeat 9,85 247,09703 247,09758 2.23 135, 179
54  Hrizin® 10,07  253,05009 253,05063 213 101,151, 181, 209, 143
55  Pinocembrin® 10,09 255,06563 255,06628 255 213,211,151
56 Akacetin 10,14  283,06094 283,06120 0.92 268, 133, 151, 107
57 Fenethil estar kofeinske Kiseline 10,15 283,09714 283,09758 155 135,179
58  Galangin® 10,25 269,04489 269,04555 245 151,183
59  Genkvanin 10,62 283,06042 283,06120 276 268, 239, 211
60 Karnozol® 11,72 329,17487 329,17583 2.92 311, 296
61 Karnozinska kiselina® 12,81 331,19061 331,19148 2.63 287,269

®ldentifikovano na osnovu dostupnog standarda.
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Vecina flavonoida koji se nalaze u ekstraktu biljke Salvia officinalis (apigenin,
luteolin, hispidulin, cirsimaritin i hesperetin) su takode identifikovani u analiziranim
uzorcima meda (Brieskorn i Biechele, 1971; Cuvelier, 1996; Lu i Yeap Foo, 2002;
Kontogianni, 2013). Prilikom identifikacije flavonoida u negativnom modu, fragmenti
nastaju gubitkom funkcionalnih grupa kao sto su H,O (—18 Da), CO (-28 Da), C,H,0
(—42 Da), i CO; (—44 Da). Metilovani ili metoksilovani flavonoidi su karakteristi¢ni po
gubitku CHj3 grupe (—15 Da) (de Rijke, 2006). Za analizu fragmentacionog puta
flavonoida najkorisniji su oni fragmenti koji nastaju u Retro-Diels-Alder-ovoj (RDA)
reakciji 1 ovaj na¢in fragmentacije je dobro opisan u literaturi (Ma, 1997). U flavanskoj
strukturi postoje tri prstena obelezena sa A, B, i C, a dobijeni RDA fragmenti sa ["/A] i
[B]  (Slika 12). Veze na C-prstenu obelezene su brojevima od 0 do 4, radi lakseg
numerisanja fragmenata. Tako, na primer, [**A]" fragmentacioni jon koji nastaje
prilikom RDA fragmentacije nesupstituisanih flavona, flavonola, flavanona i
flavanonola iznosi 151 m/z (Ma, 1997).

Slika 12. Fragmentacioni put flavonoida po RDA reakciji (Ma, 1997).

Od flavonoid-glikozida pronadeni su derivati luteolina i apigenina. Prisustvo 6-
hidroksi- i 6-metoksi-flavon-glikozida je tipi¢no za rod Salvia (Tomas-Barberan, 1988).
Stoga, prisustvo ovih jedinjenja u medu moZe biti jedan od indikatora da je zaista u
pitanju med cvetnog porekla od zalfije. Od flavonola identifikovani su kampferol i
kvercetin metil-etri, kvercetin i hesperetin. Pored flavonoida, resveratrol i katehini su
takode ranije identifikovani u ispitivanim uzorcima meda (Generali¢, 2011). Sledeci
derivati katehina su pronadeni u uzorcima meda od zalfije: katehin, epikatehin,

galokatehin, epigalokatehin, galokatehin galat i epigalokatehin galat.
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Fenolni diterpeni, karnozol i karnozinska kiselina, za koje je poznato da su
prisutni u ekstaktu zalfije (Kontogianni, 2013), nisu prethodno otkriveni u medu od
zalfije. U ovoj studiji, data jedinjenja su identifikovana u svim uzorcima, ali u

tragovima (Tabela 10).

Detektor sa vise dioda (DAD) i maseni spektrometar sa tri analizatora (QQQ)
koriS¢eni su za kvantifikaciju 25 ciljanih polifenola u ispitivanim uzorcima meda od
zalfije. Kvantifikacija polifenola je radena tako $to su u postavljenim uslovima
(jonizacioni mod, pritsak gasa, voltaza i drugi parametri jonskog izvora) za svako
jedninjenje prvo definisana dva najintenzivnija jona iz MS? spektra, kao i kolizione
energije na kojima ti joni nastaju. Parametri ove metode (retenciono vreme, mase
molekulsih jona i fragmenata), koeficijenti determinacije kalibracionih prava, granice

detekcije i kvantifikacije, kao i efikasnost metode prikazani su u Tabeli 11.

Medu kvantifikovanim jedinjenjima u uzorcima meda od Zalfije, neke fenolne
kiseline (p-kumarinska, p-hidroksibenzoeva i ferulinska kiseline) bile su prisutne u
ve¢im koli¢inama. Zanimljivo je bilo to $to je ruzmarinska Kiselina bila prisutna u
relativno malim koli¢inama u analiziranim medovima (Tabela 12). Moguc¢i razlog za to
mogu biti relativno niske koncentracije ovog jedinjenja u nektaru. Gentizinska kiselina
je detektovana samo u 3 uzorka (SH8, SH15 i SH18). Stilben-resveratrol je otkriven
samo u 4 uzorka meda (SH2, SH5, SH16 i SH17). Galokatehin-galat i epigalokatehin-
galat su bili najzastupljeniji iz grupe katehina. Sadrzaj katehina i epikatehina bio je
nizak. Uzorci medova od zalfije analiziranih u ovoj studiji su karakteri¢ni po znac¢ajnim
koli¢inama pinobanksina (0,21-2,35 mg/kg), hrizina (0,06-1,98 mg/kg) i abscisinske
kiseline (0,26-3,99 mg/kg).

4.3. Analiza Seéera

Seéeri u medu su odredeni koriséenjem HPAEC-PAD tehnike. Kvantifikacija je
izvrSena sa dostupnim standardima Secera i1 SeCernih alkohola. Redukujuéi Seceri,
glukoza i fruktoza, bili su glavni sastojci svih ispitivanih uzoraka meda, a njihovi iznosi
bili su u skladu sa propisom Evropske unije (EU) (Direktiva 2001/110/EC).
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Tabela 11. Validacija metode za kvantifikaciju polifenola: zadata masa, produkt-joni sa kolizionom energijom, srednje retenciono vreme

(tr), koeficijent determinacije, granice detekcije (GD) i kvantifikacije (GK) i efikasnost metode na dva koncentraciona nivoa.

Jedinjenje Zadata Proc.iu.ktjoni, m/z omin | R? GD, GK, Efikasnost (“recovery”), %
masa, m/z  (koliziona energija, eV) mg/L mg/L Nivo 1 Nivo 2
GaA 169,032 79,11 (31); 125,04 (16) 1,98 0,9911 0,16 0,55 29 37
GC 305,120 125,22 (27); 179,19 (17) 3,87 0,9996 0,03 0,10 92 106
PrA 153,013 108,09 (23); 109,10 (14) 3,98 0,9980 0,10 0,34 103 68
EGC 305,110 125,22 (27); 179,19 (17) 5,07 0,9999 0,01 0,02 96 112
HbA 137,057 93,19 (19); 108,33 (22) 5,08 0,9934 0,14 0,48 100 101
GeA 153,003 108,07 (5); 109,10 (15) 5,18 0,9998 0,02 0,06 51 59
ChA 353,103 191,28 (25) 5,23 0,9980 0,08 0,27 116 109
C 289,094 203,00 (23); 245,03 (31) 5,25 0,9953 0,14 0,45 111 105
CaA 179,004 134,00 (13); 135,00 (16) 5,51 0,9951 0,11 0,38 111 111
EC 289,084 203,00 (23); 245,03 (31) 5,25 0,9991 0,06 0,19 84 89
GCG 457,146 161,08 (25); 359,23 (16) 5,82 0,9930 0,07 0,22 85 67
CoA 163,031 93,12 (39); 119,09 (16) 6,15 0,9947 0,12 0,41 111 117
FeA 193,057 134,00 (18); 178,00 (15) 6,55 0,9933 0,15 0,50 101 95
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Jedinjenje Zadata PrO(IJIu.ktjoni, m/z omin R GD, GK, Efikasnost (“recovery”), %
masa, m/z  (koliziona energija, eV) mg/L mg/L Nivo 1 Nivo 2

RoA 359,061 133,00 (43); 161,00 (21) 6,70 0,9968 0,08 0,26 59 64
EGCG 457,156 161,08 (25); 359,23 (16) 6,81 0,9928 0,15 0,51 70 73
AbA 263,110 153,18 (5); 219,44 (16) 7,54 0,9987 0,02 0,07 97 101
RES 227,060 143,18 (22); 185,04 (22) 7,85 0,9925 0,14 0,45 73 77
KAE 285,074 211,00 (32); 227,00 (32) 8,29 0,9961 0,04 0,13 95 86
PNB 271,020 197,00 (32); 253,00 (32) 8,34 0,9956 0,03 0,10 91 84
QUE 301,016 125,00 (20); 151,00 (29) 8,37 0,9978 0,08 0,27 111 98
CHR 253,054 119,00 (36); 143,00 (30) 9,54 0,9948 0,03 0,10 106 102
PNS 269,100 165,06 (22); 226,11 (22) 9,55 0,9959 0,04 0,13 100 90
PNC 255,081 150,93 (25); 213,04 (25) 9,56 0,9936 0,04 0,14 112 98
HES 301,010 151,01 (26); 164,00 (27) 9,57 0,9978 0,03 0,10 95 86
GLN 269,037 169,00 (32); 171,00 (32) 9,67 0,9959 0,03 0,11 113 90

GaA — Galna kiselina; GC — Galokatehin; PrA — Protocatehinska kiselina; EGC — Epigalocatehin; GeA — Gentizinska kiselina; HbA — p-Hidroksibenzoeva kiselina;
ChA — Hlorogena kiselina; C— Katehin; CaA — Kofeinska kiselina; GCG - Galocatehin galat; EC — Epikatehin; CoA — p-Kumarinska kiselina; FeA — Ferulinska

kiselina; RoA — Ruzmariniska kiselina; EGCG - Epigalocatehin galat; AbA — cis, trans-Abscisinska kiselina; RES — Resveratrol; KAE — Kampferol; PNB —

Pinobanksin; QUE — Kvercetin; CHR — Hrizin; PNS — Pinostrobin; PNC- Pinocembrin; HES — Hesperetin; GLN — Galangin.
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SH1I SH2 SH3 SH4 SH5 SH6 SH7 SH8 SH9 SH10 SH11 SH12 SH13 SH14 SH15 SH16 SH17 SH18
GaA - 0,5 0,13 0,12 0,12 0,18 0,16 019 - 013 - 012 - 0,17 013 015 0,12 -
GC - 049 015 0,19 0,16 0,16 - - 0,16 022 016 015 - - - 0,20 026 0,37
PrA 03 0,70 074 054 02 034 031 068 062 048 049 014 031 042 033 039 044 0,68
EGC 012 - 046 0,10 0,08 0,2 0,08 0,20 0,24 0,14 009 o007 016 0,08 008 - 0,24 0,16
HbA - - - - - - - 0,13 - - - - - - 0,01 - - 0,02
GeA 189 193 161 125 182 145 328 218 136 182 120 081 134 155 206 173 166 236
ChA - 0,04 001 0,10 0,22 - 0,02 00 026 009 004 003 0,07 - - 0,10 0,03 -
C 0,12 0,03 0,15 0,09 - - - - 005 0,01 004 - 0,05 - - 0,01 0,06 -
CaA 048 189 056 037 048 059 057 092 054 064 061 062 037 038 047 0,70 055 0,26
EC 082 0,74 0,75 - - - 1,15 105 o072 o070 072 069 081 069 0,71 069 0,73 1,03
GCG 0,10 - 0,03 0,06 - - - - - - - - - - - 0,05 0,07 -
CoA 2,73 311 345 189 201 136 362 2,78 281 139 182 251 103 0,77 092 162 268 1,10
FeA 064 154 309 097 044 050 101 439 131 034 051 0,77 0,6 016 083 053 067 140
RoA - 021 o001 022 037 030 033 005 0,18 009 015 023 014 027 025 014 026 0,29
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Tabela 12. Nastavak.

SH1 SH2 SH3 SH4 SH5 SH6 SH7 SH8 SH9 SH10 SH11 SH12 SH13 SH14 SH15 SH16 SH17 SH18

EGCG 094 125 097 08 079 111 100 09 0,8 - 09 126 09 058 107 128 114 161
AbA 03 106 189 054 074 109 073 399 061 026 048 086 039 064 164 069 046 1,59
RES - 0,11 - - 0,22 - - - - - - - - - - 0,08 0,46 -

KAE 014 018 024 078 046 016 020 021 051 038 065 003 038 018 026 054 055 0,28
PNB - 23% 03 033 063 157 100 182 082 130 100 226 044 058 110 114 024 021
QUE 007 038 014 058 023 012 0417 033 036 105 036 011 032 036 014 059 045 0,30

CHR 006 198 041 027 023 087 048 09 047 081 073 15 042 047 09 092 025 0,09

PNS - 0,34 - - - 0,07 004 019 0,01 007 003 019 - - 0,05 0,04 - -
PNC - 08 009 005 015 051 022 046 028 045 035 0,72 015 017 046 043 - -
HES - 084 019 006 02 037 o011 038 027 033 02 052 004 009 036 0,36 - -
GLN - 0,39 0,01 - 001 0,11 o007 023 004 012 007 0,22 0,01 - 0,09 0,09 - -

GaA — Galna kiselina; GC — Galokatehin; PrA — Protocatehinska kiselina; EGC — Epigalocatehin; GeA — Gentizinska kiselina; HbA — p-Hidroksibenzoeva kiselina;
ChA - Hlorogena kiselina; C— Katehin; CaA — Kofeinska kiselina; GCG - Galocatehin galat; EC — Epikatehin; CoA — p-Kumarinska kiselina; FeA — Ferulinska
kiselina; RoA — Ruzmariniska kiselina; EGCG - Epigalocatehin galat; AbA — cis, trans-Abscisinska kiselina; RES — Resveratrol; KAE — Kampferol; PNB —
Pinobanksin; QUE — Kvercetin; CHR — Hrizin; PNS — Pinostrobin; PNC- Pinocembrin; HES — Hesperetin; GLN — Galangin.
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4.3.1. Secerni profil nektara i meda lipe

Koeficijenti determinacije (R?), granice detekcije (GD), granice kvanifikacije
(GK), kao i vrednosti efikasnosti primenjene analiticke metode na dva koncentraciona
nivoa za analizu Secera dati su u Tabeli 13, a kvantitativni sadrzaj svih Secera dat je u
Tabeli 14. Hromatogram standarda ispitivanih Secera (A), kao i hromatogram
odabranog uzorka zrelog lipovog meda (B) sa Fruske Gore (uzorak LH11) prikazani su
na Slici 13. Sest disaharida i Setiri trisaharida su kvantifikovani u svim analiziranim
uzorcima. Od disaharida, saharoza i izomaltoza su bili najzastupljeniji u uzorcima zrelih
medova, dok su saharoza i maltoza bili dominantni u nezrelom (mladom) lipovom medu

i nektaru.

Tabela 13. Metoda za kvantifikaciju SeGera: koeficijenti determinacije (R?), granice

detekcije (GD) i kvantifikacije (GK), i efikasnost metode na dva koncentraciona nivoa.

»Recovery“, %

Secer Skraéenica  R? GD (mg/L)  GK (mg/L)

Nivol Nivo2
Trehaloza TRE 0,9965 0,09 0,30 111 107
Glukoza GLU 0,9967 4,07 13,57 115 114
Fruktoza FRU 0,9974 3,73 12,43 93 91
Izomaltoza iMAL 0,9999 0,02 0,07 108 108
Saharoza SUC 0,9974 0,38 1,27 88 103
Melezitoza MEL 0,9994 0,04 0,13 99 109
Gentobioza +
TUranoza GENT+TUR 0,9993 0,22 0,73 109 104
Izomaltotrioza iMALt 0,9988 0,06 0,20 114 89
Maltoza MAL 0,9992 0,20 0,67 104 85
Panoza PAN 0,9995 0,04 0,13 88 115
Maltotrioza MALt 0,9999 0,01 0,03 96 112
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Tabela 14. Sadrzaj Secera u zrelom i nezrelom lipovom medu i nektaru (g/kg).

TRE GLU FRU iIMAL SAH MEL f_:_zllJ\g IMALtr MAL PAN MALtr
LH1 0,90 230,60 425,30 20,80 48,90 6,60 28,10 1,60 10,20 2,40 0,30
LH2 0,80 281,80 421,30 18,60 47,40 6,50 28,60 1,10 8,50 2,10 0,80
LH3 1,30 248,30 422,20 20,20 49,20 7,30 28,40 1,20 11,70 2,50 0,40
LH4 1,40 255,40 424,60 17,30 45,70 6,40 28,20 1,00 8,40 2,20 0,50
LH5 1,40 298,40 402,80 18,50 46,10 5,00 28,50 0,50 6,80 1,60 0,70
LH6 3,00 282,10 393,30 24,10 51,00 10,50 25,40 2,10 8,40 2,50 0,30
LH7 0,90 262,40 401,10 17,40 41,60 9,70 23,20 1,00 6,40 3,00 0,40
LH8 1,60 262,80 436,90 18,60 44,50 3,10 13,20 0,60 4,80 2,80 0,40
LH9 2,80 277,80 405,70 29,50 74,50 3,50 20,00 3,30 5,10 5,20 0,10
LH10 2,40 247,10 413,30 26,80 61,50 3,90 24,40 1,70 5,20 6,40 0,00
LH11 3,00 272,40 444,40 27,50 66,70 3,80 26,70 1,30 5,50 0,90 0,10
LH12 1,70 250,70 389,50 36,60 97,80 3,20 24,50 6,90 5,30 6,50 0,10
LH13 1,50 276,30 385,60 31,10 82,20 3,80 21,70 4,10 4,70 5,10 0,10
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Tabela 14. Nastavak.

GENT
TRE GLU FRU iIMAL SAH MEL TUR IMALtr MAL PAN MALtr

+
LH14 5,10 257,80 419,10 35,90 98,90 3,10 23,90 5,70 5,20 5,80 0,10
LH15 1,80 250,40 366,20 36,30 92,90 3,00 21,40 9,90 5,50 8,20 0,10
LH16 3,20 293,40 368,20 29,20 64,90 2,80 16,60 5,30 4,90 1,00 0,10
LH17 3,10 290,90 364,20 28,90 65,20 2,80 16,70 5,40 4,90 1,00 0,10
LH18 5,30 243,70 429,00 30,20 88,40 5,00 20,70 4,40 5,70 0,30 0,00
LH19 1,80 269,20 389,80 27,70 75,40 4,50 17,50 4,10 4,30 0,30 0,20
LH20 2,20 274,60 401,40 30,70 74,70 4,80 15,00 5,90 4,80 7,90 0,10
LH21 6,10 307,80 411,10 15,70 37,20 5,40 15,40 0,70 2,90 0,60 0,00
LH22 4,00 300,00 424,00 10,10 30,70 5,90 11,60 0,40 2,20 0,60 0,10
LH23 1,70 247,80 401,00 25,10 55,00 2,90 16,30 2,30 5,30 1,30 0,20
LH24* 3,00 270,20 403,10 27,50 69,40 3,90 19,10 3,90 4,80 3,40 0,10
LH25" 2,10 337,60 334,80 0,40 46,90 0,50 3,00 1,80 1,70 0,60 0,90
LH26° 2,20 278,00 273,50 0,00 190,60 0,50 2,30 0,50 1,90 0,30 0,10

*Prilikom proizvodnje ovog meda p&ele su prehranjivane $ecernim pogatama, "Nezreo (mlad) lipov med, “Nektar cveta lipovog drveta.
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A 2 - Glukoza - 5.659
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Slika 13. Hromatogram standarda ispitivanih Secera (A) i hromatogram odabranog

uzorka zrelog lipovog meda (B) sa Fruske gore (uzorak L11).

Sadrzaj glukoze u uzorcima zrelih medova od lipe varirao je od 23,06 do 30,78
0/100 g, a fruktoze od 36,42 do 44,44 g/100 g. Nezreo lipov med i nektar imali su
gotovo isti sadrzaj glukoze i1 fruktoze zajedno, ali sa manjim sadrzajem fruktoze u

odnosu na zreli med.
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U nekoliko uzoraka sadrzaj saharoze bio je veci od 5 g/100 g (kretao se od 3,07
do 9,89 g na 100 g meda), Sto nije u skladu sa ,,Pravilnikom o kvalitetu meda i drugih
proizvoda pcela“ (2015). U lipovom medu iz Rumunije (Dobre, 2012) pronadena je
znatno niza koncentracija saharoze (2,53 ¢g/100g meda), dok je u lipovom medu iz
Spanije (Kadar, 2010) pronadena jo§ niZa koncentracija saharoze (1,72 g/100g meda).
Sadrzaj saharoze u uzorku nezrelog lipovog meda je unutar granica direktive Evropske
unije. S druge strane, sadrzaj saharoze u lipovom nektaru bio je 19,06 g/100 g, §to je
viSe nego dvostruko od sadrzaja saharoze u uzorcima zrelih medova. Smanjena
aktivnost péelinjih enzima moze biti uzrok znacajno viseg sadrzaja saharoze u uzorcima

zrelih medova.

Sadrzaj izomaltoze u testiranim uzorcima zrelih medova bio je veci nego sadrzaj
maltoze i varirao je od 1,01 do 3,66 g/100 g. Sadrzaj izomaltoze u nezrelom medu i
nektaru lipe bio je veoma nizak. Sadrzaj gentobioze sa turanozom bio je mnogo veéi u

uzorcima zrelih medova u odnosu na nezreli lipov med i nektar.

U lipovom medu iz kos$nice u kojoj su péele dodatno prehranjivane Seé¢ernim
sirupom nije pronadena znacajna razlika u sadrzaju Secera u odnosu na ostale nektarne
medove (Tabela 14).

Prilikom analize sadrzaja Secera u uzorcima zrelih medova prikupljenih u
razli¢itim godinama, moze se uoc€iti mala varijabilnost samo u sadrzaju saharoze i
izomaltotrioze. Slicno kao u slucaju polifenola, sadrzaj kvantifikovanih secera u

uzorcima meda prikupljenih u 2011. godini bio je drugaciji od svih ostalih uzoraka.

4.3.2. Secerni profil meda od Zalfije

Primenom jonoizmenjivacke hromatografije sa elektrohemijskom detekcijom u
analiziranim uzorcima meda od zalfije kvantifikovano je ukupno Cetrnaest razli¢itih
Secera i Secernih alkohola. Kao §to je i ocekivano, redukujuci Seceri, fruktoza i glukoza,
bili su glavni sastojci svih ispitivanih uzoraka (Tabela 15). U svim uzorcima vrednost
glukoze i fruktoze iznosila je oko 60 g na 100 g meda. Od ostalih monosaharida, u medu

od zalfije je identifikovana arabinoza, ali u relativno malim koli¢inama.
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Tabela 15. Sadrzaj Secera i Secernih alkohola u monofloralnom medu od zalfije (g/kg).

Nasi radovi

SH1 SH2 SH3 SH4 SH5 SH6 SH7 SH8 SH9 SH10 SH11 SH12 SH13 SH14 SH15 SH16 SH17 SHI18
ERY 0,04 0,07 0,05 0,05 0,02 0,07 0,06 0,07 0,05 0,07 0,09 0,69 0,06 0,07 0,18 0,12 0,11 0,09
SOR 0,04 0,13 0,03 0,06 0,09 0,08 0,3 0,33 0,20 0,06 0,06 0,03 0,04 0,02 0,18 0,05 0,05 0,02
TRE 1,23 5,70 2,71 2,07 5,34 0,21 5,07 2,76 1,45 5,08 1,82 0,75 1,31 2,39 1,41 0,14 0,63 1,02
ARA 0,04 0,15 0,05 0,10 0,10 0,37 0,12 0,07 0,06 0,07 0,10 0,05 0,09 0,05 0,05 0,06 0,08 0,03
GLU 305,03 272,07 280,30 25324 21295 206,81 108,89 24539 200,35 263,82 227,38 240,15 244,46 252,72 271,21 262,22 27759 263,08
FRU 399,41 464,01 440,30 420,83 393,63 47599 480,76 437,51 442,23 462,32 464,06 489,06 461,97 45568 461,76 464,87 447,35 471,03
SucC 30,41 28,78 11,02 1569 1417 1427 20,71 1403 1187 1654 214 27,08 2564 19,00 1121 1859 16,34 16,16
TUR 1,34 0,12 0,32 0,68 0,60 0,83 1,13 0,76 0,88 0,65 0,87 0,82 0,82 0,90 0,11 0,77 1,16 1,06
GLY 1,51 0,11 0,16 0,09 0,12 0,17 0,12 0,16 0,03 0,19 0,10 0,05 0,08 0,07 0,17 0,12 0,12 0,13
GAL 0,06 0,06 0,04 0,09 0,46 0,33 0,20 0,36 0,02 0,07 0,08 0,03 0,02 0,03 0,20 0,06 0,07 0,03
iMAL 4,45 3,11 531 14,6 3,63 7,13 7,68 5,40 3,95 12,61 12,34 3,52 7,44 8,51 8,28 10,22 11,62 9,98
iMALt 144 2,88 0,73 4,66 2,55 2,76 1,24 1,48 1,11 3,79 5,66 1,11 0,33 0,36 0,31 2,41 3,91 2,44
MAL 6,05 3,74 5,92 16,85 8,76 9,32 1191 732 7,38 11,77 11,09 7,40 8,98 10,06 8,33 11,49 1231 991
MALt 0,11 0,06 0,01 0,02 0,02 0,05 0,06 0,08 0,06 0,04 0,07 0,08 0,09 0,07 0,02 0,09 0,08 0,08
SUM 751,16 780,99 746,95 729,03 642,44 718,39 638,25 715,72 669,64 777,08 74512 770,82 751,33 749,94 763,42 771,21 771,42 775,06
F/IG 131 1,71 1,57 1,66 1,85 2,30 4,42 1,78 2,21 1,75 2,04 2,04 1,89 1,80 1,70 1,77 1,61 1,79
M/iM 1,36 1,20 1,11 1,15 2,41 131 1,55 1,35 1,87 0,93 0,90 2,10 1,21 1,18 1,01 1,13 1,06 0,99

ERY - Eritritol; SOR — Sorbitol; TRE — Trehaloza; ARA — Arabinoza; GLU — Glukoza; FRU — Fruktoza; SUC — Saharoza; TUR — Turanoza; GLY — Glicerol; GAL
— Galaktitol; iIMAL — Izomaltoza; iMALLt — Izomaltotrioza; MAL — Maltoza; MALt — Maltotrioza; SUM — Zbir kvantifikovanih 3Secéera i $ec¢ernih alkohola; F/G —

Odnos fruktoze i glukoze; M/iM — Odnos maltoze i izomaltoze.
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Svi uzorci meda od zalfije pokazali su sadrzaj saharoze manji od 5 g na 100 g,
Sto se obi¢no uzima kao grani¢na vrednost za med, a koja je propisana direktivom
Evropske unije. Ostali identifikovani disaharidi bili su: trehaloza, turanoza, maltoza i
izomaltoza, a od trisaharida pronadeni su maltotrioza i izomaltotrioza. Pored Secera, u
medu od zalfije analizirani su polioli (Sec¢erni alkoholi) 1 identifikovani su eritritol,

sorbitol, galaktitol i glicerol.

Odnos pojedinih ugljenih hidrata je pokazatelj koji se moze koristiti za
utvrdivanje autenticnosti meda (Kaskoniené 1 Venskutonis, 2010). Odnos sadrzaja
fruktoze 1 glukoze u medu od zalfije, koji je preporucen za odredivanje viskoznosti
meda jer je glukoza manje rastvorljiva u vodi nego fruktoza, varirao je od 1,31 u uzorku
SH1 do 4,42 u uzorku SH7. Kao jo$ jedna karakteristika monofloralnog meda od Zalfije
u ovoj studiji bio je relativno nizak odnos maltoze i izomaltoze, koji se kretao od 0,90
(uzorak SH11) do 2,41 (SH5). Interesantno je to da su naucnici iz Hrvatske u jednoj
nacnoj studiji koja se bavila Secernim profilom meda od zalfije dobili sadrzaj maltoze i
do 5 g/100 g za neke uzorke, a u naSim anlizama dobijeni su vise nego dvostruko nize

koncentracije (Primorac, 2011).

4.4. Analiza glavnih komponenata

U ovoj disertaciji je predlozeno da hemijski markeri, kao §to su ugljeni hidrati i
polifenolna jedinjenja, mogu biti veoma korisni prilikom klasifikovanja medova prema
geografskom, odnosno botanickom poreklu. Analiza glavnih komponenata (PCA),
veoma korisna metoda multivarijantne analize, pokazala se kao veoma efikasna tehnika

za pronalaZenje hemijskih markera.

4.4.1. Procena geografskog porekla meda

U nasem istrazivanju, 15 polifenolnih jedinjenja, abscisinska kiselina i 11 Secera
kvantifikovanih u medu od lipe koriS¢eni su kao promenljive za analizu glavnih
komponenata. PCA primenjena na autoskalirane (centrirane i skalirane na jedini¢nu
standardnu devijaciju) kvantitativne podatke daje Sestokomponentni model dkoji

objasnjava 82,88 % od ukupne varijabilnosti. PC1 obuhvata 29,51 % od ukupnog
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varijabiliteta, dok kumulativna varijansa objaSnjena pomocu prve dve komponente

iznosi 49,47 %.

Na Slici 14A moze se uociti grupisanje lipovog meda na osnovu geografskog
porekla. Duz PC2 ose med koji poti¢e iz regiona Fruske gore se potpuno odvojio od
meda iz Isto¢ne Srbije. Na ovakvo grupisanje medova sa Fruske gore najvise utiCu
Seceri fruktoza, maltoza, maltotrioza, melezitoza i gentobioza sa turanozom, ali i
flavonoidi luteolin 1 galangin. Klaster medova iz Istocne Srbije definisan je
jedinstvenim sadrzajem flavonoida naringina i naringenina, Secera izomaltotrioze i

trehaloze, kao i abscisinske kiseline.

Takode, tri uzorka meda sa Fruske gore LH21, LH22 (zreli lipov med
proizveden 2011. godine u Beoc¢inu) i LH25 (nezreli lipov med iz 2014. godine, takode
iz Beocina) se izdvajaju kao poseban klaster duz PC1 ose, a jedinjenja koja najvise
doprinose takvom grupisanju su apigenin i kamferol (Slici 14B). Ovo moze da ukaze na

moguénost da su uzorci LH21 i LH22 mogu biti delimi¢no nezreli medovi.

U literaturi je pronaden jedan naucni rad gde je analizirano geografsko poreklo
monofloralnog meda od lipe iz Slovenije. Ispitivani su neki fizicko-hemijski parametri,
sadrzaj elementa i odnos stabilnih izotopa ugljenika i azota u ukupno 30 uzoraka, a
rezultati su tumaceni hemometrijskim metodama. Kombinacija ispitivanih parametara

nudi mogucnost razlikovanja uzoraka prema geografskom poreklu (Kropf, 2010b).
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Slika 14. A) Grupisanje lipovog meda prema geografskom poreklu; B) Parametri

odgovorni za ovakvo grupisanje.
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4.4.2. Procena botanickog porekla meda

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je primena hemijskih markera za
dokazivanje autenti¢nosti monofloralnog meda od zalfije. U tu svrhu, kao autgupe,
koriS¢eni su uzorci tri monofloralne vrste meda, koje prema botanickom poreklu
pripadaju familiji usnatica (fam. Lamiaceae) zalfija/nana (Mentha spp.), primorski
vresak (Satureja montana L.) i maj¢ina dusica (Thimus spp.). Pored polifenola i Secera i
Secernih alkohola, kao varijable za analizu glavnih komponenata kori¢eni su rezultati
spektrofotometrijskih testova (ukupni fenoli — TPC i antioksidativna aktivnost — RSA) i
sadrzaj minerala odreden indukovano spregnutom plazmom sa opticko-emisionom
spektrometrijom (Prilog 3). Takode, kvantitativni podaci (TPC, RSA, polifenoli, seéeri,
Secerni alkoholi i minerali) u medovima nane, vreska i maj¢ine dusice dati su u tabeli u

Prilogu 4.

Kombinacijom svih navedenih varijabli jasno su definisani markeri botanickog
porekla meda od zalfije. Rezultati su pokazali da prve dve komponente (PC1 i PC2)
opisuju 32,18% od ukupne varijabilnosti (Slika 15A). Prva glavna komponenta ¢ine
17,58 %, a druga 15,60 % od ukupne varijabilnosti. Jasna diskriminacija monofloralnih
medova Zalfije sa jedne strane, i nane, vreska i majcine dusice sa druge strane, uo¢ena je
duz PC1 ose. Varijable koje su odgovorne za odvajanje monofloralnog meda od zalfije
od drugih ispitivanih monofloralnih medova su identifikovani na grafiku skorova (Slika
15B). Uzorci meda od Zalfije se razlikuju od ostalih ispitivanih uzoraka meda na osnovu
znatno veceg sadrzaja bora i kalijuma. Takode, isti medovi imaju znatno veci sadrzaj
ukupnih fenola (TPC), turanoze i kampferola u odnosu na uzorke medova od nane,
vreska i maj¢ine dusice, $to jo$ viSe doprinosi ovakvom grupisanju (Slika 15B). S druge
strane, med od nane karakteriSe vec¢i sadrzaj mangana, barijuma i hlorogene Kiseline.
Samo dva uzorka meda od zalfije (SH2 i SH8) znatno odstupaju od ostalih uzoraka po
PC2 osi, i to zbog veceqg sadrzaja hrizina, pinocembrina, galangina i kofeinske kiseline,
a navedena jedinjenja su takode karakteristicna za uzorke MH1 (nanu) i WSH2

(vresak).

Nije uocena pravilnost, tj. zavisnost razdvajanja unutar monofloralnih medova
zalfije u odnosu na geografsko poreklo, 1 u odnosu na godinu proizvodnje. Ovakvi

rezultati nisu iznenaduju¢u ako uzmemo u obzir da su svi uzorci sakupljeni u okviru
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relativno malog podru¢ja Dalmacije. Naime, prirodne populacije vrste Salvia officinalis

L. rasprostiru se u obalnom pojasu severnog hrvatskog primorja, kao i na dalmatinskim

ostrvima (Flora Croatica Database, 2012), gde najce$¢e predstavljaju dominantne

floristicke elemente na stenovitim i krSevitim terenima (Sugar, 1983). Autenti¢ni

monofloralni med od dalmatinske zalfije je Siroko poznat u svetu, ali je takode u

upotrebi u tradicionalnoj medicini.
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Slika 15. A) Botani¢ko poreklo medova iz familije Lamiaceae; B) Parametri odgovorni

za grupisanje ispitivanih medova prema botanickom poreklu.
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5. ZAKLJUCAK

Polfenolni i Secerni profili 27 zrelih uzoraka meda, jednog mladog meda i
nektara od lipe koriS¢eni su za karakterisanje geografskog porekla lipovog meda iz
Srbije, a delimi¢no je ispitan i hemijski sastav lipovog meda u razli¢itim fazama
proizvodnje. Takode, u 18 uzoraka meda od zalfije, ali i drugim medovima iz familije
Lamiaceae, dobijeni su zanimljivi rezultati u vezi sa karakteristi¢cnim polifenolima,
Secerima 1 mineralnim sastavom. U naSim ispitivanjima doSli smo do sledecih

zakljucaka:

e U ovom radu, po prvi put je upotrebljena kombinacija eksperimentalnih
podataka dobijenih te¢no-masenom i jonskom hromatografijom sa metodama
multivarijantne analize u cilju definisanja botanickog i geografskog porekla
meda.

e Fruktoza i glukoza, glavni Seeri u svim ispitivanim uzorcima, bili su u
granicama utvrdenim propisima EU.

e Nezreo i zreli lipovi medovi odlikuju se slicnim profilom polifenolnih jedinjenja,
dok je lipov nektar znatno drugaciji.

e Primenom masene spektrometrije visoke rezolucije 1 proucavanjem MS?
fragmentacije u uzorku lipovog nektara identifikovano je 15 flavonoid-glikozida.

e Sadrzaj saharoze u uzorku cvetnog lipovog nektara bio je vise nego dvostruko
ve¢i od sadrzaja saharoze u svim uzorcima meda, i t0 Se moze pripisati
aktivnosti enzima, tj. da saharoza iz nektara nije skoro potpuno razgradena na
glukozu 1 fruktozu, kao §to je to slucaj kod zrelog meda.

e Primeceno je i da neki Seceri, izomaltoza i gentibioza sa turanozom, imaju
razli¢itu koncentraciju u razli¢itim fazama proizvodnje meda od lipe.

e Kao parametri koji definiSu geografsko poreklo meda lipe sa Fruske gore
identifikovani su Seceri fruktoza, maltoza, maltotrioza, melezitoza i gentobioza
sa turanozom, ali i flavonoidi luteolin i galangin.

e Geografsko poreklo meda lipe iz Istocne Srbije definisano je jedinstvenim
sadrzajem flavonoida naringina i naringenina, Secera izomaltotrioze i trehaloze,

kao i abscisinske kiseline.
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¢ Identifikovana jedinjenja u medu od zalfije pokazala su znacajan potencijal za
karakterizaciju ovog meda tipi¢nog za Jadransko primorje u Hrvatskoj, posebno
njen severni deo.

e Eksperimentalni podaci pokazuju jasnu diskriminaciju monofloralnog meda od
zalfije od drugih monofloralnih medova iz familije Lamiaceae pomocu grupe
hemijskih markera (polifenolna jedinjenja, ugljenih hidrati i minerali).

e Od svih ispitivanih uzoraka meda iz familije Lamiaceae, neki hemijski parametri
(visi sadrzaj bora i kalijuma, kao i turanoze i kampferola) mogu biti predlozeni
kao markeri za potvrdu autenti¢nosti i botani¢kog porekla monofloralnog meda

od zalfije.

Na kraju, vazno je napomenuti da medovi poreklom iz Srbije i Hrvatske nisu bili
ukljuceni u studiju u kojoj se opisuju svojstva evropskih monofloralnih medova (Piazza
i Persano Oddo, 2004). Stoga, rezultati predstavljeni u ovom radu su od sustinskog
znacaja za pozicioniranje uzoraka autenti¢nih srpskih i hrvatskih medova na evropskom
trziStu meda. Pored toga, primena multivarijantne statisticke analize na razne hemijske
parametre u medu, pokazala se kao veoma korisna metoda za potvrdu autenti¢nosti, kao

i odredivanje botanickog i geografskog porekla meda.
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7. PRILOG

Prilog

Prilog 1. Rezultati polenske analize za lipov med.

Redni broj Oznaka Tilia, %

Brassica, % Robinia, % Amorpha, %

1 LH1 71 2 7 1
2 LH2 81 3 9 0
3 LH3 80 1 2 1
4 LH4 78 1 3 1
5 LH5 32 6 40 3
6 LH6 99 0 0 0
7 LH7 94 0 1 1
8 LH8 91 1 1 0
9 LH9 25 9 3 51
10 LH10 93 0 0 1
11 LH11 94 2 0 0
12 LH12 67 8 9 0
13 LH13 74 4 7 2
14 LH14 66 3 9 2
15 LH15 92 1 0 4
16 LH16 85 2 1 5
17 LH17 83 1 4 2
18 LH18 86 2 1 5
19 LH19 75 1 1 2
20 LH20 76 0 2 4
21 LH21 84 1 3 4
22 LH22 84 1 1 2
23 LH23 76 1 1 1
24 LH24 64 5 12 8
25 LH25 43 10 35 1
26 LH26 75 2 13 0
27 LH27 74 15 0
28 LH28 94 0 0 0
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Prilog 2. Rezultati polenske analize za medove od zalfije.

Redni broj Oznaka

Procenat Salvia officinalis polena

u uzorcima meda od zalfije

Prilog

1 SH1 manje od 3
2 SH2 16-45
3 SH3 3-15
4 SH4 3-15
5 SH5 3-15
6 SH6 16-45
7 SH7 3-15
8 SH8 16-45
9 SH9 3-15
10 SH10 16-45
11 SH11 manje od 3
12 SH12 3-15
13 SH13 3-15
14 SH14 3-15
15 SH15 16-45
16 SH16 3-15
17 SH17 3-15
18 SH18 16-45
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Prilog

Prilog 3. Antioksidativna aktivnost (RSA), ukupni fenoli (TPC) i sadrZaj minerala (mg/kg) u medu od zalfije.

SH1I SH2 SH3 SH4 SH5 SH6 SH7 SH8 SH9 SH10 SH11 SH12 SH13 SH14 SH15 SH16 SH17 SH18

?ZZ)(MIHO] 082 063 053 0,77 055 057 054 063 061 059 08 047 064 068 042 063 0,77 0,35
TPC (mg

GAE/kg) 055 029 042 059 052 048 047 051 054 056 075 042 053 044 058 055 059 021
Al 0,09 043 043 042 014 002 - 0,26 050 027 039 - 031 08 006 02 015 0,11
As - - - - - - - 0,01 - - - - - - - 001 - -

B 127 238 113 129 188 2,76 211 260 191 139 209 220 217 1,77 3,03 214 145 1,68
Ba 005 0,09 008 o007 008 007 006 008 007 006 007 008 006 007 007 006 007 0,06
Ca 23,82 49,89 5043 5047 36,79 2359 31,56 47,12 34,38 32,75 3998 20,41 3510 2298 36,47 30,21 30,49 20,89
Co - - - 0,01 - - - - - - - - - - - - - -

Cr - - - - - - - 001 001 001 001 - 001 001 - - - -
Cu 0,0 o030 0219 013 022 020 028 o017 023 1015 0,22 022 017 019 031 0,15 0,12 0,11
Fe 025 093 053 053 046 044 027 08 037 048 228 040 249 081 020 038 025 0,50
K? 215 128 184 204 131 084 091 098 103 112 187 0,59 1,30 0,73 1,21 1,15 211 0,68
Mg 502 2641 11,76 10,12 793 793 890 2590 8,04 11,19 879 594 711 99 1052 7,15 573 10,17
Mn 020 0,77 106 060 028 014 024 106 037 030 064 017 032 027 028 033 027 019
Na 838 697 012 3893 2863 7,81 320 1234 6,64 652 8,40 18,69 6,02 5,61 10,43 5,14 17,00 1,17
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Prilog 3. Nastavak.

Prilog

SH1  SH2 SH3 SH4 SH5 SH6 SH7 SH8 SH9 SH10 SH11 SH12 SH13 SHi14 SH15 SH16 SH17 SH18

Ni 0,02 0,03 003 002 o001 002 001 005 002 003 0,03 002 003 007 003 001 001 015
P 3457 101,56 37,33 4422 4134 36,46 4029 56,05 32,73 4951 39,07 3343 3364 41,74 4882 32,05 3539 39,01
Pb - - - - - - - - - - 0,07 - - - - 0,03 - -
S 26,13 4339 2743 2932 2623 2361 27,71 3312 20,12 9151 28,14 1926 22,44 2316 3454 21,44 2458 16,33
Sbh - 0,01 - - 003 001 - - - - - - 0,02 - 0,06 - - -
Se 0,02 003 004 006 006 003 005 o007 001 005 004 005 002 - 005 0,04 005 0,04
Sr 0,02 0,05 004 004 003 003 001 003 003 004 0,03 003 002 004 003 002 002 002
A 0,01 - - - - - - 0,01 - - - - - - - - -
Zn 112 0,69 1,16 142 103 020 057 059 087 1,08 7,19 027 222 024 049 1,23 0,78 5,89
®Koncentacija kalijuma je izrazena u mg/g. TE — Troloks ekvivalent; GAE — Ekvivalent galne kiseline.
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Prilog

Prilog 4. Polifenoli (mg/kg), TPC (mg GAE/kg), RSA (umol TE/g), Seéeri, Secerni

alkoholi (g/kg) i minerali (mg/kg) u medovima od nane, vreska i majéine dusice.

Uzorak MH1 WSH WSH2 WSH TH1I TH2 TH3 TH4 TH5
Botanicko
ooreklo Nana Vresak Maj¢ina dusica
Polifenoli (mg/kg)
GaA 026 - 0,15 0,15 012 o012 024 013 0,12
GC 029 051 0,32 0,15 - 057 - 0,22 040
PrA 068 110 0,95 0,38 225 063 025 023 023
EGC 014 015 0,07 0,08 014 012 019 013 -
C - - 0,09 0,06 - - 0,04 0,01 -
ChA 067 014 0,25 0,06 - 0,07 008 003 -
HBA 1,63 2,03 1,69 1,52 3,77 3,91 1,38 3,36 3,68
EC 019 - 0,02 0,02 - - - 0,18 -
GCG 1,83 0,80 1,12 0,95 0,77 256 09 109 0,87
EGCG 0,88 0,66 1,14 1,06 0,74 1,24 0,83 1,28 1,31
CaA 1,17 0,33 1,10 0,29 0,36 0,51 1,02 0,34 0,27
GeA - - - - 0,06 - 0,22 - -
CoA 323 312 9,87 1,68 093 184 726 7,13 1,08
FeA 0,33 1,37 3,17 1,28 0,19 0,72 0,27 0,17 0,19
ROA - 0,02 0,27 0,03 0,05 1,35 - 0,70 0,24
AbA 1,22 1,47 1,29 1,01 0,23 1,08 0,58 1,49 0,63
QUE 037 010 0,28 0,07 010 013 0,06 005 0,04
RES 055 - - - 0,24 0,07 - - -
KAE 032 010 0,27 0,06 - - - - -
PNB 2,27 0,15 1,63 - 039 107 291 045 0,16
HES 1,00 - 0,58 - - 0,11 1,38 - -
PNS 033 - 0,22 - - - 0,04 - -
CHR 1,46 0,15 0,91 0,03 013 017 138 025 0,06
PNC 1,05 - 0,67 - - 0,17 1,25 0,11 -
GLN 036 - 0,22 - - - 0,07 - -
TPC 677,3 204,35 487,24 322,07 1203 2259 170,8 246,6 277,3
RSA 1280, 418,72 1362,8 727,73 416,2 266,7 463,9 436,2 3094
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Prilog

Prilog 4. Nastavak.

Uzorak MH1 WSH1 WSH2 WSH3 TH1 TH2 TH3 TH4  TH5

Botanicko
ooreklo Nana Vresak Majcina duSica

Seceri i $ecerni alkoholi (g/kg)
ERY 0,07 0,09 0,04 0,03 0,17 0,17 0,07 0,16 0,11
SOR 0,05 0,10 0,15 0,17 0,47 0,86 0,17 0,28 0,09
TRE 3,05 12,02 1504 17,22 3,38 0,62 0,69 1,49 1,48
ARA 0,09 0,09 3,54 3,49 0,02 0,02 0,05 0,06 0,04
GLU 240,19 314,92 313,73 263,33 328,46 319,84 326,00 297,68 293,48
FRU 317,11 493,25 470,95 44755 474,74 486,29 452,28 506,67 504,35
SucC 12,28 8,65 11,71 16,09 15,11 1596 17,06 19,54 15,30
TUR 0,27 0,72 1,38 1,67 0,03 0,04 0,09 0,17 0,17
GLY 0,05 0,13 0,26 0,30 0,16 0,23 0,25 0,11 0,17
GAL 0,05 0,03 0,18 0,07 0,56 0,11 0,04 0,04 0,10
iMAL 1,87 5,88 7,58 9,79 8,08 7,63 8,32 6,64 2,64
iMALt 1,33 1,98 0,89 3,79 1,30 1,55 1,85 0,68 0,74
MAL 5,50 511 6,98 8,83 2186 21,31 20,76 1459 6,48
MALt 0,05 0,04 0,06 0,05 0,33 0,34 0,39 0,07 0,18
SUM 581,96 843,03 832,47 772,38 854,66 854,98 828,03 848,18 825,33
FIG 1,32 1,57 1,50 1,70 1,45 1,52 1,39 1,70 1,72
M/iM 2,94 0,87 0,92 0,90 2,70 2,79 2,50 2,20 2,45
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Prilog 4. Nastavak.

Prilog

Uzorak MH1 WSH1 WSH2 WSH3 TH1 TH2 TH3 TH4 THA4
Botanicko
ooreklo Nana Vresak Majc¢ina duSica

Minerali (mg/kg)
Al 0,12 3,41 0,10 - 0,32 1,01 - 1,29 0,37
B 0,45 - - - - - 1,01 - -
Ba 0,31 0,06 0,06 0,04 0,06 0,09 0,02 0,04 0,07
Ca 102,21 47,75 54,66 54,6 60,9 62,86 28,84 605 58,76
Cd - 0,01 - - 0,01 - - - -
Co - 0,01 - 0,01 - - - - 0,01
Cr 0,01 0,04 0,02 0,01 0,02 0,03 0,03 0,03 0,05
Cu 0,13 0,39 0,3 0,26 0,17 0,10 0,10 0,05 0,06
Fe 0,67 1,57 1,16 1,59 3,05 1,55 129 168 172
K? 1,35 1,01 1,15 1,05 0,69 0,51 1,08 0,7 0,67
Li - - - - 0,01 - - - -
Mg 26,99 21,2 1854 1794 21,82 1492 10,88 5,76 7,56
Mn 5,28 1,07 0,66 0,25 0,20 0,15 0,09 0,08 0,09
Mo - - - 0,01 0,01 - 0,01 - -
Na 91,17 80,94 79,47 71,00 132,71 106,04 1248 1354 111,53
Ni 0,06 0,18 0,03 0,10 0,04 0,04 0,03 0,02 0,03
P 65,94 7549 73,18 67,12 46,16 53,42 48,94 32,09 40,22
Pb 0,02 - - - 0,06 - - - -
S 37,72 55,95 38,63 33,64 456 37,71 28,67 27,65 25,13
Sb - - - 0,01 - 0,02 - - 0,03
Se 0,06 0,08 0,04 0,09 0,03 0,08 0,07 0,12 0,05
Sr 0,14 0,04 0,03 0,03 0,23 0,14 0,05 0,15 0,07
V 0,01 - - 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 -
Zn 0,57 0,32 1,92 0,13 1,54 0,51 1,18 - 0,25
3K oncentacija kalijuma je izrazena u mg/g..
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Uro$ Gasi¢ je koautor dvadeset dva nau¢na rada u renomiranim medunarodnim
Casopisima, devet radova u medunarodnim c¢asopisima izuzetnih vrednosti (M21a),
sedam radova u vrhunskim medunarodnim casopisima (M21), tri rada u istaknutim
medunarodnim casopisima (M22) i tri rada u medunarodnim casopisima (M23).
Koautor je jednog poglavlja u knjizi medunarodnog znacaja (M14), kao i vise od
trideset saopstenja na medunarodnim i nacionalnim nau¢nim skupovima. Prvi autor je
na pet naucnih radova (svih pet se bave analitikom meda) i jednom je bio autor za
korespodenciju (Journal of AOAC International). Ukupan broj citata (izvor: Google
Scholar, Scopus i Web of Science): 230 (h indeks 7); bez autocitata: ~ 200 (h indeks 6).
Bio je recenzent osam nauc¢nih radova u casopisu Food Chemistry (medunarodni

Casopis izuzetnih vrednosti (M21a)).
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UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepanteTtcky 6nbnuoteky ,CBetosap Mapkosuh* ga y [urutanuu
penosnTopujym YHueepauTeta y Beorpafgy yHece Mojy [OKTOpCKY AvcepTauujy moa
HacrnoBoOM:

~PUTOXEMUjCKN Mapkepn BoTaHW4Kor 1 reorpadckor nopekna meaa”

KOja je Moje ayTopcko geno.

AvcepTaumjy ca cBuM npunosnma npeaao/na cam y enekTpoHckoM dopMaTy NorogHOM
3a TpajHO apxuBMpak-e.

Mojy —nokTopcky —AucepTauujy noxpaweHy Yy [urvTtanHom — penosuTopujymy
YHuBepanteTa y beorpagy v [OCTYMHy Y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOpPUCTE CBU
koju mowrTyjy oapenbe cagpxaHe y ofabpaHoM TUMy nuueHue KpeaTueHe 3ajennule
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4. AyTOpCTBO — HEKOMepUMjanHo — AENUTU nod Uctum yeriosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyTtopcTBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO — AenuTi noa uctum ycnosrma (CC BY-SA)
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UsjaBa o uctoBeTHOCTM WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOPCKOr paaa

Vime n npesume ayTtopa ___ Ypow M. Mawwmh

bpoj nnaekca __[1X41/2012

CTyaujckn nporpam __JOKTOP XEMUCKMX Hayka

Hacnos paga ,®uTtoxemmjckn mapkepu 6oTaHnuKor 1 reorpacbckor nopekna meaa”

MeHTop ___ ap Xwnsocnas Tewwwmh, pefoBHu npodecop

W3jaBreyjem faa je wramnaHa Bepavja MOr [OKTOPCKOr pafa WCTOBETHa €IeKTPOHCKO]
BEp3ujn Kojy cam npepao/na pafn noxpakseHa y [UrutanHom penosutopujymy
YHusepauteta y Beorpaay.

HosBorbaBam fga ce oGjaBe MojU NWYHM NojauM BesaHu 3a nobunjawe akagemckor
Hasnea [okTopa Hayka, Kao LWTO Cy UMe U Npeaume, roanHa 1 MecTo pofiewa u aatym
oabpaHe paga.

OB nu4HM nojaum Mory ce O0GjaBUTM Ha MpPEXHUM CTpaHALama AvruTanHe
BubrnoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory vy nyGrvkaunjama YHuBepaunTeTa y Beorpany.
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,, DUTOXeMUjcKM Mapkepu 6oTaHMUKOT U reorpad)ckor nopekna mepa’

e pe3ynTaT CONCTBEHOr NCTpaXXnBadKkor pana,

e [a aucepTauuvja y LUENUHW HU Y OenoBuMa Huje Buna npeanoxeHa 3a cTviuarke
Apyre aunnome npema CTYAMJCKMM Mporpamuma  Opyrx BUCOKOLLIKONCKNX
yCTaHoBa;

e [acy pe3ynTaTh KOPEKTHO HaBEAEHN W
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1. AytopcTBo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AMCTPUOYyLMjy M jaBHO caoniiTaBatbe
Aena, n npepajge, ako ce HaBefde MMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH on cTpaHe ayTopa

vnu JaBaola nuueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcrioboaHuja of CBUX
nueHum.

2. AytopcTBO — HeKoMmepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBare, AUCTPUBYLNjy W
jaBHO caonwiTaBarbe fena, n npepage, ako ce HaBefe VMe ayTopa Ha HaduH ogpefeH
o[ cTpaHe aytopa wnv gasaoua nuueHue. OBa nNvueHLa He 403BOSbaBa KoMepLnjanHy
ynoTpeby pena.

3. AytopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBate yMHOXaBaH-e,
AcTpubyunjy n jaBHO caonwTaBare fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara WUnu
ynoTtpebe aena y CBOM [eny, ako ce HaBefde WMe ayTopa Ha HauumH oapefeH of
CTpaHe ayTopa unu dasaola nuueHue. OBa nuueHuUa He [03BOSbaBa KoMepLUujanHy
ynoTpeby fena. Y ofHOCy Ha cBe ocTane nuueHLe, OBOM NULIEHLIOM Ce orpaHunyasa
Hajsehn obum npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOopCcTBO — HEKOMepLuMjanHo — AeNUTU NoA UCTUM ycrnoBuma. [lo3Borbasare
YMHOXaBak-e, ANCTpUOyLIMjy 1 jaBHO caonwiTaBake fena, v npepaae, ako ce Haseqe
MMe ayTopa Ha HadvH oApefieH of CTpaHe ayTopa Wnu gaBaolia NULEHUE U ako ce
npepaga Aaunctpubyupa nop WCTOM WM cnnyHOM nuueHuoM. Oea nuueHUa He
flo3Borbaea KomepuujanHy ynotpedy gena v npepaga.

5. AytopcTBOo — Ge3 npepapga. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, AMCTPUBYLMjY W jaBHO
caonwTaBake Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosarba Unu ynotpebe genay CBOM Aeny,
ako ce HaBefe vMe ayTopa Ha HadnH ofpefleH o cTpaHe ayTopa WMV JaBaola
nuuerue. OBa nuueHUa Ao3BObaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO — OenuTM Moa MCTUM ycnoBuma. [l03BoSbaBaTe YMHOXaBar-e,
AUCTpUBYLM]y 1 jaBHO caorluTaBare Aena, U Nnpepaje, ako Ce HaBede UMe ayTopa Ha
Ha4YMH oapefheH of cTpaHe ayTopa UMM AaBaola MUUEHLE W ako ce npepaja
AucTpubyupa nop MCTOM MMM CNMYHOM NMueHuoM. OBa nuueHUa [03BoSbasa
koMepumjanHy ynotpeby pgena w npepapa. CnvuyHa je codTBepckMM nuLEHUama,
OOHOCHO NLEHLIamMma OTBOPEHOT Koaa.



