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1. UVOD

Med predstavlja proizvod medonosnih pcela dobijen od nektara cvjetova ili sekreta zivih
dijelova biljaka, koji pcele transformiSu i obogate vlastitim specificnim materijama, ¢uvajuci
ga 1 ostavljajuci da sazri u odvojenim sa¢ima. Analizom hemijskog sastava meda utvrdeno je
da on predstavlja nutritivno visoko vrijedan proizvod koji sadrzi vise od 600 razlicitih jedinjenja
od kojih su najvisSe zastupljeni ugljeni hidrati, prvenstveno glukoza i fruktoza. Zbog svog
hemijskog sastava med ima dobra antioksidativna, antimikrobna, antiinflamatorna i
antikancerogena svojstva, te samim tim predstavlja namirnicu koja se konzumira u svim
dijelovima svijeta. Na kvalitet meda mogu uticati razliCiti postupci prerade koji mogu da
dovedu do rastvaranja kristala Secera radi usporavanja granulacije, homogenzacije boje meda,
unisStavanja osmofilnih kvasaca tolerantnih na Secer ¢ime se produzava odrzivost meda, ali i da
dovede do poboljSanja antimikrobnih 1 antioksidativnih svojstava meda. Danas je najceS¢e u
upotrebi primjena tretmana visokim temperaturama, a intenzivno se radi na ispitivanju drugih
metoda kao §to su primjena ultrazvuka, tretman UV zracima i primjena niskih temperatura.

Statisticki podaci ukazuju da se najveca koli¢ina proizvedenog meda konzumira u
svjezem, tj. nepreradenom obliku. Prerada meda, tj. koriStenje meda kao sirovine za tehnoloske
procese proizvodnje razli¢itih prehrambenih proizvoda bi mogla uticati na povecanje potraznje
meda na trzistu. Jedan od proizvoda u kom se kao glavna sirovina koristi med je vino od meda
ili medovina. Medovina predstavlja alkoholno pic¢e koje u svom sastavu sadrzi do 18 vol. %
alkohola, a nastaje fermentacijom razblazenog meda djelovanjem c¢elija kvasaca. Proizvodnja
medovine je poznata od davnina, u drevnoj istoriji Evrope, Afrike i Azije, §to medovinu
svrstava u red najstarijeg fermentisanog pica. Razvoj civilizacije 1 poljoprivredni resursi su
pokrenuli zamjenu medovine sa drugim alkoholnim pi¢ima, najvise pivom i vinom. Danas se
medovina najve¢im dijelom konzumira u Engleskoj, Isto¢noj Evropi i Juznoj Africi. Na
podrucju Republike Srpske 1 Srbije nema registrovanih proizvodac¢a medovine, iako se godisnja
proizvodnja meda u Srbiji kre¢e u granicama od 6 do 12 hiljada tona.

Podaci dostupni u literaturi ukazuju da proizvodnja medovine moze da se unaprijedi
dodatkom razli¢itih dodataka kao $to su voéni sokovi, biljke i zacini kako bi se poboljsala
funkcionalna svojstva medovine. Pored poboljSanja kvalitativnih karakteristika medovine,
dodatak razli¢itih komponenti moZe da utice i na proizvodni proces, odnosno moze da dode do
ubrzavanja toka fermentacije, nastanka vece koli€ine etanola 1 povecanja aromaticnih
komponenti u medovini. Na osnovu navedenih podataka, postoji opravdana mogucnost
upotrebe soka od aronije, jer su plodovi aronije posebno bogati polifenolnim jedinjenjima.
Antioksidativno djelovanje aronije obuhvata uklanjanje radikala, suzbijanje stvaranja
reaktivnog kiseonika i azota, obnavljanje antioksidanasa i inhibiciju prooksidativnih enzima.
Dodatni razlog za dodatak soka od aronije tokom proizvodnje medovine bi mogao biti i njen
uticaj na zdravstvene efekte, kao §to su gastroprotektivni, hepatoprotektivni i antikancerogeni.

Proucavaju¢i dostupnu literaturu, a uzimajuci u obzir sva svojstva meda 1 mogucénosti
dobijanja fermentisanih proizvoda na bazi meda kao sirovine, primjetno je da nema mnogo
objavljenih podataka o procesu proizvodnje medovine. Iz tog razloga, osnovni cilj ove
doktorske disertacije je dobijanje novog funkcionalnog napitka, odnosno dobijanje medovine



sa dodatkom soka od aronije uz optimizaciju procesa proizvodnje, ¢ime bi se mogao poboljsati
kvalitet proizvoda uz pojednostavljenje tehnoloskog procesa proizvodnje.

Prvi dio eksperimentalnog dijela je podrazumijevao analizu tri vrste meda, kako bi se
ocijenila moguénost upotrebe ovih vrsta meda kao sirovine za proizvodnju medovine. S tim
ciljem, odredena su fizicko-hemijska, antioksidativna i antimikrobna svojstva, kao i
mikrobioloski status meda. Sa ciljem poboljSanja ovih svojstava u polaznoj sirovini, izvrSeni
su tretmani odabranog meda, te izvrSena optimizacija na osnovu rezultata dobijenih analiza.
Optimizacija u ovom dijelu eksperimenta ima za cilj odabir jednog tretmana unutar
temperaturnih, jednog tretmana unutar ultrazvucnih tretmana i jednog tretmana unutar tretmana
UV zracenjem.

Drugi dio eksperimentalnog dijela je podrazumijevao pripremu rastvora za fermentaciju
sa dodatkom hladno cijedenog soka od aronije, ¢ime se tezilo poboljsanju antioksidativnih,
antimikrobnih i senzornih svojstava medovine kao finalnog proizvoda. Hladno cijedeni sok od
aronije, ¢ija su antioksidativna i antimikrobna svojstva pokazana u velikom broju nau¢nih
radova, moze da predstavlja dobru polaznu komponentu za proizvodnju nove vrste medovine.
Dodatak soka od aronije moze da ima viSestruku ulogu: povecanje unosa dodatnih hranljivih
materija potrebnih kvascu za proces fermentacije $to vodi ka ubrzanju procesa, §to je bitno sa
aspekta smanjenja troSkova i povecanja produktivnosti. Dodatak razli¢itih koli¢ina soka
koriSten je da bi se procijenio njegov uticaj na parametre procesa proizvodnje i kvaliteta vina,
ali i na tok fermentacije. Takode, dodatak hladno cijedenog soka od aronije je usmjeren na
ispitivanje mogucnosti poboljSanja antioksidativnih i antimikrobnih svojstava medovine.

Kako je u procesu proizvodnje medovine jedna od najvaznijih faza proces fermentacije
koji se odvija djelovanjem kvasaca, potrebno je ispitati uticaj razlicitih kvasaca na brzinu
procesa fermentacije i1 koli¢ine dodanih selekcionisanih kvasaca u rastvore za fermentaciju.
Svaki od njih odlikuje razlicita brzina procesa fermentacije, brzina rasta, prinos etanola i sl. Iz
tih razloga, u ovoj disertaciji koristena su tri komercijalno dostupna kvasca. Optimizacija u
ovom dijelu eksperimenta ima za cilj odabir jedne od tri vrste koriStenih komercijalnih kvasca,
kako bi se ubrzao proces nastanka etanola tokom alkoholne fermentacije. Optimizacija bi mogla
da pomogne pri pokretanju proizvodnje novih funkcionalnih proizvoda na bazi meda, koji su
dodatno nutritivno obogaceni.

Pored dobrih svojstava meda i hladno cijedenog soka od aronije kao Sirovina, vazno je
ispitati sastav gotovog proizvoda, s ciljem odredivanja jedinjenja koja nastaju u toku procesa
fermentacije, koliko suve materije ostane nakon procesa fermentacije, koliko etanola nastane i
sl. Karakterizacija proizvedene medovine podrazumijevala je odredivanje sadrzaja etanola i
metanola, sadrzaj ispraljivih kiselina, pH vrijednost i sadrzaj suve materije. Pored tog, ispitane
su i funkcionalne karakteristike ovog proizvoda (antimikrobna i antioksidativna svojstva), a
izvrSena je 1 senzorna analiza medovine. Svi rezultati su uporedeni sa rezultatima polaznih
rastvora. Pracen je tok fermentacije, mjerenjem promjene mase boca, kako bi se ispratila brzina
i tok fermentacije. Na osnovu dobijenih rezultata izraden je Gompertz-ov model koji je dobijen
fitovanjem eksperimentalnih podataka, te primjenom nelinearne regresione analize i ocjenom
regresionih koeficijenata metodom najmanjih kvadrata. Dobijeni matematicki modeli opisuju
nastanak etanola tokom procesa fermentacije uz predvidanje maksimalne brzine fermentacije 1
maksimalne koncentracije etanola, kao i lag vrijeme produkcije etanola.



Navedeno istrazivanje predstavlja osnov za dalja istrazivanja u ovoj oblasti, ali 1 za
pokretanje komercijalne proizvodnje ovog napitka.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Med

Prema Pravilniku o kvalitetu meda i drugih proizvoda pcela (Sluzbeni glasnik Republike
Srbije br. 101/15) ,,med predstavlja prirodnu slatku supstancu proizvedenu radom medonosnih
pcela iz biljnog nektara ili sekreta zivih dijelova biljaka ili sakupljanjem ekskreta insekata koji
se hrane siSu¢i sokove sa zivih dijelova biljaka, koje pcele sakupljaju, preraduju i dodaju
sopstvene specificne supstance, dehidriraju 1 odlazu u ¢elije sa¢a do sazrijevanja“. Ovakva
definicija meda navodi se i u Codex Alimentarius (12-1981, rev.1(1987), rev.2 (2001)) i u
evropskoj regulativi (Council Directive 2001/110/EC).

Med se, kao slatki i aromati¢ni proizvod, konzumira zbog visoke nutritivne vrijednosti,
ali i zbog efekta na ljudsko zdravlje, odnosno zbog dokazanih antioksidativnih,
antiinflamatornih, antimikrobnih (Alvarez-Suarez i sar., 2014), terapeutskih (Sereia i sar.,
2017), antihipertenzitivnih, hepatoprotektivnih i hipoglikemijskih svojstava (Erejuwa i sar.,
2012).

Prema prethodno navedenim zakonskim regulativama, med se prema porijeklu dijeli na
cvjetni ili nektarski med i medljikovac (Lazarevi¢, 2016). Pored podjele prema botanickom
porijeklu, med se moZe podijeliti prema nacinu dobijanja i obrade, gdje se razlikuju med iz saca
i centrifugirani med (Jojris, 1974).

Nektarski med se dobija iz nektara biljaka (Lazarevi¢, 2016), a razlikuje se monoflorni
nektarski med, gdje se péele hrane samo jednom vrstom cvijeta i poliflorni nektarski med, gdje
se pcele hrane sa vise botanickih izvora od kojih nijedan nije dominantan (Alvarez-Suarez i
sar., 2014). Nektarski med nikada nije u potpunosti dobijen od samo jedne vrste nektara. Za
monoflorni med, pored dominantne vrste nektara uvijek se moze naci i odredena koli¢ina
nektara drugih biljnih vrsta (Lazarevi¢, 2016). Razlikuje se viSe vrsta nektarskog meda:
bagremov, lipov, suncokretov, heljdin, lavandin, kestenov i dr. Navedene vrste meda se
medusobno razlikuju po boji, ukusu i drugim osobinama (Jovanovi¢, 2015). Livadski ili
mjeSoviti med, kao najviSe zastupljena vrsta poliflornog meda, ima zlatnozutu, a ponekad
mrkozutu boju, u zavisnosti od cvjetova koji preovladavaju i pcele ga proizvode od nektara
razli¢itih livadskih cvjetova (Jojris, 1974).

Medljikovac nastaje sakupljanjem ,,medene rose“ od ekskreta insekata rilicara
(Hemiptera), koji se hrane sokovima biljaka i ¢iji je usni aparat adaptiran na busenje biljnog
tkiva i usisavanje floemskog soka bogatog hranljivim sastojcima (Lazarevi¢, 2016).
Medljikovac se pretezno dobija iz ekskremenata travnih ili biljnih vasi, crviéa, lisnih buva i
drugih insekata. Ovi insekti se hrane sokovima biljaka, a njihovi ekskrementi padaju niz listove
u vidu slatkih kapljica. Medljikovac je obi¢no tamne boje (Jojri$, 1974) i ima specifi¢na fizicko-
hemijska, organolepticka i mikroskopska svojstva, uz posebno visoke vrijednosti pH i
elektricne provodljivosti (Oddo i Piro, 2004). Prema mikroskopskoj analizi, medljikovac ima
mali sadrzaj polena i1 elemenata medljike kao $to su spore, gljivice 1 alge (Lazarevi¢, 2016).
Posebno svojstvo ove vrste meda je visoka antioksidativna aktivnost (Wilczynska, 2010), kao
I antimikrobno dejstvo (Kacaniova i sar., 2011; Bucekova i sar., 2018). U odnosu na cvjetni



med, medljikovac pokazuje velike razlike u hemijskom sastavu, pogotovo u sadrzaju isparljivih
komponenti i u antioksidativnoj aktivnosti (Jerkovi¢ i Marijanovi¢, 2010).

Vrste meda, kao i pojedinacni uzorci meda unutar iste vrste, razlikuju se po svom
sastavu zbog cvjetnog i geografskog porijekla, klimatskih uslova, vrste péela koje sakupljaju
med i uslova prerade i skladiStenja (Prica 1 sar., 2014). 1z tog razloga karakteristike meda od
istog cvjetnog izvora, a razliitog geografskog porijekla, mogu da variraju kao posljedica
Klimatskih uslova i vegetacije (Lazarevic i sar., 2017). Danas je dokumentovano oko 300 vrsta

cvjetnog meda, a razli¢itost uzoraka je povezana sa raznolikos¢u nektara koji pcele sakupljaju
(Masalha i sar., 2018).

2.1.1. Fizi¢ko-hemijska svojstva meda

U medu je potvrdeno prisustvo vise od 600 jedinjenja koja ujedno mogu da doprinesu
ljudskom zdravlju (Masalha i sar., 2018). Hemijski sastav meda je najlakSe objasniti njegovom
raznoliko$¢u jer je skoro nemoguce pronaci dva identi¢na uzorka meda (Prica i sar., 2014).
Sastav meda je promjenljiv i najviSe zavisi od cvjetnog izvora, sezonskih i ekoloskih faktora
koji mogu uticati na sastav 1 bioloski efekat (Alvarez-Suarez 1 sar., 2014), zatim od pcelinje
vrste, klime, poljoprivrednih uslova i tretmana meda tokom ekstrakcije i skladistenja (Almeida-
Muradian i sar., 2013).

Med je ljepljiv i viskozan rastvor pretezno sastavljen od kompleksa ugljenih hidrata (80-
85 %), vode (15-17 %), proteina (0,1-0,4 %) i mineralnih materija (0,2 %) (Buba i sar., 2013).
U medu se mogu pronadi i druge manje zastupljene supstance, kao $to su: organske kiseline,
aminokiseline, minerali, vitamini, lipidi, aromati¢ne komponente, flavonoidi, pigmenti, vosak,
Cestice polena, enzimi i druge fitohemikalije (Almeida-Muradian i sar., 2013). Prica i sar.
(2014) navode da prosjecni sastav meda podrazumijeva oko 17 % vode, 38,19 % fruktoze, 31,28
% glukoze, 1,31 % saharoze, 7,31 % maltoze, 7,11 % laktoze, 0,04 % azota i oko 0,169 %
mineralnih materija. Frakcije isparljivih komponenti u medu su niske, ali sadrze aldehide,
ketone, alkohole, kiseline, estere, ugljovodonike, derivate benzena, derivate terpena i cikli¢ne
komponente (Masalha i sar., 2018).

Seceri predstavljaju 95-99 % suve materije meda, od Sega najveéi dio Seéera (85-95 %)
¢ine prosti Seceri fruktoza i glukoza, pri cemu je fruktoza zastupljenija od glukoze (Kukurova i
sar., 2008). Fruktoza je najslada od svih dostupnih zasladivaca i Secera, ¢iji glikemijski indeks
iznosi 19, dok je za glukozu oko 100 (Erejuwa i sar., 2012). Pored glukoze i fruktoze, prisutne
su i manje koli¢ine disaharida, najvise saharoze, maltoze, izomaltoze (Kukurova i sar., 2008;
Ngoi, 2016) i turanoze, trisaharida poput melezitoze i rafinoze (Ngoi, 2016), kao |
oligosaharida. lako su ovi ugljeni hidrati kvantitativno manje znacajni, oni mogu dati
informacije o botani¢kom porijeklu i ukazati na potencijalno falsifikovanje meda (Kukurova i
sar., 2008). SkladiStenje meda ima vazan uticaj na porast sadrzaja invertnog Secera (Sahinler i
Gul, 2005).

Med predstavlja visoko higroskopnu materiju, a sadrzaj vode moze da varira u
zavisnosti od vlaznosti vazduha tokom skladistenja meda. Ve¢i sadrzaj vode u medu povecava
moguénost pocetka fermentacije djelovanjem kvasaca, sto direktno uti¢e na promjenu ukusa
meda, a dovodi i do nastanka alkohola. Smatra se da sadrzaj vode manji od 18 % onemogucava
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pojavu fermentacije. Medutim, moguénost fermentacije se ne moze u potpunosti iskljuciti ni
pri sadrzaju vode od 17,1 %, zbog prisutnih kvasaca u medu, jer pokretanje fermentacije zavisi
1 od temperature ¢uvanja, kao i1 od sadrzaja dostupne vode nakon kristalizacije meda (Prica i
sar., 2014).

Sadrzaj vode bitno utice na fizicka svojstva meda, prvenstveno kristalizaciju, viskoznost
1 specificnu tezinu. Na sadrzaj vode uticu klimatski uslovi, vrsta pcela, snaga pcelinjeg drustva,
vlaznost 1 temperatura vazduha u kosnici, uslovi prerade 1 skladistenja, vrsta medonosne biljke
(Pricaisar., 2014), ventilacija pcelinjaka i obilje nektara (Lazarevi¢ i sar., 2017). Sadrzaj vode
izmedu pojedinih vrsta meda se ne razlikuje mnogo (Prica i sar., 2014).

Aktivitet vode (aw) predstavlja sadrzaj slobodne vode, a vazan je parametar kvaliteta
hrane, ukljucuju¢i i med. Od njega zavisi rast mikroorganizama, ali takode ima veze i sa
hemijskom i fizickom stabilno$¢u meda. Prisustvo veceg sadrzaja slobodne vode smanjuje rok
trajanja meda jer se stvara pogodna sredina za rast mikroorganizama. Na sadrzaj slobodne vode
u medu moze uticati proces pakovanja i skladiStenja (Ngoi, 2016).

pH vrijednost meda je izuzetno niska i kre¢e se izmedu 3 i1 4,5 Sto ukazuje na visoku
Kiselost proizvoda. Ovako niska pH vrijednost inhibira rast bakterija i drugih mikroorganizama
koji mogu da dovedu do kvarenja proizvoda (Prica i sar., 2014). pH vrijednost ima uticaj na
teksturu meda, stabilnost, kao i na rok trajanja (Rahman i sar., 2018).

U svom sastavu med sadrzi dosta razliCitih kiselina: mravlju, oksalnu, buternu,
limunsku, 2,3-dihidroksibutandiensku, jabu¢nu, piroglutaminsku, mlije¢nu, benzoevu,
maleinsku, glukonsku, izobuternu, jantarnu, pirogrozdanu, a-ketoglutarnu i glikolnu kiselinu.
Vecina organskih kiselina u medu se nalazi u formi estera, ¢ime se stvara karakteristi¢an ukus
1 aroma. Jedan dio kiselina u med dospijeva iz nektara biljaka, tako da sadrzaj kiselina zavisi
od vrste meda. Dio kiselina moze da nastane tokom skladiStenja i prerade meda ili djelovanjem
poviSene temperature. Kiselost meda moZe da iznosi od 8,7 do 59,5 mmeq/kg meda izraZena
kao mravlja kiselina. Povecanje kiselosti meda ukazuje na fermentaciju meda i transformaciju
alkohola u organske kiseline (Prica i sar., 2014).

Sadrzaj mineralnih materija u medu prirodno zavisi od moguénosti apsorpcije minerala
iz biljaka 1ili zemljiSta u toku sakupljanja nektara (Dhahir 1 Hemed, 2015). SadrZaj mineralnih
materija je od 0,1 do 0,2 % u cvjetnom medu Kkoji je svjetliji, dok je u medljikovcu, kao tamnijoj
vrsti meda, sadrzaj mineralnih materija iznad 1 % (Bogdanov i sar., 2007; Lazarevi¢ i sar.,
2017). Pored medljikovca visok sadrzaj mineralnih materija imaju i med od kestena i med od
vrijeska (Bogdanov i sar., 2007). SadrZaj ovih komponenti uti¢e na boju i ukus meda, pri cemu
veci sadrzaj minerala u medu dovodi do pojave tamnije boje 1 intenzivnijeg ukusa (Kukurova i
sar., 2008).

Od mineralnih materija u medu najzastupljeniji je kalijum (45 do 85 % od ukupnog
sadrzaja mineralnih materija) (Bogdanov 1 sar., 2007; Lazarevi¢ i sar., 2017). Poslije kalijuma
najvise ima natrijuma, kalcijuma i magnezijuma, a neSto manje su zastupljeni bakar, zeljezo,
cink i mangan. Med sadrzi i metale u tragovima koji su zastupljeni u koli¢inama manjim od 1
ug/g meda (Lazarevi¢ i sar., 2017). Za ¢ovjekov organizam su esencijalni elementi poput
selena, bakra, mangana, gvozda, nikla i cinka, a prisustvo ovih elemenata u koli¢inama ve¢im
od potrebnih moZe nepovoljno uticati na ljudski organizam. Takode, olovo, kadmijum 1
aluminijum, koji mogu da se nadu u medu, su toksi¢ni i mogu narusiti metabolizam covjeka
(Altun 1 sar., 2017). Pored navedenih, moguce je prisustvo 1 molibdena, kobalta, Zive i
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antimona. Elementi u tragovima mogu da igraju vaznu ulogu u metabolizmu, zdravlju i lije¢enju
nekih bolesti kod covjeka (Dhahir i Hemed, 2015). Medutim, prisustvo kadmijuma, olova, nikla
1 hroma je neprihvatljivo zbog njihovih kancerogenih i citotoksi¢nih efekata. Sadrzaj minerala
u medu moze da se koristi kao indikator kvaliteta meda (Altun i sar., 2017).

Glavne koli¢ine metala koji mogu da se pronadu u medu poticu iz zemljista na kom su
uzgajane biljke koriStene za proizvodnju meda. Pored toga, metali u medu mogu biti i rezultat
razliCite antropogenske aktivnosti, kao $to su blizina industrijskih zona, deponija otpada ili
poljoprivrednih obradivih povrSina (Lazarevi¢ i sar., 2017). Pcele svoju hranu mogu da
sakupljaju nekoliko kilometara od kosSnice, ¢ime dolazi do pojave kontaminacije u medu, zbog
¢ega je potrebno obratiti paznju na mjesta sa velikom industrijskom 1 poljoprivrednom
aktivnos$¢u (Formicki i sar., 2013). Zbog specificnog taloZzenja medene rose na povrsini lista
biljke, medljikovac je izlozen ve¢em stepenu zagadenja iz okoline u odnosu na nektarski med,
posebno u slucajevima kada zagadenje poti¢e iz vazduha. Mnogi autori pronalaze vece
zagadenje tesSkim metalima kod medljikovca u odnosu na nektarski med, ¢ak i u situacijama
kada su uslovi okoline identi¢ni (Marinova i sar., 2015).

Teski metali mogu biti Stetni za ¢ovjeka zbog tri razloga. Prvi od njih je da se metali u
hrani ne razlazu, nego se njihova koncentracija u njoj poveéava. Drugi razlog je moguénost da
se akumuliraju u covjekovom organizmu, ¢ime usporavaju ili ¢ak onemogucavaju
unutaréelijske biohemijske procese. Tre¢i razlog je Cinjenica da je velina teSkih metala
kancerogena ili ¢ak mutagena. Jednom kada se nadu u covjekovom organizmu, njihovo
uklanjanje se odvija jako tesko (Dhahir i Hemed, 2015).

Pored kontaminacije iz okoline, male koli¢ine metala u medu mogu da se jave zbog
kontaminacije u toku proizvodnje ili ¢uvanja meda (Dhahir i Hemed, 2015). 1z tog razloga je,
prilikom prou¢avanja mineralnog sastava meda, neophodno uzeti u obzir ekoloske, geografske
1 botanicke faktore, pogotovo kod odredivanja sadrZaja minerala u tragovima (Bogdanov i sar.,
2007).

Proteini, aminokiseline i vitamini rastvorljivi u vodi su rezultat prisustva polena i sekreta
medonosnih p¢ela u medu. Najzastupljeniji protein je protein mati¢ne mlijeci (eng. Royal Jelly),
koji moze da se koristi kao dokaz o potencijalnom falsifikovanju meda. Proteini iz biljke (polen
1 nektar) 1 sastav aminokiselina mogu da posluze za odredivanje botanickog porijekla meda, ali
1 za odredivanje vrste meda, tac¢nije da li se radi o cvjetnom medu ili medljikovcu (Kukurova i
sar., 2008).

Elektricna provodljivost meda je rezultat sadrzaja minerala ili ukupnog pepela,
organskih kiselina i proteina koji su prisutni u medu. Visi sadrzaj ovih komponenti rezultuje
vecom provodljivos¢u. Elektricna provodljivost moze da se koristi za karakterizaciju
botanickog porijekla meda zbog korelacije sa sadrzajem mineralnih materija, odnosno
sadrzajem pepela. Medljikovac je bogat izvor minerala, te zbog toga ova vrsta meda ima najvisi
nivo elektri¢ne provodljivosti (Lazarevic i sar., 2017). Elektri¢na provodljivost se razlikuje od
sadrzaja pepela jer se mjerenjem sadrzaja pepela odreduju jedino neorganski ostaci zaostali
nakon spaljivanja meda, dok elektricna provodljivost obuhvata sve jonizujuce organske i
neorganske komponente u medu. Bez obzira na to, sadrzaj pepela pokazuje pozitivnu korelaciju
sa elektri¢nom provodljivoséu. Osim toga, visok sadrzaj pepela u medu i sadrzaj kiselina uti¢u
na visok nivo elektri¢éne provodljivosti (Ngoi, 2016).



U medu su prisutni razli¢iti enzimi, kao Sto su invertaza, dijastaza, glukoza oksidaza,
katalaza, kiselinska fosfataza i dr. Invertaza, glukoza oksidaza i katalaza su najcesce pcelinjeg
porijekla, ¢ija aktivnost zavisi od vrste nektara i koli¢ine obradenog nektara od strane
medonosnih pcela (Moliné i sar., 2015). Enzimi, kao biohemijske komponente, su povezani sa
nutritivnim sadrzajem i svjezinom meda, a uticu i na sadrzaj proteina i slobodnih aminokiselina,
kao i na kiselost meda. Uloga enzima je da razlazu slozene komplekse Secera do jednostavnijih
Secera, prvenstveno glukoze i fruktoze. Ovako razlozeni Seceri pri odgovarajucoj temperaturi
mogu biti katalizovani do alkohola i sir¢etne kiseline u procesu fermentacije (Chua i Adnan,
2014).

Enzim a-glukozidaza (saharaza, invertaza) je glukoprotein koji poti¢e od
hipofaringealnih zlijezda péela, koji ima ulogu da koncentruje saharozu do saharid-glukoze i
fruktoze u procesu sazrijevanja meda. Invertaza hidrolizuje i saharozu i maltozu, a ima i
transglukozidazni efekat. Invertaza je osjetljiva na dejstvo visokih temperatura, sto dovodi do
njenog uniStavanja (Vorlova i Ptidal, 2002). Enzimska aktivnost uti¢e na pH vrijednost, ali
moze uticati i na promjenu ukusa i aromu meda nakon fermentacije (Chua i Adnan, 2014).
Enzim dijastaza je prirodno prisutan u medu, a sadrzaj ovog enzima opada tokom skladiStenja
i zagrijavanja (Fallico i sar., 2008).

Uloga glukoza oksidaze u medu je da katalizuje oksidaciju glukoze do glukonske
kiseline, pri ¢emu dolazi do nastanka vodonik peroksida. Katalaza dalje vodonik peroksid
razgraduje na vodu i kiseonik (Lazarevié, 2016). Prisustvo katalaze u medu je u direktnoj vezi
sa koli¢inom polena u medu, kao osnovnog izvora ovog enzima. Vodonik peroksid je u vezi sa
antibakterijskim svojstvima meda, a ujedno predstavlja i vezu sa glukoza oksidazom i
katalazom. Odnos koncentracije ova dva enzima utice na koli¢inu vodonik peroksida. Ukoliko
je koncentracija katalaze visoka, koli¢ina vodonik peroksida je niska, dok visoka koncentracija
glukoza oksidaze utic¢e na visok nivo vodonik peroksida (Jovanovi¢, 2015).

Hidroksimetilfurfural (HMF) je cikli¢ni aldehid koji se formira u toku kiselinski
katalizovane dehidratacije heksoza (Zappala i sar., 2005; Flanjak i sar., 2016) i povezan je sa
hemijskim svojstvima meda, prvenstveno pH vrijednos¢u, ukupnom kiselo$¢u 1 sadrzajem
mineralnih materija (Zappala 1 sar., 2005). Fallico 1 sar. (2008) navode da HMF predstavlja
najvazniji meduproizvod dvije reakcije: kiselinski katalizovane razgradnje heksoze i razgradnje
3-deoksiozona u Maillard-ovoj reakciji.

Codex Alimentarius Commission (12-1981, rev. 2, (2001)) navodi da je maksimalno
dozvoljena koli¢ina HMF 40 mg/kg meda, sa izuzetkom tropskog meda gdje je dozvoljen
sadrzaj do 80 mg/kg meda. HMF je pokazatelj pregrijavanja i starosti meda, a zavisi od
hemijskih karakteristika, botanickog porijekla meda, temperature, vremena zagrijavanja i
uslova skladiStenja. Kinetika nastajanja HMF je u korelaciji sa pH vrijednos¢u 1 sadrzajem
ukupnih i slobodnih kiselina (Fallico i sar., 2008).

2.1.2. Antioksidativna, antimikrobna i senzorna svojstva meda

Antioksidativna aktivnost meda zavisi od botanickog porijekla (Alvarez-Suarez i sar.,
2010; Jerkovi¢ 1 Marijanovi¢, 2010), uslova proizvodnje 1 skladistenja (Jerkovi¢ 1 Marijanovic,
2010). Sadrzaj aktivnih komponenti u biljkama prvenstveno zavisi od hemotipskih i klimatskih
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uslova (Alvarez-Suarez i sar., 2010). Antioksidativna svojstva meda ukazuju na mogucnost
prevencije nekih hroni¢nih oboljenja kao §to su koronarne bolesti srca, hroni¢na respiratorna
oboljenja ili ¢ak kancer (Ngoi, 2016).

Antioksidativna aktivnost meda je najvise povezana sa sadrzajem polifenolnih materija
(Parker i sar., 2016) i drugih jedinjenja, kao S§to su askorbinska kiselina, glukoza oksidaza,
katalaza, peroksidaza, proteini i karotenoidi (Jerkovi¢ i Marijanovi¢, 2010; Alvarez-Suarez i
sar., 2010). Polifenolne materije su vazna bioaktivna grupa jedinjenja sastavljena od galne
kiseline, kafene kiseline, ferulinske Kiseline, cimetne kiseline, hlorogene kiseline, kumarinske
kiseline, benzoeve kiseline, galangina, miricetina, apigenina, kvercetina, naringenina, katehina,
luteolina i dr. Neka bioaktivna jedinjenja, kao $to su kvercetin, luteolin, galangin, izoramnetin
I kampferol zastupljena su u skoro svim vrstama meda (Masalha i sar., 2018). Dodatnim
istrazivanjima pojedina¢nih fenola i drugih komponenti utvrdeno je da su antioksidativna
svojstva meda posljedica kombinacije Sirokog spektra aktivnih jedinjenja u medu (Jerkovic i
Marijanovi¢, 2010). U medu su identifikovana 33 flavonoida, od kojih je 9 pronadeno u
pcelinjem polenu, 11 u cvjetnom nektaru i 25 u propolisu (Akalin i sar., 2017). Pored toga,
fenolne kiseline 1 flavonoidi mogu posluziti kao indikator botanickog i geografskog porijekla
meda (Kukurova i sar., 2008).

Halouzka i sar. (2016) navode da uzorci medljikovca imaju najnizu pH vrijednost koja
je u korelaciji sa visokim sadrzajem fenolnih kiselina. Oni zaklju¢uju da najveéu
antikosidativnu aktivnost pokazuje medljikovac, zatim poliflorni, a najnizu monoflorni med.
Do sli¢nog zakljucka su dosli i Hussein i sar. (2011), koji su utvrdili visoku korelaciju izmedu
antioksidativne aktivnosti meda i njegovog sadrzaja ukupnih fenola. Fenolna kiselina ima
uticaj na ukus 1 boju meda ¢ime se ukazuje na korelaciju izmedu boje i1 antioksidativnog
kapaciteta, pri ¢emu tamniji med obezbjeduje visi nivo antioksidanasa (Ngoi 2016).

Kvalitet meda je pored senzornih, hemijskih 1 fizickih svojstava, odreden i
mikrobioloSkim svojstvima. U medu se razlikuje nekoliko izvora mikrobioloske kontaminacije.
Primarni izvori, koje je teSko eliminisati, uklju¢uju prisustvo polena, digestivni trakt
medonosnih péela, prasinu, vazduh 1 nektar, a sekundarni izvori kontaminacije poticu od
rukovanja medom u toku proizvodnje. Naj€es¢i mikroorganizmi koji se mogu nac¢i u medu su
plijesni, kvasci i spore Bacillus spp. i Clostridium spp. (Gomes i sar., 2009). Za ljude moze biti
opasna bakterija Clostridium botulinum zbog mogucnosti stvaranja spora koje mogu da luce
toksi¢ne materije (Ngoi, 2016).

Visoka osmolarnost u medu moze da inhibira rast i razvoj mikroorganizama. Vecina
bakterija raste kada je aktivitet vode u granicama od 0,94 do 0,99, a literaturni podaci za
aktivitet vode u medu navode da on naj¢esce iznosi od 0,56 do 0,62 (Gobin i sar., 2014). Pored
osmolarnosti, visok sadrzaj Se¢era u medu utice 1 na povlacenje vode iz bakterija procesom
osmoze (Ngoi, 2016). Neperoksidne komponente, kao sto su lizozomi, fenolne kiseline i
flavonoidi takode imaju uticaj na antimikrobna svojstva meda (Snowdon i Cliver, 1996).
Antibakterijsko djelovanje meda se uglavnom ispoljava na G (+) bakterije (Molan, 1992;
Bogdanov, 1997).

Veliki broj autora navodi da antimikrobna aktivnost meda ve¢inom zavisi od aktivnosti
enzima glukoza oksidaza koji je sastavni dio meda. Ovaj enzim ima zadatak da katalizuje
oksidaciju glukoze do vodonik peroksida koji ima ulogu bakteriostatskog agensa. Enzim je
prakti¢no neaktivan u apsolutnom medu, tj. postoji moguénost proizvodnje vodonik peroksida
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samo kada je med razblazen. Aktivnost ovog enzima moze da se narusi primjenom intenzivnog
termickog tretmana (Kabbani i sar., 2011).

Pored navedenih faktora, smatra se da na antimikrobnu aktivnost uti¢u i fenolna
jedinjenja koja potic¢u iz biljnog nektara. Sadrzaj pojedinacnih fenolnih jedinjenja koji su
izolovani iz meda je dosta niska, te se mehanizam antimikrobnog djelovanja fenolnih jedinjenja
ispituje. Gobin i sar. (2014) navode da je u medu identifikovano nekoliko antimikrobnih
fenolnih jedinjenja, Sto ukazuje na povezanost antimikrobnih i antioksidativnih svojstava u
medu.

Senzorna analiza predstavlja ispitivanje karakteristika proizvoda sa pet Culnih organa,
odnosno ispitivanje boje, mirisa, ukusa, dodira i teksture. Prva senzorna analiza meda je
izvedena u Francuskoj sa tradicionalnim metodama, uz Gonnet-ov tim. Senzorna analiza
omogucava da se uoce razlike u botanickom porijeklu meda i da se identifikuju i kvantifikuju
moguéi nedostaci u medu, kao $to su prisustvo necistoca, neprijatnih mirisa i ukusa, pocetak
fermentacije i sl. Neke od karakteristika koje se utvrde putem senzorne analize, mogu da se
dokazu i eksperimentalno analizom u laboratoriji (Piana 1 sar., 2004).

U skladu sa United States Department of Agriculture (USDA) standardima za boju, boja
predstavlja prvo svojstvo na osnovu kog se moze pretpostaviti botanicko porijeklo meda. Boja
moze da varira od svijetlo Zute, boje ¢ilibara, tamnog Cilibara ili ¢ak crne (Ngoi, 2016), a najvise
zavisi od cvjetnog porijekla i od sadrzaja mineralnih materija u medu. Veci sadrzaj mineralnih
materija rezultuje tamnijom bojom meda (Basmaci, 2010).

2.1.3. Tretman meda radi poboljSanja funkcionalnih svojstava proizvoda

Med predstavlja hranu koja prolazi kroz mnoge promjene u svom sastavu tokom
skladiStenja (da Silva 1 sar., 2016). Proces starenja meda zapocinje na terenu kada pcelari
prebacuju med iz ko$nica u ba¢ve, a nastavlja se transportom i skladistenjem prije industrijskog
tretmana, zatim u toku industrijskog procesa, kao i nakon njega (Escriche i sar., 2008).

Promjene koje nastaju u toku ¢uvanja meda su ocekivane zbog odvijanja razlicitih
hemijskih reakcija, ukljucujuéi fermentaciju, oksidaciju i1 termicke procese, cime se modifikuju
sastojci meda. Primjer ovakve promjene je HMF koji nastaje kao proizvod Maillard-ove
reakcije, a razlog nastanka je termicki tretman ili duZe vrijeme skladiStenja. HMF mozZe nastati
i kao rezultat dehidratacije Secera u kiseloj sredini kakva je med (da Silva i sar., 2016).

U toku ¢uvanja u péelinjim sa¢ima, med je najcesce u teCnom obliku, a nakon izdvajanja
1z ko$nice pojedine vrste meda kristaliSu nakon nekoliko dana ili sedmica. Kristalizacija meda
je specifi¢an fenomen (Conforti i sar., 2006), 1ako predstavlja prirodni proces koji ne naruSava
kvalitet proizvoda (Kedzierska-Matysek i sar., 2016). Kada se kristalizacija nekontrolisano desi
tokom skladiStenja, med postaje zamucen a samim tim i manje prihvatljiv za potrosaca. lako se
kristalizacija najceS¢e odvija u nekontrolisanim uslovima, moguce je dobiti kremasti med koji
nastaje kontrolisanom kristalizacijom, kada dolazi do stvaranja velikog broja sitnih kristala koje
nepce i ne osjeti tokom konzumiranja (Conforti i sar., 2006).

Kristalizacijom meda dolazi do razdvajanja tecne i ¢vrste faze, Cime raste aktivitet vode,
a samim tim dolazi do smanjenja sadrzaja ugljenih hidrata u tecnoj fazi. Ovako nastaju
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optimalni uslovi za rast i razvoj mikroorganizama, prvenstveno kvasaca i plijesni, ¢ime se utice
na kvalitet i senzorna svojstva meda (Kowalski i sar., 2012).

Kristalizacija nastaje smanjenjem rastvorljivosti meda kao posljedica opadanja
temperature, ¢ime dolazi do favorizovanja granulacije, ali i do povecanja viskoznosti. Takode,
dolazi i do usporavanja kretanja molekula $to rezultuje nizom stopom granulacije (Conforti i
sar., 2006) koja se sastoji iz dva procesa koji podrazumijevaju formiranje kristala i njihov rast.
Ova dva procesa zavise najviSe od sastava meda i temperature ¢uvanja (K¢dzierska-Matysek i
sar., 2016).

Kristalizacija meda i veli¢ina formiranih kristala je u funkciji sadrzaja vode, odnosa
glukoze i fruktoze i termickih procesa (Tosi i sar., 2002). Ujedno, kristalizacija zavisi i od
sadrzaja dekstrina, aktiviteta vode, prisustva mikrokristala, starosti i temperature ¢uvanja. Med
tezi brzoj kristalizaciji ako je sadrzaj glukoze veéi od 280-300 g/kg, kada je odnos glukoze i
vode 2,1:1 ili ve¢i ili kada je odnos fruktoze i glukoze manji od 1,4:1. Kristalizovan med je
obi¢no neproziran i u formi voska (Tosi i sar., 2004), pa je zbog nezeljene pojave kristalizacije
pozeljno izvrsiti tretman meda, ¢ime se tezi ocuvati visok nivo kvaliteta meda.

Tretman visokim temperaturama

Zagrijavanje meda je vazan korak u proizvodnji meda, jer visoke temperature imaju
uticaj na kvalitet proizvoda (Chua i sar., 2014). Istrazivanja pokazuju da tretiranje meda,
optimalnog kvaliteta, primjenom visoke temperature u kratkom vremenskom periodu, ne utice
znacajno na njegov kvalitet (Escriche i sar., 2008). Zagrijavanjem se olakSava proces pakovanja
meda u posude, smanjenjem viskoznosti meda, a ujedno se smanjuje i sadrzaj vode u medu §to
je vazno zbog onemoguéenja pojave fermentacije (Chua i sar., 2014; Oniir i sar., 2018), s
obzirom da dolazi do porasta aktiviteta vode tokom kristalizacije meda prije tretmana (Eshete i
Eshete, 2019).

Tradicionalni nacin topljenja meda podrazumijeva primjenu zagrijavanja na
temperaturama iznad 50 °C (Eshete i Eshete, 2019), dok se industrijski procesi uglavnhom
sastoje iz dvije faze. Prva je prevodenje u te¢no stanje (na priblizno 55 °C) kako bi se osiguralo
lakse rukovanje medom, a druga faza je proces pasterizacije kojim se razaraju centri
kristalizacije koji uzrokuju o¢vr§¢avanje meda, te Se ovako omoguc¢ava da med duze ostane u
te¢nom stanju (Escriche i sar., 2008). Kratkotrajno zagrijavanje meda iznad 70 °C ili ¢ak iznad
77 °C, u toku 5 min, predstavlja komercijalnu proizvodnu praksu (Kabbani i sar., 2011).
Kowalski i sar. (2012) navode da se konvencionalni metod zagrijavanja sastoji iz faze
predgrijavanja (oko 40 °C), cijedenja meda u cilju filtracije 1 direktnog zagrijavanja na
temperaturi 60-68 °C u trajanju od 25-30 min.

Bez obzira na vaznost zagrijavanja u procesu proizvodnje meda, jo§ uvijek nisu tatno
definisani temperatura i vrijeme tretmana koji su odgovarajuci za odredenu vrstu meda. Smatra
se da su optimalni uslovi zagrijavanja razli¢iti za medove razli¢itog geografskog i botanickog
porijekla, najéesce u rasponu od 30 do 140 °C u trajanju od nekoliko sekundi do nekoliko sati
(Chua i sar., 2014; Blidi i sar., 2017). Blidi i sar. (2017) navode da je za med predlozena
pasterizacija na 78 °C u trajanju 6-7 min, jer ovakav proces ne utic¢e na kvalitet meda.

U industrijskim postrojenjima zagrijavanje se vr$i u posebnim velikim povrSinskim
sistemima za razmjenu toplote. Nekontrolisana termicka obrada moze da dovede do pogorSanja
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kvaliteta proizvoda, Cak i do karamelizacije zbog znacajnih gubitaka koji mogu nastati zbog
promjene boje, teksture, ukusa, enzimske aktivnosti i hranljive vrijednosti (Blidi i sar., 2017).

Pored smanjenja moguc¢nosti fermentacije, visoka temperatura uniStava osmofilne
kvasce koji su tolerantni na Secer, ¢ime se produzuje rok trajanja meda (Chua i sar., 2014),
ta¢nije pasterizacija ima ulogu prevencije kontaminacije bakterijama i kvascima koji bi mogli
izazvati spontanu i neZeljenu fermentaciju meda (Escriche i sar., 2008). Zagrijavanje meda na
temperaturama od 60 do 70 °C u trajanju od 10 min moze da dovede do unistavanja kvasca u
potpunosti. Rezultati ove metode imaju isti uc¢inak kao i konvencionalne metode zagrijavanja
od 60 do 65 °C u trajanju od 25 do 30 min. Kvasci mogu da rastu iako med ima antimikrobna
svojstva, kao i nizak sadrzaj vode i1 visok sadrzaj Secera. Saccharomyces cerevisiae je
dominantni kvasac koji izaziva fermentaciju meda i tolerantan je na visok sadrzaj Secera (Fauzi,
2014).

Temperaturnim tretmanom se postize i homogenizacija boje meda (Chua i sar., 2014),
iako nekontrolisano povecanje temperature moze da dovede do formiranja smedeg pigmenta
koji uti¢e na tamnjenje meda (Basmaci, 2010; Ngoi, 2016). Stvaranje ovog smedeg pigmenta
povezano je sa gubitkom kvaliteta meda, a utice i na prihvatljivost od strane potroSac¢a (Rahman
i sar., 2018).

Zagrijavanje meda uti¢e na parametre kvaliteta meda, kao $to su sadrzaj HMF i aktivnost
dijastaze koja predstavlja stepen inaktiviranosti najstabilnijeg enzima u medu. Primjetno je
odsustvo HMF u svjezem i netretiranom uzorku meda, ali njegov sadrzaj raste sa primjenom
tretmana zagrijavanja, tokom duzeg skladistenja, tokom ekstrakcije i pakovanja. 1z tog razloga,
HMF se smatra parametrom svjezine i kvaliteta meda (Ciric i sar., 2018). Nastanak HMF je u
korelaciji sa nekim hemijskim parametrima u medu, ukljuujué¢i ukupnu kiselost, sadrzaj
Mmineralnih materija, pH vrijednost i sadrzaj laktona. HMF najce$¢e nastaje kada je pH
vrijednost 5 ili niza (Adriana i Cornelia, 2011).

Tosi i sar. (2002; 2004) su modelovali promjenu sadrzaja HMF mijenjajuéi razlicite
temperature koje su se kretale izmedu 80 i 140 °C, a vise su od temperatura koje se koriste u
industrijskim uslovima 1 ustanovili su da ne dolazi do znac¢ajnih promjena u sadrzaju HMF i
vrijednosti aktivnosti dijastaze. Takode, oni su naveli, s obzirom na dozvoljeno smanjenje
vrijednosti aktivnosti dijastaze i maksimalne temperature, da bi i vrijeme zagrijavanja moglo
biti veée od predlozenog. Fallico i sar. (2004) su proucavali kinetiku formiranja HMF pri
zagrijavanju meda na 50, 70 i 100 °C i ustanovili su da pri zagrijavanju meda na temperaturama
nizim od 50 °C, sadrzaj HMF zavisi od pH vrijednosti i kiselosti u medu, te da pri zagrijavanju
meda na vi§im temperaturama sadrzaj HMF raste u zavisnosti od vrste meda.

Pored sadrzaja HMF, enzimska aktivnost takode predstavlja parametar svjezine meda,
te se ova dva parametra Cesto prate prije i nakon primjene termickog tretmana. Sadrzaj HMF
raste, dok vrijednost enzimske aktivnosti opada za med koji je zagrijavan, dugo stoji ili se
nepravilno skladisti (Chua i sar., 2014). Prema standardnim propisima, minimalna dozvoljena
vrijednost aktivnosti dijastaze je 8, koja se izrazava kao DN, odnosno broj dijastaze u Schade
skali. Ovaj broj odgovara Gothe-ovoj skali, gdje je definisan kao g skroba hidrolizovanog u
roku 1 h na temperaturi od 40 °C na 100 g meda. Gonnet i sar. (1964) navode da je najbolji
rezim pasterizacije pri 78 “C u trajanju od 6-7 min, pri ¢emu ne dolazi do velikog naruSavanja
kvaliteta meda (Tosi i sar., 2008). S druge strane, zagrijavanje na viS§im temperaturama moze
da uzrokuje inaktivaciju enzima. U zavisnosti od vrste meda, u njemu se nalaze razli¢iti enzimi
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koji imaju visestruku ulogu. Jedan od najvaznijih enzima u medu je dijastaza koja ima ulogu
razdvajanja glikozidnih veza u oligosaharidima i polisaharidima. Aktivnost ovog enzima opada
viSe sa duzim vremenom zagrijavanja i cuvanja (Kowalski i sar., 2012; Moliné i sar., 2015).
Aktivnost dijastaze je povezana sa njenom strukturom, koja moze da se mijenja denaturacijom
I zagrijavanjem (Ciric i sar., 2018).

Zagrijavanje meda uti¢e i na gubitak termolabilnih aromati¢nih komponenti, Koji su
proporcionalni vremenu zagrijavanja i temperaturi (Tosi i sar., 2008). Zagrijavanje meda na
temperaturama iznad 40 °C, pored inaktivacije pojedinih enzima, dovodi i do denaturacije
proteina vaznih za funkcionalne osobine meda kao proizvoda (Janghu i sar., 2017). Neka
istrazivanja ukazuju da primjena temperature dovodi do povecanja antioksidativnog potencijala
u hrani (Ngoi, 2016). Antioksidansi koji se nalaze prirodno prisutni u medu gube se termickim
tretmanom, dok istovremeno dolazi do formiranja antioksidanasa u toku Maillard-ove reakcije
(Turkmen i sar., 2005; Sari¢ i sar., 2013). Uticaj termi¢kog tretmana na antioksidativna
svojstva, kao 1 na sadrzaj fenola poprili¢no zavisi od vrste meda, odnosno izvora od kog je med
dobijen (Quintero-Lira i sar., 2016).

Tretman niskim temperaturama

Zamrzavanje hrane usporava, ali ne zaustavlja fizicko-hemijske i biohemijske reakcije
koje dovode do kvarenja namirnica (Rahman i Velez-Ruiz, 1999). Hermeticki zatvoren med
moze da se ¢uva na temperaturama zamrzavanja, jer se smatra da se na ovaj na¢in med moze
oCuvati duzi vremenski period, ali i da se ovako najmanje utie na fizicko-hemijska,
antioksidativna i antimikrobna svojstva (Kedzierska-Matysek i sar., 2016).

Gubitak kvaliteta zamrznute hrane zavisi prvenstveno od temperature skladistenja,
duzine trajanja skladistenja i nac¢ina odmrzavanja. Na temperaturama ispod -18 °C u potpunosti
je zaustavljen mikrobioloski rast, a enzimske i neenzimske promjene se nastavljaju, ali
usporeno (Rahman i Velez-Ruiz, 1999). Takode, sa nizom temperaturom dolazi do usporavanja
hemijskih reakcija u medu, $to je posebno primjetno na temperaturama ispod 0 °C (Kedzierska-
Matysek 1 sar.,, 2016). Pored zaustavljanja mikrobioloskog rasta, pri temperaturama
zamrzavanja tezi se ocuvanju svih nutrijenata koje namirnica sadrzi u svom sastavu (James i
James, 2014). Medutim, zamrznuta hrana trpi promjene u fizicko-hemijskim svojstvima, a
najvise se ispoljava na pH vrijednost, viskoznost, aktivitet vode i oksidaciono-redukcioni
potencijal (Rahman i Velez-Ruiz, 1999).

Niske temperature usporavaju ili potpuno zaustavljaju proces kristalizacije u medu,
redukuju viskozitet i onemogucavaju pocetak procesa fermentacije (Kedzierska-Matysek i sar.,
2016). Vecina meda u svom sastavu sadrzi vecu koli¢inu glukoze u odnosu na fruktozu, $to
moze da dovede do spontane kristalizacije na sobnoj temperaturi, pri ¢emu se stvara glukoza
monohidrat. Pored odnosa glukoze 1 fruktoze, na kristalizaciju meda utie 1 sadrzaj vode.
Conforti 1 sar. (2006) su ustanovili da su vrste meda sa ve¢im sadrzajem vode pri temperaturi
od -20 °C vise kristalisale, §to je obrnuto sa rezultatima dobijenim na sobnoj temperaturi.

Ribeiro i sar. (2017) navode da zamrzavanje smanjuje sadrzaj vode 1 viskoznost uzorka.
Zamrzavanje brzim sniZavanjem temperature smanjuje mogucénost gubitka kvaliteta meda, a
moze da uti¢e na zadrZavanje vode stvaranjem kristala leda. Medutim, oni su zakljucili da
uprkos smanjenju vode (bez promjene aktiviteta vode), dolazi do smanjenja viskoznosti.
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Tretman ultrazvukom

Ultrazvucni talasi su zvucni talasi koji imaju frekvenciju visu od one koju moze da osjeti
ljudsko ¢ulo sluha (iznad 20 000 Hz), a mogu da se prenose kroz vodu bez umanjenja njihove
snage. Uzrokuju mehanicke 1 termicke promjene u materijalima kroz koje prolaze, kao i
promjene u jednocelijskim organizmima (Thrasyvoulou i sar., 1994). Ultrazvuk se generise
primjenom vibracione sile na povrSinu materijala. Upotreba ovog tretmana danas najcesce
predstavlja primjenu ultrazvuka sa snagom ve¢om od 5 W/cm? i nizom frekvencijom (otprilike
40 kHz). Kada se primjeni na odredeni materijal, vibraciona sila se prenosi kroz veze unutar
molekula (Fauzi, 2014).

Ultrazvuc¢na tehnologija se koristi kao alternativa konvencionalnom termickom
tretmanu. Efekat ultrazvuka se ogleda u fenomenu kavitacije koji moze dovesti do izmjene
strukture (Quintero-Lira i sar., 2016). Ultrazvuk dovodi do efikasnog mijesanja, brzeg prenosa
mase i energije, redukcije temperature, selektivne ekstrakcije i manje proizvodnje otpada
(Janghu 1 sar., 2017). Ultrazvu¢ni postupak je postao alternativa mnogim uobicajnim
postupcima prerade hrane, poput homogenizacije, mljevenja, mijesanja, pasterizacije i
odvajanja ¢vrstih dijelova od te¢nih. Takode, pokazalo se da se poboljsava i efikasnost procesa
kao $to su filtracija, ekstrakcija i fermentacija (Kabbani i sar., 2011). U prehrambenoj industriji
ultrazvuk nalazi primjenu i u rjeSavanju problema kristalizacije masti ili SeCera, za inhibiciju
enzimske aktivnosti i za produzenje roka trajanja proizvoda (Fauzi, 2014). Primjena ultrazvuka
moze dovesti do eliminisanja kristala u medu, §to se obja$njava ultrazvu¢nim tretmanom meda
pri frekvenciji od 40 kHz uz temperaturu od 40-60 °C, nakon ¢ega med sadrzi samo male
koli¢ine sitnih kristala (Quintero-Lira i sar., 2016). Kalogereas (1955) navodi da ultrazvu¢ni
talasi visoke frekvencije, pored eliminisanja kristala, takode onemogucavaju dalji tok
kristalizacije. Tehnologija ute¢njavanja meda upotrebom zvuka visoke frekvencije je na
pocetku svoje primjene bila prili¢no skupa jer je vrijeme za ute¢njavanje bilo oko 30 min.
Kasnije je Liebl (1977) smanjio ovaj proces na 30 s koriStenjem ultrazvuénih talasa vise
frekvencije (18 kHz) (Thrasyvoulou i sar., 1994). Quintero-Lira i sar. (2016) takode navode da
ultrazvuk predstavlja pogodnu opciju kako za smanjenje veli¢ine kristala, tako i za ute¢njavanje
meda.

Tretman ultrazvukom moze se efikasno koristiti za termic¢ku obradu meda, bez
naruSavanja njegovih glavnih parametara kvaliteta, ali uz ta¢no definisane parametre procesa
(Kabbani i sar., 2011). Uticaj ultrazvuka na kvalitet meda zavisi od vremena tretiranja,
amplitude, zapremine uzorka 1 istovremenog koriStenja termickog tretmana (Scripcd 1 Amariei,
2021).

Primjena ultrazvuka u kombinaciji sa pojacanom temperaturom moze da ima uticaj na
inaktivaciju mikroorganizama (Fauzi, 2014). Neke studije ukazuju da primjena ultrazvuka ima
destruktivne efekte na mikroorganizme, posebno aerobne bakterije. Takode, navodi se i da
primjenom ultrazvuka dolazi do uniStavanja veéine kvasaca. D' Arcy (2007) smatra da
inaktivacija mikroorganizama nastaje usljed pojave kavitacije, lokalizovanog zagrijavanja i
stvaranja slobodnih radikala (Fauzi, 2014; Scripca i Amariei, 2021).

Primjena ultrazvuka pri frekvenciji od 23 kHz nije imala znaCajnog uticaja na sadrzaj
vode, elektriénu provodljivost i pH vrijednost meda (Fauzi, 2014). Scripca i Amariei (2021)
navode da tretiranjem meda na temperaturi od 20 °C i frekvenciji od 42 kHz, u trajanju od 1 h,
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dolazi do primjetnih promjena u pH vrijednosti meda i aktivnosti dijastaze. Takode, uzorci
meda tretiranih ultrazvukom su pokazali poveéan sadrzaj ukupnih polifenola, ukupnih
flavonoida i ukupni antioksidativni kapacitet, zbog Cega ultrazvucni tretman predstavlja
alternativni nacin ocuvanja meda i odrzavanja njegovog kvaliteta (Scripca i Amariei, 2021).

Tretman ultraljubicastim zracenjem

Ultraljubicasto (UV) zraCenje predstavlja oblik energije nejonizujuceg zraCenja pri
talasnim duzinama od 100 do 400 nm (Shubham i Kumar, 2018). UV zraci mogu da prodru u
prehrambene namirnice nekoliko mm u zavisnosti od optickih svojstava hrane. Zbog slabije
prodornosti u neprozirnim namirnicama, a posebno u namirnicama koje sadrze obojena
jedinjenja, neophodno je tretiranje namirnice UV zrakama u tankom sloju. Moguénost
prodiranja UV zraka se smanjuje sa povecanjem koeficijenta apsorpcije (Koutchma, 2008;
Choudhary i Bandla, 2012). Za efikasnost UV zracenja vazni su podaci o kinetickoj inaktivaciji
patogenih mikroorganizama i interakciji izmedu mikroorganizama i povrsinskih materijala
(Koutchma, 2008). U proizvodnji hrane UV zracenje se koristi kao metoda za povecanje roka
trajanja namirnica smanjenjem broja patogenih mikroorganizama (Csap6 i sar., 2019). U
industriji meda upotreba UV zrafenja se jo§ uvijek unapreduje i smatra se jednom od
alternativnih tehnika obrade meda (Fauzi, 2014).

Netermicke tehnologije danas se Cesto koriste za inaktivaciju mikroorganizama
(Cristina i1 sar., 2014). Smatra se da je UV zracenje mikrobioloski efikasno pri talasnim
duzinama od 200 do 280 nm (Shubham i Kumar, 2018), dok Cristina i sar. (2014) navode
talasnu duzinu od 254 nm koja pored inaktivacije velikog broja bakterija, moze da inaktivira i
pojedine viruse. Fauzi (2014) UV zraCenje predstavlja kao tretman pogodan za inaktivaciju
patogenih mikroorganizama. IzloZenost mikroorganizama UV zrafenju narusava njihov DNK
Sto dovodi do njihove smrti. Razli¢ite doze UV zraenja mogu da se koriste za pasterizaciju
te¢nih namirnica ili za dezinfekciju ¢vrstih namirnica (Cristina i sar., 2014). Izlaganjem UV
zracenju, mikrobna inaktivacija se moze postici za nekoliko sekundi ili minuta, u zavisnosti od
vrste prehrambenih proizvoda i vrste mikroorganizama koji se zeli inaktivirati (Choudhary i
Bandla, 2012).

UV zraCenje predstavlja efikasnu metodu za dezinfekciju vode i dekontaminaciju
povrsina i ambalaze u prehrambenim industrijama (Bintsis i sar., 2000; Koutchma, 2008).
Mnoga istrazivanja ukazuju na obecavajuce rezultate upotrebe UV zracenja kao netermicke
tehnike cuvanja hrane (Lopez-Rubira i sar., 2005). Prema Mercier (1997) UV zracenje indukuje
i bioloski stres i odbrambene mehanizme biljnih tkiva. Ovi inducibilni efekti ukljucuju
akumulaciju antimikrobnih jedinjenja (fitoaleksina), modifikaciju ¢elijskog zida, povecanje
aktivnosti enzima i povecanu antioksidativnu aktivnost (Choudhary i Bandla, 2012).

2.2. Medovina

Medovina predstavlja tradicionalno alkoholno pi¢e koje sadrzi izmedu 8 i 18 vol.%
alkohola nastalog alkoholnom fermentacijom razblazenog meda, pod uticajem celija kvasca
(Smorgovicova i sar., 2012). Neki je nazivaju medovinom, neki vinom od meda, a pojavljuje
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se i izraz pi¢e bogova (Schramm, 2003). Duga istorija proizvodnje, pored arome i ukusa koju
medovina ima, dovela je do poveéane potrebe za konzumiranjem od strane potrosaca, a vece
interesovanje za medovinu postignuto je zbog nutritivnih i terapeutskih svojstava (Hernandez i
sar., 2015). Medovina ima pozitivan uticaj na metabolizam ¢ovjeka, posebno na proces varenja
(Gupta i Sharma, 2009; Dezmirean i sar., 2012) a ujedno smanjuje i rizik od hroni¢nih bolesti
(Dezmirean i sar., 2012).

Medovina se, kao autohtoni fermentisani napitak, proizvodi hiljadama godina
(Teramoto i sar., 2005). Podaci o medovini su pronadeni u drevnoj istoriji Evrope, Afrike i
Azije, tako da se medovina moZe smatrati pretkom svih fermentisanih napitaka (Smorgovi¢ova
i sar., 2012). Ovo pice su konzumirali Egip¢ani, Grei, Kelti, Saksonci i Varvari. U Americi je
ovo pice prvenstveno proizvodila drevna civilizacija Maja, koji su med dobijen od péela vrste
Melipona rastvarali u vodi, macerirali komadima kore drveta i fermentisali pice, a zatim ga
konzumirali pri svojim svecanostima (Cuenca i sar., 2016). Proizvodnja medovine je vise
poznata kao empirijska metoda, dosta sli¢na procesu proizvodnje vina (Martinez i sar., 2016).
Ovo pice je danas popularno u Isto¢noj Evropi, Poljskoj 1 Sloveniji, kao 1 u Balti¢kim zemljama.
U poslednje vrijeme se sve viSe upotrebljava u Engleskoj, Njemackoj, Juznoj Africi i Etiopiji.
U Portugalu se medovina jo§ uvijek proizvodi na tradicionalan nacin, najces¢e u kuénim
uslovima (Pereira, 2015).

Smatra se da je prva medovina proizvedena u trenutku kada je kisa napadala u otvorenu
posudu sa medom. Na taj nac¢in u med je dospio divlji kvasac (Pereira, 2015). Iako je u proslosti
upotreba medovine bila Siroko rasprostranjena, razvoj civilizacije i proizvodnja poljoprivrednih
resursa dovela je do smanjene proizvodnje medovine, a vece proizvodnje drugih alkoholnih
pi¢a, najvise piva i vina (Pereira, 2015; Martinez i sar., 2016).

2.2.1. Vrste medovine

Tradicionalna medovina predstavlja proizvod dobijen samo na bazi meda, ¢iji se Secer
jedini koristi za fermentaciju i koji je odgovoran za aromu proizvoda (Vargas i Gulling, 1999;
Schramm, 2003). Pored tradicionalne medovine postoje i druge vrste medovine kao §to su:
melomel, methelgin, hidromel, aguamel, medovukha i dr., koji se proizvode u razli¢itim
dijelovima Evrope (Teramoto i sar., 2005).

Melomel je medovina dobijena uz dodatak voéne komponente (Vargas i Gulling, 1999;
Schramm, 2003). Veliki broj studija se bavi prou¢avanjem proizvodnje medovine sa dodatkom
voénog soka ili voca, najcesce jabuke, banane, bobicastog voca, grozda ali 1 soka od kokosa
(Balogu 1 Towobola, 2017). Dodatkom sokova ili vo¢a moZe da se ubrza proces fermentacije,
uz poboljSanje toka fermentacije, prinosa alkohola ili poboljsanje karakteristika finalnog
proizvoda (lglesias i sar., 2014).

Postoji i podvrsta melomela kao §to je Cyser koji se dobija dodatkom jabuke, soka od
jabuke ili vina od jabuke (Vargas i Gulling, 1999; Schramm, 2003) i dosta je slican cideru.
Morat je melomel u koji je dodan dud (Vargas i Gulling, 1999), a Pyment je melomel
proizveden sa dodatkom groZda ili soka od grozda i zapravo je slican vinu od grozda u koje je
dodan med. Podvrsta Pymenta je Hippocras u koji su jo$ dodani i za¢ini (Schramm, 2003) ili
latice ruze (Vargas i Gulling, 1999). Methelgin je medovina koja fermentise uz dodatak biljaka
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1 zaCina. Braggot, bragot ili bracket je medovina proizvedena sa sladnim zrnom, najcesce
sladnim je¢mom (Schramm, 2003). Sack mead ili jednostavnije Sack predstavlja jaku, slatku
medovinu (Vargas i Gulling, 1999; Schramm, 2003). Pored navedenih, postoji i medovina
obogacena rakijom ili votkom $to dovodi do povecéanja alkohola u proizvodu (Vargas i Gulling,
1999).

2.2.2. Proces proizvodnje medovine

Sematski prikaz proizvodnje medovine je prikazan na Slici 2.1, gdje se moze vidjeti da
prvi korak predstavlja pripremu polaznog rastvora za fermentaciju (Ramalhosa i sar., 2011),
koja podrazumijeva rastvaranje meda sa vodom, tako da sadrzaj secera bude od 12 do 18 %
(Adams, 1963), ta¢nije da je odnos meda i vode 1:0,5, 1:1, 1:2, 1:3 (Sroka i Tuszynski, 2007;
Pereira, 2015). Rastvori koji sadrze vecu koli¢inu Secera (odnos 1:0,5 i 1:1) proizvode se tako
da se med dodaje postepeno u toku fermentacije kako fermentacija ne bi bila zaustavljena zbog
previsokog osmotskog pritiska u polaznom rastvoru (Sroka i Tuszynski, 2007).

Najranija proizvodnja je podrazumijevala upotrebu kisnice kao vode za proizvodnju
medovine. Danas se upotreba kisnice i izvorske vode izbjegava zbog veéeg sadrzaja natrijuma
u svom sastavu. Za proizvodnju medovine se preporucuje upotreba destilovane vode ili
prokuvane vode za pice, pod uslovom da ne sadrzi vece koli¢ine Zeljeza, kalcijuma i drugih
minerala (Vargas i Gulling, 1999). Rastvaranje meda moze da se vr$i i sa vo¢nim sokom §to
moze uticati na poboljSanje funkcionalnih svojstava medovine (Pereira, 2015).

Med je odli¢an izvor ugljenih hidrata neophodnih za proces fermentacije, ali sa niskom
koncentracijom azota (Kempka i sar., 2015), koji je neophodan za rast kvasaca kao i za
izgradnju Celijskih proteina, zbog Cega se nakon rastvaranja meda u vodi vrsi dodatak razlicitih
nutrijenata (Pereira, 2015). Dodatak azotnih materija ima za cilj ubrzavanje fermentacije,
povecanje prinosa etanola i poboljsanje kvaliteta gotovog proizvoda (Mendes-Ferreira i sar.,
2010). Najcesce se vrSi dodatak amonijum sulfata, amonijum fosfata, kalijum fosfata,
magnezijum hlorida, magnezijum sulfata, natrijum citrata, kalijum tartarata, vitamina (biotin,
piridoksin, tiamin) ili komercijalne hrane za kvasac (Ramalhosa i sar., 2011).

Rastvor meda i vode karakteriSe niska pH vrijednost i prisutnost razlic¢itih kiselina koje
poti¢u od meda. Zbog visokog sadrzaja Secera, tok fermentacije je spor i zahtijeva odgovarajucu
pH vrijednost, temperaturu i vrstu kvasca (Sroka i Tuszynski, 2007). U toku pripreme rastvora
za fermentaciju neophodno je obezbijediti da pH vrijednost rastvora meda bude izmedu 3,7 i
4,0, $to se moze posti¢i dodatkom kalcijum karbonata, kalijum karbonata, kalijum bikarbonata
I vinske, limunske ili mlijecne kiseline (Iglesias i sar., 2014). Takode, tokom fermentacije dolazi
do nastanka organskih kiselina, zbog cega je na samom pocetku fermentacije primjetno naglo
povecanje kiselosti, koja u kombinaciji sa niskim puferskim kapacitetom medovine moze da
uzrokuje brzi pad pH vrijednosti i da zaustavi fermentaciju. Ovo se deSava najvise zbog
nastanka jantarne kiseline, $to zavisi od soja kvasca i prisustva azotnih jedinjenja (Sroka i
Tuszynski, 2007). Pored jantarne, vrsi se i sinteza siréetne kiseline, koje zajedno uti¢u na pad
pH vrijednosti koja moze da predstavlja donju granicu za opstanak kvasaca u rastvoru. Brzi pad
pH vrijednosti dovodi do inhibiranja rasta nepozeljnih mikroorganizama, ali i do smanjenja
disocijacije masnih kiselina u rastvoru, potencijalno usporavajuc¢i metabolicko djelovanje
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kvasaca. Iz ovog razloga je poZeljno dodavanje pufera radi odrzavanja pH vrijednosti izmedu
navedenih 3,7 i 4,0 (Ramalhosa i sar., 2011).

nutrijenti med voda - kaseline )
(azot, soli, vitamini) (vinska, jabucna)
v
rastvor za

fermentaciju
|
v

pasterizacija

v
kvasac .| alkoholna
fermentacija

v

medovina

L4
Zavrsna
obrada

|

odlezavanje

Slika 2.1. Sematski prikaz procesa proizvodnje medovine (Pereira, 2015)

Drugi korak u proizvodnji medovine (Slika 2.1) je termicka obrada rastvora kako bi se
onemogucilo ometanje fermentacije i izvrsila redukcija broja mikroorganizama prisutnih u
rastvoru (Iglesias i sar., 2014). Medutim, primjetno je da se tretiranjem visokom temperaturom
moze uticati na promjenu fenolnog profila rastvora, tacnije da dode do smanjenja
antioksidativnih svojstava proizvoda (Ramalhosa i sar., 2011; Iglesias i sar., 2014).
Zagrijavanje meda tokom pripreme rastvora za fermentaciju moze imati uticaj na aromu i ukus
medovine. Nakon hladenja rastvor je spreman za fermentaciju (Gupta i Sharma, 2009), koja se
inicira dodatkom kvasca (Ramalhosa i sar., 2011). Neke studije prikazuju i druge metode za
redukciju broja mikroorganizama, ukljucuju¢i dodatak metabisulfita, natrijumovih ili
kalijumovih soli koje oslobadaju sumpor dioksid i tako elimini§u broj mikroorganizama.
Takode, primjetna je i upotreba sumpor dioksida i ultrafiltracije (Iglesias i sar., 2014).

Tre¢i korak u proizvodnji medovine je inokulacija radnim mikroorganizmom kako bi se
pokrenuo proces fermentacije. Divlji kvasci iz vazduha nisu pogodni za proizvodnju kvalitetnih
vina ili medovina jer mogu izazvati nastanak nepozeljnog ukusa. Pored toga, etanol koji nastaje
tokom fermentacije vrsi inhibiciju rasta divljih kvasaca koji su osjetljivi i na niske koncentracije
ugljen dioksida koji se oslobada u toku procesa fermentacije (Absec i Basi¢, 2003). 1z tog
razloga proizvodnja medovine je inicirana radom selekcionisanih kvasaca, najéesce
Saccharomyces cerevisiae (Navratil i sar., 2001), ¢ime se omogucava provodenje kontrolisanog
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procesa (Smorgovitova i sar., 2012). Kvasac Saccharomyces cerevisiae je okarakterisan kao
vrsta koja dobro podnosi sumpor dioksid, etanol i vi$i osmotski pritisak, a koristi se i za
proizvodnju vina, piva ili pjenusavih vina. Pored navedenog, kvasac Hansenula anomala,
takode moze dati dobre rezultate (Ramalhosa i sar., 2011). Celije kvasaca mogu da budu
okruglog, ovalnog ili cilindri¢nog oblika, a karakteriSe ih stvaranje taloga u te¢nom medijumu
u toku fermentacije. Vinski kvasci fermentisu samo u kiseloj sredini, fermentisuci brze glukozu
od fruktoze, dok od disaharida mogu da koriste saharozu, maltozu i rafinozu (Absec i Basic,
2003).

Fermentacija je proces u kome kvasci pretvaraju proste Secere u alkohol i ugljen dioksid
kao osnovne proizvode (Strong i sar., 2016). Pored etanola i ugljen dioksida, nastaje i mnogo
nusproizvoda koji imaju uticaj na miris i ukus alkoholnog pi¢a (Barbosa i sar., 2009), kao i na
stabilnost i fizicki izgled (Absec i Basi¢, 2003).
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Slika 2.2. Sematski prikaz glikolize (Lakiéevi¢, 2019)

Mehanizam fermentacije je prikazan na Slici 2.2, a moze da se objasni tako $§to kvasac
Saccharomyces cerevisiae vrsi metabolizam glukoze i fruktoze stvaranjem 2 mola piruvata po
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molu heksoze, putem Embden-Meierhoff reakcije u reakciji glikolize. Piruvat se dekarboksiluje
piruvat dekarboksilazom do acetaldehida. Acetaldehid se redukuje u etanol uz istovremenu
reakciju oksidacije NADH koenzima koji nastaje oksidacijom gliceraldehid-3-fosfata do 1,3-
difosfoglikerne kiseline. Pored etanola, nastaje i manja koli¢ina glicerola, visih alkohola,
diacetila, acetoina, 2,3-butandiola, jantarne kiseline i u znatno manjim koli¢inama siréetna i
mlijec¢na kiselina 1 acetaldehid (Pereira, 2015).

Glikoliza je metabolicki put glukoze koja se razgraduje do piruvata, a moze da se objasni
kroz 10 koraka, koji su prikazani na Slici 2.2. U prvom koraku dolazi do fosforilizacije glukoze
djelovanjem enzima heksokinaze pri ¢emu nastaje glukoza-6-fosfat uz utrosak jednog molekula
ATP-a. Nakon toga, enzim fosfoglukozoizomeraza izomerizuje glukozu-6-fosfat u fruktozu-6-
fosfat. U tre¢em koraku enzim fosfofruktokinaza uz utroSak jednog molekula ATP-a fosfatnu
grupu prenosi na fruktozu-6-fosfat pri cemu dolazi do nastanka fruktoza-1,6-bisfosfata. Nastali
fruktoza-1,6-bisfosfat enzim aldolaza dijeli na 2 dijela: dihidroksiaceton fosfat i gliceraldehid
fosfat. U petom koraku se dihidroksiaceton fosfat prevodi do gliceraldehid-3-fosfata
djelovanjem enzima trioza fosfat izomeraza. Reakcijom dehidrogenacije uz NAD+,
gliceraldehid-3-fosfat prelazi u 3-fosfoglicerinski Kiselinu reakcijom fosforilacije, uz nastanak
jednog molekula ATP-a. Sedmi korak podrazumijeva prenos fosfata sa 1,3-bisfosfoglicerata na
molekulu ADP-a, da bi nastala molekula ATP-a djelovanjem enzima fosfoglicerat-kinaze.
Kako se ovaj proces odvija za svaku molekulu 1,3-bisfosfoglicerata, dolazi do nastanka 2
molekule ATP-a. Osmi korak podrazumijeva promjenu unutar molekula djelovanjem enzima
fosfoglicerat-mutaze ¢ime se polozaj u 3-fosfogliceratu mijenja u 2-fosfoglicerat, ¢ijom
dehidratacijom u devetom koraku nastaje enol, ali i fosfoenolpiruvat djelovanjem enzima
enolaza. Poslednji, deseti korak, podrazumijeva nastanak piruvata i molekula ATP-a, ta¢nije
piruvat kinaza katalizuje prenos fosforilne grupe sa fosfoenolpiruvata na ADP. Na dva mola
ADP-a, nastaju 2 mola ATP-a (Cunovi¢, 2017).

Fermentacija rastvora meda mozZe da se provodi pri razli¢itim temperaturama. Kao
pogodne temperature za fermentaciju navode se 22, 26 i 27 °C (Ramalhosa i sar., 2011).
Smorgovitova i sar. (2012) kao najée$ée temperature fermentacije navode izmedu 15 i 22 °C.
Prema njima, niska temperatura pomaze postizanju stabilne fermentacije i boljoj transformaciji
aromati¢nih komponenti u proizvodu, a fermentacija na ovoj temperaturi traje izmedu 2 1 3
mjeseca. Gupta i Sharma (2009) navode da fermentacija traje 21 dan na temperaturi od 25 do
26°C.

Temperatura od 25 °C u kombinaciji sa visokim sadrzajem Secera (glukoze 1 fruktoze),
1 uz druge nutrijente, dovodi do bolje iskoriStenosti Secera. Sa druge strane, temperature nize
od 25 °C pri niZzem sadrZaju mineralnih materija 1 koli€¢inom glukoze i fruktoze u granicama od
3,5do 10 g/l, moze da dovede do ponovnog pokretanja fermentacije. Suprotno tome, neki autori
navode da niska temperatura moze da utice na stabilizaciju fermentacije 1 bolju transformaciju
aromati¢nih komponenti. Optimalna temperatura za efikasnu fermentaciju djelovanjem kvasca
Saccharomyces cerevisiae je izmedu 20 i 30 °C. Temperature nize od 15 °C i vise od 30 °C
dovode do usporene fermentacije ¢ime se produzava trajanje procesa (Iglesias i sar., 2014).

Fermentacija medovine moze da traje i nekoliko mjeseci, u zavisnosti od vrste kvasaca
| sastava rastvora za fermentaciju (Pereira i sar., 2013). Brzina fermentacije je povezana i sa
vrstom meda jer tamnije vrste meda imaju veci sadrzaj mineralnih materija od svjetlijih vrsta,
te su samim tim tamnije vrste pogodnije za fermentaciju (Iglesias i sar., 2014).
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Gangl i sar. (2018) navode da postoji razlika u fermentaciji i aromatskom profilu
proizvoda u zavisnosti od vrste kvasca koji se koristi. Rod Saccharomyces pokazuje najvecu
efikasnost u metabolickom procesu, gdje se izdvajaju Saccharomyces uvarum i Saccharomyces
eubaianus, dok je Saccharomyces cerevisiae inhibiran u slucajevima niskog sadrzaja usvojivog
azota. Pereira (2015) navodi da mineralne materije, posebno magnezijum, kalcijum i cink uticu
na brzinu konverzije Secera, dok su nedostatak vitamina, posebno tiamina i biotina odgovorni
za usporen rast kvasca. Sroka i sar. (2013) navode da na brzinu fermentacije moze da utice
smrznuto grozde koje je dodano u polazni rastvor, ubrzavajuéi tok fermentacije, Sto govori o
uticaju sastava polaznog rastvora na brzinu fermentacije. Takode, navodi da se na ovaj nacin
smanjuje sinteza siréetne kiseline i smanjuje se koli¢ina isparljivih kiselina u medovini.

Kada se fermentacija zavrsi, procesi odlezavanja i starenja su neophodni, bez obzira §to
dovode do povecanja troskova proizvodnje (Iglesias i sar., 2014). Ovaj korak predstavlja
poslednji korak u procesu proizvodnje medovine (Slika 2.1.) koji podrazumijeva procese
bistrenja i filtriranja (Ramalhosa i sar., 2011). Za bistrenje se najviSe koriste Zelatin, bentonit
(Ramalhosa i sar., 2011; Iglesias i sar., 2014; Pereira, 2015) bjelance jajeta i kazein, uz filtraciju
prije flaSiranja (Pereira, 2015). Filtriranje se moZe obavljati membranskom filtracijom,
ultrafiltracijom i mikrofiltracijom. Filtracija je posebno vazna jer se na ovaj nacin uklanjaju
kvasci zaostali nakon procesa fermentacije (Catania i sar., 2010).

Nakon zavrsene filtracije, medovina se flasira u staklene boce i odlezava najmanje dvije
sedmice (Senn, 2020), kako bi doslo do razvoja aromati¢nih komponenti (Ramalhosa i sar.,
2011). Starenjem, medovina sa prvobitno kiselom i neprijatnom aromom, postaje pice sa
njeznom i mekom aromom, lijepim bukeom i mirisom (Pereira, 2015). Smorgovi¢ova i sar.
(2012) navode da sazrijevanje traje od 9 mjeseci do 2 godine. Iglesias i sar. (2014) navode da
sazrijevanje traje od nekoliko sedmica do nekoliko mjeseci, dok Ramalhosa i sar. (2011) navode
period sazrijevanja od 1 do 10 godina.

U toku proizvodnje medovine moZe se pojaviti nekoliko problema koji najé¢esée dovode
do ometanja procesa fermentacije. Veoma Cesto se deSava da se Zeljeni sadrzaj etanola ne
proizvede u odredenom vremenskom periodu. Tokom proizvodnje koli¢ina vode koja je dodana
u med pri proizvodnji polaznog rastvora za fermentaciju, moze da dovede do razlika izmedu
dobijenih proizvoda. Zaustavljena fermentacija moze da se desi i zbog niskog sadrzaja azota i
mineralnih materija. Neodgovarajuc¢a koli¢ina azotnih jedinjenja moZe da dovede do slabijeg
rasta kvasca, produZene fermentacije, smanjene brzine rasta kvasca i smanjene koncentracije
etanola (Iglesias i sar., 2014). Pored nedostatka esencijalnih hranljivih materija, razlog
zaustavljene fermentacije moZe da bude i upotreba neodgovarajucih sojeva kvasaca za ovu vrstu
sirovine ili visok osmotski pritisak, niska pH vrijednost i nizak puferski kapacitet (Mendes-
Ferreira i sar., 2010; Cuenca i sar., 2016).

Cesta je i pojava naknadne fermentacije kvascima ili sekundarna fermentacija
bakterijama mlijecne ili sir¢etne kiseline. Nastanak mlijecne 1 sir€etne kiseline moZe nepozeljno
uticati na proizvod zbog povecéanja kiselosti i nastanka isparljivih estera (Ramalhosa i sar.,
2011; Iglesias i sar., 2014; Hernandez i sar., 2015). Istrazivanja ukazuju da nezeljenu aromu
stvaraju najcesce etil acetat, oktanska i heksanska kiselina. Kombinacija ovih jedinjenja mijenja
senzorni kvalitet medovine, ta¢nije nastaju nepoZzeljne arome i ukusi (Iglesias i sar., 2014).
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Duze vrijeme fermentacije moze da dovede do kontaminacije rastvora sa drugim
kvascima i bakterijama (Cuenca i sar., 2016). Ukoliko dode do kontaminacije medovine
kvascima i bakterijama, ona postaje neupotrebljiva za konzumiranje. 1z tog razloga danas se
koriste sojevi odgovaraju¢ih kvasaca pogodnih za fermentaciju, ¢ime se smanjuje rizik od
kontaminacije (Mendes-Ferreira i sar., 2010). Fermentacija, ali i sazrijevanje traju od nekoliko
mjeseci do nekoliko godina. Relativno dug period proizvodnje, uz poteskoce koje mogu da se
jave, su razlog zaSto se provode istrazivanja radi optimizacije procesa proizvodnje ovog pica
(Sroka i1 Tuszynski, 2007).

Nakon proizvodnje medovine potrebno je uravnoteziti i uskladiti veliki broj razli¢itih
jedinjenja, kako bi medovina bila prihvatljiva (Strong i sar., 2016). Ranija proizvodnja
medovine je podrazumijevala proizvodnju pi¢a nepozeljnog ukusa, bez obzira na slast u
medovini koja je postojana zbog nefermentabilnih Secera prisutnih u medu. Na lo§ ukus moze
da utice nedostatak odgovaraju¢ih vrsta i kolicina hranljivin komponenti za kvasac, te
nemogucnost efikasnog  provodenja procesa fermentacije. Kao rezultat toga, proces
fermentacije traje jako dugo, pri ¢emu se desava da velika koli¢ina kvasca ugine, $to uti¢e na
nastanak nepozeljnih aroma u ovom alkoholnom piéu. Nepozeljne arome poticu i od autolize
kvasaca, a dijelom su odgovorne i bakterije koje se javljaju nakon autolize (Adams, 1963).
Proizvodnja etanola i glicerola, ali i organskih kiselina i estera karakteristicnih za aromu
medovine mogu biti posljedica nepogodnih uslova za rast kvasaca u toku proizvodnje (Cuenca
i sar., 2016).

2.2.3. Fizicko-hemijska svojstva medovine

Svecova i sar. (2015) navode da medovina treba da sadrzi najmanje 7 vol. % etanola,
Teramotto i sar. (2005) navode 6 do 17 vol. % etanola, a Cuenca i sar. (2016) kao sadrzaj etanola
u medovini navode 8 do 12 vol. % etanola. Balogu i Towobola (2017) navode da se, u cilju
dobijanja odredenog sadrzaja etanola u medovini, koriste razli¢ite duzine trajanja fermentacije,
a da najcesce koristen proces traje najmanje 21 dan kako bi se dostigla koli¢ina etanola od 7,6
do 22 %. Na kraju fermentacije, sadrzaj alkohola u medovini zavisi od koli¢ine meda u
polaznom rastvoru i od njegovog razrjedenja (Akalin i sar., 2017).

Tokom alkoholne fermentacije nastaje vecéa koli¢ina alkohola, od kojih je
najzastupljeniji etanol. Pored etanola, tokom fermentacije nastaju i visi alkoholi: izobutanol, 2-
metil-1-butanol, izoamil, 2-feniletanol i drugi. Koncentracija visih alkohola u medovini je oko
300 mg/l, iako koncentracija moze biti i do 400 mg/l (Pereira, 2015).

Pored alkohola zastupljeni su i esteri, koji nastaju u reakciji siréetne kiseline i etanola,
isparljivih masnih kiselina 1 etanola, ili izmedu sircetne kiseline 1 viSih alkohola. Kvantitativno
najéeScée zastupljen ester je etilacetat, a zatim i izoamil acetat, 2-feniletil acetat, etil butirat, etil
heksanoat i etil oktanoat. Koli¢ina estera koja nastane djelovanjem kvasca zavisi od koli¢ine
usvojivog azota (Pereira, 2015).

Osim alkohola i estera, u medovini se nalazi i veliki broj drugih komponenti kao §to su
Seceri, kiseline, vitamini, antioksidansi, minerali i druga jedinjenja. Glukoza i fruktoza su
dominantni monosaharidi u medu, tako da su zastupljeni i u medovini (Svecova i sar., 2015).
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Organske kiseline su vazne komponente, kako u medu, tako i u medovini, jer utiu na
aromu, ukus, stabilnost i druge vazne karakteristike (Svecové i sar., 2015). Glavni izvor
organskih kiselina u medovini je pcelinji med koji sadrzi glukonsku kiselinu, voéni sokovi
ukoliko su dodani i organske kiseline koje se dodaju radi osiguranja odgovarajuce kiselosti u
procesu proizvodnje medovine (Dobrowolska-Iwanek, 2015).

Isparljive kiseline, koje su uglavnom nepozeljne u medovini, ve¢inom poticu od siréetne
kiseline koja nastaje tokom fermentacije. Proizvodnju ove kiseline vr$e kvasci, u koli¢inama
od 0,3 do 0,8 g/l. Pored siréetne kiseline, nastaje 1 jantarna, a obe su odgovorne za pad pH
vrijednosti u toku fermentacije. Smanjenje pH vrijednosti tokom fermentacije moze da se desi
zbog niske pH vrijednosti meda i slabog puferskog kapaciteta. Pad pH vrijednosti moze da utice
I na rad kvasaca. Bez obzira na vrste kvasaca i dodatak nutrijenata u rastvor za fermentaciju,
pH vrijednost tokom fermentacije opada (Pereira, 2015). Demewez i sar. (2012) kao razlog
povisene kiselosti u medovini navode proizvodnju u nekontrolisanim uslovima, najcesce
ukoliko med prethodno nije obraden. Isti autori kao razloge smanjene kiselosti navode 1 efekat
odlezavanja medovine u nekontrolisanim uslovima ¢ime se onemogucava rast kiselosti.

U toku alkoholne fermentacije dolazi do proizvodnje jedinjenja od strane kvasaca koji
imaju uticaj na senzorne karakteristike gotovog proizvoda. Vecina isparljivih jedinjenja u
vinima poti¢e od metabolicke aktivnosti kvasaca. Na ova isparljiva jedinjenja uticaj imaju
sojevi kvasaca, stanje Celija kvasaca, odnosno da li su slobodne ili imobilizovane, koli¢ina
inokuluma i uslovi fermentacije (Pereira, 2015). Isparljiva jedinjenja koja nastaju djelovanjem
kvasaca osim alkohola, organskih kiselina i estera su i isparljive masne kiseline, karbonilna
jedinjenja 1 isparljivi fenoli. Isparljiva aromati¢na jedinjenja imaju veoma vaznu ulogu u
kvalitetu vina jer doprinose aromi i imaju uticaj na senzorne karakteristike proizvoda (Pereira,
2015; Senn, 2020). Isparljive masne kiseline su rezultat $-oksidacije masnih kiselina (Pereira,
2015). Od neisparljivih jedinjenja najcesce su prisutne organske kiseline, Seceri, tanini i glicerol
(Senn, 2020).

Hemijska svojstva medovine najvise zavise od hemijskih svojstava meda od kojih je
medovina dobijena, ali i od dodanih komponenti (Svecova i sar., 2015). Taénije, bitan je cvjetni
izvor meda, kao 1 geografski 1 ekoloski faktori. Pored meda, na hemijski sastav medovine utice
i dodani mikroorganizam, proces vinifikacije, dodatak organskih kiselina i drugih nutrijenata,
ali 1 odleZzavanje (Dobrowolska-Iwanek, 2015). Hemijske komponente kao Sto su Seceri,
kiseline, antioksidativna jedinjenja, minerali i vitamini su podlozni promjenama u toku
tehnoloskog procesa proizvodnje, posebno u toku fermentacije, temperaturnog tretmana i
skladistenja (Svecova i sar., 2015).

2.2.4. Antioksidativna, antimikrobna i senzorna svojstva medovine

Antioksidansi su jedinjenja koja mogu da odloze ili uspore oksidaciju lipida ili drugih
molekula inhibicijom lanCane oksidativne reakcije. Jedinjenja koja pokazuju antioksidativnu
aktivnost su vitamini, karotenoidi, fenolna jedinjenja i dr. Sposobnost fenolnih jedinjenja da
djeluju kao antioksidansi zavisi od redoks svojstava njihove hidroksilne grupe (Chanwitheesuk
1 sar., 2005). Chanwitheesuk i sar. (2005) navode da izrazenu antioksidativnu aktivnost imaju
vitamin C, vitamin E, karotenoidi, ksantofili, tanini i fenoli.
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Fenolne komponente se definiSu kao sekundarni produkti metabolizma biljaka (Akalin
I sar., 2017), a predstavljaju grupu jedinjenja prisutnih u biljkama i njihovim derivatima. Neka
od tih jedinjenja se sa biljaka prenose u med radom medonosnih pcela (Kahoun i sar., 2008).
Neka istrazivanja ukazuju da se napici smatraju glavnim dijetalnim izvorima polifenola, te da
su pristupacni organizmu jer direktno prelaze u crijevne tec¢nosti (Socha i sar., 2015).
Antioksidativna aktivnost medovine zavisi od cvjetnog izvora nektara, sezonskih i ekoloskih
uslova dobijanja meda, prerade meda, kao i od dodanih komponenti u toku procesa dobijanja
medovine (Akalin i sar., 2017). Medutim, sadrzaj fenola moze da se promijeni tokom
tehnoloskog procesa proizvodnje, posebno tokom primjene temperaturnog tretmana, kao i u
toku fermentacije i skladistenja (Kahoun i sar., 2008; Akalin i sar., 2017).

Sadrzaj fenolnih jedinjenja zavisi i od vrste medovine, §to se posebno uocava kod
medovine koja je proizvedena samo od meda i vode jer ima mali sadrzaj elektroaktivnih
jedinjenja, dok su medovine sa dodatkom soka ili biljnih dodataka bogate ovim jedinjenjima
(Svecova i sar., 2015). Dodatak voénih sokova ili biljaka ima uticaj na profil fenolnih jedinjenja
u medovini (Kahoun i sar., 2008). Svecova i sar. (2015) navode da medovina sa dodatkom crne
ribizle ima veliki sadrzaj bioloski aktivnih jedinjenja.

Fenolna jedinjenja uti¢u na ukus medovine jer mu daju gorCinu, znacajni su za
sazrijevanje pica i djeluju kao prirodni konzervansi. Pored navedenog, fenoli imaju i druge
bioloske aktivnosti, ta¢nije antiinflamatorna, antibakterijska i1 antikancerogena svojstva
(Kahoun i sar., 2008).

Akalin i sar. (2017) su u medovini pronasli pet fenolnih kiselina (galnu kiselinu,
protokatehinsku kiselinu, siringinsku kiselinu, p-kumarinsku kiselinu i ferulinsku kiselinu) i
dva flavonoida (katehin i kvercetin). Kahoun i sar. (2008) su fenolna jedinjenja podijelili na
hidroksiderivate benzoeve kiseline, hidroksiderivate cinaminske Kkiseline, hidroksiderivate
fenilsiréetne kiseline i druga fenolna jedinjenja. U istom radu ovi autori su u najve¢em broju
medovina pronasli najvece koli¢ine hidroksiderivata benzoeve kiseline. Od fenolnih kiselina
najcesce se pojavljuju protokatehinska i vanilinska kiselina. Pored njih, veoma vazna jedinjenja
su vanillin 1 etilvanilin, koja uti¢u na miris proizvoda, te se Cesto dodaju u medovinu zbog
umanjenja nezeljene arome medovine. lako vanilin poti¢e iz meda ili propolisa, ovo jedinjenje
je u medovini zastupljeno samo u tragovima, tako da vece koli¢ine ovog jedinjenja ukazuju na
naknadno dodavanje vanilina u medovinu (Kahoun i sar., 2008). Isparljivi fenoli koji mogu da
nastanu u toku alkoholne fermentacije imaju relativno nizak prag detekcije. Neki od najcesce
pronadenih isparljivih fenola su etilfenol, 4-etilfenol, vinilfenol, 4-vinilfenol i dr. (Pereira,
2015).

Med predstavlja namirnicu bogatu aktivnim jedinjenjima koja su efikasna protiv
bakterijskih infekcija i upalnih procesa. Antimikrobna svojstva meda, kao osnovnog sastojka
za dobijanje medovine, najvise su povezana sa visokom viskozno$¢u koja je najéesce posljedica
visokog sadrzaja Secera 1 niskog sadrzaja vode. Takode, na antimikrobnu aktivnost imaju uticaj
i blaga kiselost u kombinaciji sa vodonik peroksidom. Glukonska kiselina u medu je efikasna
pri inhibiciji rasta mikroorganizama u ovakvoj sredini (Albaridi, 2019).

Na antimikrobnu aktivnost meda utice i prisustvo enzima u njemu. Glukoza oksidaza je
neaktivna u nerazrjedenom medu, a aktivira se kada se med razblazi, $to omogucava da djeluje
na nastanak vodonik peroksida. Pored enzima, u medu su prisutna i neenzimska jedinjenja, kao
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Sto su fenolna jedinjenja za koje se smatra da doprinose antimikrobnom djelovanju (Albaridi,
2019).

U toku fermentacije dolazi do biohemijskih promjena u medu §to podrazumijeva
proizvodnju organskih kiselina (sir¢etne i mravlje) koje dovode do snizavanja pH vrijednosti.
Niska pH vrijednost ima inhibitorni efekat na mikroorganizme, a ujedno niska pH vrijednost je
povezana sa antimikrobnim svojstvima medovine (Corona i sar., 2001).

Vazan bioloski efekat vina je snazna antimikrobna aktivnost koja se pokazala u
razli¢itim radovima. Antimikrobnoj aktivnosti doprinose razli¢ite komponente u vinima, koje
su podijeljenje na fenolne i nefenolne. U pojedinim radovima autori navode da na antimikrobnu
aktivnost uti¢u organske kiseline vina, dok drugi autori tvrde da organske kiseline vina djeluju
antimikrobno samo uz prisustvo etanola. Pored ove dvije komponente, antimikrobna aktivnost
zavisi 1 od niske pH vrijednosti (Boban i sar., 2010). Corona i sar. (2001) su u svom
eksperimentu analizirali crveno i bijelo vino, gdje su uzorci pokazali antimikrobno dejstvo,
posebno na G (-) bakterije, $to se povezuje sa prisustvom etanola u uzorcima.

Senzornom analizom se Zeli razviti objektivha metodologija za odredivanje
organoleptickih parametara u hrani (Cuenca i sar., 2016). Fizi¢ko-hemijski parametri su vazni
pokazatelji kvaliteta proizvoda, kao i senzorna analiza koja omogucava uvidanje specifi¢nih
karakteristika u medovini. Osim toga, senzorna analiza ima za cilj da uoc¢i prisustvo neugodnih
mirisa 1 ukusa koji uti¢u na prihvatljivost proizvoda od strane potrosaca (Hernandez i sar.,
2015).

Nakon fermentacije, sve medovine su svjetlije u odnosu na pocetni rastvor, zbog
talozenja razli¢itih jedinjenja i kvasca (Gupta i Sharma, 2009). Demewez i sar. (2012) navode
da na boju, kao senzornu karakteristiku, mogu uticati zavrSne faze proizvodnje poput bistrenja,
filtriranja i odleZavanja.

Ukoliko je proizvedena na odgovarajuéi nacin, medovina ima dobar ukus i odli¢nu
aromu (Vargas i Gulling, 1999) 1 moze da se okarakteriSe kao sladak i pjenuSav proizvod
(Gomes 1 sar., 2013). Na aromu medovine uti¢e med, inokulirani kvasac 1 tehnoloski proces
proizvodnje (Pereira, 2015). Med mozZe da uti¢e na medovinu sa nekoliko svojstava arome kao
Sto su cvjetna, vocna, slatka, voStana, smolasta, drvena, kisela, zaCinjena, balzamicna,
karamelasta i dr. (Pereira, 2015). Konvencionalna metoda proizvodnje medovine sa dugim
vremenom pasterizacije meda dovodi do stvaranja jedinjenja smolastog ukusa i ukusa na gumu.
Na lo§ ukus proizvoda uticu i kvasci zaostali nakon procesa fermentacije, koji stvaraju arome
esternih, kiselih i fenolnih jedinjenja, ali i aromu vodonik sulfida koji ima miris pokvarenog
jajeta (Iglesias i sar., 2014). Gorko slani ukus moze da potic¢e od kalcijum karbonata, kalijum
karbonata, kalijum bikarbonata i vinske kiseline koji se dodaju prije fermentacije kako bi se
regulisala pH vrijednost rastvora meda (Ramalhosa i sar., 2011).

Senzorna svojstva medovine nastaju kombinacijom isparljivih i neisparljivih jedinjenja.
Neisparljive komponente doprinose kiselosti, slasti i osje¢aju u ustima, a ¢ine ith organske
kiseline, Secert, tanini 1 glicerol (Senn, 2020). Isparljive komponente u medovini uti¢u na aromu
proizvoda (Pereira, 2015).

Koli¢ina slasti u medovini moze da zavisi od vrste meda koja se koristi, tacnije od
koli¢ine rezidualnog Secera koji se nalazi u medovini nakon fermentacije. Ukoliko je sadrzaj
rezidualnog Secera veci, medovina ¢e imati slatkast ukus koji moze da bude nepozeljan za
proizvod (Demewez i sar., 2012).
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Na senzorna svojstva medovine utiCu jedinjenja koja nastaju u toku alkoholne
fermentacije. Alkoholi, kao jedna od komponenti koje nastaju uticu na aromu i ukus (Pereira,
2015), dok Gomes i sar. (2015) navode da sadrzaj alkohola nema uticaja na senzorna svojstva
medovine kao $to su aroma, ukus i ukupni utisak. Takode, navode da sadrzaj Sec¢era u medovini
ima uticaj na senzornu prihvatljivost, gdje su senzornom analizom najvise ocjene dobili uzorci
sa najvecom koli¢inom $edera zaostalog nakon fermentacije. Smorgovidova i sar. (2012)
navode da proizvodnjom medovine moze da se utice na dobijanje proizvoda sa razliitim
sadrzajem Secera zaostalog nakon fermentacije.

U vinima, pojedine karakteristiche komponente poticu iz polazne sirovine sa malo ili
bez modifikacija, a jedan dio poti¢e od metabolizma kvasaca, i naroc¢ito od secera i jedinjenja
azota koja su bila prisutna prije pocetka fermentacije. Od sadrzaja azota moze da zavisi
stvaranje nusproizvoda i krajnjih proizvoda koji dovode do razvoja pozeljnih i nepozeljnih
ukusa u vinima (Barbosa i sar., 2009).

2.3. Aronija

Listopadni crnoplodni grm aronije (Aronia melanocarpa L.) spada u porodicu ruza
(Rosacae), porijeklom je sa istoka Sjeverne Amerike, te istoka Kanade, a danas se uzgaja i u
isto¢noj Evropi (Bili¢, 2017). Aronija se uzgaja kao ukrasna biljka, ali i zbog visoke nutritivne
vrijednosti bobica (Slika 2.3.), kao i njenih antioksidativnih svojstava i karakteristi¢énog ukusa.
Aronija se prvenstveno pocela uzgajati zbog jakog ljubicastog pigmenta koji je rezultat velikog
sadrzaja antocijana 1 posljedicno se pocela koristiti kao prirodna boja u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji. Prehrambena industrija najéesc¢e proizvodi sokove i sirupe od aronije,
a vo¢e moze da se jede sirovo, osuseno ili da se koristi za kompote, dzemove, vina i likere
(Snebergova i sar., 2014).

Hemijski sastav aronije znatno varira i zavisi od mnogo faktora, posebno od genotipa
(ili vrste), stepena zrelosti, klimatskih uslova, vremena berbe i upotrebe dubriva. Aronija sadrzi
vitamine B grupe (B1, B2, B6, niacin, pantotensku Kiselinu), vitamin C (13-270 mg/kg), B-
karoten (7,7-16,7 mg/kg) i znacajnu koli¢inu dijetalnih vlakana, minerala (4,4-5,8 g/kg
izrazenih kao pepeo), 16-18 % ugljenih hidrata (glukoza, fruktoza, sorbitol) i 1-1,5 % organskih
kiselina (jabu¢na, vinska, limunska) (Snebergova i sar., 2014).

Slika 2.3. Plod aronije (https://biomed.ba/blog/aronija/)
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U prethodnim godinama povecao se interes za izolovanjem prirodnih supstanci iz
biljaka. Bobicasti plodovi predstavljaju bogat izvor fenolnih jedinjenja i drugih bioaktivnih
komponenti. 1zolovane bioaktivne komponente iz aronije mogu poboljsati covjekovo zdravlje.
Aronija sadrzi razlicite polifenole (proantocijanide, antocijane, flavonoide, fenole i fenolne
kiseline) koji imaju antiinflamatorno i antivirusno djelovanje (Bataraga i Valkovska, 2020).

Cijanidin glukozid (spada u antocijane), kvercetin glukozid (spada u flavonoide),
hlorogena kiselina i proantocijanidi su glavni polifenoli identifikovani u aroniji. Nekoliko
studija ukazuje da aronija ima razli¢it bioloSki efekat u in vitro i in vivo uslovima
(gastroprotektivni, hepatoprotektivni i antiproliferativni efekat) (Ciocoiu i sar., 2013).
Antocijani (gré. Antos-cvijet i kyanos-plavo) su vrsta biljnih sastojaka koji dijele isti
difenilpropan skelet (CeC3Ce) rastvorljivi su u vodi i odgovorni za plavu, ljubicastu i crvenu
boju u razli¢itim dijelovima biljke (cvijet, plod ili biljno tkivo). U veéim koli¢inama ih ima u
razli¢itom vocu, a najéescée u svim vrstama bobicastog vocéa (Cisowska i sar., 2011). Aronija je
bogat izvor antocijana, proantocijanida, flavonoli (kvercetin glukozid) i flavan-3-oli
(epikatehin). U poredenju sa ostalim bobic¢astim vo¢em, antocijani u aroniji se nalaze uglavnom
u obliku cijanidin glukozida, poznatijih kao cijanidin-3-arabinozid, cijanidin-3-galaktozid,
cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-ksilozid. Cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-arabinozid su
dominantna jedinjenja u bobi¢astom voc¢u (Denev i sar., 2012).

Aronija pokazuje jaka antimikrobna svojstva na Sirok spektar mikroorganizama (Denev
I sar., 2019). Antimikrobna aktivnost u biljkama bazirana je na fenolima (jednostavni fenoli,
fenolne kiseline, kinoni, flavoni, flavonoidi, flavonoli, tanini, kumarini), terpenoidima,
esencijalnim uljima, alkaloidima, lektinima i polipeptidima. Antimikrobna aktivnost fenolnih
komponenti je u zavisnosti od pH vrijednosti uzrokovana slabim organskim Kkiselinama
(Liepina i sar., 2013).

Poboljsani bioloski i fizioloski efekti unosa aronije u organizam mogu da se objasne
unosom fenolnih jedinjenja, hlorogene kiseline i antocijana. Postoji relativnho mali broj
dostupnih klinickih studija uticaja aronije na ljude, te je velina eksperimenata radena na
miSevima, nakon Cega je izvrSeno povezivanje sa efektima koji su postignuti na ljudima. U
dostupnoj literaturi se navodi da antocijani smanjuju peroksidaciju lipida 1 uti¢u na povecanje
aktivnosti enzima koji su ukljuceni u antioksidativni odbrambeni sistem. Takode, dokazano je
da crveni pigment u plodovima aronije, koji je sastavljen od cijanidina, predstavlja komponentu
koja ima snazno djelovanje na DPPH radikal u in vitro i in vivo sistemima, a ujedno moze da
sprijec¢i oStecenje sluzokoze Zeluca koje je izazvano primjenom etanola. Jedan od mehanizama
ovog djelovanja je uklanjanje aktivnog kiseonika derivatom cijanidina. Mnoga istraZivanja
ukazuju na antiproliferativne efekte aronije protiv raka debelog crijeva. Fenolna jedinjenja koja
su prisutna u aroniji doprinose zastiti i obnavljanju endotijelnih ¢elija. Takode, voéni sok od
aronije je u velikom broju eksperimenata ometao povecanje ukupnog holesterola, LDL
holesterola i lipida u plazmi (Kulling i Rawel, 2008).

Proizvodnja svjeZe aronije je ograni¢ena na relativno kratak vremenski period. Njene
crne bobice rastu u grozdovima 1 sazrijevaju pocetkom septembra u Sjevernoj i Zapadnoj
Evropi. Bobice aronije se rijetko konzumiraju svjeze zbog pojedinih negativnih senzornih
karakteristika, kao Sto su gorcina i trpkost. U slucaju proizvodnje soka, termicki tretman
omogucava produzenje roka trajanja ovakvom proizvodu. Obrada bobica podrazumijeva
primjenu termickog tretmana, kao Sto je blanSiranje bobica i1 pasterizacija uz punjenje
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zagrijanog proizvoda, $to umanjuje kvalitet proizvoda usljed promjena u kolicini i kvalitetu
termolabilnih fitohemikalija. Primjenom termic¢kog tretmana gubi se otprilike 80 % antocijana,
zbog Cega se za proizvodnju sokova sve ¢esce koristi inovativna tehnologija primjenom visokog
hidrostatskog pritiska. Ova metoda podrazumijeva cijedenje soka primjenom visokog pritiska
u kratkom vremenu trajanju sa ili bez promjene temperature. Ovim nacinom
presovanja/cijedenja ne utice se bitno na sadrzaj bioaktivnih jedinjenja, tacnije sadrzaj fenola,
antocijana, flavonola i tanina se ne mijenja mnogo u odnosu na sadrzaj ovih jedinjenja u plodu
prije cijedenja (Blaszczak i sar., 2017). Sokovi su pogodniji za Cuvanje i konzumiranje u odnosu
na bobice, $to predstavlja dodatni razlog za preradu bobica u sok (Denev i sar., 2012).

2.4. Optimizacija procesa proizvodnje medovine

Optimizacija procesa predstavlja jedan od klju¢nih alata u razvoju ekonomicnih
tehnologija pri proizvodnji fermentisanih proizvoda. Radi ostvarivanja bolje kontrole procesa
fermentacije, razvijeno je viSe matematickih modela koji opisuju dati proces, pri ¢emu se vrsi
izbor 1 podeSavanje odgovaraju¢ih parametara procesa. Kineticki modeli alkoholne
fermentacije daju matematicki opis procesa pri razlic¢itim uslovima temperature, pH vrijednosti,
aeracije, mijesanja, korekcije parametara, regulacije nivoa pjene i drugih. Ovo omoguéava
smanjenje troSkova proizvodnje i poveéanje kvaliteta finalnog proizvoda. Gompertz-ov
matematicki model moze da se primjeni kod predvidanja kinetike fermentacije razlicitih
supstrata (Dodi¢ i sar., 2012).

Uobicajena metoda optimizacije ukljucuje promjenu jednog po jednog parametra dok
se ostali odrZavaju konstantnim. Nedostatak ovakve metode je taj Sto se ne ukljucuju
interaktivni efekti medu varijablama i ne prikazuju se kompletni efekti parametra na proces, te
se sve ¢esce primjenjuje metodologija odzivnih povrsina (Khuri, 2017).

Metodologija odzivnih povrsina (RSM ili response surface methodology) spada u
najcesce koriStene postupke statistiCki planiranih eksperimenata. Ovaj postupak su uveli Box 1
Wilson (1951), a kasnije ga je popularizovao Montgomery, a definise se kao empirijska
statistiCka tehnika primjenjena za regresionu analizu podataka, dobijenih iz adekvatno
planiranih eksperimenata simultanim rjeSavanjem sistema jednacina (Joki¢, 2010).

RSM metoda je skup statisti¢kih i matematickih tehnika koje se koriste pri dizajniranju
eksperimenata za adekvatno predvidanje odziva, za fitovanje hipotetickog, odnosno
empirijskog modela u eksperimentalno dobijene podatke prema izabranom dizajnu ili za
optimizaciju uslova odvijanja datog procesa, odnosno odgovarajuci izbor ulaznih promjenljivih
koji dovode do Zeljenog odziva zavisne promjenljive (Khuri, 2017). Kada se jednom ustanovi
zakonitost ili odnos nezavisnih varijabli preko matematickog oblika odzivne funkcije, takav
oblik opisa pojave moze posluziti za donoSenje konkretnih zaklju¢aka o prirodi pojave i biti
dobra podloga optimizaciji pomoc¢u poznatih metoda optimizacije. Konacni cilj RSM-a je
odredivanje optimalnih uslova procesa i sistema ili utvrdivanje podrucja faktora u kojem su
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radne specifikacije ili ograni¢enja zadovoljena (Serti¢, 2015). Takode, cilj je da se optimizuje
odgovor na koji utice nekoliko nezavisnih promjenljivih (ulazne promjenljive) (Joki¢, 2010).
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Slika 2.4. Trodimenzionalni prikaz odzivne povrsine (Chowdhury i sar., 2016)

Prvobitno, RSM je razvijen za modelovanje eksperimentalnih odgovora, a zatim se
prosirio na modelovanje numeric¢kih eksperimenata, a razlika je u vrsti greske koju generise
odgovor. U fizickim eksperimentima, netacnost moze biti uzrokovana na primjer greskama u
mjerenju, dok je u racunarskim eksperimentima, numeri¢ki Sum rezultat nepotpune
konvergencije iterativnog procesa i nastaje zbog greski u zaokruzivanjima. Za RSM se
pretpostavlja da su greske slucajne (Joki¢, 2010).

Sustina statistickog planiranja eksperimenata je u pronalazenju optimalnog rjesenja,
odnosno modela, ¢ak i kad nije moguce utvrditi deterministicki matemati¢ki model. Definisanje
znacajnosti pojedinih faktora moguce je uraditi pomocu Studentovog t-testa, odnosno t-
vrijednosti povezanih sa svakim od koeficijenata polinoma, koje ukazuju koji faktori su
znacajni odnosno koje od interakcija su bitne za posmatrani odziv. Najjednostavniji polinom
koji se moze primjeniti je polinom prvog reda koji u obzir uzima samo linearne uticaje
pojedinacnih faktora. Ako se kao krajnji cilj postupka uzme pronalaZenje optimalnog rjeSenja
onda je neophodno Koristiti polinome drugog reda za opisivanje odabranih odziva. Tada svaki
od posmatranih faktora mora da ima tri ili pet nivoa vrijednosti u zavisnosti od primjenjenog
eksperimentalnog plana. NajéeSc¢e se u istrazivanjima koriste slede¢i planovi: Box-Behnken
dizajn (BBD), centralni kompozitni plan (CCD), potpuni eksperimentalni plan i dr. (Joki¢,
2010).

Najranija tehnika RSM zahtijeva centralne kompozitne dizajne za crtanje 2D ili 3D
odzivnih povrsina, modelovane pomocu kvadratne i/ili polinomske faktorijalne jedna¢ine. RSM
odgovor (rjesenje) se moze predstaviti graficki, bilo u trodimenzionalnom prostoru ili
konturnim parcelama koje pomazu vizualizovati oblik odzivne povrsine. Konture su krive linije
konstantnog odgovora nacrtane u Xi, Xj ravnima zadrzavajuci sve ostale promjenljive. Svaka
kontura odgovara odredenoj visini odgovora, kao sto je prikazano na Slikama 2.4 1 2.5. Odzivna
povrsina prikazuje se graficki u cijelom eksperimentalnom podrucju, podru¢ju mogucih
kombinacija faktora. (Nakai i sar., 2006).
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Slika 2.5. Trodimenzionalna povrSina odgovora i odgovarajuca konturna ploc¢a (Nakai i sar.,
2006)

Odzivne funkcije su polinomskog oblika s obzirom da se kvalitet fitovanja
eksperimentalnih podataka moze poboljsati povecanjem stepena polinoma. Ovakvi modeli su
posebno pogodni za rjesavanje optimizacionih problema s obzirom da je njima moguce opisati
interakcije velikog broja faktora, a i procjena kvaliteta fitovanja polinomskih modela se moze
lako odrediti (Jokic¢, 2010).

Prvi korak u RSM metodi je pronalazenje odgovaraju¢eg priblizavanja pravoj vezi.
Najcesci oblici su polinomi nizeg reda (prvi ili drugi). Prednost je $to se struktura aproksimacije
ne pretpostavlja unaprijed, ve¢ nastaje kao dio rjesenja, sto dovodi do kvaliteta funkcionalne
strukture. Pored toga, kompleksnost funkcije nije ogranicena na polinom, nego se moze
generalizovati uklju¢ivanjem bilo kog matematic¢kog operatora (npr. trigonometrijske funkcije),
u zavisnosti od inzenjerskog razumijevanja problema. To su regresioni koeficijenti ukljuceni u
aproksimacioni model i procjenjuju se smanjenjem sume kvadrata greske.
Konstrukcija modela odzivnih povrsina je iterativni proces. Kada se dobije priblizan model,
vrsi se procjena da li je rjesenje zadovoljavajuce. Ako nije, proces aproksimacije se ponovo
pokrece ili se model razvija sa drugim parametrima (Nakai i sar., 2006).

Vazan korak u RSM metodi je aproksimacija eksperimentalnih podataka odgovaraju¢im
modelom. Ako je odziv moguc¢e dobro modelovati linearnom funkcijom, tada je dobijena
aproksimacijska funkcija modela prvog reda:

Y=Bo+B1-x1+Bx++pi-x+e¢
Medutim, najcesce se upotrebljava model odziva drugog reda:
l l
Y=.80+Z.Bi'xi +Z.8ii'xi2 +ZZ.Bij'xi'xj +e
i=1 i=1 i<j i=2

Koeficijenti odzivne funkcije (modela) odreduju se metodom najmanjih kvadrata.
Nakon odredivanja koeficijenata odzivne funkcije radi se analiza i test adekvatnosti odzivne
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funkcije primjenom analize varijanse (ANOVA) ¢ime se isti¢u oni faktori ili njihove interakcije
koji znacajno uticu na posmatrani proces (Adzi¢, 2014).

Osnovna procedura eksperimentalnog dizajna je da se izracuna ANOVA koristenjem
faktorijalnih analiza. U naukama o Zivim sistemima, frakcioni dizajni su neophodni za efikasnu
analizu radi troskova eksperimenta (Nakai i sar., 2006). Ova metoda se najceSce koristi pri
analizi nezavisnih parametara izmedu kojih se razlike ne mogu iskazati kvantitativno. Kod
nezavisnih parametara ¢ija se vrijednost izrazava kvantitativno (npr. procesni parametri
bioprocesa), potrebno je posmatranje cijelog raspona vrijednosti koje parametar moze primiti,
te onih vrijednosti koje nisu bile predvidene planom eksperimenta. Analiza varijanse je
disperzioni statisticki test kojim se ispituje da li rezultati, odnosno statisti¢ki uzorci, dolaze iz
populacije s jednakim varijansama. Nula-hipoteza kod ANOVA-e podrazumijeva da su srednje
vrijednosti unutar tretmana (npr. ista vrijednost jednog parametra, a drugi se mijenja) jednake i
da pripadaju istoj populaciji, te da je varijacija izmedu srednjih vrijednosti rezultat greske.
Ukupna varijacija podataka je izrazena preko zbira kvadratnih odstupanja pojedinih odziva (yi)
od srednje vrijednosti odziva (y’) za n slucaja:

n
SSie =G Ha) =) 01

Analizom varijanse se ukupna varijacija podataka (SStt) razdjeljuje na doprinos
parametara (SSx) i doprinos slucajne greske (SSe):

SS,or =SS, + SS,

SSx je ustvari zbir kvadratnih odstupanja od srednje vrijednosti izmedu tretmana, a SSe
je zbir kvadratnih odstupanja od srednje vrijednosti izmedu tretmana (Bujan, 2016).

Nakon pronalazenja znacajnih faktora ovim eksperimentalnim dizajnom, sljedeci cilj je
da se pronade optimalna vrijednost koja se pojavljuje na odzivnoj povrsini. Shodno tome,
vizualizacija zakrivljenosti povrsina odgovora zahtijeva vise vrijednosti po faktoru nego sto su
obezbjedene eksperimentima na tri nivoa. Postojala su dva razlic¢ita misljenja u pogledu pristupa
za aproksimaciju odzivne povrsine i pronalazenje optimuma, a to su prosirenje i/ili nastavak
eksperimentalnog dizajna koje prati uklanjanje krivih da bi se ilustrovale odzivne povrsine.
Drugo misljenje je ,.evolucijska operacija“ i njeni derivati da rotiraju pretragu prema
optimalnom toku iterativnog pretrazivanja.

RSM metoda moze da se koristi za aproksimaciju eksperimentalnih i numerickih
rezultata. Potrebno je definisati funkciju aproksimacije i dizajn plana eksperimenta (Nakai i
sar., 2006). RSM metoda se primjenjuje za razvoj, poboljsanje i optimizaciju razlicitih
tehnoloskih procesa. Primjenom metoda planiranja eksperimenta moguce je na brz, kontrolisan
I razumljiv nacin naci optimalno rjesenje problema, te ostvariti potpun uvid u proces, a dobijene
rezultate jednostavno prikazati (Adzi¢, 2014).

Metoda odzivne povrsine koristi se i za opisivanje brojnih procesa. Modelovanje
mikrofiltracije uglavnom se zasniva na primjeni klasi¢nog eksperimentalnog postupka odnosno
variranja pojedinacnih faktora koji uti¢u na proces. Ovaj postupak koriSten je za modelovanje
uklanjanja bojenih materija iz sirupa Secerne repe pomocu ultra i nanofiltracije. Uspjesna
primjena ove metode demonstrirana za modelovanje i optimizaciju procesa uklanjanja bakra iz
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vodenih rastvora primjenom ultrafiltracije te za optimizaciju precis¢avanja sojinog ulja
primjenom keramickih membrana. Proces pervaporacije uspjesno je modelovan i optimizovan
primjenom postupka odzivne povrsine, kao i izolovanju aroma piva tokom pervaporacije (Jokic,
2010).

Gomes i sar. (2013) su koristili metodu RSM za odredivanje optimalne temperature i
koncentracije hranljivih sastojaka pri proizvodnji medovine. Kvadratni modeli su koriSteni za
analizu potros$nje glukoze i fruktoze i proizvodnju etanola, glicerola i sir¢etne kiseline. Autori
su zakljucili da su temperatura i koncentracija hranljivih sastojaka znacajni za proizvodnju
glicerola 1 sir¢etne kiseline, kao i potrosnju fruktoze i na potrosSnju glukoze koja je u vezi sa
proizvodnjom etanola. Srimeena i sar. (2016) su koristili metod RSM kako bi dobili pregled
vaznih faktora koji utiCu na prinos etanola, ¢ime su odredili optimalnu temperaturu, sadrzaj
Secera i duzinu trajanja fermentacije.

Greska RSM-a se definiSe kao kumulativni efekat nekontrolisanih faktora koji su efekti
nedefinisanih faktora, kao i bilo koji drugi faktori koji nisu izabrani tokom projektovanja
eksperimenta. Medutim, najvaznija greska je ona koja bi kriti¢ki uticala na pouzdanost analize.
Preporucuje se odrzavanje faktora $to je moguce konstantnijim jer je ponovljivost analize
izuzetno kriti¢na. Obuka analitiCara prije pocetka eksperimenta je minimalni preduslov, posto
povecanje ciklusa replikacije nije tako efikasna kao intenzivna obuka u smislu smanjenja
veli¢ine greske, Sto direktno uti¢e na pouzdanost odabira istinski uticajnih faktora (Nakai i sar.,
2006).
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3. MATERIJAL | METODE RADA

Eksperimentalni dio ove disertacije realizovan je najve¢im dijelom u Laboratoriji za
analizu namirnica, Laboratoriji za mikrobiologiju i Laboratoriji za instrumentalne metode na
Tehnoloskom fakultetu Univerziteta u Banjoj Luci. Dio istrazivanja je uraden u Laboratoriji za
ekotoksikologiju i analitiku pesticida na Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u Banjoj Luci.

U navedenim laboratorijama su analizirani i tretirani svi uzorci meda, provedene
pripreme rastvora za fermentaciju, izvrSena fermentacija i analiza medovina po zavrSetku
fermentacije. Eksperimentalno istrazivanje je podijeljeno na 7 koraka a Sematski je prikazano

na Slici 3.1.

1. Analiza materijala

2. Tretman odabranog
meda

3. Analiza tretiranih
uzoraka meda

4. Priprema rastvora za
fermentaciju

5. Fermentacija

6. Optimizacija procesa
proizvodnje medovine

7. Analiza medovine

*Analiza fizicko-hemijskih, antioksidativnih i antimikrobnih

svojstava soka od aronije;

* Analiza fizi¢ko-hemijskih, antioksidativnih i antimikrobnih
svojstava i mikrobioloskog statusa meda;

»Odabir jedne vrste meda za nastavak eksperimenta;

*Primjena 3 termicka tretmana, 3 tretmana UV zracenjem i 9
ultrazvuénih tretmana;

* Analiza fizicko-hemijskih, antioksidativnih, antimikrobnih i
senzornih svojstava, analiza sadrzaja mineralnih materija i
HPLC analiza;

+Odabir 3 tretmana meda za nastavak eksperimenta;

*Priprema rastvora meda i vode u odnosu 1:3, uz dodatak 0, 5,
101 20 % hladno cijedenog soka od aronije;

* Analiza fizi¢ko-hemijskih, antioksidativnih i antimikorbnih
svojstava rastvora za fermentaciju;

«Inokulacija rastvora - dodatak 3 vrste komercijalno dostupnih
kvasaca u koli¢ini od 150, 300 i 600 mg/L

 Fermentacija na 25 °C u trajanju od 21 dan;

+Primjena Gompertz-ovog modela za odredivanje kinetike
fermentacije i brzine nastanka etanola;

* [zrada matematickog modela;

* Analiza fizi¢ko-hemijskih, antioksidativnih, antimikrobnih i
senzornih svojstava medovine.

Slika 3.1. Sematski prikaz eksperimentalnog dijela doktorske disertacije
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3.1. Materijal

3.1.1. Med

U ovoj doktorskoj disertaciji su, kao sirovina, koristene tri razlicite vrste meda dobijene
na podruéju banjalucke regije, proizvedene tokom 2018. godine. Uzorci koji su koriSteni su:
cvjetni med koji je nabavljen kod lokalnog registrovanog proizvodaca meda, zatim Sumski med
I medljikovac koji su nabavljeni u pcelarskoj poljoprivrednoj zadruzi “Matica” (Banja Luka,
BiH) (Tabela 3.1.). Sve tri vrste meda su bile zapakovane u staklenim teglama zapremine 1000
mL. Za vrijeme eksperimentalnog rada, med je ¢uvan na tamnom mjestu na SObnoj temperaturi.
Reprezentativnost uzoraka postignuta je mijesSanjem nekoliko nasumi¢no odabranih tegli.

Tabela 3.1. Oznake tri razlidite vrste meda

Oznaka Vrsta meda
C cvjetni med
S Sumski med
M medljikovac

3.1.2. Hladno cijedeni sok od aronije

U eksperimentu je koriSten hladno cijedeni sok od aronije, ,,Natural Aro“ proizvod
poljoprivrednog gazdinstva ,,Vrhovac* sa podrucja opstine Prnjavor, Republika Srpska. U toku
proizvodnje sok nije zagrijavan nego je pakovan kao zamrznuti proizvod u plasti¢nu ambalazu
zapremine 500 mL, kako bi se o¢uvala dobra antioksidativna svojstva proizvoda.

3.1.3. Kvasci za inokulaciju

Za proces fermentacije koriStene su tri komercijalno dostupne vrste selekcionisanih
kvasaca: Fermol Associes (AEB group, Italija) kao kombinacija Saccharomyces cerevisiae i
Saccharomyces bayanus, Spiriferm (ERBSLOH Geisenheim GmbH, Njemacka) gdje je radni
mikroorganizam Saccharomyces cerevisiae i Fermol Lager (AEB group, Italija) gdje je radni
mikroorganizam Saccharomyces pastorianus.

3.2. Postupak eksperimentalnih ogleda

3.2.1. Analiza materijala
U prvom koraku eksperimenta (Slika 3.1) izvrSena je analiza hladno cijedenog soka od
aronije i tri vrste meda. Analiza hladno cijedenog soka od aronije i meda je podrazumijevala

analizu fizi¢ko-hemijskih, antioksidativnih i antimikrobnih svojstava. Pored navedenih
analiza, odreden je i mikrobioloski status meda.
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3.2.2. Tretmani meda

Nakon analize tri vrste meda, odabrana je jedna vrsta meda za dalji nastavak
eksperimentalnog rada, koji je dalje podvrgnut razli¢itim tretmanima koji su prikazani u Tabeli
3.2

Termicki tretmani meda su provedeni u staklenim c¢asama u vodenom kupatilu
Precisterm (JP Selecta, Spanija) na odgovarajuéim temperaturama, odreden vremenski period.
Zamrzavanje je provedeno sipanjem meda u plastiCne epruvete sa navojnim ¢epom |
skladistenjem u zamrzivacu, gdje je med ovako zamrznut cuvan do njegove analize. UV tretman
meda je proveden na talasnoj duzini 254 nm. Med je sipan u Petrijeve posude u debljini sloja
od 1-1,5 cm, a nakon toga stavljan u kutiju na ¢ijem stropu je postavljena UV lampa (OSRAM,
Njemacka). Ultrazvucni tretman je izvrSen sipanjem meda u staklene ¢ase zapremine 100 mL
u koli¢ini od 50 g. Med je zatim zagrijan na odredenu temperaturu i tretiran ultrazvukom jacine
40 kHz odreden vremenski period. Za potrebe ultrazvuénog tretmana koristeno je ultrazvucno
kupatilo Ultrasonic Cleaner Set WUC-AO03H (Witeg Labortechnik GmbH, Njemacka).

Tabela 3.2. Vrste tretmana meda i njihovi parametri

Oznaka Vrsta tretmana Temperatura Duzina trajanja

T1 Termicki tretman 65 °C 10 min

T2 Termicki tretman 90 °C 1 min

T3 Zamrzavanje -18°C do pocetka analize
T4 UV 254 nm - 30s

T5 UV 254 nm - 1 min

T6 UV 254 nm - 2 min

T7 Ultrazvuk 40 kHz 30 °C 1 min

T8 Ultrazvuk 40 kHz 45 °C 1 min

T9 Ultrazvuk 40 kHz 60 °C 1 min

T10 Ultrazvuk 40 kHz 30 °C 5 min

T11 Ultrazvuk 40 kHz 45 °C 5 min

T12 Ultrazvuk 40 kHz 60 °C 5 min

T13 Ultrazvuk 40 kHz 30 °C 10 min
T14 Ultrazvuk 40 kHz 45 °C 10 min
T15 Ultrazvuk 40 kHz 60 °C 10 min

3.2.3. Analiza tretiranih uzoraka meda

Treca faza eksperimentalnog dijela (Slika 3.1) podrazumijeva analizu tretiranih uzoraka
meda i poredenje sa kontrolnim uzorkom. Pored prethodno navedenih analiza, izvrSena je te¢na
hromatografija visokih performansi (HPLC analiza) i senzorna analiza svih 15 tretiranih
uzoraka.

Na osnovu rezultata analize izvrSena je analiza i1 obrada dobijenih rezultata koriStenjem
Design-Expert 11 programa (Stat-Ease, Inc. SAD) na osnovu koje su odabrana tri optimalna
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tretmana meda od kojih je jedan tretman iz oblasti primjene razli¢itih temperatura, jedan iz
oblasti primjene UV zracenja i jedan iz oblasti ultrazvuénih tretmana.

3.2.4. Priprema rastvora za fermentaciju

Cetvrta faza eksperimentalnog dijela (Slika 3.1) je podrazumijevala pripremu rastvora
za fermentaciju, rastvaranjem tretiranog meda sa vodom u odnosu 1:3, ¢ime je postignut sadrzaj
suve materije od 18,5 %. Za pripremu rastvora koriStena je prokuvana i ohladena destilovana
voda u koju je prije kuvanja dodan nutrijent Vitamon Combi (ERBSLOH Geisenheim GmbH,
Njemacka).

Nakon rastvaranja medljikovca i vode, u rastvore za fermentaciju je dodan i hladno
cijedeni sok od aronije koji je prije dodatka u rastvore pasterizovan na temperaturi 60 °C u
trajanju od 10 min u vodenom kupatilu Precisterm (JP Selecta, Spanija). Sok je zatim ohladen
i dodan u boce neposredno prije fermentacije, a koli¢ina dodanog soka je prikazana u Tabeli
3.3. Nakon dodatka soka, izvrSena je analiza fizicko-hemijskih, antioksidativnih i
antimikrobnih svojstava rastvora za fermentaciju.

Tabela 3.3. Oznake za koli¢ine dodanog soka od aronije u rastvore za fermentaciju

Oznaka Koli¢ina soka
A 0%
B 5%
C 10 %
D 20 %

3.2.5. Inokulacija i fermentacija

U petoj fazi eksperimenta, izvrSena je inokulacija polaznih rastvora sa tri komercijalno
dostupna kvasca koja su navedena u Poglavlju 3.1.3 i prikazana u Tabeli 3.4. Kvasac je dodan
prema uputstvu navedenom na proizvodackoj specifikaciji.

Tabela 3.4. Oznake koriStenih kvasaca

Oznaka Kvasac
E Fermol Associes
F Spiriferm
G Fermol Lager

Na proizvodackoj specifikaciji ozna¢ena je preporucena koli¢ina od 300 mg/L. Kako bi
se ispitao uticaj koli¢ine kvasca na brzinu fermentacije, pored preporucene varirane su i koli¢ine
od 150 i 600 mg/L, a oznake su prikazane u Tabeli 3.5.
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Tabela 3.5. Oznake za koli¢ine dodanih kvasaca

Oznaka Koli¢ina kvasca (mg/L)
H 150
I 300
J 600

Nakon $to je pripremljen osnovni rastvor sa 18,5 % suve materije, pokrenuta je
fermentacija. U sterilne boce od 250 mL dodana je ukupna zapremina rastvora od 190 mL
(osnovni rastvor + sok + hrana za kvasac). PodeSavanje pH vrijednosti nije izvrSeno zbog
uticaja dodatka soka od aronije na pad pH vrijednosti. Na boce su stavljeni gumeni ¢epovi i
vrenjace napunjene sa rastvorom K-metabisulfita. Priprema rastvora je izvrSena u sterilnim
uslovima uz koriStenje plamenika. Odmah po dodatku kvasca boce su izvagane i stavljene u
inkubator Cooled Incubator (Velp Scientifica, Svajcarska) na temperaturu od 25 + 0,5 °C. Za
svaki rastvor pripremljena su tri nezavisna ponavljanja.

Slika 3.2.Pripremljeni rastvori za fermentaciju  Slika 3.3.Pripremljeni rastvori za fermentaciju
uzoraka 1A uzoraka 1B

Slika 3.4.Pripremljeni rastvori za fermentaciju  Slika 3.5.Pripremljeni rastvori za fermentaciju
uzoraka 1C uzoraka 1D
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Kako bi se ispratio tok procesa fermentacije, boce su vagane u odredenim vremenskim
intervalima. Istovremeno je u inkubator stavljena i kontrolna boca koja je bila napunjena sa
destilovanom vodom, kako bi se izmjerila koli¢ina vode koja ispari na datoj temperaturi u
inkubatoru u toku odredenog vremena. Proces fermentacije je trajao 21 dan, nakon Cega su
pripremljeni uzorci za senzornu analizu, analizu fizi¢ko-hemijskih, antioksidativnih i
antimikrobnih svojstava. Uzorci za analizu su ¢uvani na temperaturi frizidera pri 4°C.

3.3. Metode

3.3.1. Metode fizicko-hemijskih, antioksidativnih, antimikrobnih i senzornih
analiza

Odredivanje sadrzaja vode u polaznim i tretiranim uzorcima meda je izvrSeno
refraktometrijskom metodom (Pravilnik o metodama za kontrolu meda i drugih pcelinjih
proizvoda, Sl. glasnik BiH 37/09).

Odredivanje kiselosti polaznih 1 tretiranih uzoraka meda volumetrijskom metodom
(Pravilnik o metodama za kontrolu meda i drugih p¢elinjih proizvoda, Sl. glasnik BiH 37/09).

Potenciometrijsko odredivanje pH vrijednosti polaznih i tretiranih uzoraka meda,
hladno cijedenog soka od aronije, rastvora za fermentaciju i medovina.

Odredivanje sadrzaja pepela u polaznim i tretiranim uzorcima meda, gravimetrijski
(Pravilnik o metodama za kontrolu meda 1 drugih pcelinjih proizvoda, Sl. glasnik BiH 37/09).

Odredivanje elektricne provodljivosti polaznih 1 tretiranih uzoraka meda,
potenciometrijski (Pravilnik o metodama za kontrolu meda i drugih péelinjih proizvoda, Sl.
glasnik BiH 37/09).

Odredivanje sadrZaja Secera u polaznim 1 tretiranim uzorcima meda, volumetrijski po
Luff-Schoorlu (Pravilnik o metodama za kontrolu meda i drugih pcelinjih proizvoda, Sl. glasnik
BiH 37/09).

Odredivanje sadrzaja hidroksimetilfurfurala u polaznim 1 tretiranim uzorcima meda,
spektrofotometrijski (Pravilnik o metodama za kontrolu meda 1 drugih péelinjih proizvoda, Sl.
glasnik BiH 37/09).

Odredivanje aktivnosti dijastaze u polaznim 1 tretiranim uzorcima meda,
spektrofotometrijski (Pravilnik o metodama za kontrolu meda i drugih pcelinjih proizvoda, Sl.

glasnik BiH 37/09).

Odredivanje aktiviteta vode U polaznim 1 tretiranim uzorcima meda na uredaju
LabMaster (Novasina, Svajcarska).
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Odredivanje sadrzaja mineralnih materija u polaznim i tretiranim uzorcima meda,
spektrometrijski ICP-OES na instrumentu OPTIMA 8000 (Perkin Elmer, SAD).

HPLC analiza na instrumentu HPLC 1260 infinity (SAD) sa detektorom umrezenih
dioda (DAD) po metodi opisanoj u radu Hussein i sar. (2011).

Odredivanje mikrobioloskog statusa meda prije tretmana prema ISO (International
Standardisation Organisation) metodama podrazumijeva odredivanje broja kvasaca i plijesni
(BAS EN ISO 21527-1:2009; BAS EN 1SO 21527-2:2009), enterobakterija (BAS ISO 21528-
2:2013), aerobnih mezofilnih bakterija (BAS EN 1SO 4833-1:2014) i sulfitoredukuju¢ih
klostridija (BAS ISO 15213:2008) i FDA (Food and Drug Administration) metodama koje su
u skladu sa 1ISO 17025 standardom. Vjestacki med je pripremljen otapanjem 39 g fruktoze, 31
g glukoze, 8 g maltoze, 3 g saharoze i 19 g destilovane vode (Majtan i Majtan, 2010)

Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u polaznim i tretiranim uzorcima meda, hladno
cijedenom soku od aronije, rastvorima prije pocetka fermentacije i u medovinama,
spektrofotometrijskom Folin-Ciocalteu metodom (Wolfe i Liu, 2003).

Odredivanje sadrzaja flavonoida u polaznim i tretiranim uzorcima meda, hladno
cijedenom soku od aronije, rastvorima prije pocetka fermentacije i u medovinama,
spektrofotometrijskom metodom (Ordonez i sar., 2006)

Ferric reducing/Antioxidant power (FRAP) test u polaznim i tretiranim uzorcima meda,
hladno cijedenom soku od aronije, rastvorima prije pocetka fermentacije i u medovinama,
spektrofotometrijskom metodom (Benzie i Strain, 1996).

2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) siamonium salt (ABTS) test u
polaznim i tretiranim uzorcima meda, hladno cijedenom soku od aronije, rastvorima prije
pocetka fermentacije i u medovinama, spektrofotometrijskom metodom (Re i sar., 1999).

2,2-diphenyl-1-picril-hydrazyl (DPPH) test u polaznim i tretiranim uzorcima meda, hladno
cijedenom soku od aronije, rastvorima prije pocetka fermentacije i u medovinama,
spektrofotometrijskom metodom (Brand-Williams i sar., 1995).

Antimikrobna svojstva u polaznim i tretiranim uzorcima meda, hladno cijedenom soku
od aronije, rastvorima prije pocetka fermentacije i u medovinama, odredene metodama agar-
bunar€i¢a i metodom razrjedenja u agaru za odredivanje vrijednosti minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC) i minimalne baktericidne koncentracije (MBC) prema metodama
EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (2020) i Balouiri i
sar. (2016) na bakterije: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus cereus ATCC 7004 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 iz kolekcije Laboratorije
za bakteriologiju, mikologiju i parazitologiju Veterinarskog instituta Republike Srpske ,,Dr
Vaso Butozan*“ Banja Luka, Bosna 1 Hercegovina. Kulture su uzgajane u hranljivom bujonu 1
inkubirane 24 h na 37 °C, nakon ¢ega su nacijepljeni i uzgajani na hranljivom agaru naredna 24
h prema metodi Banzie i Strain (1996). Antibiotski diskovi koji su koristeni su Ampicilin (10
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ug), Gentamicin (10 ug), Erythromycin (15 ug) i Ciprofloxacin (5 pg) proizvodaca Mast Group
Ltd (UK).

Odredivanje sadrzaja suve materije u hladno cijedenom soku od aronije, rastvorima za
fermentaciju i medovinama, refraktometrijski.

Odredivanje kiselosti u hladno cijedenom soku od aronije, rastvorima za fermentaciju i
medovinama, volumetrijski, OIV referentna metoda.

Odredivanje sadrzaja usvojivog azota u rastvorima prije pocetka fermentacije,
volumetrijski po metodi opisanoj u Pereira i sar. (2013).

Odredivanje sadrzaja pektina u hladno cijedenom soku od aronije, modifikovanom
kolorimetrijskom metodom (Pravilnik o metodama uzimanja uzoraka i vrSenja hemijskih i
fizickih analiza radi kontrole kvaliteta proizvoda od voca i povrca, Sl list SFRJ 29/83).

Odredivanje sadrZaja isparljivih kiselina u medovinama, volumetrijski, referentom OIV
metodom OIV-MA-AS313-02, R-2015

Odredivanje sadrzaja etanola i metanola u medovinama, metodom gasne hromatografije
GC/FID, na instrumentu Clarus 680 Perkin Elmer sa plameno jonizacionim detektorom (FID)
detektorom, kolona Elite-Wax duzina 60 m, dijametar kolone 0,32, veli¢ina punjenja 0,5,
standardi apsolutni etanol i metanol, interni standard acetonitril. Temperatura injektora i
detektora 250 °C, volumen uzorka 0,5 pL, temperaturni rezim 45 °C 2 min, 45 °C/min do 245
°C 1 min. Ukupno vrijeme trajanja 7,44 min, protok 3 mL/min. KoriStena je djelimi¢no
modifikovana metoda Wang i sar. (2003). Priprema uzoraka za analizu gasnom
hormatografijom je izvrSena prema Pravilniku o analitickim metodama za jaka alkoholna i
alkoholna pica, Sl. glasnik BiH 50/11.

Senzorna analiza polaznog i tretiranih uzoraka meda prema djelimi¢no modifikovanoj
kvantitativnoj deskriptivnoj ocjeni senzornih svojstava meda razli¢itog nivoa kvaliteta po
metodi opisanoj u Gruji¢ (2015).

Senzorna analiza medovine (Pravilnik o postupku i metodama senzornog ocenjivanja
vina, nacinu obuke i provere stru¢ne osposobljenih ocenjivaca, Sl. glasnik RS 93/2015).

Lugolova reakcija, Lundova reakcija i Fiehe test su uradeni prema metodama opisanim
u Almeida-Muradian i sar. (2013).

Za statisticku analizu koriSten je statisti¢ki softver IBM SPSS Statistics 23.0.

3.3.2. Proces optimizacije procesa fermentacije i izrada kineti¢kog modela

Numericka optimizacija parametara procesa fermentacije i njihova ststiasticka analiza
je izvrSena primjenom matematickih alata Solver i Regression iz programskog paketa Microsoft
Excel, primjenom nelinearne metode analize.
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Produkcija etanola je opisana primjenom modifikovanog Gompertz-ovog modela, a
kineticki parametri (Pm, rpm 1 ti) dobijeni su na osnovu fitovanja eksperimentalnih podataka u
modifikovani Gompertz-ov model, kao i primjenom nelinearne regresione analize i ocjenom
regresionih koeficijenata metodom najmanjih kvadrata.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

U prvom dijelu ovog poglavlja prikazani su rezultati analiza polaznih sirovina, koja je
podrazumijevala fizicko-hemijska, antioksidativna i antimikrobna svojstava hladno cijedenog
soka od aronije i tri vrste meda. Pored navedenog, u medu su analizirani mikrobioloski status,
sadrzaj mineralnih materija i kvalitativni testovi.

U drugom dijelu ovog poglavlja prikazani su rezultati analiza odabranog meda koji je
tretiran primjenom 15 razli¢itih tretmana od kojih su tri temperaturna tretmana, tri tretmana UV
zra¢enjem 1 tri ultrazvucna tretmana. Analiza tretiranog meda je podrazumijevala rezultate
fizicko-hemijskih, antioksidativnih, antimikrobnih i senzornih svojstava, kao i HPLC analizu.
Nakon dobijenih rezultata, izvrSeno je poredenje rezultata analiza tretiranih i netretiranog
medljikovca, te izvrSena optimizacija primijenjenih tretmana meda sa ciljem odabira po jednog
tretmana unutar sve tri grupe.

U tre¢em dijelu ovog poglavlja su prikazani rezultati polaznih rastvora za fermentaciju,
koja je podrazumijevala rezultate fizicko-hemijskih, antioksidativnih i antimikrobnih svojstava.
Navedeni rezultati su koriSteni za poredenje sa rezultatima analize medovine nakon zavrsetka
fermentacije, Cime se teze otkriti jedinjenja nastala tokom procesa proizvodnje medovine.

Cetvrti dio ovog poglavlja podrazumijeva rezultate izrade matemati¢kih modela u cilju
optimizacije procesa proizvodnje medovine i razvijanje kinetickog modela nastanka etanola na
osnovu fitovanja eksperimentalnih podataka koji su podrazumijevali promjenu mase boca u
odredenom vremenskom periodu. Izdrada modifikovanog Gompertz-ovog modela uz primjenu
nelinearne regresione analize i ocjenom regresionih koeficijenata metodom najmanjih kvadrata.
Dobijeni matematicki modeli su koristeni u cilju odabira optimalnog kvasca za navedene
polazne rastvore za fermentaciju, te za pracenje uticaja koli¢ine dodanog kvasca i dodanog
hladno cijedenog soka od aronije na brzinu toka alkoholne fermentacije.

U petom dijelu ovog poglavlja prikazani su rezultati analize medovine za odabranu vrstu
kvasca. Analiza medovine je podrazumijevala analizu fizicko-hemijskih, antioksidativnih,
antimikrobnih i senzornih svojstava finalnog proizvoda.

4.1. Rezultati analiza polaznih sirovina
4.1.1. Rezultati analiza hladno cijedenog soka od aronije

Plod aronije (lat. Aronia melanocarpa) danas predstavlja atraktivan istrazivacki
materijal zbog mnogobrojnih benefita koje ima na ljudsko zdravlje, ali i zbog hemijskog
sastava. Za potrebe eksperimenta koriSten je komercijalni proizvod, hladno cijedeni sok od
aronije, koji nakon cijedenja nije termicki obraden, nego je zamrznut i ¢uvan u zamrzivacu do
njegove upotrebe, Cime se teZze ocuvati dobra funkcionalna svojstva proizvoda. Sok od aronije
je pri proizvodnji medovine dodan u koli¢inama od 5, 10 1 20 %, te je iz tog razloga neophodno
ispitati svojstva soka od aronije. Od fizicko-hemijskih analiza u soku od aronije izmjerena je
pH vrijednost, kiselost, sadrzaj suve materije i sadrzaj pektina. Od antioksidativnih svojstava
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izvrSeno je odredivanje sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida, FRAP, DPPH i ABTS testovi, a
izvrSeno je i testiranje soka na Cetiri bakterije, pri ¢emu su ispitane MIC i MBC vrijednosti.

4.1.1.1. Rezultati analiza fizicko-hemijskih svojstva hladno
cijedenog soka od aronije

U Tabeli 4.1 su prikazani rezultati fizicko-hemijskih svojstava soka od aronije, gdje su
navedeni rezultati kiselosti, pH vrijednosti, sadrzaja suve materije i sadrzaja pektina. Sadrzaj
kiselosti i pH vrijednost soka od aronije mogu da igraju vaznu ulogu u fizicko-hemijskom
sastavu polaznih rastvora za fermentaciju, $to se posebno odnosi na pH vrijednost. Kako je
prethodno navedeno, sok od aronije predstavlja kiseo proizvod sa niskom pH vrijednos¢u, tako
da dodatak soka od aronije u rastvor meda i vode moze da uti¢e na pH vrijednost polaznog
rastvora. Ovo je vazno iz razloga jer kvasci odgovorni za fermentaciju mogu da rastu i da se
razmnozavaju pri odgovaraju¢im vrijednostima pH i sadrzaja kiselina. U Tabeli 4.1. se moze
vidjeti da izmjerena kiselost u soku od aronije iznosi 10,29 g/L. Kako je analiziran hladno
cijedeni sok od aronije, kome niSta nije dodano niti oduzeto, moze se zakljuciti da kiselost u
soku potice iz plodova aronije. Plodovi aronije u svom sastavu sadrze oko 1 do 1,5 % organskih
kiselina, od kojih su najzastupljenije jabu¢na, vinska i limunska kiselina (Snebergova i sar.,
2014). Organske kiseline su nakon Secera veoma vazna komponenta jer njihovo prisustvo i
sastav utiCu na senzorna svojstva (Denev i sar., 2018). Sosnowska i sar. (2016) u svom radu
navode sadrzaj organskih kiselina u granicama od 12,27 do 21,87 g/L u soku od aronije, $to
predstavljaju viSe vrijednosti u odnosu na vrijednost prikazanu u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Rezultati fizicko-hemijske analize hladno cijedenog soka od aronije

Parametar Sok od aronije
Kiselost (g/L) 10,29 + 0,02
pH 3,33+ 0,02
Sadrzaj suve materije (%) 19,23 £ 0,01
Sadrzaj pektina (%) 0,16 £0,00

Sadrzaj organskih kiselina utice na pH vrijednost soka od aronije. Izmjerena pH
vrijednost u hladno cijedenom soku od aronije je 3,33, a sli¢ne rezultate navode autori Bolling
i sar. (2015) koji su izmjerili pH vrijednost od 3,15 do 3,45. Nesto vise vrijednosti od izmjerene
se navode u radovima Toli¢ i sar. (2017) koji su za sok od aronije izmjerili pH vrijednost u
granicama od 3,77 do 3,96, zatim Toli¢ i sar. (2018) koji navode vrijednosti pH od 3,54 do 3,92,
kao i Sosnowska i sar. (2016) koji navode vrijednosti pH od 3,42 do 3,72. Ovako niske
vrijednosti pH ukazuju da sok od aronije predstavlja kiseo proizvod koji u kombinaciji sa malim
sadrzajem Secera uti¢e na slabu prihvatljivost od strane potrosaca (Toli¢ 1 sar., 2018).

Suva materija plodova aronije se najve¢im dijelom sastoji od Secera, proteina,
aminokiselina i lipida (Sidor i Gramza-Michatowska, 2019). U soku od aronije je izmjeren
sadrzaj suve materije koji iznosi 19,23 % (Tabela 4.1). Toli¢ i sar. (2018) navode sadrzaj suve
materije od 7,96 do 22,55 %, dok Toli¢ i sar. (2017) navode od 19,22 do 26,94 %, §to predstavlja
rezultate sli¢ne izmjerenim. Sidor i Gramza-Michatowska (2019) navode sadrzaj suve materije
u plodu aronije od 17,9 do 26 %, a u soku od 11,1 do 17,4 %. Ochmian i sar. (2012) navode
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sadrzaj suve materije u plodu od 15,3 do 19,5 %, od ¢ega su od 14,2 do 18,7 % rastvorljive
materije. Sadrzaj suve materije u aroniji zavisi od sorte, zrelosti ploda, klimatskih uslova (Sidor
I Gramza-Michatowska, 2019) i sastava zemljiSta na kom je aronija uzgajana (Trenka i sar.,
2020).

Milji¢ (2015) navodi da pektin koji potice iz plodova voca moze da bude uzrok
povecanog sadrzaja metanola u fermentisanim napicima. Plodovi aronije predstavljaju voce
umjereno bogato pektinima, ¢iji sadrzaj se krece u granicama od 0,30 do 0,75 % (Trenka 1 sar.,
2020). Adam i Versini (1996) navode da se cijedenjem soka iz plodova voca uklanja najveci
dio pektinskih materija koje su najve¢im dijelom smjesStene u vo¢noj pulpi. Sadrzaj pektina u
analiziranom soku iznosi 0,16 %, Sto predstavlja manje vrijednosti u odnosu na literaturne
podatke navedene za plod aronije.

4.1.1.2.  Rezultati analiza antioksidativnih svojstava hladno
cijedenog soka od aronije

Hladno cijedeni sokovi od svjezeg voca sadrze vazna polifenolna jedinjenja, najcesce
antocijane, katehin i kvercetin (Boncheva i Turnovska, 2014). Zhu i sar. (2020) tvrde da je
sadrzaj polifenolnih jedinjenja u aroniji znacajno veéi u odnosu na druge vrste bobicastog voca
kao $to su borovnica i brusnica. Denev i sar. (2012) su poredili sadrzaj antocijana u razli¢itim
vrstama voca, gdje su ustanovili da aronija ima znacajno vece koli¢ine antocijana u odnosu na
borovnicu, kupinu, malinu, grozde i tre$nju, dok su Jakobek i sar. (2007) potvrdili da je udio
antocijana u aroniji skoro dvostruko vec¢i nego u malini i jagodi. Aronija predstavlja bogat izvor
antocijana, proantocijanidina i hidroksicimetnih kiselina (Denev i sar., 2012), gdje su polimerni
proantocijanini glavna grupa polifenolnih jedinjenja i predstavljaju 66 % polifenola u vocu. Na
sadrzaj antocijana mogu uticati pH vrijednost, hemijski sastav, temperatura, svjetlost i kiseonik,
posebno tokom prerade voca, najviSe tokom cijedenja, bistrenja 1 pasterizacije pri preradi
plodova u sok (Toli¢ i sar., 2017).

U Tabeli 4.2. su prikazani rezultati antioksidativnih svojstava soka od aronije, gdje se
moze vidjeti da je sadrzaj ukupnih fenola u soku od aronije 3468,80 mg GAE/L. Toli¢ i sar.
(2017) navode da sadrzaj fenolnih jedinjenja u aroniji zavisi od sezone berbe i klimatskih
uslova, te navode vrijednosti od 8563,8 do 12055,7 mg GAE/L. Efenberger-Szmechtyk i sar.
(2020) navode sadrzaj ukupnih fenola u plodu aronije oko 8615 mg GAE/L. Navedeni
literaturni podaci ukazuju na nesto vece vrijednosti sadrzaja ukupnih fenola u odnosu na rezultat
prikazan u Tabeli 4.2. Razlog za ovo moZe biti gubitak pojedinih sastojaka tokom prerade
plodova u sok. Jurikova i sar. (2017) su u soku od aronije izmjerili sadrzaj ukupnih fenola od
690 do 2560 mg GAE/L, $to predstavlja nesto nize vrijednosti u odnosu na vrijednost prikazanu
u Tabeli 4.2. Visok sadrzaj fenolnih jedinjenja u soku od aronije je vazan jer se u istrazivanjima
potvrduje njihov izrazit uticaj na smanjenje peroksidacije lipida plazme, uklanjanje slobodnih
radikala i obnavljanje antioksidativnih enzima (Jurikova i sar., 2017).

Sadrzaj flavonoida u soku od aronije je bio 2786,19 mg GAE/L (Tabela 4.2.). Toli¢ i
sar. (2017) su u soku od aronije izmjerili sadrzaj flavonoida od 6994 do 9710 mg GAE/L i
ustanovili da postoje znacajne razlike u sadrzaju flavonoida u zavisnosti od sezone berbe. Oni
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jos navode da flavonoidi predstavljaju najzastupljeniju grupu fenolnih jedinjenja u aroniji,
ta¢nije od 79,2 do 87,5 %. Veliki broj literaturnih podataka ukazuje da je od svih flavonoida u
aroniji najzastupljeniji kvercetin (Denev i sar., 2012, Wilkes i sar., 2014), a Mikuli¢-Petkovsek
I sar. (2012) navode da je najdominantniji derivat kvercetina galaktozid, a zatim glukozid.

Tabela 4.2. Rezultati antioksidativnih svojstava hladno cijedenog soka od aronije

Parametar Sok od aronije
Sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/L) 3468,80 + 28,28
Sadrzaj flavonoida (mg GAE/L) 2786,19 £ 3,26
FRAP (mmol Fe?*/mL) 30,78 + 0,06
DPPH (pug TE/mL) 1548,33 + 11,23
ABTS (mg TE/mL) 0,89 + 0,01

Antioksidativna svojstva aronije poti¢u od fenolnih jedinjenja (Ciociou i sar., 2013). U
Tabeli 4.2 su prikazani rezultati FRAP, DPPH i ABTS testova, gdje se vidi da vrijednost FRAP
za sok od aronije iznosi 30,78 mmol Fe?*/mL. Toli¢ i sar. (2017) u soku od aronije navode
vrijednosti FRAP od 128,2 do 179,5 mmol Fe?*/mL, §to predstavlja vece vrijednosti u odnosu
na vrijednosti prikazane u Tabeli 4.2. DPPH vrijednost u soku od aronije iznosi 1548,33 ug
TE/mL,aABTS 0,89 mg TE/mL. U literaturnim podacima postoji mali broj rezultata za DPPH
I ABTS izraZenih u jedinicama koje su koriStene u ovom radu, te ne postoji moguénost
uporedivanja.

4.1.1.3. Rezultati antimikrobne analize hladno cijedenog soka od aronije

U Tabeli 4.3 su prikazani rezultati antimikrobnih svojstava soka od aronije na Cetiri
analizirane bakterije, prikazani kao vrijednosti MIC i MBC. Na osnovu dobijenih rezultata se
moze vidjeti da su MIC vrijednosti iste za S. aureus, B. cereus i P. aeruginosa (< 20 % v/v),
dok je za E. coli ova vrijednost visa (30 % v/v). Najniza MBC vrijednost je izmjerena za P.
aeruginosa (30 % (v/v)), nesto visa za S. aureus (40 % (v/v)), dok su najvise vrijednosti
izmjerene za E. coli i B. cereus (> 40 % (v/v)). Na osnovu navedenih vrijednosti moze se vidjeti
da hladno cijedeni sok od aronije, u pogledu MIC i MBC vrijednosti najizrazenije antimikrobno
dejstvo ima na bakteriju P. aeruginosa, dok najslabije na E. coli. Braunlich i sar. (2013) navode
da je vecina uzoraka aronije pokazala bolju inhibiciju prema G (+) soju B. cereus, a manju
prema G (-) soju E. coli, §to se djelimi¢no slaze sa dobijenim rezultatima. Liepina i sar. (2013)
su u svom radu analizirali antimikrobna svojstva ekstrakta aronije na Cetiri bakterije koje su
koriStene i u ovoj doktorskoj disertaciji. Autori su dosli do zakljucka da je ekstrakt aronije
pokazao aktivnost prema B. cereus, S. aureus i P. aeruginosa, dok za E. coli nije uocena
aktivnost, iako Valcheva-Kuzmanova i Belcheva (2006) navode da aronija inhibira rast E. coli.

Denev i sar. (2019) navode da aronija ima jaka antimikrobna svojstva na §irok spektar
mikroorganizama. Na antimikrobna svojstva uti¢e sadrzaj fenolnih kiselina, kinona, flavona,
flavonoida, flavonola, tanina, kumarina, esencijalnih ulja, terpenoida i drugih jedinjenja
(Liepina i sar., 2013). Liepina i sar. (2013) navode da je antimikrobna aktivnost fenolnih
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komponenti u zavisnosti od pH vrijednosti uzrokovane slabim organskim kiselinama, iako
Krisch i sar. (2008) navode da je korelacija izmedu kiselosti i antibakterijskog djelovanja slaba.

Tabela 4.3. Rezultati antimikrobnih svojstava hladno cijedenog soka od aronije - minimalna
inhibitorna (MIC) i minimalna baktericidna (MBC) koncentracija na rast bakterijskih kultura

Parametar MIc o
% (VIV) % (V/V)
iy 30 o
arcoms <20 ©
YO 1008 <20 w0
;S-ﬁgg:olmoolrlla; aeruginosa <20 30

4.1.2. Rezultati analiza tri vrste meda

S obzirom da med predstavlja glavnu komponentu pri proizvodnji medovine,
neophodno je bilo ispitati svojstva meda, prvenstveno analizu fizi¢ko-hemijskih svojstava, ali i
uraditi analizu antioksidativnih i antimikrobnih svojstava, kao i odredivanje mikrobioloskog
statusa meda. Rezultati navedenih analiza su posluzili u odabiru vrste meda pogodne za
nastavak eksperimenta i provodenje procesa fermentacije.

4.1.2.1. Rezultati analiza fizicko-hemijskih svojstava tri vrste meda

Analiza fizicko-hemijskih svojstava tri vrste meda podrazumijevala je analizu
predvidenu Pravilnikom o metodama za kontrolu meda 1 drugih pcelinjih proizvoda (Sl1. glasnik
BiH, 37/09). Hemijski sastav meda zavisi od cvjetnog izvora, sezonskih, ekoloSkih i
poljoprivrednih uslova, klime, pcelinje vrste, kao i1 tretmana meda tokom ekstrakcije i1
skladiStenja. Hemijska svojstva meda znac¢ajno uti¢u na hemijski sastav medovine, te je iz tog
razloga bilo potrebno ispitati fizicko-hemijska svojstva tri odabrane vrste meda, sa ciljem
odabira odgovarajuce vrste za nastavak eksperimenta.

U Tabeli 4.4 su prikazani rezultati sadrzaja vode, aktiviteta vode (aw), pH vrijednosti i
kiselosti za tri analizirane vrste meda. Sadrzaj vode u cvjetnom medu je 16,73 %, u Sumskom
medu 17,65 %, a u medljikovcu 18,50 %. Prema vazec¢em Pravilniku (Sl. glasnik RS 101/15)
dozvoljena koli¢ina vode u medu je do 20 %, na osnovu ¢ega se moze zakljuéiti da su sve tri
uzorka meda u skladu sa vaze¢im Pravilnikom. SadrZaj vode ima direktan uticaj na aktivnost
mikroorganizama, tatnije na mogucénost kvarenja zbog pokretanja fermentacije u medu (Gomes
I sar., 2009; Salazar i sar., 2017). Sadrzaj vode veéi od 20 % moze ubrzati proces kristalizacije
I povecati vrijednost aktiviteta vode, ¢ime se omogucava rast i razvoj kvasca (Gomes 1i sar.,
2009, Chua i Adnan, 2014). Sadrzaj vode u medu zavisi od sezonskih uslova, stepena zrelosti
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meda koji je postignut u ko$nici, klimatskih faktora (Kirs i sar., 2011) i uslova prikupljanja i
prerade meda (Almeida-Muradian i sar., 2013). Prica i sar. (2014) su analizirali med sa podrucja
Vojvodine, gdje su za cvjetni med izmjerili sadrzaj vode od 16,0 do 19,2 %. Salazar i sar. (2017)
su analizirali Sumski med sa podruc¢ja Rio Grande koji je imao sadrzaj vode od 6,62 do 24,01
%, dok su Zappalla i sar. (2005) u Sumskom medu utvrdili sadrzaj vode od 15,8 do 18,0 %.
Kukurova i sar. (2008) za Sumski med navode sadrzaj vode od 15,64 % do 17,88 %, a za
medljikovac 15,50 %. Sadrzaj vode u tri analizirana uzorka meda je slian sa rezultatima u
navedenim ispitivanjima, sa razlikom medljikovca, gdje je analizirani med u ovom radu
pokazao ve¢i sadrzaj vode.

Tabela 4.4. Rezultati fizicko-hemijskih svojstava tri analizirane vrste meda

Sadrzaj vode Kiselost
Uzorak (%) aw pH (mmol/kg)
C 16,732+ 0,02 0,548%+ 0,001 3,952+ 0,01 16,832+ 0,76
S 17,65° + 0,08 0,588°+ 0,001 4,26° + 0,09 49,17° + 0,29

M 18,50°+ 0,19  0,597°+ 0,000 4,33°+ 0,02 45,17°+ 0,29

razli¢ita slova u okviru iste kolone oznadavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)
C-cvjetni med; S-sumski med; M-medljikovac

ab,c

Vaze¢im Pravilnikom (SI. glasnik RS 101/15) nije regulisana vrijednost aktiviteta vode,
te samim tim za ovaj parametar nisu predvidene dozvoljene grani¢ne vrijednosti. Izmjerena
vrijednost aktiviteta vode u cvjetnom medu je 0,548, u Sumskom medu 0,588, a u medljikovcu
0,597. Aktivitet vode manji od 0,60 ukazuje na dobru stabilnost meda jer je onemogucen rast
mikroorganizama, dok vrijednosti ve¢e od 0,60 pogoduju rastu kserofilnih plijesni,
osmotolerantnih kvasaca 1 halofilnih bakterija (Scripca i Amariei, 2021). Na razvoj kvasaca
vedi uticaj ima sadrzaj slobodne, mikroorganizmima dostupne vode (Ciji je pokazatelj aktivitet
vode) nego ukupni sadrzaj vode (Rockland i Beuchat, 1987). Gleiter i sar. (2006) su u svojoj
studiji uporedili vrijednosti aktiviteta vode za cvjetni med i medljikovac, u kojoj je ova
vrijednost veca za medljikovac nego za cvjetni med, $to je u skladu sa rezultatima dobijenim u
ovom radu.

Pored aktiviteta vode, vaze¢im Pravilnikom (SI. glasnik RS 101/15) se ne predvida ni
mjerenje pH vrijednosti meda, Sto znaci da ni za ovaj parametar nisu predvidene dozvoljene
grani¢ne vrijednosti. U Tabeli 4.4. su prikazane izmjerene pH vrijednosti za sve tri vrste meda,
gdje za cvjetni med ona iznosi 3,95, za Sumski med 4,26, a za medljikovac 4,33. Najvisa
vrijednost pH izmjerena je u medljikovcu, §to se moze objasniti specifi¢nim fizicko-hemijskim
svojstvima 1 na¢inom dobijanja medljikovca, §to u svom radu tvrde 1 Turhan 1 sar. (2008). pH
vrijednost meda moZe da zavisi od pH vrijednosti nektara iz kog je med dobijen, od pH zeml;jista
ili biljke od koje je med proizveden (Salazar i sar., 2017). Niska pH vrijednost, koja je
posljedica organskih kiselina, onemogucava rast velikog broja mikroorganizama (Bogdanov 1
sar., 2004). Kukurova i sar. (2008) su u svom radu analizirali razli¢ite vrste medova sa podrucja
Slovacke, gdje se ova vrijednost za cvjetni med kretala u granicama od 3,50 do 4,10, za Sumski
med od 3,90 do 4,20, a za medljikovac 4,30. Rezultati za tri analizirane vrste meda su sli¢ne sa
razultatima u navedenoj literaturi.
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Prema vaze¢em Pravilniku (Sl. glasnik RS 101/15), maksimalno dozvoljena koli¢ina
slobodnih kiselina u medu je 50 mmol/kg. Sadrzaj slobodnih kiselina u analiziranom cvjetnom
medu je 16,83 mmol/kg, u Sumskom medu 49,17 mmol/kg, a u medljikovcu 45,17 mmol/kg,
na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da su sve tri dobijene vrijednosti u skladu sa vazec¢im
Pravilnikom. Na kiselost meda uti¢u glukonska, sukcinska, jabucna, siréetna, limunska,
mravlja, folna i masla¢na kiselina, koje najve¢im dijelom poticu od péela (Salazar i sar., 2017).
Sadrzaj kiselina u medu je obi¢no nizak, dok visoka kiselost moze da ukazuje na
ferementacione procese u medu (Gomes i sar., 2009; Almeida-Muradian i sar., 2010). Prica i
sar. (2014) su u svom radu istrazivali cvjetni med sa podrucja Vojvodine, koji je sadrzavao
21,12 mmol/kg slobodnih kiselina, dok Fallico i sar. (2008) za istu vrstu meda navode
vrijednost 28,00 mmol/kg. Kukurova i sar. (2008) navode sadrzaj slobodnih kiselina za cvjetni
med od 7,10 do 30,21 mmol/kg, za Sumski med od 12,82 do 20,84 mmol/kg, a za medljikovac
34,74 mmol/kg. Na osnovu rezultata dobijenih za tri analizirane vrste meda, kao i za literaturne
navode, moze se zakljuciti da je sadrZaj slobodnih kiselina u medljikovcu znacajno veéi nego
u cvjetnom medu, §to u svom radu tvrde 1 Turhan i sar. (2008).

Tabela 4.5. Rezultati fizicko-hemijskih svojstava tri analizirane vrste meda

Elekiric . .
Sadrzaj pepela © trlucna Sadrzaj HMF Aktivnost Sadrzaj

Uzorak " moog)  Provedhivost - ka) dijastaze  saharoze (%)

9/100g (msfem) g/kg j b

C  00714°:000 0327°%000 672956°%017 3L10°= 1,05 L99% = 0,03

S 0,3681¢+ 0,30 1,085°+ 0,04 3,5564%+0,15 44,75°+0,12 2,13°+0,09
M 0,3366°+0,01 1,168°+0,00 5,3200°+0,25 47,67°+0,32 2,012+ 0,00

abe razlicita slova u okviru iste kolone oznadavaju statisti¢ki znacajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)
C-cvjetni med; S-sumski med; M-medljikovac

U Tabeli 4.5. prikazani su rezultati sadrzaja pepela, elektricne provodljivosti, sadrzaja
HMF, aktivnost dijastaze 1 sadrzaj saharoze u tri analizirane vrste meda. Prema vaZecem
Pravilniku (SI. glasnik RS 101/15) dozvoljeni sadrzaj pepela iznosi 0,6 g/100 g meda, sa
izuzetkom medljikovca ¢iji sadrzaj moze da iznosi maksimalno 1,2 g/100 g uzorka. U Tabeli
4.5. su prikazani rezultati sadrzaja pepela tri analizirane vrste meda, gdje ova vrijednost za
cvjetni med iznosi 0,0714 g/100 g, za Sumski med 0,3681 g/100 g, a za medljikovac 0,3366
g/100 g meda, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da navedeni rezultati ukazuju na uskladenost
sa vaze¢im Pravilnikom. Sadrzaj pepela zavisi od geografskog i botani¢kog porijekla meda, a
ukazuje na sadrzaj mineralnih materija u medu (Salazar 1 sar., 2017). Fallico 1 sar. (2008) u
svom radu su analizirali cvjetni med za koji navode sadrzaj pepela 0,12 g/100 g, Sto predstavlja
viSe vrijednosti u odnosu na sadrzaj pepela u cvjetnom medu analiziranom u ovom radu. Chua
1 Adnan (2014) su u svom radu za Sumski med izmjerili sadrzaj pepela u granicama od 0,20 do
0,27 g/100 g, sto predstavljaju nize vrijednosti u odnosu na rezultate dobijene u ovom radu.
Rehman 1 sar. (2008) su analizirali med porijeklom iz Pakistana gdje navode sadrzaj pepela
0,30 g/100 g, sto je u skladu sa rezultatima dobijenim za Sumski med 1 medljikovac. Veca
koli¢ina pepela je pronadena u medljikovcu u odnosu na cvjetni med, najvec¢im dijelom zbog
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nacina dobijanja medljikovca i njegovih fizicko-hemijskih svojstava, §to su potvrdili i Almeida-
Muradian i sar. (2013).

U Tabeli 4.5 su navedeni i rezultati analize elektri¢ne provodljivosti, gdje za cvjetni med
ona iznosi 0,327 mS/cm, za Sumski med 1,085 mS/cm, a za medljikovac 1,168 mS/cm. Prema
vaze¢em Pravilniku (SI. glasnik RS 101/15) maksimalno dozvoljena elektri¢na provodljivost je
0,8 mS/cm, osim za medljikovac kod koje se vrijednost 0,8 mS/cm navodi kao minimalno
dozvoljena. Na osnovu dobijenih rezultata se vidi da Sumski med nije u skladu sa vaze¢im
Pravilnikom, $to moze da se objasni viSim sadrzajem pepela u Sumskom medu koji uti¢e na
elektricnu provodljivost, Sto u svom radu tvrdi i Ngoi (2016). Pored pepela, na elektri¢nu
provodljivost uti¢u sadrzaj kiselina i proteina (Acquarone i sar., 2007; Gomes i sar., 2009, Kirs
I sar., 2011). Fallico i sar. (2008) za cvjetni med navode vrijednost 0,33 mS/cm, dok Ciric i sar.
(2018) za cvjetni med sa podrucja Bosne i Hercegovine navode 0,31 mS/cm. Sli¢ni rezultati za
cvjetni med dobijeni su i u ovom radu. Kukurova i sar. (2008) su za Sumski med dobili
vrijednost od 0,211 do 0,656 mS/cm, Sto se razlikuje u odnosu na rezultate dobijene u ovom
radu. Ciric i sar. (2018) su za medljikovac sa podrucja Bosne i Hercegovine dobili vrijednost
od 0,27 mS/cm, a autori Kukurova i sar. (2008) su dobili vrijednost 0,987 mS/cm. Escriche i
sar. (2008) navode da je elektri¢na provodljivost medljikovca ve¢a nego kod ostalih vrsta meda
zbog njegovog porijekla. Oni navode da pored medljikovca, Sumski med moZe da ima vecu
kiselost i sadrzaj pepela, ¢ime su vece 1 vrijednosti elektri¢ne provodljivosti, koje se razlikuju
od cvjetnog meda, §to je potvrdeno i u ovom eksperimentu.

Za cvjetni med sadrzaj HMF je 6,2956 mg/kg, za Sumski med 3,5564 mg/kg, a za
medljikovac 5,3200 mg/kg. Vaze¢im Pravilnikom (SI. glasnik RS 101/15) dozvoljen je sadrzaj
HMF 40 mg/kg, Sto ukazuje da su svi navedeni uzorci u skladu sa vaze¢om regulativom. HMF
predstavlja parametar svjeZine meda, koji se povec¢ava duZim stajanjem i zagrijavanjem (Buba
1 sar., 2013). Sadrzaj HMF zavisi od temperature, vremena zagrijavanja, uslova skladiStenja,
pH vrijednosti, botanic¢kog porijekla meda (Fallico i sar., 2008; Almeida-Muradian i sar., 2013),
sadrzaja vode, prisustva metala, aminokiselina 1 Se¢era (Buba 1 sar., 2013). Buba i sar. (2013)
su u svom eksperimentu za cvjetni med izmjerili sadrzaj HMF 32,3 mg/kg, dok su Ciric 1 sar.
(2018) u cvjetnom medu sa podrucja Bosne i Hercegovine izmjerili sadrzaj HMF 30,79 mg/kg,
aumedljikovcu 18,37 mg/kg. Rezultati u navedenim istraZzivanjima ukazuju na vece vrijednosti
u odnosu na rezultate dobijene u ovom radu. Kukurova i sar. (2008) navode da se sadrzaj HMF
u cvjetnom medu kretao u granicama od 5,20 do 91,30 mg/kg, za Sumski med u granicama od
11,70 do 60,60 mg/kg, a za medljikovac 4,40 mg/kg, Sto ukazuje na slicnost sa rezultatima
dobijenim u ovom radu.

Prema vazecem Pravilniku (Sl. glasnik RS 101/15) minimalno dozvoljena vrijednost
aktivnosti dijastaze je 8. U ovom radu, za cvjetni med aktivnost dijastaze je 31,10, za Sumski
med 44,75, a za medljikovac 47,67, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da su sva tri uzorka meda
u skladu sa vazeCom regulativom. Aktivnost dijastaze, kao i HMF, predstavlja indikator
starenja, odnosno parametar svjezine meda, a moze da ukazuje na pregrijavanje meda (Kirs 1
sar., 2011). Cvjetni med sa podrucja Bosne i Hercegovine koji su ispitivali Ciric i sar. (2018)
je imao aktivnost dijastaze 23,37, dok Vorlova i Pfidal (2002) u cvjetnom medu navode
vrijednost 18,20. Zappala i sar. (2005) za Sumski med navode vrijednosti od 13,7 do 20,0. Ciric
I sar. (2018) za medljikovac navode vrijednosti aktivnosti dijastaze 12,73, a Vorlova i Ptidal
(2008) 24,60. Navedene literaturne vrijednosti ukazuju na niZe vrijednosti u odnosu na
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vrijednosti dobijene u ovom radu. Kako vise vrijednosti ukazuju na svjezinu meda, moze se
zakljuciti da je med analiziran u ovom radu svjez, bez tragova znacajnijeg pregrijavanja tokom
procesa proizvodnje i skladiStenja meda.

Sadrzaj saharoze u cvjetnom medu je 1,99 g/100 g, u Sumskom medu 2,13 g/100 g, au
medljikoveu 2,01 g/100 g. Prema vazeéem Pravilniku (Sl. glasnik RS 101/15) dozvoljen sadrzaj
saharoze u medu iznosi maksimalno 5 g/100 g, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da su sva tri
uzorka meda u pogledu ovog parametra u skladu sa vaze¢om regulativom. Kukurova 1 sar.
(2008) za cvjetni med navode sadrzaj saharoze od 1,41 do 9,43 g/100 g, za Sumski med od 6,87
do 10,77 g/100 g, a za medljikovac 7,86 g/100 g. U poredenju sa navedenim literaturnim
podacima moze se zakljuciti da je sadrzaj saharoze manji u medovima analiziranim u ovom
radu. Gomes i sar. (2009) veéi sadrzaj Secera objaSnjavaju preranom berbom meda, odnosno
prije nego Sto se saharoza razlozi do prostijih Secera, glukoze i fruktoze.

4.1.2.2. Rezultati kvalitativnih testova tri vrste meda

Rezultati Fiehe testa, Lugol-ove i Lund-ove reakcije su prikazani u Tabeli 4.6. Lugol-
ova reakcija se zasniva na reakcija joda i kalijum jodida u prisustvu glukoze. Pojava crveno
ljubicaste do plave boje ukazuje na pozitivnu reakciju. Koli¢ina dekstrina glukoze u medu utice
na intenzitet obojenja. Ukoliko med nije vjestacki, nego je prirodni, ne dolazi do pojave boje
(Almeida-Muradian i sar., 2013). Za sve tri analizirane vrste meda vidi se da je reakcija
negativna, tacnije da nije doslo do pojave boje, ¢ime se ukazuje na ispravnost meda, tacnije
med nije falsifikovan, nego je proizveden na prirodan nacéin, bez dodatka Secera i drugih
komponenti u med.

Tabela 4.6. Rezultati kvalitativnih testova tri analizirane vrste meda

Uzorak Lugol-ova reakcija Lund-ova reakcija  Fiehe test
C NR PR NR
S NR PR NR
M NR PR NR

NR — negativna reakcija; PR — pozitivna reakcija
C-cvjetni med; S-sumski med; M-medljikovac

Lund-ova reakcija se zasniva na taloZenju proteina pod dejstvom taninske Kiseline.
Pojava taloga ukazuje na pozitivnu reakciju, ta¢nije na prisustvo prirodnog meda (Almeida-
Muradian i sar., 2013). Rezultati prikazani u Tabeli 4.6 pokazuju da je za sva tri analizirana
uzorka meda reakcija bila pozitivna, $to ukazuje na njihovu ispravnost.

Fiehe test se zasniva na otkrivanju prisustva HMF Koji je rezultat dehidratacije fruktoze
djelovanjem kiselina. Pojava crvene boje ukazuje na prisustvo vece kolicine HMF, §to govori
da je med podvrgavan termickim tretmanima ili se skladisti duze vrijeme, dok negativan test
ukazuje na svjezinu uzorka meda (Almeida-Muradian i sar., 2013). Negativna reakcija ovog
testa predstavlja kvalitativnu potvrdu sadrZzaja HMF u dozvoljenim koli¢inama koji je potvrden
kvantitativnom metodom. Za sve tri analizirane vrste meda vidi se da je reakcija negativna, $to
znaci da nije doslo do nastanka crvene boje, ¢ime se smatra da su uzorci svjezi.
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4.1.2.3. Rezultati analize antioksidativnih svojstava tri vrste meda

Slobodni radikali su odgovorni za oksidaciju nukleinskih kiselina, proteina i lipida, te
se smatra da predstavljaju potencijal za pokretanje degenerativnih bolesti. Antioksidansi imaju
moguénost eliminisanja slobodnih radikala prisutnih u bioloskim sistemima. Takode, hrana
koja sadrzi vecu koli¢inu antioksidanasa u svom sastavu moze inhibirati ili odloziti oksidaciju.
Razlic¢ita istrazivanja ukazuju da se med, zbog velikog broja antioksidativnih jedinjenja, koristi
u terapijske svrhe (Monurizzman i sar., 2012). Med sadrzi veliku koli¢inu polifenola, tac¢nije
jedinjenja koja sadrze aromaticni prsten sa jednim ili viSe hidroksilnih supstituenata, a najvise
su zastupljeni u obliku fenolne kiseline, flavonoida i njihovih derivata. Smatra se da ove
komponente poticu od nektara, polena, medljike i propolisa (Parker i sar., 2016). Pored
navedenih, na antioksidativna svojstva meda uti¢u i prisustvo askorbinske kiseline, katalaza,
peroksidaza, karotenoidi, proizvodi Maillard-ove reakcije, a-tokoferol, aminokiseline (taurin,
glicin, alanin, histidin), organske kiseline i drugo (Savatovi¢ i sar., 2011).

Antioksidativna aktivnost zavisi od botani¢kog porijekla meda (Giorgiana i sar., 2008),
procesa prerade, rukovanja i skladiStenja meda (Savatovi¢ i sar., 2011). Savatovi¢ i sar. (2011)
su, istrazujuc¢i med sa podrucja Srbije, ustanovili da je antioksidativna aktivnost, pored sadrzaja
fenolnih jedinjenja, posljedica i sinergijskih i antagonisti¢kih interakcija koje nastaju izmedu
fenolnih 1 nefenolnih jedinjenja, tacnije u reakciji fenolnih jedinjenja sa askorbinskom
kiselinom, a-tokoferolom i karotenoidima.

Tabela 4.7. Rezultati antioksidativnih svojstava tri vrste meda

Uzorak  Fenoli (mg GAE/Q) Flavonoidi (mg GAE/Q)

C 0,53172+0,0123 0,1383% 40,0315
S 1,1380° + 0,0129 0,5411° + 0,0207
M 1,4850° + 0,0238 0,8458°¢ + 0,0052

abe razlicita slova u okviru iste kolone oznadavaju statisti¢ki znacajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)
C-cvjetni med; S-sumski med; M-medljikovac

Sadrzaj fenola u cvjetnom medu je 0,5317 mg GAE/g, u Sumskom medu 1,1380 mg
GAE/g, a u medljikovcu 1,4850 mg GAE/g (Tabela 4.7). Na osnovu navedenih rezultata, moze
se vidjeti da je najvec¢i sadrzaj ukupnih fenola izmjeren u uzorku medljikovca, te da se ova
vrijednost znacajno razlikuje od cvjetnog meda, $to u svom radu navode i Meda i sar. (2005).
Pontis i sar. (2014) u svom radu ukazuju da postoji pozitivna korelacija izmedu intenziteta boje,
sadrzaja fenola i antioksidativne aktivnosti. Pored tog, tvrde da medljikovac kao tamnija vrsta
meda u odnosu na cvjetni med, pored viSe antioksidativne aktivnosti ima veci sadrzaj ukupnih
fenola, sto je dobijeno i u ovom radu. Pontis i sar. (2014) su u svojoj studiji za med sa podrucja
Brazila izmjerili sadrzaj ukupnih fenola od 0,250 do 0,548 mg GAE/g. Bertoncelj i sar. (2007)
za cvjetni med koji su analizirali u svom radu navode vrijednosti od 0,1268 do 0,1946 mg
GAE/g, dok su Meda i sar. (2005) dobili vrijednosti od 0,3259 do 0,9366 mg GAE/g, a
Halouzka i sar. (2016) od 0,412 do 0,723 mg GAE/g. Sli¢ni rezultati za cvjetni med dobijeni su
i uovom radu. Analizom medljikovca, Meda i sar. (2005) su izmjerili vrijednosti od 1,1305 do
1,1475 mg GAE/g, a Halouzka i sar. (2015) od 0,324 do 1,456 mg GAE/g, s§to takode ukazuje
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na sli¢nost sa rezultatima dobijenim u ovom radu. Razlike koje se pojavljuju u vrijednostima
izmedu istih vrsta meda mogu da se objasne razli¢itim geografskim porijeklom analiziranih
uzoraka, botani¢kim porijeklom, klimatskim uslovima, ali i razli¢itim postupcima prerade i
skladistenja meda (Halouzka i sar., 2016).

Flavonoidi predstavljaju vaznu grupu polifenola. Najzastupljeniji flavonoidi su flavoni,
flavanoni, katehini i antocijani (Parker i sar., 2016). Rezultati dati u Tabeli 4.7 pokazuju da je
sadrzaj flavonoida u cvjetnom medu bio 0,1383 mg GAE/g, u Sumskom medu 0,5411 mg
GAE/g, dok je najvisi sadrzaj flavonoida izmjeren u medljikovcu 0,8458 mg GAE/qg. Literaturni
podaci ukazuju da je u velikom broju studija analiziran sadrzaj flavonoida, koji ne mogu da se
porede sa rezultatima dobijenim u ovom radu jer je izrazavanje rezultata razlicito. Jovanovic¢
(2015) je analizirao razlicite vrste meda gdje ukazuje da je sadrzaj flavonoida nekoliko puta
veéi u Sumskom medu u poredenju sa cvjetnim medom, dok Halouzka i sar. (2016) navode da
analiziraju¢i razli¢ite medove, najveci sadrzaj flavonoida je dobijen za medljikovac, dok su
Sumski 1 cvjetni med imali manji sadrzaj. Moze se vidjeti i da sadrzaj flavonoida raste sa
porastom sadrzaja ukupnih fenola, $to dodatno ukazuje na pozitivnu korelaciju izmedu ova dva
parametra, a §to je prikazano u Tabeli 4.9.

Rezultati FRAP testa su prikazani u Tabeli 4.8. Najniza vrijednost za FRAP je izmjerena
u cvjetnom medu 1,6465 mmol Fe?*/g, zatim u sumskom medu 6,0293 mmol Fe?*/g, dok je
najvisa vrijednost izmjerena u medljikovcu 8,0403 mmol Fe?*/g. Giorgiana i sar. (2008) su za
cvjetni med izmjerili vrijednost FRAP od 0,0074 do 0,0371 mmol Fe?*/g, a za medljikovac
0,0072 do 0,0651 mmol Fe?*/g, dok Alvarez-Suarez i sar. (2010) za razli¢ite vrste meda navode
od 0,0005 do 0,0019 mmol Fe?*/g. Navedeni literaturni podaci ukazuju na nize vrijednosti u
odnosu na rezultate dobijene u ovom radu. Na osnovu dobijenih rezultata moze se vidjeti da je
sa porastom sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida doslo do porasta FRAP vrijednosti. Vise
vrijednosti FRAP ukazuju na vecu antioksidativnu aktivnost analiziranog uzorka. Na osnovu
ovog testa, najvisa antioksidativna aktivnost je dobijena za uzorak medljikovca.

Tabela 4.8. Rezultati antioksidativnih svojstava tri vrste meda

Uzorak FRAP (mmol Fe?*/g) DPPH (mg/qg) ABTS (g/mg)
C 1,6465% + 0,0072 0,0310% + 1,3688 0,0298° £ 0,0066
S 6,0293° £ 0,1041 0,1584° + 0,0008 0,0066% + 0,0001
M 8,0403° + 0,0809 0,1865° + 0,0008 0,00442 + 0,0006

abe razli¢ita slova u okviru iste kolone oznacavaju statisti¢ki znagajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

C-cvjetni med; S-sumski med; M-medljikovac

DPPH je slobodni radikal, stabilan na sobnoj temperaturi koji u prisustvu antioksidansa
gubi stabilnost i biva uniSten. Sposobnost uklanjanja slobodnih radikala odreduje
antioksidativnu aktivnost uzorka u kom se nalazi (Pontis i sar., 2014). Rezultati DPPH testa su
prikazani u Tabeli 4.8. Za cvjetni med je DPPH testom izmjerena najniza vrijednost od 0,0310
mg/g meda. Nesto visa vrijednost je izmjerena u uzorku Sumskog meda 0,1584 mg/g, dok je
najvi$a vrijednost izmjerena za medljikovac 0,1865 mg/g, Sto ukazuje na znacajnu statisticku
razliku. Na osnovu ovih rezultata vidi se da su viSe vrijednosti DPPH dobijene za Sumski med
i medljikovac, za razliku od cvjetnog meda. Sli¢ne rezultate vidimo i u radu Jovanovi¢ (2015)
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koji je istrazivao med sa podrucja Srbije, te je na osnovu dobijenih rezultata zakljucio da je viSa
antioksidativna aktivnost dobijena za Sumski med u odnosu na cvjetni med. Takode, Bertoncelj
I sar. (2007) navode da je antioksidativna aktivnost prikazana u odnosu na DPPH bolja za
Sumski med u odnosu na cvjetni med, $to ukazuje na sli¢nost sa eksperimentalno dobijenim
rezultatima. Halouzka i sar. (2016) koji su primjenom razli¢itih testova analizirali razlicite vrste
meda, dosli do zakljucka da medljikovac pokazuje najveca antioksidativna svojstva u odnosu
na sve analizirane vrste meda, $to je potvrdeno i u ovom radu.

U Tabeli 4.8 prikazani su i rezultati ABTS testa, iskazani kao vrijednost ICso. Ova
vrijednost se odnosi na koncentraciju ispitivanog uzorka koja moze da inhibira 50 % slobodnog
radikala. Veca sposobnost neutralisanja slobodnih radikala ukazuje na nize vrijednosti ABTS,
odnosno nize vrijednosti ABTS odgovaraju vecoj antioksidativnoj aktivnosti (Pontis i sar.,
2014). Vrijednost ABTS za cvjetni med je iznosila 0,0298 g/mg, za sSumski med 0,0066 g/mg,
a za medljikovac 0,0044 g/mg. Na osnovu dobijenih rezultata, u pogledu ovog parametra,
najbolju antioksidativnu aktivnost pokazuje uzorak medljikovea, a najnizu cvjetni med.
Obzirom da nize vrijednosti ABTS ukazuju na vecu antioksidativnu aktivnost, vidi se da je
najvisa antioksidativna aktivnost dobijena u uzorku medljikovca, zatim Sumskog meda, dok je
najniza vrijednost dobijena za cvjetni med.

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabelama 4.7 i 4.8, koji se odnose na sadrzaj ukupnih
fenola, flavonoida, kao i FRAP, DPPH i ABTS testove, moze se konstatovati da je najveca
antioksidativna aktivnost izmjerena u uzorku medljikovca. NesSto niza antioksidativna aktivnost
je izmjerena u Sumskom medu, a najniza u cvjetnom medu. Rezultati koji su izmjereni se slazu
sa tvrdnjama da tamnije vrste meda imaju veci sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida, kao i jaca
antioksidativna svojstva, dok svjetlije vrste meda imaju slabija antioksidativna svojstva, kao i
manji sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida, §to u svom radu navode Pontis i sar. (2014).

Tabela 4.9. Korelacija (Pearson-ov koeficijent korelacije — r) izmedu sadrzaja
ukupnih fenola, flavonoida i antioksidativne aktivnosti

Parametar Sadrzaj Sadrzaj FRAP  DPPH  ABTS
ukupnih fenola flavonoida

Sadrzaj ukupnih fenola - 0,996" 0,998" 0,981 -0,958

Sadrzaj flavonoida - - 0,990™ 0,961™ -0,931

FRAP - - - 0,990™ -0,973

DPPH - - - - -0,996

*p<0,05, **p>0,05

U Tabeli 4.9 je prikazana korelacija izmedu sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida i
antioksidativne aktivnosti mjerene FRAP, DPPH i ABTS testovima. Regresiona analiza je
pokazala da je sadrzaj ukupnih fenola u jakoj korelaciji sa sadrzajem flavonoida (0,996), FRAP
(0,98) i DPPH rezultatima (0,98), dok je u negativnoj korelaciji sa ABTS (-0,958). Za razliku
od ostalih rezultata antioksidativnih svojstava, niZze vrijednosti ABTS ukazuju na vecu
antioksidativnu vrijednost, Sto opravdava negativnu korelaciju navedenih parametara sa
vrijednostima ABTS. SadrZaj flavonoida je u jakoj korelaciji sa FRAP (0,99) i sa DPPH (0,961)
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vrijednostima, dok se za ABTS ponovo pojavljuje negativna vrijednost (-0,931). Izrazito jaka
korelacija se moze uociti i izmedu FRAP i DPPH (0,989) vrijednosti.

4.1.2.4. Rezultati analiza mikrobiolo$kog statusa tri vrste meda

Sa mikrobiolos§kog aspekta, med se smatra veoma stabilnim proizvodom. Za njegovu
stabilnost zasluzan je hemijski sastav, tac¢nije visok sadrzaj Secera, niska vrijednost aktiviteta
vode, izrazita kiselost i niska pH vrijednost, prisustvo vodonik peroksida i veliki broj razlicitih
jedinjenja koja imaju inhibitornu ulogu (Gradvol i sar., 2015). Bez obzira na sve navedene
faktore koji inhibitorno djeluju na mikroorganizme, med nije sterilan proizvod, Sto znaci da
pojedine vrste mikroorganizama mogu da opstanu u njemu. Naj¢e$¢e su prisutni sporogeni
oblici bakterija (Clostridium spp.) i kserofilni i osmofilni kvasci (Snowdon i Cliver, 1996).
Adadi i Obeng (2017) kao razlog kontaminacije meda navode nedovoljno postovanje higijene
u toku proizvodnje meda ili neadekvatno skladistenje.

Tabela 4.10. Rezultati mikrobiolo$kog statusa tri vrste meda

Ispitivani mikroorganizmi C S M
Kvasci ND ND ND
Plijesni ND ND ND
Enterobakterije ND ND ND
Aerobne mezofilne bakterije ND ND ND
Sulfitoredukujuée klostridije ND ND ND

ND — nije detektovano
C-cvjetni med; S-sumski med; M-medljikovac

U Tabeli 4.10 su prikazani rezultati mikrobioloskog statusa tri analizirane vrste meda.
IzvrSene su analize na prisustvo kvasaca, plijesni, enterobakterija, aerobnih mezofilnih bakterija
i sulfitoredukujuéih klostridija. Ni u jednom od tri analizirana uzorka meda nije detektovana
nijedna vrsta ispitivanith mikroorganizama, S$to ukazuje da je med odgovarajuceg
mikrobioloSkog kvaliteta i nekontaminiran, zbog ¢ega je njihovo skladiStenje jednostavnije. U
pojedinim uzorcima meda koje su analizirali Adadi i Obeng (2017) nisu bile prisutne bakterije,
tac¢nije med nije bio kontaminiran. Kao razlog oni navode nisku pH vrijednost, odnosno u medu
koji je imao niZzu pH vrijednosti nije ustanovljeno prisustvo bakterija dok su u medovima sa
vi§im pH vrijednostima detektovane E. coli i P. aeruginosa, kao i bakterije iz rodova:
Staphylococcus, Enterobacter, Micrococcus, Bacillus, Clostridium, Streptococcus, Shigella i
Klebsiella.

41.2.5. Rezultati antimikrobnih analiza tri vrste meda

U Tabeli 4.11 su prikazani rezultati MIC/MBC vrijednosti tri analizirane vrste meda.
Analizirajuci rezultate prikazane u navedenoj Tabeli, primjecuje se da su uzorci pokazali
razli¢ito dejstvo na Cetiri testirane bakterije. Najbolje dejstvo na E. coli je pokazao Sumski med
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(MIC 6,25 % (w/v) i MBC 12,5 %(w/v) ), iako je istu vrijednost MIC imao i uzorak
medljikovca, ali je njegova MBC vrijednost bila viSa nego za uzorak Sumskog meda. Na S.
aureus najbolje dejstvo je pokazao Sumski med (MIC 6,25 % (w/v) i MBC 12,5 % (w/v) ).
Sumski med i medljikovac su pokazali jednako dejstvo na B. cereus (MIC 6,25 % (w/v) i
MBC 12,5 % (w/v) ). Na P. aeruginosa najbolje dejstvo je pokazao Sumski med (MIC 6,25 %
(wiv) 1 MBC 6,25 % (w/v) ), iako je istu vrijednost MIC pokazao i medljikovac. Rezultati za
vjestacki med pokazuju da su sve bakterije bile inhibirane na 50 % (w/v) , izuzev P. aeruginosa
(inhibirana na 25 % (w/v) ), uz ostvareni baktericidni efekat kod G (-) bakterija pri koncentraciji
od 50% (w/v) , dok je kod G (+) bakterija ta koncentracija iznosila vise od 50 %. Ovo pokazuje
da je na antimikrobno dejstvo testiranih uzoraka meda uticala ne samo visoka koncentracija
Secera, ve¢ 1 druge materije koju su bile prisutne u medu. Uzimaju¢i u obzir sve navedene
rezultate, uzorak Sumskog meda je pokazao najbolje rezultate antimikrobne aktivnosti.

Tabela 4.11. Rezultati antimikrobnih svojstava tri analizirane
vrste meda (MIC i MBC vrijednosti) i antibiotskih diskova (pre¢nik zone ihbicije u mm)

. . Staphylococcus . Pseudomonas
Escherichia coli AUreus Bacillus cereus aeruginosa
Uzorak WDCMO0013  \recosgpy  WDCMOOISL 5w 00024
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
%(WIV) % (Wiv) %(wW/V) % (WIV)  %(wiV) % (wiv)  %(wiv) % (wiv)
C 25 >25 25 >25 125  >25 125 25
g 625 125 625 125 625 125 625 625
M 6.25 25 125 25 625 125 625 125
Viestacki 50 50 50 >50 50 >50 25 50
med
0,
Etanol 80 % NA NA NA NA
(w/v) (mm)
Ampicilin10 - 45 55, 5 16 16,00 = 4.39 10,88 + 2.53 NA
mg (mm)
Ciprofloxacin - o9 55, 5 g9 37,00 + 3,37 27,38+ 3,54 33,33+ 0,58
5 mg (mm)
Erytromycin - 57 75 4 5 99 10.75 + 1,50 2450 + 2,52 NA
15 mg (mm)
Gentamicin 29,75 + 1,90 25,50 + 1,29 24.00 + 2,53 21,33+ 153
10 mg (mm)

NA — nema aktivnosti
C-cvjetni med; S-sumski med; M-medljikovac

Ve¢i dio antimikrobne aktivnosti vjestackog meda prouzrokovan je visokim sadrzajem
Secera u njemu, kao 1 niskom aw vrijednos¢u. Kako je jedinu razliku u hemijskom sastavu
izmedu vjeStackog meda 1 ostalih uzoraka meda u ovom radu c¢inio sadrzaj enzima i
neperoksidnih supstanci (fenola, flavonoida, drugih organskih jedinjenja), kojih u vjestackom
medu koristenom kao kontrolni uzorak nema, za pretpostaviti je da su ova jedinjenja zasluzna
za vecu antimikrobnu aktivnost svih uzoraka meda analiziranih u ovom radu u odnosu na
vjestacki med. Montenegro i Mejias (2013) navode da na antimikrobnu aktivnost utice
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osmolarnost, pH vrijednost, proizvodnja H202, metilglioksal, antimikrobni peptid pcelinji
defensin-1, lizozim, fenolne kiseline, flavonoidi i drugo. pH vrijednost meda se kreée u
granicama od 3,2 do 4,5, §to govori o kiselosti meda, koja inhibra rast vec¢ine bakterija i plijesni.
Pored pH vrijednosti, dejstvom enzima glukoza oksidaze nastaje H2O2, jedinjenje koje ima
najveéu ulogu u antimikrobnom dejstvu meda. Pored peroksidne, postoji i neperoksidna
antimikrobna aktivnost meda (Prica i sar., 2014). Najveca antimikrobna aktivnost Sumskog
meda moze se objasniti udruzenim djelovanjem neperoksidne i peroksidne antimikrobne
aktivnosti, uz nisku koncentraciju vode, niske pH vrijednosti i visoke koncentracije Secera.
Neperoksidna antimikrobna aktivnost omogucena je izuzetno visokom koncentracijom fenola i
flavonoida u Sumskom medu.

U dostupnoj literaturi se mogu naéi razli¢iti podaci o antimikrobnoj aktivnosti
medljikovca. Dugali¢-Vrndi¢ 1 sar. (2005) su proucavali antimikrobnu aktivnost cvjetnog,
Sumskog 1 bagremovog meda koji su proizvedeni na podru¢ju Srbije na bakterijske sojeve
Staphylococcus albus, Corynebacterium renalle i kvasac Candida albicans. Rezultati ove
studije ukazuju da najveéu antimikrobnu aktivnost na Staphylococcus albus ispoljio Sumski
med, a nakon njega cvjetni med. Najsenzitivniji bakterijski sojevi na antimikrobno dejstvo
meda u toj studiji bili su E. coli i P. aeruginosa, a najotporniji B.cereus. Vorlova i sar. (2005)
u svojoj studiji su ispitivali razli¢ite vrste meda sa podruéja Ceske, gdje navode da medljikovac
pokazuje najvecu antimikrobnu aktivnost u odnosu na ostale vrste meda. Pored tog, oni navode
da postoji veca osjetljivost G (-) bakterija na medljikovac.

4.1.2.6. Rezultati analiza sadrzaja mineralnih materija u tri vrste meda

Sadrzaj mikro- i makro- elemenata u medu moze da se krece u granicama od 0,02 do
1,03 %, a Cesto se izraZzava kao sadrZzaj pepela. Za normalan metabolizam covjekovog
organizma neophodni su elementi poput Se, Cu, Mn, Fe, Ni, Zn i drugi, dok se Pb, Cd i As
smatraju toksi¢nim za ¢ovjeka (Altun i sar., 2017). Dhahir i Hemed (2015) navode da su Na, K
1 Ca glavni elementi neophodni za normalan rad ljudskih ¢elija. Bogdanov i sar. (2007) 1
Lazarevi¢ 1 sar. (2017) navode da se sadrzaj mineralnih materija u svjetlijim vrstama meda, kao
Sto je cvjetni med, krece u granicama od 0,1 do 0,2 %, dok se za tamnije vrste meda, kao §to je
medljikovac, taj sadrzaj krece iznad 1 %. Sli¢ni rezultati su prikazani na Slikama 4.1 1 4.2, gdje
se vidi da je za sve analizirane elemente, sa izuzetkom Zn i Al, sadrzaj vec¢i u medljikovcu i
Sumskom medu, nego u cvjetnom medu koji je svjetliji od navedenih vrsta meda.

Na Slikama 4.1 i 4.2 prikazani su rezultati sadrzaja mineralnih materija odredenih
metodom ICP-OES. Anacleto i Marchini (2004) navode da je najzastupljeniji element u medu
K, a nakon njega Ca, Na i Mg. Ca ima vaznu ulogu za kalcifikaciju kostiju (Altun i sar., 2017),
za nervni sistem, kontrakciju misic¢a, kao i za zgruSavanje krvi (Dhahir i Hemed, 2015).
Najmanji sadrzaj Ca pronaden je u cvjetnom medu gdje iznosi 71,28 mg/kg, nesto visi sadrzaj
je pronaden u medljikovcu - 132,40 mg/kg, a najvisi sadrzaj u Sumskom medu - 156,08 mg/kg.
Liberato i sar. (2013) su za ispitivane uzorke meda dobili vrijednosti od 16,67 do 87,54 mg/kg,
dok Solayman i sar. (2016) navode vise vrijednosti, od 4,85 do 218,00 mg/kg, u ¢iji opseg ulaze
I medovi analizirani u ovom radu. Tarapatskyy i sar. (2021) su za cvjetni med dobili sadrzaj Ca
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od 50,080 mg/kg, a za medljikovac 58,319 mg/kg, Sto predstavlja nize vrijednosti u odnosu na
vrijednosti dobijene u ovom radu.

Sadrzaj P u cvjetnom medu je 39,34 mg/kg, u Sumskom medu 157,34 mg/kg, a u
medljikovcu 51,87 mg/kg. Solayman i sar. (2016) su u analiziranim medovima pronasli sadrzaj
P u granicama od 28,80 do 118,50 mg/kg, $to je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovom radu.
Nizi sadrzaj P vidimo u radu Coolborn i Adetoun (2016), koji je za analizirani med iznosio od
27,40 do 32,50 mg/kg.
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Slika 4.1. Sadrzaj mineralnih materija u tri analizirane vrste meda (Ca, P, Na, Mg)
C — cvjetni med (plava boja); S — sumski med (narandzasta boja); M — medljikovac (siva boja)

Natrijum u organizmu ima ulogu odrZavanja normalne funkcije Celije, uz regulaciju
Kiselinsko-bazne ravnoteze, kao i za prenos nervnih impulsa (Altun i sar., 2017). Najmanji
sadrzaj Na je dobijen za cvjetni med gdje iznosi 168,19 mg/kg, zatim Sumski med 243,17
mg/kg, dok je najvisi sadrzaj u medljikovcu - 314,76 mg/kg. Liberato i sar. (2013) navode
sadrzaj Na u cvjetnom medu u granicama od 2,10 do 23,10 mg/kg, dok Dhahir i Hemed (2015)
za cvjetni med navode 85,20 mg/kg. Navedeni rezultati ukazuju na nize vrijednosti u odnosu
na sadrzaj Na u ispitivanom uzorku cvjetnog meda. U medu koji su ispitivali Altun i sar. (2017)
sadrzaj Na iznosi 2,92 mg/kg, Kovacik i sar. (2016) 8,49 mg/kg, a Coolborn i Adetoun (2016)
24,19 do 26,27 mg/kg. Sadrzaj Na veci u analiziranim uzorcima u odnosu na literaturne navode
moze da se objasni razli¢itim botanickim, geografskim i ekoloskim faktorima (Bogdanov i sar.,
2007). Lazarevi¢ i sar. (2017) navode da najveca koli¢ina mineralnih materija u med dospijeva
iz zemljiSta na kom su uzgajane biljke na kojima je prikupljan nektar, Sto takode moZze da bude
jedan od razloga viSeg sadrzaja Na u analiziranim uzorcima.

Magnezijum se nalazi u sastavu velikog broja enzima koji su dio metabolizma proteina,
ugljenih hidrata i lipida (Dhahir i Hemed, 2015). Od analiziranih uzoraka, najmanji sadrzaj Mg
pronaden je u cvjetnom medu (21,99 mg/kg), nesto visa vrijednost je u Sumskom medu (68,23
mg/kQg), a najvisa vrijednost u medljikovcu (77,29 mg/kg). Tarapatskyy i sar. (2021) za cvjetni
med navode sadrzaj Mg od 32,190, mg/kg, a za medljikovac 41,960 mg/kg, gdje vidimo sli¢nost
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cvjetnog meda sa analiziranim uzrokom. Vise vrijednosti sadrzaja Mg su prikazane u radu
Solayman i sar. (2016) i krecu se u granicama od 2,18 do 563,72 mg/kg, dok su nize vrijednosti
navedene u radu Liberato i sar. (2013) gdje se krecu u granicama od 2,48 do 25,16 mg/kg.

Cink moze da bude sastavni dio specifi¢nih enzima, a smatra se i antioksidansom (Altun
I sar., 2017). Sadrzaj Zn u cvjetnom medu je bio 6,71 mg/kg, u Sumskom medu 1,09 mg/kg, a
u medljikovcu 1,58 mg/kg, na osnovu ¢ega Se moze Vidjeti da je veci sadrzaj ovog elementa
pronaden u cvjetnom medu nego u Sumskom medu 1 medljikovcu. Tarapatskyy i sar. (2021) su
u svom istrazivanju izmjerili ve¢i sadrzaj ovog elementa u cvjetnom medu, nego u medljikovcu,
Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovom radu. U svom radu, Solayman i sar. (2016)
navode da se sadrzaj Zn krece u granicama od 0,26 do 73,60 mg/kg, u ¢ijem rasponu se nalaze
1 rezultati uzoraka analiziranih u ovom radu. Nizi sadrzaj ovog elementa navode Coolborn i
Adetoun (2016), u granicama od 1,64 do 2,06 mg/kg.
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Slika 4.2. Sadrzaj mineralnih materija u tri analizirane vrste meda (Zn, Cu, Al, K)
C — cvjetni med (plava boja); S — sumski med (narandzZasta boja); M — medljikovac (siva boja)

Bakar ima ulogu pri disanju eukariotskih organizama (Altun i sar., 2017). U ispitanim
uzorcima je izmjeren sadrzaj od 0,35 mg/kg u Sumskom medu, a u medljikovcu 0,44 mg/kg,
dok u cvjetnom medu ovaj element nije detektovan. Dhahir i Hemed (2015) u svom radu navode
<0,1 mg/kg sadrzaja Cu, Sto ukazuje na prisustvo malih koli¢ina ovog elementa u medu.
Coolborn i Adetoun (2016) u svom radu su analizirali razlicite vrste meda, gdje su se izmjerene
vrijednosti kretale u granicama od 0,66 do 1,18 mg/kg, dok su Solayman i sar. (2016) za
pojedine uzorke izmjerili sadrzaj od 0,05 do 17,30 mg/kg. Na osnovu navedene literature, moze
se zakljuciti da je sadrzaj Cu u medovima nizak, na Sta ukazuju rezultati dobijeni u ovom radu.

Sadrzaj aluminijuma se Cesto vezuje za kontaminaciju koja nastane u kontaktu meda sa
opremom prilikom prerade (Altun i sar., 2017). U cvjetnom medu sadrZaj ovog elementa je 9,65
mg/kg, u Sumskom medu 10,16 mg/kg, a u medljikovcu 8,61 mg/kg (Slika 4.2). Solayman i sar.
(2016) u svom radu navode sadrzaj ovog elementa od 1,39 do 11,36 mg/kg, Sto je u skladu sa
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rezultatima dobijenim u ovom radu. Nesto niZe vrijednosti navode Coolborn i Adetoun (2016),
kod kojih se sadrzaj Al kretao u granicama od 2,14 do 2,62 mg/kg.

Od mineralnih materija, najzastupljeniji je kalijum (45 do 85 % od ukupnog sadrzaja
mineralnih materija) (Lazarevi¢ i sar., 2017; Bogdanov i sar., 2007). Najmanji sadrzaj K u
analiziranim uzorcima je izmjeren u cvjetnom medu gdje je 0,63 g/kg, zatim u Sumskom medu
4,42 g/kg, a najveca koliCina je izmjerena u medljikovcu 6,30 g/kg. Solayman i sar. (2016) u
svom radu navode da se sadrzaj ovog elementa u analiziranim medovima krece u granicama od
0,0396 g/kg do 1,3493 g/kg, $to je u skladu sa rezultatima cvjetnog meda analiziranog u ovom
radu. Liberato i sar. (2013) navode sadrzaj kalijuma u granicama od 0,0445 do 1,5133 g/kg,
dok Tarapatskyy i sar. (2021) u svom radu navode vrijednosti od 0,9486 do 2,2594 g/kg.
Navedeni rezultati predstavljaju nize vrijednosti u odnosu na rezultate dobijene u ovom radu,
Sto moze da se objasni razli¢itim uslovima u kojima je med proizveden.

Nizak sadrzaj Cr, Ni, Cd i Pb najceS¢e ukazuje na nezagadenost okruzenja u kom se
sakupljao med ili u kojem su se nalazile kosnice u toku prikupljanja meda (Altun i sar., 2017).
Pored elemenata ¢iji su rezultati prikazani na Slikama 4.1 i 4.2, analiziran je i sadrzaj As, Se,
Fe, Mn, Ni, Cr, Pb i Cd, koji nisu detektovani ni u jednom od tri analizirane vrste meda. Matei
1 sar. (2004) su za analizirani med sa podru¢ja Rumunije naveli sadrzaj Cr od 0,03 mg/kg do
0,71 mg/kg, Fe od 2,04 mg/kg do 2,91 mg/kg, Mn od 1,75 mg/kg do 2,23 mg/kg i Ni od 0,90
mg/kg do 2,03 mg/kg.

4.1.2.7.  Odabir vrste meda za nastavak eksperimenta

Prethodno navedeni rezultati su predstavljeni i prodiskutovani sa ciljem da se od tri
analizirane vrste meda izvrS$i odabir jedne vrste, pogodne za proizvodnju medovine sa
poboljsanim funkcionalnim svojstima. Iz tog razloga izvrSena je analiza fizi¢ko-hemijskih
svojstava, kako bi se utvrdilo da li su osnovni parametri u skladu sa dozvoljenim vrijednostima
i njihovim fizioloskim svojstvima. Na osnovu rezultata fizicko-hemijskih svojstava meda, sve
tri vrste meda su u skladu sa vaze¢im Pravilnikom, izuzev Sumskog meda koji ima poviSenu
vrijednost elektricne provodljivosti. Rezultati ostalih analiza (sadrzaj vode, kiselost, sadrzaj
HMEF, sadrzaj Secera, aktivnost dijastaze i sadrZzaj pepela) bili su u granicama dozvoljenih
vrijednosti. To govori o ispravnosti sve tri vrste meda koje su analizirane. Pored fizicko-
hemijskih analiza, rezultati kvalitativnih testova za sve tri vrste meda ukazuju na ispravnost
meda, ta¢nije da je med proizveden prirodnim putem bez tragova falsifikovanja.

Kako je jedan od ciljeva ovog rada proizvodnja medovine sa dodatkom voénog soka od
aronije, kao proizvoda sa poboljSanim funkcionalnim karakteristikama, izvrSena je analiza
antioksidativnih i antimikrobnih svojstava sve tri vrste meda. Na osnovu rezultata analize
antioksidativnih svojstava (sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, FRAP, DPPH i ABTS) moze se
vidjeti da su najbolje vrijednosti dobijene za medljikovac (uzorak M). Medljikovac je pokazao
najvisi sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida, te najviSe vrijednosti FRAP 1 DPPH, a najnize
vrijednosti ABTS. Nesto slabija antioksidativna svojstva ima uzorak Sumskog meda, dok
najslabiju antioksidativnu aktivnost ima cvjetni med. U nastavku eksperimenta odreden je
mikrobioloski status, a rezultati Su pokazali da su svi ispitani uzorci meda bili odgovarajuéeg
mikrobioloskog statusa. Rezultati antimikrobnih analiza (MIC i MBC vrijednosti testirane za
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Cetiri razli¢ite bakterije) ukazuju na slicne MIC vrijednosti medljikovca i Sumskog meda, izuzev
za Staphylococcus aureus, gdje je niza vrijednost MIC dobijena za Sumski med. Cvjetni med je
pokazao najslabija antimikrobna svojstva.

Analizom sadrzaja mineralnih materija je utvrdeno da je za najveéi broj ispitivanih
elemenata najnizi sadrzaj pronaden u cvjetnom medu (sa izuzetkom Zn i Al). Najveci sadrzaj
Na, Mg, K i Cu je detektovan u medljikovcu. Prisustvo vece koli¢ine mineralnih materija,
posebno Mg, Zn i Ca, je pogodan za fermentacione procese, jer uti¢u na stopu konverzije Secera
i predstavljaju kofaktore neophodne za neke od metabolickih puteva u alkoholnoj fermentaciji.
Svi prethodno navedeni rezultati predstavljaju preliminarne pokazatelje mogucnosti upotrebe
razli¢itih vrsta meda za proizvodnju medovine. S obzirom da je jedan od ciljeva rada bio da se
proizvede medovina sa poboljsanim funkcionalnim svojstvima, antioksidativna i antimikrobna
svojstva meda mogu da imaju veoma vaznu ulogu u kvalitetu finalnog proizvoda. Iz navedenih
razloga, za nastavak istrazivanja je odabran medljikovac (uzorak M) zbog dobrih fizicko-
hemijskih i najvisih vrijednosti antioksidativnih svojstava. Pored toga, antimikrobna svojstva
su pokazala zadovoljavaju¢e vrijednosti (posebno MIC vrijednosti), a ujedno sadrzaj
mineralnih materija govori u prilog odabiru ove vrste meda.

U prilog odabiru ove vrste meda, Pereira i sar. (2019) su eksperimentalno utvrdili da na
proces proizvodnje medovine veliki uticaj ima vrsta meda, te da su medovine proizvedene sa
tamnijim vrstama meda pokazale bolje rezultate u odnosu na medovine u kojima su koriStene
svjetlije vrste meda, najvise zbog visokog sadrzaja mineralnih materija i vise pH vrijednosti.
Czabaj i sar. (2017) su naveli da vrsta meda moze da utice i na koli¢inu etanola koja nastane u
toku alkoholne fermentacije, te da medljikovac bolje fermentiSe u odnosu na ostale vrste meda,
Sto se objaSnjava visokom elektriénom provodljivos¢u koja je potvrdena u eksperimentalnom
dijelu ove doktorske disertacije, kao 1 visokim puferskim kapacitetom i sadrZzajem mineralnih
materija koje medljikovac ima.

4.2. Rezultati analiza nakon tretmana odabrane vrste meda

Primjena razlicitih tretmana meda moZe da ima visestruku ulogu, od kojih je jedna uticaj
na fizicko-hemijska svojstva meda, ali i moguénost poboljSanja funkcionalnih svojstava meda,
kako antioksidativnih, tako 1 antimikrobnih svojstva. Takode, uloga tretmana moze da bude 1
eliminisanje eventualno prisutnih mikroorganizama koji mogu dovesti do nezeljene i
nekontrolisane fermentacije meda. Kako je konacni cilj proizvodnja medovine, za pokretanje
fermentacije je neophodno izvrsiti obradu meda radi osiguranja nesmetane fermentacije,
ispitani su uticaji razli¢itih tretmana na medljikovac. Primijenjeni tretmani su podijeljeni u tri
grupe, od kojih su jedna grupa termicki tretmani, druga tretmani UV zraCenjem, a tre¢a grupa
su tretmani ultrazvukom. U Tabeli 4.12 su date oznake koristenih tretmana.

Nakon §to je medljikovac tretiran sa 15 razli¢itih tretmana, izvrSena je analiza fizicko-
hemijskih, antioksidativnih, antimikrobnih i senzornih svojstava tretiranih uzoraka, kao i HPLC
analiza, nakon cega su dobijeni rezultati uporedeni sa rezultatima analize netretiranog
medljikovca, te je iz svake grupe odabran po jedan tretman koji ¢e se koristiti za nastavak
eksperimenta, odnosno za proizvodnju medovine.
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Tabela 4.12. Oznake tretiranih uzoraka medljikovca

Oznaka Vrsta tretmana Temperatura Vrijeme
M Bez tretmana - -
T1 Termicki tretman 65 °C 10 min
T2 Termicki tretman 90 °C 1 min
T3 Zamrzavanje -18°C do pocetka analize
T4 UV 254 nm - 30s
T5 UV 254 nm - 1 min
T6 UV 254 nm - 2 min
T7 Ultrazvuk 40 kHz 30°C 1 min
T8 Ultrazvuk 40 kHz 45 °C 1 min
T9 Ultrazvuk 40 kHz 60 °C 1 min
T10 Ultrazvuk 40 kHz 30 °C 5 min
T11 Ultrazvuk 40 kHz 45 °C 5 min
T12 Ultrazvuk 40 kHz 60 °C 5 min
T13 Ultrazvuk 40 kHz 30°C 10 min
T14 Ultrazvuk 40 kHz 45 °C 10 min
T15 Ultrazvuk 40 kHz 60 °C 10 min

4.2.1. Rezultati analiza fizicko-hemijskih svojstava tretiranog medljikovca

Voda je, nakon Secera, najzastupljenija komponenta meda i ima veliki uticaj na trajnost
meda (Janghu i sar., 2017). Sadrzaj vode u netretiranom medljikovcu (M) iznosio je 18,5 %, a
sadrzaj vode u tretiranim uzorcima je prikazan u Tabeli 4.13. Na osnovu prikazanih rezultata
moze se zaklju€iti da je kod vecine tretiranih uzoraka doSlo do smanjenja sadrzaja vode.
Najvece promjene su uocene u uzorcima T1 (17,86 %) i T2 (17,68 %), u kojima su izvrSeni
termicki tretmani na temperaturama iznad 60 °C. U skladu sa kineti¢kom teorijom toplote, vise
temperature (90 ‘C) dovode do veceg gubitka vode (Chua i sar., 2014), §to je i potvrdeno u
ovom eksperimentu, odnosno, vec¢i gubitak vode je ostvaren u medljikovcu tretiranom na vi$oj
temperaturi. Chua i sar. (2014) su zagrijavanjem meda na temperaturi 63 °C sadrzaj vode
smanyjili sa 21,36 % na 19,30 %, dok je pri temperaturi od 90 °C sadrzaj vode smanjen na 17,04
%. Thrasyvoulou i sar. (1994) za medljikovac navode da je sadrzaj vode u pocetnom uzorku
iznosio 18,20 %, a nakon izvrSenog termic¢kog tretmana pri 60 °C u trajanju od 30 min, sadrzaj
vode je iznosio 17,50 %. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u ovom radu. Blago poveéanje sadrzaja
vode uoceno je u uzorku 3 (18,54 %), koji je podvrgnut tretmanu zamrzavanja. Subramanian i
sar. (2007) navode blago povecanje sadrzaja vode u uzorcima koji su duze vrijeme skladiSteni
na niskim temperaturama, dok Kedzierska-Matysek i sar. (2016) navode da zamrzavanje meda
moze da dovede do smanjenja sadrzaja vode, $to je suprotno od vrijednosti dobijenih u ovom
radu. Oni su analizom meda na sobnoj temperaturi dobili sadrzaj vode od 18,53 %, dok se
zamrzavanjem meda na temperaturi -20 °C sadrzaj vode smanjio na 18,06 %. Sadrzaj vode u
uzorcima T4, T5 i T6 se kretao u granicama od 17,94 do 18,88 %. UV tretman je u uzorcima
T4 1 T5 doveo do blagog porasta sadrzaja vode u odnosu na uzorak M, a u uzorku T6 doslo je
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do smanjenja sadrzaja vode. Razlog za ovo moze da bude vrijeme trajanja UV zracenja, jer je
izlaganjem medljikovca UV zracenju duzim od 1 min doslo do veée redukcije vode. Primjenom
ultrazvuénih tretmana doslo je do smanjenja sadrzaja vode u svim uzorcima, osim u uzorku T8
gdje je sadrzaj vode blago povecan. Vrijednosti sadrzaja vode u uzorcima tretiranim
ultrazvukom su se kretale u granicama od 17,90 % (uzorak T7) do 18,66 % (uzorak T8). Scripca
i Amariei (2021) navode smanjenje sadrzaja vode primjenom ultrazvuka sa 16,20 % na 15,90
%. U radu Thrasyvoulou i sar. (1994) ustanovljeno je da koriStenjem ultrazvuénih tretmana
dolazi do smanjenje sadrzaja vode, $to je potvrdeno i od strane Janghu i sar. (2017), dok Fauzi
(2014) navodi da primjena ultrazvuka nema znac¢ajan uticaj na sadrzaj vode u medu.

Tabela 4.13. Rezultati sadrzaja vode, aktiviteta vode, pH vrijednosti
I kiselosti tretiranog medljikovca

.. Kiselost
Uzorak  Sadrzaj vode (%) aw pH (mmol/kg)
T1 17,86+ 0,06 0,577+ 0,000 4,22+ 0,01 45,75°+ 0,25
T2 17,68+ 0,08 0,570+ 0,001 4,231 0,00 45,75+ 0,25
T3 18,54%%f 1+ 0,18 0,578°+ 0,001 4,249+ 0,01 46,00°+ 0,00
T4 18,745+ 0,02 0,5879+ 0,001 4,198+ 0,00 45,75+ 0,25
T5 18,887+ 0,08 0,593¢+ 0,001 4,202+ 0,01 47,25°+ 0,25
T6 17,949+ 0,26 0,587%+ 0,000 4,20°+ 0,01 45,75+ 0,25
T7 17,90+ 0,06 0,562+ 0,001 4,198+ 0,00 46,00°+ 0,00
T8 18,66%+ 0,10 0,5549+ 0,001 4,21°"+ 0,01 45,75°+ 0,25
T9 18,463+ 0,06  0,552"+ 0,000 4,19+ 0,00 47,25°+ 0,25
T10 18,1420¢d9h 1 0 02 0,568+ 0,000 4,20+ 0,00 48,009+ 0,00
T11 18,26%¢%ah + (.14 0,556! + 0,000 4,179+ 0,01 46,00°+ 0,00
T12 18,06%%9"+ 0,18 0,567'+ 0,000 4,159+ 0,00 47,00¢+ 0,00
T13 18,14%cdh 1 0 02 0,558+ 0,001 4,20+ 0,00 46,25+ 0,25
T14 18,14%cdh 1 0 46 0,568'+ 0,001 4,17"+ 0,00 47,25+ 0,25
T15 17,98°%9"+ 0,22 0,548'+ 0,000 4,197+ 0,02 46,75+ 0,25

ab.c...l

razli¢ita slova u okviru iste kolone ozna¢avaju statisticki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Prije tretmana medljikovca, aktivitet vode u kontrolnom uzorku je iznosio 0,597. Nakon
§to su izvrSeni tretmani, doslo je do smanjenja aw Vrijednosti u svim uzorcima, koje se kre¢u od
0,548 u uzorku T15 do 0,593 u uzorku T5. Najvecée aw Vvrijednosti izmjerene su kod uzoraka
tretiranih UV zracenjem, koji se medusobno znacajno ne razlikuju, dok su najnize vrijednosti
aw izmjerene u uzorcima koji su tretirani ultrazvukom, i one se kre¢u od 0,548 u uzorku T15 do
0,568 u uzorcima T10 i T14. Scripca i Amariei (2021) navode u svom istrazivanju da je aw
svjezeg meda iznosio 0,61, te da je nakon izvrSenog ultrazvu¢nog tretmana zadrzao istu
vrijednost. Oni jo§ navode da je aktivitet vode u direktnoj vezi sa sadrZzajem vode u uzorku.
Veci sadrzaj slobodne vode omogucava lakse pokretanje fermentacije i kvarenje meda, te je
zbog duze odrzivosti meda pogodnije da se tretmanom smanji aw. Grani¢na aw Vrijednost za
kvasce u medu je oko 0,61-0,62 (Rahima, 2013), dok ¢e mnoge vrste bakterija rasti samo ako
je aw 0,94 — 0,99, dok se prosjecan aw u medu krece od 0,56 do 0,62 (Molan, 1992).
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pH vrijednost uzorka M je iznosila 4,33, dok se nakon izvrSenih tretmana pH vrijednost
smanjila u svim uzorcima. Prica i sar. (2014) navode da povecanje kiselosti, odnosno smanjenje
pH vrijednosti moze da nastane pri duzem skladistenju, pri preradi meda ili djelovanjem
povisene temperature. Chaikham i Pranghtip (2015) kao razlog smanjenja pH vrijednosti
navode oslobadanje organskih kiselina iz polena tokom prerade meda. Scripca i Amariei (2021)
navode da termicki i ultrazvu¢ni tretmani mogu da uti¢u na promjenu pH vrijednosti. Nakon
izvrSenih termi¢kih tretmana, u uzorku T1 pH vrijednost je 4,22, a u uzorku T2 4,23. Nakon
izvrSenih ultrazvuénih tretmana pH vrijednost se kretala u granicama od 4,15 u uzorku T12 do
4,21 u uzorku T8. Sli¢no smanjenje pH vrijednosti navode Janghu i sar. (2017), kod kojih se
pH vrijednost nakon ultrazvuénih tretmana smanjila sa 3,52 na 3,48. Janghu i sar. (2017) navode
da se pH vrijednost uzoraka meda obradenih termickim tretmanom znacajno smanjila, dok je
pri primjeni ultrazvuka ta promjena bila manja. Sli¢ni rezultati mogu se naci i U radu
Thrasyvoulou i sar. (1994), koji su za netretirani medljikovac izmjerili pH vrijednost 3,90.
Nakon termic¢kog tretmana na 60 °C u trajanju od 30 min, pH vrijednost je iznosila 3,10, a nakon
ultrazvuénog tretmana pri 76 °C u trajanju od 18 min iznosila je 3,80. Nakon zamrzavanja
medljikovca pH vrijednost je iznosila 4,24, Sto ukazuje na smanjenje pH vrijednosti. Sli¢an
intenzitet smanjenja pH vrijednosti dobijen je u i radu Kedzierska-Matysek i sar. (2016), koji
su za netretirani med dobili vrijednost pH 4,20, a nakon zamrzavanja 3,93. Nakon UV tretmana,
pH vrijednost se kretala u granicama od 4,19 u uzorku T4 do 4,20 u uzorcima T5 i T6, §to
ukazuje da duzina izlaganja medljikovca UV zraCenju ne utie znacajno na smanjenje pH
vrijednosti. Sli¢no su potvrdili Marghitas i sar. (2010) koji su testirali uticaj UV zracenja na
uklanjanje pesticida iz meda.

Visoka kiselost ukazuje na postojanje fermentativnih procesa u medu, ali i na prisustvo
organskih kiselina koje nastaju oksidacijom glukoze djelovanjem enzima glukoza oksidaze
(Scripca i Amariei, 2021). U uzorku M kiselost je iznosila 50,67 mmol/kg. U Tabeli 4.14 su
prikazani rezultati kiselosti medljikovca nakon izvrSenih tretmana, gdje se moze vidjeti da je
primjena razli¢itih tretmana dovela je do smanjenja kiselosti u svim uzorcima. lako je nakon
izvrSenih tretmana doSlo do smanjenja pH vrijednosti, kiselost se nije povecala, nego se
smanjila u odnosu na netretirani uzorak. Lazarevi¢ (2016) navodi da pH vrijednost meda nije u
direktnoj vezi sa kiselo$¢u, a kao razlog navodi prisustvo fosfata, karbonata i drugih mineralnih
soli koje su prirodno prisutne u medu. Nakon termickih tretmana kiselost je iznosila 45,75
mmol/kg, bez obzira na primijenjenu temperaturu i vrijeme tretiranja uzorka. Smanjenje
kiselosti je primjetno i nakon zamrzavanja. Medutim, Kedzierska-Matysek i sar. (2016) su
uocili povecanje kiselosti nakon zamrzavanja. Oni su za netretirani med izmjerili sadrZaj
ukupnih kiselina 18,71 mmol/kg, dok je nakon zamrzavanja na -20 °C doslo do povecanja
kiselosti na 21,71 mmol/kg. Nakon UV tretmana kiselost meda se smanjila i kretala se u
granicama od 45,75 mmol/kg u uzorcima T6 i T4 do 47,25 mmol/kg u uzorku T5. Navedeni
rezultati se razlikuju od tvrdnji Marghitas i sar. (2010) koji su nakon obrade meda UV
zraCenjem konstatovali da je vrijednost kiselosti ostala ista ili se blago povecala. Vrijednosti
izmjerene kod uzoraka obradenih ultrazvukom kretale su se od 45,75 mmol/kg u uzorku T8 do
48,00 mmol/kg u uzorku T10. Smanjenje kiselosti nakon ultrazvuc¢nih tretmana navode i
Scripca i Amariei (2021), koji su za svjezi med izmjerilii kiselost 14,0 mmol/kg, a nakon
ultrazvucénog tretmana ta vrijednost je iznosila 13,60 mmol/kg.
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Tabela 4.14. Rezultati odredivanja sadrzaja saharoze, sadrzaja pepela i elektricne

provodljivosti tretiranog medljikovca

. . . . Elektri¢na
Sadrzaj Sadrzaj pepela ..
Uzorak saharoze (%) (a/100g) provodljivost
(mS/cm)
T1 1,802+ 0,15 0,689+ 0,03 1,261°+ 0,000
T2 2,50+ 0,30 0,577+ 0,03 1,245+ 0,000
T3 2,09%+ 0,15 0,66%+ 0,02 1,196%+ 0,000
T4 1,96+ 0,00 0,62%f+ 0,02 1,235+ 0,000
T5 2,77°+ 0,27 0,59%f+ 0,00 1,216+ 0,000
T6 2,77°+ 0,65 0,56+ 0,01 1,2129+ 0,000
T7 2,18%¢+ 0,04 0,43%+ 0,05 1,303"+ 0,000
T8 2,24%¢+ (20 0,59%"+ 0,01 1,300/ + 0,000
T9 2,42%¢+ (.19 0,531+ 0,09 1,2971 + 0,000
T10 2,378+ 0,03 0,34%¢+ 0,06 1,284%+ 0,000
T11 2,30%°+ 0,08 0,28°+ 0,01 1,259'+ 0,000
T12 2,43%¢+ 0,02 0,41%°+ 0,00 1,260™+ 0,000
T13 2,60+ 0,06 0,31+ 0,01 1,269" + 0,000
T14 2,13%¢+ 0,06 0,24°+ 0,06 1,248°+ 0,000
T15 2,25%¢+ 0,07 0,28°+ 0,01 1,284%+ 0,000

abe..o razliita slova u okviru iste kolone oznagavaju statisti¢ki znacajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

U Tabeli 4.14 su prikazani rezultati sadrzaja saharoze, sadrzaja pepela i elektri¢ne
provodljivosti. Sadrzaj saharoze u uzorku M iznosio je 2,01 %. Nakon tretmana doslo je do
promjene u njenom sadrzaju, pri ¢emu je Najveca promjena uocena u uzorcima obradenim
termickim tretmanima, odnosno u uzorku T2 gdje je izmjeren najveci sadrzaj saharoze (2,50
%), i u uzorku T1 gdje je izmjeren najnizi sadrzaj saharoze (1,80 %). Scripca i Amariei (2021)
navode da ultrazvuc¢ni tretman ne utie na sadrzaj saharoze. Fit i sar. (2014) su potvrdili njihove
tvrdnje, a dodatno navode i da UV tretman ne uti¢e na sadrzaj Sec¢era u medu, §to potvrduju i
Marghitas i sar. (2010). Navedene tvrdnje su potvrdene i u ovom radu.

Sadrzaj pepela u uzorku M je iznosio 0,34 g/100 g uzorka. Nakon izvrSenih termickih
tretmana sadrzaj pepela u uzorku T1 je 0,68 g/100g, a u uzorku 2 0,57 g/100, dok je u uzorku
30,66 g/100 g. Nakon izvrSenith UV tretmana sadrZaj pepela se u uzorcima kretao u granicama
od 0,56 9/100 g u uzorku T6 do 0,62 g/100 g u uzorku T4, dok se nakon ultrazvu¢nih tretamana
sadrzaj pepela kretao u granicama od 0,24 g/100 g u uzorku T14 do 0,59 g/100 g u uzorku T8.
Na osnovu navedenih rezultata se moze vidjeti da je u najveéem broju uzoraka doslo do
povecanja sadrzaja pepela, Sto je povezano i sa povecanjem vrijednosti elektri¢ne
provodljivosti. Istu tvrdnju u svom radu navodi i Ngoi (2016) koji kaze da je koli¢ina pepela u
pozitivnoj korelaciji sa elektricnom provodljivos¢u, dok su Chua i sar. (2014) ekseprimentalno
dobili iste vrijednosti sadrzaja pepela prije 1 nakon izvrSenih termickih tretmana na
temperaturama od 63 1 90 °C. Oni navode da termic¢ki tretman ne utice na sadrzaj pepela u medu,
S§to u ovom eksperimentu nije potvrdeno. Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.14 vidi se
znacajna statistiCka razlika u rezultatima sadrzaja pepela nakon izvrSenih tretmana.
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Elektricna provodljivost uzorka M iznosila je 1,168 mS/cm. U Tabeli 4.14, prikazane
su vrijednosti dobijene nakon izvrSenih tretmana, gdje je primjetno da je u svim uzorcima doslo
do porasta elektri¢ne provodljivosti. Najniza vrijednost je izmjerena u uzorku T3 gdje iznosi
1,196 mS/cm, dok je najvisa u uzorku T7 gdje iznosi 1,303 mS/cm. Kedzierska-Matysek i sar.
(2016) navode da primjena razli¢itih temperatura tokom skladiStenja meda ne utice bitno na
elektricnu provodljivost. Oni su u svom eksperimentu dobili iste vrijednosti za elektri¢nu
provodljivost prije i nakon zamrzavanja, S$to nije potvrdeno u ovom eksperimentu.
Zagrijavanjem meda, primjenom nize temperature doslo je do viSeg povecanja elektricne
provodljivosti. Porast elektri¢éne provodljivosti nakon termickih tretmana potvrduje i Ngoi
(2016). Autori Thrasyvoulou i sar. (1994) i Subramanian i sar. (2007) navode da pri kombinaciji
ultrazvuka i temperature ne dolazi do znacajnih promjena, kako u elektri¢noj provodljivosti,
tako 1 u pH vrijednosti 1 sadrzaju vlage, §to je eksperimentom i potvrdeno. U okviru
ultrazvucnih tretmana, viSe vrijednosti su dobijene za uzorke koji su tretirani pri nizim
temperaturama. Thrasyvoulou i sar. (1994) navode da je elektri¢na provodljivost medljikovca
koji su ispitivali iznosila 1,180 mS/cm. Nakon termickog tretmana pri 60 °C doslo je do
povecanja vrijednosti na 1,200 mS/cm, a nakon ultrazvu¢nog tretmana su dobili vrijednost
1,100 mS/cm. Nakon UV tretmana, vidi se da je pri kra¢em izlaganju medljikovca UV zracenju,
elektri¢na provodljivost bila ve¢a nego pri duzem izlaganju.

Aktivnost dijastaze i sadrzaj HMF predstavljaju pokazatelje svjezine i zagrijavanja
meda (Fallico i sar., 2008; Hasan, 2013; Ngoi, 2016). Rezultati sadrzaja HMF 1 aktivnosti
dijastaze u tretiranom medljikovcu su prikazani u Tabeli 4.15. Sadrzaj HMF u uzorku M je
iznosio 5,32 mg/kg. Ovaj podatak ukazuje na svjez, termicki neobraden med. Nakon izvr$enih
tretmana, doslo je do znacajnijeg porasta vrijednosti HMF u svim uzorcima, osim u uzorku T3
gdje je vrijednost HMF neznatno porasla i iznosila je 7,27 mg/kg. Piekut i Baranovska (2001)
navode da najmanje promjene HMF nastaju pri temperaturama zamrzavnja. Sli¢no navode 1
Kedzierska-Matysek i sar. (2016), koji ukazuju na oCuvanje svjezine u zamrznutom medu.
Basmaci (2010) i Chua i sar. (2013) objasnjavaju da HMF nastaje kao rezultat Maillard-ove
reakcije, djelovanjem kiselina na heksoze, te da se ovaj proces ubrzava djelovanjem visokih
temperatura. Najvisa vrijednost HMF je zabiljezena u uzorku T2 (27,65 mg/kg), u kome je
izvrSen termicki tretman na temperaturi od 90 T u trajanju od 1 min. Na osnovu toga, moze se
zakljuciti da termicki tretmani doprinose povecanju sadrzaja HMF, §to je potvrdeno i1 u
radovima Eschriche i sar. (2008) 1 Blidi i sar. (2017) koji tvrde da se sadrzaj HMF mozZe znatno
povecati kada je med izloZen ekstremnim temperaturnim uslovima. Sli¢ne rezultate navode
Turhan i sar. (2008), gdje je sadrzaj HMF u netretiranom medljikovcu iznosio 7,57 mg/kg, a
nakon zagrijavanja pri temperaturi od 90 °C ova vrijednost je porasla na 12,45 mg/kg.
Povecanje sadrzaja HMF je dobijeno 1 u uzorcima koji su tretirani ultrazvukom na razli¢itim
temperaturama. Do sli¢nih rezultata doSli su 1 Thrasyvoulou 1 sar. (1994), Subramanian 1 sar.
(2007), Nunta 1 Intipunya (2013). Duzina trajanja ultrazvu¢nog tretmana nije uzrokovala velike
razlike u rezultatima izmedu uzoraka, dok Scripca i Amariei (2021) navode da veéa koli¢ina
HMF nastaje pri duzem trajanju tretmana. MoZe se primjetiti da je sadrzaj HMF manji u
uzorcima tretiranim ultrazvukom, u odnosu na termicki tretman, Sto govori da ultrazvuk
smanjuje Stetni efekat termicke obrade, a do sli¢nih rezultata je doSao i Basmaci (2010) u svom
radu. DZugan 1 sar. (2021) su za svjezi medljikovac izmjerili sadrzaj HMF 0,69 mg/kg, a nakon
ultrazvuénog tretmana ta vrijednost je porasla na 0,91 mg/kg. Male promjene nakon
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ultrazvuc¢nog tretmana na sobnoj temperaturi dobili su i Quintero-Lira i sar. (2016). UV tretman
je takode uticao na povecanje sadrzaja HMF, koji se kretao u granicama od 23,90 mmol/kg u
uzorku 6 do 24,97 mmol/kg u uzorku T5. Dobijeni rezultati se ne slazu sa rezultatima Marghitas
isar. (2010), koji su nakon obrade meda UV zracenjem ustanovili da ne postoji znacajan uticaj
na vrijednost HMF.

Tabela 4.15. Rezultati sadrzaja HMF-a i aktivnosti dijastaze tretiranog medljikovca

Uzorak Sadrzaj HMF Aktivnost

(mg/kg) dijastaze
T1 25,51+ 0,27 37,37°+ 0,38
T2 27,659+0,04 36,18+ 0,88
T3 7,27¢+ 0,02 49,043 + 0,55
T4 24,781+ 0,11 39,51°+ 1,63
T5 24,979+ 0,00 43,427+ 0,25
T6 23,90'+ 0,02 43,617+ 0,27
T7 23,841+ 0,14 38,17%°+ 1,10
T8 25,267+ 0,07 40,03°+ 0,11
T9 23,05+ 0,03 49,523 1+ 0,66
T10 25,50° + 0,05 43,71+ 0,06
T11 23,221+ 0,00 46,05+ 0,79
T12 25,30"+ 0,17 50,059+ 0,83
T13 25,84+ 0,09 43,067+ 0,38
T14 22,63+ 0,07 47,40 + 0,28
T15 24,547+ 0,18 51,699+ 0,46

abe.k razli¢ita slova u okviru iste kolone oznagavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Dijastaza je enzim osjetljiv na poviSene temperature, te se iz tog razloga ¢esto koristi
kao indikator stepena prerade i pregrijavanja meda (Bogdanov i sar., 2000). Pri analizi uzorka
M aktivnost dijastaze je iznosila 47,67. Nakon primjene tretmana najnize vrijednosti aktivnosti
dijastaze su uocene u uzorcima obradenim termic¢kim tretmanom, ta¢nije u uzorku T2 (36,18) i
uzorku T1 (37,36). Smanjenje aktivnosti dijastaze, primjenom termickih tretmana, ustanovljeno
je i uradu Chua i sar. (2014), gdje se navodi da je aktivnost dijastaze u netretiranom medu
iznosila 0,85, a nakon termickih tretmana na 90 °C iznosila je 0,34. Iz dobijenih rezultata vidi
se da je najniza aktivnosti dijastaze uo€ena u uzorcima u kojima je izmjerena najvisa vrijednost
HME. Sli¢no navode i Chua i sar. (2014), koji kazu da se u uzorcima koji su podvrgnuti
termi¢kom tretmanu sadrzaj HMF povecao, dok se aktivnost dijastaze smanjila. Takode, moze
se vidjeti da je do veceg smanjenja aktivnosti dijastaze doSlo pri izlaganju medljikovca
termickim tretmanima, nego pri primjeni ultrazvuka na odgovaraju¢im temperaturama, $to
navode i1 Janghu 1 sar. (2017). Pored toga, oni navode da je doSlo do smanjenja aktivnosti
dijastaze i u uzorcima obradenim ultrazvukom. To je potvrdeno i u radovima Thrasyvoulou i
sar. (1994), Dzugan i sar. (2021) i Scripca i Amariei (2021). Kao razlog smanjenja aktivnosti
dijastaze usljed djelovanja ultrazvuéne energije, oni navode pojavu kavitacije, koja uzrokuje
gubitak bioloske aktivnosti enzima. Dzugan 1 sar. (2021) su primjenom ultrazvuka u trajanju
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od 15 min na temperaturi od 53 °C, pokazali da nema velike promjene u aktivnosti dijastaze. U
njihovom radu, prije ultrazvu¢nog tretmana, aktivnost dijastaze je iznosila 17,60, a nakon
tretmana 17,10. U ovom eksperimentu promjene su veée nego u radu Dzugan i sar. (2021).
Zamrzavanje medljikovca dovelo je do blagog povecanja aktivnosti dijastaze, koja je nakon
tretmana iznosila 49,04. Kedzierska-Matysek i sar. (2016) navode da primjenom temperatura
zamrzavanja ne dolazi do znacajnijih promjena aktivnosti dijastaze. UV tretman je uticao na
smanjenje aktivnosti dijastaze koja se kretala u granicama od 39,51 u uzorku T4 do 43,61 u
uzorku T6. Moze se primjetiti da je vece smanjenje aktivnosti dijastaze uo¢eno u uzorcima koji
su kraci vremenski period bili izloZzeni UV zraCenju. Marghitas i sar. (2010) su tretiraju¢i med
UV zracenjem ustanovili da je sadrzaj HMF ostao nepromijenjen, dok je aktivnost dijastaze
znacajno smanjena. Malo drugacije rezultate dobili su Fit i sar. (2014), koji su ustanovili da je
nakon UV obrade meda doslo do smanjenja HMF vrijednosti i porasta aktivnosti dijastaze.

4.2.2. Rezultati analiza antioksidativnih svojstava tretiranog medljikovca

Medljikovac karakteriSe izuzetno tamna boja. Tamne vrste meda imaju jacu
antioksidativnu aktivnost u odnosu na svjetlije vrste meda (Bertoncelj i sar., 2007; Tezcan i
sar., 2011; Jasicka-Misiak i sar., 2012; Alzahrani i sar., 2012; Alves i sar., 2013;).

U Tabeli 4.16 su prikazani rezultati sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida nakon
izvrSenih tretmana medljikovca. Sadrzaj ukupnih fenola u uzorku M je iznosio 1,493 mg
GAE/g, a nakon izvrSenih tretmana doslo je do znac¢ajnih promjena u pogledu ovog parametra.
Sadrzaj ukupnih fenola u uzorku T1 iznosi 1,361 mg GAE/g, a u uzorku T2 iznosi 1,396 mg
GAE/qg, sto ukazuje da je primjena poviSenih temperatura dovela do smanjenja ovih vrijednosti.
Termicki tretman moze da dovede do poboljsanja antioksidativnih svojstava medljikovca, kao
1 do povecanja sadrzaja polifenola (Scripca i Amariei, 2021), §to je suprotno od rezultata
dobijenih u ovom radu. Uticaj niskih temperatura na fenolna jedinjenja koja se nalaze u matrici
proizvoda proucavan je u malom broju istrazivanja. Zamrzavanje medljikovca je takode
rezultovalo smanjenjem ove vrijednosti, ali manje u odnosu na tretmane visokim
temperaturama, te je dobijena vrijednost u uzorku T3 iznosila 1,414 mg GAE/g. Tretman UV
zraCenjem je takode doveo do smanjenja sadrzaja ukupnih fenola koji se kretao u granicama od
1,415 mg GAE/g u uzorku T4 do 1,451 mg GAE/g u uzorku T6. Duze izlaganje medljikovca
UV zracenju je rezultovalo viSim vrijednostima u pogledu ovog parametra. U okviru
ultrazvucnih tretmana, sadrzaj ukupnih fenola se kretao u granicama od 1,453 mg GAE/g u
uzorku T10 do 1,570 mg GAE/g u uzorku T9. U najve¢em broju uzoraka tretiranih ultrazvukom
doslo je do blagog povecanja ove vrijednosti. Scripca i Amariei (2021) i Dzugan i sar. (2021)
navode da ultrazvuc¢ni tretmani mogu da povecaju sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i da
poboljsaju antioksidativna svojstva meda. Takode, oni navode i da ultrazvuc¢ni tretman u
zavisnosti od uslova tretmana moze da dovede i do smanjenja sadrzaja polifenola, a isto navode
i Mahnot i sar. (2019). Na osnovu rezultata svih 15 tretiranih uzoraka, najve¢i sadrzaj ukupnih
fenola je izmjeren u uzorku T9, u kom je medljikovac tretiran ultrazvukom na temperaturi 60
°C u trajanju od 1 min, §to govori da je, bez obzira na primjenu visoke temperature, ultrazvuk
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doveo do povecanja sadrzaja fenolnih jedinjenja, za razliku od uzorka T1 u kom je med tretiran
na istoj temperaturi, ali bez primjene ultrazvuka.

Tabela 4.16. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u tretiranom medljikovcu

Sadrzaj ukupnih ~ Sadrzaj flavonoida

Uzorak fenola (mg/qg) (mg/g)
T1 1,361°+ 0,001 0,703+ 0,002
T2 1,396¢+ 0,000 0,767°+ 0,003
T3 1,414°+ 0,001 0,8859+ 0,003
T4 1,415+ 0,002 0,714+ 0,003
T5 1,441%+ 0,000 0,785¢+ 0,001
T6 1,451%+ 0,006 0,788+ 0,004
T7 1,469¢+ 0,002 0,710°+ 0,003
T8 1,505% +0,004 0,770¢+ 0,002
T9 1,5709+ 0,005 0,819+ 0,008
T10 1,453% + 0,005 0,769+ 0,005
T11 1,4972+ 0,001 0,818f+ 0,004
T12 1,517+ 0,002 0,821+ 0,001
T13 1,543"+ 0,002 0,7999+ 0,001
T14 1,557"+ 0,000 0,816+ 0,001
T15 1,5649+ 0,007 0,824+ 0,005

abe.h razli¢ita slova u okviru iste kolone oznagavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Sadrzaj flavonoida u uzorku M je iznosio 0,846 mg GAE/g. Tretiranjem medljikovca
smanjen je sadrzaj flavonoida u svim uzorcima, sa izuzetkom uzorka T3, §to je prikazano u
Tabeli 4.16. U ovom uzorku primijenjen je tretman niskim temperaturama, a sadrzaj flavonoida
je iznosio 0,885 mg GAE/g. Najniza vrijednost sadrzaja flavonoida izmjerena je u uzorku T1,
§to potvrduje da termicki tretmani dovode do smanjenja sadrzaja fenolnih jedinjenja.
Flavonoidi su jedinjenja koja su osjetljiva na izlaganje visokim temperaturama, gdje najc¢esce
dolazi do promjena u strukturi flavonoida, ¢ime se uti¢e na antioksidativna svojstva proizvoda
(loannou i sar., 2020). Unutar UV tretmana, vrijednosti su se kretale u granicama od 0,714 mg
GAE/g u uzorku T4 do 0,788 mg GAE/g u uzorku T6. Moze se zakljuciti da je, kao i kod
sadrzaja ukupnih fenola, sadrzaj flavonoida bio u porastu za uzorke koji su tretirani duzi
vremenski period. Ultrazvucni tretmani su takode doveli do smanjenja sadrzaja flavonoida, a
vrijednosti su se kretale u granicama od 0,710 mg GAE/g u uzorku T7 do 0,824 mg GAE/g u
uzorku T15. Iz dobijenih rezultata se primijeti da je sadrzaj fenola i flavonoida unutar
ultrazvucnih tretmana veci pri vi$oj temperaturi, uz jednaku duZzinu trajanja tretmana. Slicne
rezultate navode i Quintero-Lira i sar. (2016), koji jo§ navode da su nakon 5 minuta
ultrazvucnog tretmana promjene u sadrzaju fenola i flavonoida beznacajne, ali da ve¢ina meda
nakon 15 min pokazuje znacajnije povecanje ovih parametara. Navedena tvrdnja je dokazana i
u ovom radu. Scripca i Amariei (2021) navode da primjenom ultrazvu¢nog tretmana dolazi do
povecanja sadrzaja flavonoida.
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Tabela 4.17. Rezultati FRAP, DPPH i ABTS testova tretiranog medljikovca

Uzorak FRAP DPPH ABTS
(mmol Fe**/g) (ng/mg) (g/mg)

T1 8,145+ 0,080  0,346°+ 0,002  0,0043%¢+ 0,0001
T2 7,561+ 0,018 0,344°+ 0,002  0,0043%¢+ 0,0001
T3 8,330 +0,083 0,347°+ 0,002 0,00472+ 0,0000
T4 8,916°+ 0,162 0,368°+ 0,002  0,0038"%"+ 0,0003
T5 8,836¢°+ 0,035 0,3559+ 0,002 0,0044% + 0,0001
T6 8,779+ 0,153  0,365°+ 0,002  0,0043%C+ 0,0000
T7 9,5929+ 0,209  0,365°+ 0,002 0,0037% £ 0,0001
T8 9,5899 +0,024 0,368°+0,002 0,0034% +0,0001
T9 9,6409+ 0,029 0,367+ 0,002 0,0029+ 0,0000
T10 8,050+ 0,000  0,403%+ 0,003 0,00259+ 0,0001
T11 8,098+ 0,000  0,406°+ 0,001  0,0039°f+ 0,0000
T12 8,147+ 0,002  0,404°+ 0,000 0,0038%f + 0,0000
T13 8,4509+ 0,172 0,401¢+ 0,005 0,0033¢f £ 0,0000
T14 8,4889+ 0,008 0,404¢ + 0,003 0,0037% + 0,0001
T15 8,564%+ 0,034  0,402°+ 0,001 0,00482+ 0,0000

abe.g razli¢ita slova u okviru iste kolone oznagavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

U Tabeli 4.17 su prikazani rezultati FRAP, DPPH i ABTS testova za tretirani
medljikovac. Vrijednost FRAP za uzorak M iznosila je 8,006 mmol Fe?*/g. Nakon izvrsenih
tretmana doslo je do povecanja ove vrijednosti u svim uzorcima, osim u uzorku T2 gdje je
izvr$en termicki tretman na 90 °C. Do sli¢nih rezultata su dosli Sari¢ i sar. (2013), koji su za
sve uzorke meda nakon tretiranja na temperaturi od 95 °C dobili niZe vrijednosti za FRAP.
Najvisa vrijednost je uocena u uzorku T9 koji je tretiran ultrazvukom, a iznosi 9,640 mmol
Fe*/g. Unutar UV tretmana ova vrijednost se kretala u granicama od 8,779 mmol Fe?*/g u
uzorku 6 do 8,916 mmol Fe?*/g u uzorku T4, $to ukazuje na dosta sli¢ne vrijednosti. Mahnot i
sar. (2019) su otkrili da nema velikih razlika prije i nakon izvrSenih ultrazvuénih tretmana u
vrijednostima FRAP-a, tacnije za neke vrste su se povecale ili smanjile, §to je delimi¢no u
skladu sa rezultatima dobijenim u ovom radu.

Vrijednost DPPH u uzorku M je iznosila 0,186 pg/mg. Nakon izvrSenih tretmana doslo
je do znaCajnog porasta DPPH vrijednosti u svim uzorcima. Unutar primjene razlicitih
temperatura (uzorci T1, T2 i T3) moze se vidjeti da se navedene vrijednosti statisti¢ki znac¢ajno
ne razlikuju. Nakon primjene UV zracenja, DPPH se kretao u granicama od 0,355 pg/mg u
uzorku T5 do 0,368 pg/mgu uzorku T4, dok se unutar ultrazvucnih tretmana kretao u granicama
od 0,365 pg/mg u uzorku T7 do 0,406 pg/mg u uzorku T11. Quintero-Lira i sar. (2016) su
ustanovili da je nakon ultrazvu¢nog tretmana doslo do povecanja DPPH vrijednosti u odnosu
na netretirani med, $to je potvrdeno 1 u ovom radu. Statisti¢ki gledano, unutar pojedinih grupa
tretmana, ne postoji znac¢ajnija statisticka razlika za vrijednosti DPPH.

ABTS vrijednost za uzorak M iznosila je 0,0044 g/mg, a nakon izvrSenih tretmana mogu se
primjetiti znacajne razlike u pogledu ovog parametra. Nakon primjene povisenih temperatura
(uzorci T1 i T2) izmjerena ABTS vrijednost je 0,0043 g/mg, Sto ne ukazuje na znacajno
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smanjenje, dok je nakon zamrzavanja doslo do porasta ABTS vrijednosti koja iznosi 0,0047
g/mg. Nakon primjene UV zracenja medljikovca, vrijednost ABTS se kretala u granicama od
0,0038 g/mg u uzorku T4 do 0,0044 g/mg u uzorku T5. Vrijednosti za ABTS unutar primjene
ultrazvucnih tretmana su se kretale u granicama od 0,0025 g/mg u uzorku 10 do 0,0048 g/mg u
uzorku T15. Quintero-Lira i sar. (2016) su ustanovili da primjenom ultrazvuka dolazi do
povecanja antioksidativne aktivnosti, mjerene kao ABTS, §to je pokazano i u ovom
eksperimentu kod najveéeg broja uzoraka tretiranih ultrazvukom. Takode, oni su utvrdili da
postoji dobra korelacija izmedu ABTS i sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja. Pico (2013) i
Quintero-Lira i sar. (2016) poboljsanje antioksidativne aktivnosti objasnjavaju povecanjem
dostupnosti fenolnih kiselina i flavonoida, usljed djelovanja ultrazvuka.

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabelama 4.16 i 4.17, vidi se da je u najve¢em broju
slu¢ajeva doslo do povecanja antioksidativne aktivnosti tretiranih uzoraka medljikovca. Sadrzaj
ukupnih fenola je, nakon tretmana, u najveéem broju uzoraka povecan, §to nije slucaj sa
sadrzajem flavonoida gdje je doSlo do smanjenja sadrzaja ovih jedinjenja u svim uzorcima,
osim pri zamrzavanju. FRAP i DPPH vrijednosti su vece za sve tretirane uzorke u odnosu za
netretirane, dok su ABTS vrijednosti za pojedine uzorke smanjenje, a za pojedine povecane,
§to se moze objasniti razli¢itim afinitetom ovih testova prema jedinjenjima koja pokazuju
antioksidativno dejstvo.

Primjena poviSenih temperatura dovodi do promjena u antioksidativnim svojstvima
meda, §to se obja$njava nastajanjem novih proizvoda u Maillard-ovoj reakciji (Sari¢ i sar.,
2013). Manzocco i sar. (2001) i Ngoi (2016) navode isto, uz ¢injenicu da se gubitak prirodnih
antioksidanasa tokom zagrijavanja moze nadoknaditi stvaranjem novih antioksidanasa u
navedenoj reakciji. Uticaj termiCkih tretmana na antioksidativna svojstva hrane je ispitivan U
velikom broju istrazivanja. Dio rezultata ukazuje da termicki tretmani ne dovode do znacajnijeg
gubitka prirodnih antioksidanasa u hrani, dok drugi dio govori o povecanju antioksidativnog
dejstva u hrani (Ngoi, 2016). Sto se ti¢e tretmana meda niskim temperaturama i UV zraéenjem
I 0 njihovom uticaju na promjene u antioksidativnim svojstvima, nema mnogo dostupnih
informacija. Neri i sar. (2020) navode da zamrzavanje negativno uti¢e na antioksidativna
svojstva vo¢nih kasa i sokova, dok su Cubukeu i sar. (2019) analizirali antioksidativna svojstva,
prije 1 nakon zamrzavanja pojedinih vrsta povréa, gdje su za pojedine vrste utvrdili da dolazi
do povecéanja, a negdje do smanjenja antioksidativne aktivnosti. Liu i sar. (2012) su istrazivali
uticaj UV zraCenja na antioksidativna svojstva paradajza, gdje su zakljucili da ova vrsta
tretmana pozitivno uti¢e na povecanje antioksidativne aktivnosti proizvoda. Islam i sar. (2016)
su istrazivali uticaj UV zraCenja na sok od jabuke, i dobili su rezultate koji ukazuju na blago
poboljsanje antioksidativne aktivnosti. Ultrazvuc¢ni tretmani predstavljaju alternativni tretman
oCuvanja meda 1 odrzavanja njegovog kvaliteta, sa posebnim akcentom na povecanje
antioksidativnih svojstava nakon izvrSenih tretmana (Scripca i Amariei, 2021).

4.2.3. Rezultati HPLC analize tretiranog medljikovca

Mnoge studije pokazuju da med sadrzi veliki broj razlicitih fenola i flavonoida. Sastav
ovih jedinjenja zavisi od botani¢kog porijekla, ekoloSkih, sezonskih i uslova prerade (Lachman
i sar., 2010; Oliveiraisar., 2017). HPLC-DAD analizom je u ispitivanim uzorcima ustanovljeno

70



prisustvo katehina, malvidina i galne kiseline, od kojih je katehin najzastupljeniji, a galna
kiselina najmanje zastupljena, $to se i vidi iz rezultata prikazanih u Tabeli 4.18.

Tabela 4.18. Sadrzaj katehina, malvidina i galne kiseline u netretiranom (M) i tretiranim
uzorcima medljikovca (TM1-TM15)

Uzorak Katehin Malvidin Galna kiselina
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)

M 0,804% 0,264% 0,014
T1 1,012° 0,222° 0,010°
T2 1,106° 0,258° 0,0132
T3 1,116¢ 0,285 0,013
T4 1,636° 0,499° 0,077¢
T5 0,890 0,122 0,022
T6 0,6869 0,0799 0,033¢
T7 0,886f 0,090" 0,048"
T8 1,104° 0,2672 0,0132
T9 1,040" 0,208’ 0,019’
T10 0,694 0,062} 0,038
T11 1,220 0,213 0,008
T12 1,070% 0,231 0,011%
T13 1,108° 0,194™ 0,008
T14 1,052' 0,203" 0,009
T15 0,979™ 0,162° 0,016'

abe.-£ razlicita slova u okviru iste kolone oznadavaju statisti¢ki znacajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Najvece koncentracije katehina, malvidina i1 galne kiseline izmjerene su u uzorku T4,
gdje je izvrsen UV tretman u trajanju od 30 s. Povecanje vremena izlaganja UV zracenju dovelo
je do smanjenja sadrzaja ovih fenolnih komponenti. Zamrzavanje se, unutar temperaturnih
tretmana, pokazalo boljim od pasterizacije i sterilizacije, po pitanju sadrzaja ovih fenolnih
komponenata. Sto se ti¢e ultrazvuénih tretmana, najboljim su se, u veéini sludajeva, pokazali
uzorci koji su obradivani na temperaturi od 45°C. U dostupnoj literaturi se moze nac¢i veoma
malo podataka o uticaju odgovaraju¢ih tretmana na fenolni profil medljikovca, a narocito
ultrazvuka i UV zracenja. Silici i Karaman (2014) su analizirali 10 uzoraka medljikovca i 15
vrsta nektarskog meda dobijenih iz razlicitih regija Turske, kako bi se utvrdili i uporedili njihovi
fenolni profili. Testirano je dvadeset fenolnih standarda radi hromatografskog poredenja
podataka, ali je u obe vrste meda utvrdeno prisustvo samo sedam od ovih dvadeset fenolnih
jedinjenja: galna kiselina, hlorogena kiselina, kafa kiselina, kumarna kiselina, ferulna kiselina,
katehin, epikatehin, uz kvercetin i pinocembrin koji su nadeni samo u nektarskom medu.
Hussein i sar. (2011) su testirali uticaj gama zracenja, koje se ina¢e koristi kao fitosanitarni
tretman za kontrolu mikroorganizama, na kvalitet meda i ustanovili su da je doSlo do povec¢anja
antioksidativnog djelovanja i sadrzaja ukupnih fenola, iako HPLC analiza fenolnih jedinjenja
nije pokazala statisticki znacajne razlike izmedu gama ozracenih i neozracenih uzoraka meda.
Pretpostavlja se da radikali izazvani radijacijom mogu prekinuti glikozidne veze u medu i
formirati nova jedinjenja oslobadanjem fenola iz glikozidnih jedinjenja, kao i razbijanjem vec¢ih
fenolnih jedinjenja na manje (Hussein i sar., 2011). Quintero-Lira i sar. (2016) su ustanovili da
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nakon 5 minuta dejstva ultrazvuka nema znacajnog uticaja na sadrzaj fenolnih materija i
antioksidativna svojstva meda, dok je nakon 15 minuta dejstva ultrazvuka u nekim vrstama
meda ipak doslo do porasta sadrzaja fenolnih materija i antioksidativnih svojstava meda, a do
slicnog zakljucka su dosli i Chaikham i Prangthip (2015). Slika 4.3 prikazuje hromatogram
uzorka medljikovca na 280 nm.

1 2 3 4 5 6 7 n
Slika 4.3. Hromatogram fenolnih jedinjenja detektovanih u uzorku meda koristenjem HPLC-
DAD apsorpcije na 280 nm

4.2.4. Rezultati antimikrobnih analiza tretiranog medljikovca

Vrijednosti MIC/MBC uzoraka medljikovca u odnosu na Cetiri testirane bakterije su
prikazane u Tabeli 4.19. Posmatrajuci rezultate prikazane u ovoj Tabeli, moze se primjetiti da
su uzorci pokazali razli¢ito dejstvo na testirane bakterije. Medu uzorcima obradenim termi¢kim
tretmanima (1-3) najbolje dejstvo na S. aureus pokazao je uzorak T2 (MIC 12,5 % (w/v) i MBC
25 % (w/v)), na E. coli (MIC 12,5 % (w/v) i MBC 25 % (w/v)) i P. aeruginosa (MIC 6,25 %
(w/v) i MBC 25 % (w/v)) uzorak T3, a na B. cereus uzorak 1 (MIC 12,5 % (w/v) i MBC 25 %
(w/v)). U poredenju sa netretiranim medljikoveem, uzorci T1-T3 su u najveéem broju slucajeva
imali vec¢e vrijednosti MIC i MBC. Uzorak T4 se pokazao najefikasniji medu uzorcima
obradenim dejstvom UV zraenja (T4-T6). U poredenju sa netretiranim medljikovcem, uzorci
T4-T6 su, uglavnom, imali niZe vrijednosti MIC i MBC. Unutar velike grupe uzoraka obradenih
dejstvom ultrazvuka (T7-T15), najjace dejstvo na S. aureus je pokazao uzorak T13 (MIC 13,125
% (w/v) i MBC 25 % (w/v)), na E. coli (MIC <3,125 % (w/v) i MBC 25 % (w/v)) i P.
aeruginosa (MIC <3,125 % (w/v) 1 MBC 6,25 % (w/v)) uzorak T10 , na B. cereus uzorci T7 i
T11 (MIC i MBC 12,5 % (w/v)). Uzorci T7-T15 su u odnosu na uzorak M u 2 slucaja (T9 i
T13) imali nize vrijednosti MIC, a u ostalim slucajevima iste ili vise vrijednosti MBC kod S.
aureus. U slu¢aju E. coli i P. aureginosa iste ili u par uzoraka nize vrijednosti MIC/MBC, a u
slu¢aju B. cereus vise vrijednosti MIC/MBC (izuzetak MBC vrijednosti kod uzoraka T7 i T11).
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Uzorci T4, T51 T13 su zabiljeZeni kao najsnazniji protiv S. aureus, sa MIC vrijedno$éu <3,125
% (w/v) i MBC 25 % (wl/v), dok je najslabije dejstvo pokazao uzorak T3 (MIC i MBC 25-50
% (W/V)).

Tabela 4.19. Rezultati antimikrobne aktivnosti tretiranog medljikovca
(MIC i MBC vrijednosti) i antibiotskih diskova (pre¢nik zone ihbicije u mm)

_ P.
Oznake S-aureus E.coli B.cereus aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 7004 ATCC 10145

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
% (W) % (wlv) % (wiv) % (wiv) % (W) % (wN) % (WwN) % (w/v)

M 125 25 625 25 625 125 625 125
T1 25 2550 25 2550 125 25 125 25
T2 125 25 2550 2550 125 2550 25  25-50
T3 2550 2550 125 25 25 2550 625 25
T4 <3125 25 625 25 125 50 625 625
T5 <3125 25 625 25 125 50 625 125
T6 125 50 625 25 125 25 625 625
T7 125 50 625 25 125 125 625 125
T8 125 50 625 25 125 25 625 125
T9 625 25 625 25 125  >50 625 625
T10 125 50 <3125 25 125 25 <3125 625
T11 125 50 625 25 125 125 625 125
T12 125 50 625 25 125 25 625 625
T13 3125 25 625 25 125 50 625 125
T14 125 25 625 25 125 >50 625 125
T15 125 25 625 25 125 50 625 125
Viestackimed 50  >50 50 50 50  >50 25 50
Ampicillin = 33002216 16004439  10,88+253 NA
10 mg (mm)
Ciprofloxacin = 59 55, 5 g9 37,00+337  27,38+3,54 33,33+ 0,58
5 mg (mm)
Erytromycin 57 75, 5 99 10,75+ 150 24,50+ 2,52 NA
15 mg (mm)
Gentamicin 29,75+ 1,90 25,50 + 1,29 24,00 + 2,53 21,33+ 1,53
10 mg (mm)

NA — nema aktivnosti

Najjace dejstvo na E. coli pokazao je uzorak T10 (MIC <3,125 % (w/v) i MBC 25 %
(w/v), a najslabije dejstvo uzorak 2 (MIC i MBC 25 — 50 % (w/v). G (+) bakterija B. cereus se
pokazala najotpornijom na dejstvo svih uzoraka, a najaktivnijim se pokazao netretirani uzorak
(MIC 6,25 % (w/v) i MBC 12,5 % (w/v)), dok je najvisa MIC vrijednost utvrdena kod uzorka
3,25 % (w/v), najvisi MBC >50 % (w/v) kod uzoraka T4, T9, T13 i 1T4. P. aeruginosa se
pokazala najosjetljivijom na dejstvo uzoraka, a najjace dejstvo je pokazao, kao i u slucaju druge
G (-) bakterije E. coli, uzorak T10 (<3.125 % (w/v) MIC i 6.25% (w/v) kao MBC), a najslabije
dejstvo uzorak T2 (MIC 25% (w/v), a MBC 25-50 % (w/v)). Rezultati za vjeStacki med su
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pokazali da su sve bakterije inhibirane tek pri koncentraciji 50% (w/v), osim P. aeruginosa
(inhibirana na 25 % (w/v)), uz ostvareni baktericidni efekat (kod G (-) bakterija pri koncentraciji
od 50% (w/v), dok je kod G (+) bakterija ta koncentracija iznosila vise od 50 % (w/v). Dobijeni
rezultati pokazuju da je na antimikrobno dejstvo testiranih uzoraka meda uticala ne samo visoka
koncentracija Secera, ve¢ i druge materije koju su bile prisutne u medu.

Koriste¢i med u terapeutske svrhe, ustanovljeno je da on pokazuje razliita svojstva:
antimikrobna, antivirusna, antiupalna, antioksidativna i antitumorna (Molan, 2001; Lusby i sar.,
2005; Bardy i sar., 2008; Estevinho i sar., 2008). Mohaptra i sar. (2011) navode da med
pokazuje inhibitorno dejstvo na oko 60 vrsta bakterija. Na antimikrobnu aktivnost meda utice
viSe faktora: visok osmotski pritisak, aktivitet vode, pH vrijednost, proizvodnja H20o,
metilglioksat, antimikrobni peptid bee defensin-1, lizozim, fenolne kiseline, flavonoidi i drugo
(White i sar., 1963; Molan, 1992; Snowdon i Cliver, 1996; Mavric i sar., 2008; Kwakman i sar.,
2010; Montenegro i Mejias, 2013; Leyva-Jiménez i sar., 2019). Med je prirodno veoma kiseo
proizvod i pH vrijednost meda je prili¢no niska, najcesc¢e izmedu 3,2 i 4,5, §to inhibira rast
vecine bakterija i plijesni (Prica i sar., 2014). Dejstvom enzima glukoza oksidaza nastaje, uz
glukonsku kiselinu, i vodonik peroksid, jedinjenje za koje se pretpostavlja da ima najveci uticaj
na antimikrobnu aktivnost meda (Molan, 1992). d’ Arcy (2007) navodi da je ovaj enzim aktivan
samo u nezrelom ili nerazrijedenom medu i da je najaktivniji kada je koncentracija Secera u
medu 25 - 30 %. Na aktivnost glukoza oksidaze negativno uti¢u svjetlost i toplota (White i sar.,
1963).

Osim glukoza oksidaze, u medu se moze naci i enzim katalaza koji u med dospijeva sa
polenom, a uzrokuje razgradnju vodonik peroksida na vodu i kiseonik, ¢ime se umanjuje i
antimikrobna aktivnost meda (White i sar., 1963). Za razliku od neperoksidne antimikrobne
aktivnosti, peroksidna aktivnost meda moze biti uniStena dejstvom toplote, svjetlosti kao 1
dugotrajnim ¢uvanjem meda, tako da se antimikrobna aktivnost medljikovca moZe objasniti
udruzenim dejstvom neperoksidne (visoke koncentracije fenola i flavonoida) i peroksidne
antimikrobne aktivnosti, uz nisku koncentraciju slobodne i vezane vode, niske pH vrijednosti i
visoke koncentracije Secera. Antimikrobna aktivnosti vjeStatkog meda prouzrokovana je
njegovim visokim sadrzajem Secera, kao i niskom koncentracijom vode. Razlika u hemijskom
sastavu izmedu vjeStackog i prirodnog meda predstavlja sadrzaj enzima i neperoksidnih
materija (fenola, flavonoida itd.), kojih u vjestackom medu nema, pa je prisustvo ovih jedinjenja
zasluzno za vecu antimikrobnu aktivnost uzoraka meda analiziranih u ovom radu u odnosu na
vjestacki med. Cooper i sar. (2002) pokazali su da odredene vrste meda, ¢ak i u koncentraciji
od 2 % (w/v), potpuno inhibiraju rast S. aureus, odnosno u koncentraciji od 4 % (w/v) inhibiraju
rast meticilin rezistentnog S. aureus (MRSA), dok je u istoj studiji MIC za sirup, koji se sastojao
od smjese Secera u istoj koncentraciji kao u medu, iznosila 30% (w/v). U dostupnoj literaturi se
mogu naci razliiti podaci o antimikrobnoj aktivnosti medljikovca. Fikselova i sar. (2014) su
proucavali antimikrobnu aktivnost veceg broja uzoraka medljikovca, porijeklom iz razli¢itih
regiona u Srbiji, na nekoliko vrsta bakterija i kvasaca i ustanovili su da su se najsenzitivnijim
bakterijskim sojevima pokazale G (-) bakterije E. coli i P. aeruginosa, a najotpornija je bila G
(+) bakterija B. cereus, $to nije u skladu sa rezultatima ovog istrazivanja. Sa druge strane, u
istrazivanju Sre¢kovic i sar. (2019) medljikovac je pokazao mnogo vece dejstvo prema G (+)
bakterijama u poredenju sa G (-), naro€ito prema B. cereus, S. epidermidis i S. aureus. Alvarez-
Suarez i sar. (2010) i Gobin i sar. (2018) su, takode, potvrdili da su G (+) bakterije bile
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osjetljivije na uzorke meda od G (-) bakterija, Sto se slaZe sa rezultatima. Kabbani (2013) je
testirala antimikrobno dejstvo sirovog, ultrazvukom obradenog i termicki obradenog meda od
ruzmarina na nekoliko mikroorganizama i ustanovila je da je najbolje dejstvo pokazao
ultrazvukom obradeni med, Sto je objasnila moguéim sinergistiCkim dejstvom tretmana i
materija prisutnih u medu (npr. glukoza oksidaza). Bueno-Costa i sar. (2016) su testirali
antimikrobno dejstvo 24 razli¢ita uzorka ultrazvukom obradenog meda (10 min, 45°C) na G (-
) bakterije S. dysenteriae ATCC13313, S. typhimurium ATCC14028 i G (+) bakterije S. aureus
ATCC25923 i B. cereus ATCC1778. Svi uzorci ultrazvukom obradenog meda pokazali su
dejstvo na testirane bakterije, pri ¢emu je veca aktivnost pokazana na G (-) bakterije. Fit i sar.
(2014) su testirali antibakterijsku aktivnost mijeSanog, bagremovog i suncokretovog meda, kao
I meda od limete, obradenih termi¢kim tretmanom u trajanju od 30 min na Cetiri razlicite
temperature (37, 50, 70 1 100° C). Oni su ustanovili da termicki tretman meda na 37 1 50 °C
nije imao uticaja na njegova antibakterijska svojstva, kao i da je na tim temperaturama ostvaren
slican antibakterijski efekat, dok je na temperaturama od 70 i 100 °C doSlo do pada
antibakterijske aktivnosti, §to se slaze sa rezultatima ovog istrazivanja. Noori i sar. (2014) su
testirali antimikrobnu aktivnost razli¢itih koncentracija svjezeg meda (10-100% (w/V)),
odlezalog meda, termicki obradenog meda, meda obradenog UV zracenjem na 254 nm, 24 h
odlezalog, termicki obradenog meda na veéi broj mikrorganizama. Rast svih testiranih
mikroorganizama je bila inhibirana pri koncentracijama meda 30-100 %, pri ¢emu su najvecu
osvjetljivost pokazale E. coli, P. aeruginosa i H. influenza. Zagrijavanje meda na 80°C, 1h
dovelo je do smanjivanja antimikrobne aktivnosti novog i odlezalog meda. Izlaganje
ultraljubicastom zracenju nije smanjilo antimikrobnu aktivnost sirovog meda protiv S.
hemoliticus grupa B, dok je povecala aktivnost protiv S. aureus, Klebsiella sp., E. cloacae, H.
influenzae, S. disenteriae, C. albicans i Proteus sp.

4.2.5. Rezultati analiza senzornih svojstava tretiranog medljikovca

U Tabelama 4.20, 4.21 i 4.22 prikazani su rezultati senzorne analize tretiranih uzoraka
medljikovca (T1-T15) i razlike u pojedinaénim senzornim svojstvima izmedu tretiranog i
netretiranog uzorka. Medljikovac je okarakterisan kao tamno obojena vrsta meda (Ngoi, 2016).
Medljikovac koji je analiziran i koriSten za dalje tretmane je bio tamne, homogene boje. Nakon
izvrSenih tretmana, boja uzoraka se promijenila. To se vidi 1 na osnovu statisti¢kih podataka,
koji govore da postoje znacajnije razlike izmedu pojedinacnih uzoraka. Primjena poviSenih
temperatura je dovela do dodatnog potamnjenja meda. Takode, vece tamnjenje je primjetno kod
uzorka T2 gdje je primijenjena viSa temperatura, nego kod uzorka T1, §to se moze objasniti
stvaranjem novih smedih pigmenata. Do istog zakljucka dolazi Ngoi (2016), koji navodi da vise
temperature uzrokuju izraZenije tamnjenje meda u Maillard-ovoj reakciji i reakciji
karamelizacije. Niske temperature nisu znacajno uticale na promjenu boje, sto ukazuje na dobro
ocuvanje kvaliteta proizvoda cuvanjem na niskim temperaturama. Tretiranje UV zraenjem
uzrokovalo je tamnjenje medljikovca, s tim da su veée promjene, odnosno tamnija boja
primje¢ene kod uzoraka koji su duze vrijeme izlagani ovom zracenju. Dejstvo ultrazvuka je
dovelo do slabijeg ili intenzivnijeg tamnjenja, izuzev uzorka T11, gdje je boja ostala
nepromijenjena. Tamnjenje meda su objasnili Quintero-Lira i sar. (2016) Maillard-ovom
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reakcijom, reakcijom karamelizacije, ali i poveCanjem sadrzaja flavonoida. Oni navode da
ukupna promjena boje zavisi i od duzine trajanja tretmana, $to je potvrdeno i u ovom radu.

Tabela 4.20. Rezultati senzorne analize netretiranog i tretiranih uzoraka medljikovca (boja,
konzistencija i tekstura) sa ocjenom razlike tretiranog u odnosu na netretirani medljikovac

Oznake Boja Konzistencija i tekstura
Ocjena Razlika Ocjena Razlika

M 5,008 + 0,00 - 5,002 + 0,00 -

T1 4,100+ 0,20 2,709+ 0,67 3,20+ 0,40 4,109+ 0,50

T2 3,60% + 0,22 3,20% + 0,30 3,20%+ 0,27 4,109+ 0,55

T3 4,70% + 0,30 0,80% + 0,40 4,407 £ 0,20  1,60%¢+ 1,10
T4 4,10+ 0,22 2,009+ 071 4,60+ 0,22 0,80% + 0,45
T5 4,300 + 0,30  1,80%+ 1,10  4,30°%°+0,30  1,80%¢+ 0,80
T6 4,100+ 0,74  1,80%%+ 148 4,50+ 0,00 1,002 + 0,00
T7 3,502 + 0,40 3,604+ 1,50 4,10° + 0,20 1,70%¢ + 1,00
T8 4,50%% + 0,00 1,30%¢+ 0,67  4,30°% 4+ 0,27 1,00% + 0,00
T9 4,30 + 0,40  1,40%% + 0,90 3,80%%+ 0,40 2,604 + 0,90
T10 3,04%c + 044 260+ 1,34 4,60% + 0,42 1,002 + 1,22
T11 5,008 + 0,00 0,002 + 0,00 4,30°c%+ (.40 1,40%¢ + 0,90
T12 4,40°% + 055  1,00%¢+ 1,00 3,70 + 0,45 2,504 + 1,22
T13 430%™+ 040 1,60%C+130  4,40°%+ 0,40 1,80%° + 1,30
T14 4,062 + 0,26  2,30°¢+ 0,84 4,104 + 0,22 2,00 + 1,00
T15 3,70%¢ + 0,60 3,20% + 1,60 3,70 + 0,40 3,209 + 1,10

abede razligita slova u okviru iste kolone ozna¢avaju statisticki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Konzistencija uzorka M je gusta, viskozna, sa sithim granulama koje se osjete pod
jezikom. Nakon izvrSenih tretmana, doslo je do znacajnih promjena u teksturi i konzistenciji.
Nakon tretmana visokim temperaturama, konzistencija je postala glatka i staklasta, bez osjetnih
granula i tragova kristalizacije. Pored navedenog, dosta je te¢nija u odnosu na uzorak M, §to se
primijetilo ravnomjernim kapanjem meda iz kasike. Tretman niskim temperaturama doveo je
do stvaranja manjih grudvica u strukturi meda. Ovakva konzistencija dovodi do
neravnomjernog kapanja medljikovca iz kasike, jer je uzorak T3 dosta guséi u odnosu na uzorak
M. UV tretmani su doveli do smanjenja granula koje su prisutne u uzorku M, iako je sa
poveéanjem trajanja tretmana doslo do poveéanja granula. Uzorak T6, koji je UV zrakama
izlozen 120 sekundi imao je nehomogenu strukturu, uz neravnomjerno kapanje iz kasSike.
Ultrazvuéni tretmani su se medusobno razlikovali, u zavisnosti od temperature koja je koristena.
Ultrazvuk primijenjen uz nize temperature (30 °C) doveo je do blagog smanjenja granula, koje
su prijatne na jeziku. Vise temperature (60 °C) su dovele do gubitka granula, uz pojavu staklaste
strukture meda.
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Tabela 4.21. Rezultati senzorne analize netretiranog i tretiranih uzoraka medljikovca (miris,
ukus i aroma) sa ocjenom razlike tretiranog u odnosu na netretirani medljikovac

Oznake Miris Ukus i aroma
Ocjena Razlika Ocjena Razlika
M 5,00° + 0,00 - 5,007+ 0,00 -
T1 5,00°+ 0,00 0,000+0,00 3,30% + 0,30 3,30% + 0,70
T2 4,70+ 0,45 0,602 +0,89 3,10+ 0,42 3,40+ 0,55
T3 4,70+ 0,40 0,50*+0,70 5,00+ 0,00 0,002 + 0,00
T4 4,40 +0,42 1,20+ 1,10 4,50%F+0,35 1,20+ 1,10
T5 4,70+ 0,30 0,80%°+ 0,80 4,20% + 0,30 1,20%¢ + 0,40
T6 4,20+ 0,45 1,80+ 1,10 4,60°+0,22 0,80%° + 0,45
T7 3,90+ 0,40 2,80°+1,60 3,80 +(,30 2,40°%+ 1,10
T8 450% +0,00 1,40%¢+0,55 5,007+ 0,00 0,002 + 0,00
T9 450 +0,40 1,40%¢+0,90 4,20%+040 1,60+ 0,90
T10 4,342+ 048 0,70 +0,45 4,54°+0,09 0,90% + 0,22
T11  4,40®+040 1,30®°+1,00 4,10°%€+0,40  1,90°%+ 1,00
T12  426®+043 1,50®+0,87 3,90°%+0,55 2,20°%+ 1,10
T13  450®+0,40 1,00°°+0,70 4,30% +0,30  2,00°% + 1,00
T4  446+043 1,10°+0,89 3,80%+0,27 2,80%+1,10
T15  420®+0,50 2,10°°+1,20 3,50%°+0,50 3,10% + 0,90

abe.-f razlicita slova u okviru iste kolone oznadavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Miris uzorka M je okarakterisan kao Cist, intenzivan i izrazito prijatan. Nakon izvrSenih
tretmana, miris se djelimi¢no promijenio, a moze se primijetiti da se rezultati statisticki ne
razilkuju znacajno. Primjena visokih temperatura je dovela do blagog gubitka mirisa, dok su
niske temperature najvec¢im dijelom ocuvale miris u potpunosti. UV tretmani su djelimi¢no
uticali na smanjenje intenziteta mirisa, kao i kod uzoraka tretiranih ultrazvukom gdje je miris
postojan, specifican medljikovcu, ali sa neSto slabijim intenzitetom u odnosu na netretirani
uzorak.

Ukus uzorka M je okarakterisan kao izrazito prijatan i ¢ist, specifican medljikovcu, bez
prisustva stranih mirisa. Nakon tretmana, ukus i aroma su pokazali odredene razlike, na $ta
ukazuje i statisticka analiza. Primjenom vi$ih temperatura doslo je do nastanka blago kiselijeg
ukusa meda, tacnije do neizbalansiranosti kiselosti i slasti. Pored navedenog, uzorak 2 podsjeca
na vjeStacki med, jer slast najviSe podsje¢a na dodanu saharozu u med, dok su se arome meda
djelimi¢no izgubile. Primjena niskih temperatura nije dovela do promjena u ukusu i aromi,
uzorak je isti kao uzorak M. UV tretmani su doveli do blagih izmjena ukusa i arome u odnosu
na uzorak M, usljed blago izrazenije kiselosti u odnosu na uzorak M, ali je aroma i dalje
postojana. Kod ultrazvu¢nih tretmana, ve¢e promjene u ukusu su primjetne kod uzoraka koji su
podvrgnuti vi§im temperaturama (uzorci T9, T12 i T15), gdje je povecana slast uz djelimicni
gubitak arome. Nize temperature (uzorci T7, T10 i T12) imaju nesto slabije izrazenu aromu u
odnosu na uzorak M, iako ukus nije znacajnije izmijenjen.
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Tabela 4.22. Rezultati senzorne analize netretiranog i tretiranih uzoraka medljikovca
(cjelokupni utisak) sa ocjenom razlike tretiranog u odnosu na netretirani medljikovac

Oznake Cjelokupni utisak
Ocjena Razlika

M 5,00" + 0,00 -
1 3,40% + 0,40 3,20% + 0,40
2 3,202+ 0,27 3,40+ 0,55
3 4,50%f + 0,30 0,90% + 0,50
4 4,40%%F + 0,22 1,20%¢ + 0,45
5 4,30%%f + 0,30 1,602 + 0,50
6 4,35%%f + 0,34 1,502 + 0,71
7 4,10°°% + 0,30 2,00 + 0,70
8 4,54% + 0,09 1,002 + 0,00
9 4,10%€ + 0,50 2,00°¢ + 1,20
10 4,60 + 0,22 1,002 + 0,71
11 4,30%%f +0,40 1,602 + 0,90
12 3,90%¢ + 0,42 2,80%%€ + 1,30
13 4,30%% + 0,30 2,00°°% + 1,00
14 3,80%¢ + 0,27 2,80%% +1 10
15 3,90%¢ + 0,20 2,60°°% + 0,50

abe.-f razlicita slova u okviru iste kolone oznadavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Kao $to se moze vidjeti u Tabeli 4.22, cjelokupni utisak ima srednje do niske vrijednosti,
a ocjene tretiranih uzoraka su se kretale u granicama od 3,20 u uzorku T2 do 4,60 u uzorku T10.
Ovo ukazuje da je doslo do znacajnijih promjena u senzornim svojstvima nakon izvrSenih
tretmana. Sveukupni zakljucak je da je primjena visokih temperatura od 90 °C negativno uticala
na sve navedene parametre, ¢ime je izmijenjen senzorni profil medljikovca. Pored ultrazvuc¢nih
tretmana, nesto slabije promjene su zabiljezene pri tretmanu niskim temperaturama (uzorak
T3), Sto ukazuje na ¢injenicu da zamrzavanje predstavlja alternativni metod ocuvanja kvaliteta
i senzornih karakteristika proizvoda.

4.2.6. Primjena RSM-a u cilju optimizacije tretmana medljikovca
i odabira tretmana

U cilju ispitivanja uticaja termickih tretmana, tretmana UV zracima i ultrazvukom, na
karakteristiéne parametre kvaliteta medljikovca, proveden je niz eksperimenata u skladu sa
zahtjevima dizajna eksperimenta za jednofaktorske kategoriCke parametre. Svi navedeni
tretmani su posmatrani kao kategoricke varijable. Dizajn eksperimenta, analiza i obrada
dobijenih rezultata je uradena koriStenjem programa Design-Expert 11 (Stat-Ease, Inc.).
Navedeni modeli se odnose na znacajnost uticaja posmatranog tretmana na zavisnu varijablu,
tj. odziv koji predstavlja jedno od antioksidativnih svojstava medljikovca (sadrzaj ukupnih
fenola, sadrzaj flavonoida, DPPH, FRAP i1 ABTS).
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Primjena RSM-a ima za cilj odabir pojedina¢nih tretmana medljikovca unutar pojedinih
grupa (termicki tretmani, tretmani UV zracenjem i ultrazvuéni tretmani) koji ¢e u eksperimentu
koristiti za pripremu polaznih rastvora za fermentaciju.

U Tabeli 4.23 je prikazana koriStena Sema eksperimenta i rezultati odgovaraju¢ih
mjerenja za uticaj termickih tretmana na medljikovac. Ispitivani kategoricki faktor je termicki
tretman medljikovca na 4 nivoa uticaja, gdje je T1 (nivo 1), T2 (nivo 2), T3 (nivo 3), dok je kao
Cetvrti nivo uticaja posmatran netretiran medljikovac M (nivo 4). Za svaki nivo uticaja radena
su po tri paralelna ponavljanja, odnosno provedeno je ukupno 12 eksperimenata. Kao zavisne
veli¢ine (Tabela 4.23, odzivi 1-5), odnosno veli¢ine za koje je potrebno odrediti da li ispitivani
faktor (tretman) ima statisticki znacajan uticaj ili ne, izabrane su: sadrzaj ukupnih fenola,
sadrzaj flavonoida i rezultati DPPH, FRAP i ABTS testova. U Tabeli 4.23 se moze vidjeti da
kod svih zavisnih veli¢ina postoji odredena varijacija u pojedinacnim vrijednostima, posebno u
odnosu na netretirani medljikovac. Za ispitivanje statisticke znacajnosti ovih varijacija
koristena je analiza varijanse dobijenih podataka, koja je prikazana u Tabeli 4.24.

Tabela 4.23. Sema eksperimenta i rezultati odgovarajué¢ih mjerenja
za uticaj termickih tretmana

Faktor 1 Odziv 1 Odziv2 Odziv3 Odziv4d Odziv5
Std Run A: Termicki Sadrzaj Sadiza) oy FRAP T agrs
retman ukupnih fenola flavonoida (ug/mg) (mmol (/mg)

(mg/g) (mg/g) Fe*'/g)
5 5 T1 1,362 0,702 0,348 8,064 0,0042
1 7 T1 1,360 0,704 0,344 8,225 0,0044
9 12 T1 1,361 0,703 0,346 8,144 0,0043
10 3 T2 1,396 0,764 0,342 7,542 0,0043
2 4 T2 1,395 0,769 0,345 7,579 0,0042
6 6 T2 1,395 0,766 0,344 7,561 0,0042
3 2 T3 1,415 0,887 0,346 8,246 0,0047
7 9 T3 1,413 0,882 0,349 8,413 0,0047
11 11 T3 1,414 0,884 0,347 8,329 0,0047
8 1 M 1,469 0,842 0,187 7,986 0,0042
4 8 M 1,514 0,849 0,186 7,971 0,0040
12 10 M 1,494 0,846 0,186 8,061 0,0051

Kod zavisnih veli¢ina: sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj flavonoida, DPPH i FRAP
prisutna je visoka F-vrijednost koja ukazuje da je uticaj tretmana medljikovca primjenom
navedenih termickih tretmana statisti¢ki izuzetno znacajan, te da postoji 0,01 % vjerovatnoce
da su ovako visoke F-vrijednosti posljedica Suma u mjerenjima, a ne uticaja razlicitih nivoa
tretmana (sa primjenom termickih tretmana i bez). Znacajnost uticaja termickih tretmana na
vrijednost svih navedenih parametara kvaliteta (zavisnih veli¢ina) je potvrdena odgovaraju¢im
izuzetno niskim p-vrijednostima. U Tabeli 4.24 se vidi da su za navedene zavisne veliine p-
vrijednosti daleko niZe od grani¢ne vrijednosti (p=0,05) za prihvatanje zavisnosti sluc¢aja. Kod
ABTS kao zavisne veli¢ine, F-vrijednost je relativno niska (1,37), te postoji 31,99 % Sanse da
je ova vrijednost posljedica Suma u mjerenjima, te se ne moze tvrditi da tretman ima znacajan
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uticaj na ABTS vrijednost. Ovo je potvrdeno i odgovaraju¢om relativno visokom p-vrijednosti
(0,3199) koja je veca od grani¢ne vrijednosti (p=0,05). U prilog svim navedenim tvrdnjama idu
I rezultati sekundarne provjere, odnosno statistike fitovanja eksperimentalnih podataka, prema
kojima su za sve zavisne veli¢ine, osim za ABTS, predvidene vrijednosti koeficijenta
determinacije (Predicted R?) dosta bliske podesenim vrijednostima (Adjusted R?), koje se
medusobno razlikuju za manje od 0,2, §to je granica prihvatanja. Kod ABTS kao zavisne
veli¢ine, predvideni R? ima negativnu vrijednost §to ukazuje da ukupna srednja vrijednost moze
biti bolji prediktor odziva od trenutnog modela, a razlika izmedu predvidenog R? i prilagodenog
R? je 2,61, §to predstavlja veéu vrijednost od grani¢ne vrijednosti 0,2. Takode i pouzanost
eksperimentalnih mjerenja je dosta visoka, a §to je izrazeno visokim vrijednostima odnosa
mjerenog signala prema Sumu (Adeq. precision), koja je kod svih zavisnih veli¢ina, osim
ABTS, veca od grani¢ne vrijednosti za pouzdanost analize, koja iznosi 4.

Tabela 4.24. Analiza varijanse za tretmane UV zracenjem

Odziv 1 Odziv 2 Odziv 3 Odziv 4 Odziv 5
SadrZa) SadrZa) DPPH FRAP ABTS
ukupnih fenola  flavonoida
F-value 72,54 2502,41 7135,46 77,18 1,37
p-value <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,3199
Adjusted R? 0,9512 0,9985 0,9995 0,9541 0,0917
Predicted R? 0,9202 0,9976 0,9992 0,9249 -0,4864
Ad.eg. 20,1137 111,9443 170,6846 18,8900 2,6123
precision
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Slika 4.4. Uticaj termickih tretmana na mjerene vrijednosti antioksidativnih svojstava (fenoli,
flavonoidi)

Do gore navedenih zakljucaka moze se do¢i posmatranjem odnosa I-barova na Slikama
4.4,4.514.6. Dabi se dva tretmana znacajno razlikovala po uticaju na posmatranu promjenljivu
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ne smije postojati horizontalno preklapanje I-barova. Na Slici 4.4, posmatranjem I-barova za
uticaj tretmana na fenole, moze se vidjeti da sve tri tretmana znacajno razlikuju u odnosu na
uzorak M, dok izmedu T2 i T3 postoji horizontalno preklapanje, $to ukazuje da nema znacajne
statistiCke razlike u pogledu uticaja ovih tretmana na sadrzaj ukupnih fenola. Posmatranjem I-
barova za uticaj tretmana na sadrzaj flavonoida, moze se vidjeti da su sva tri koriStena tretmana
imala znacajan uticaj na sadrzaj flavonoida, te da se sve tri znacajno razlikuju jedan od drugog.
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Slika 4.5. Uticaj termi¢kih tretmana na mjerene vrijednosti antioksidativnih svojstava (DPPH
i FRAP)
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Slika 4.6. Uticaj termickih tretmana na mjerene vrijednosti antioksidativnih svojstava (ABTS)

Primjenjeni tretmani su znacajno uticali na DPPH vrijednost, na Sta ukazuje znacajna
statisticka razlika u analizi tretiranih i netretiranog medljikovca, iako se moze vidjeti da
poredenjem navedenih tretmana medusobno ne postoji znacajna statisticka razlika, jer postoji
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horizontalno preklapanje I-barova za sve tri termicka tretmana. Kod analize FRAP vrijednosti,
pokazano je da postoji znacajna statisticka razlika nakon primjene termickih tretmana, gdje se
vidi da je do poboljsanja navedenih vrijednosti doslo u uzorcima T1 i T3, za razliku od T2.
Takode, moze se vidjeti da se u pogledu FRAP vrijednosti uzorci T1 i T3 znacajno statisticki
ne razlikuju.

Kod ABTS vrijednosti se ne moze uociti znacajna statisticka razlika izmedu tretiranih i
netretiranog medljikovca, kao ni izmedu pojedinacnih tretmana, jer kod svih uzoraka postoji
horizontalno preklapanje | barova.

Na osnovu rezultata RSM analize, primjenom termic¢kih tretmana se moze vidjeti da su
u pogledu svih 5 zavisnih veli¢ina antioksidativna svojstva najbolje ofuvana kod tretmana
zamrzavanja. Medutim, kako je prethodno navedeno u Poglavlju 2, kod pripreme polaznih
rastvora za fermentaciju neophodno je izvr$iti obradu sirovina kako bi se onemogucéilo ometanje
fermentacije i izvrsila redukcija broja mikroorganizama prisutnih u medu. Kao najefikasniji
nacin navodi se primjena poviSenih temperatura (Iglesias i sar., 2014; Pereira, 2015) kako kod
obrade meda, tako i vode koja se Koristi za pripremu polaznih rastvora za fermentaciju.
Poredenjem uticaja na antioksidativna svojstva medljikovca izmedu dva termicka tretmana,
moze se vidjeti da ne postoji znacajna razlika u pogledu ABTS, dok je u pogledu FRAP i DPPH
bolji uticaj postignut u uzorku T1, gdje je koristena niza temperatura (60 °C). Kako je ovaj
rezim predloZen za pasterizaciju aronije, za dalji nastavak eksperimenta je odabran uzorak T1
koji podrazumijeva zagrijavanje meda na 60 °C u trajanju od 10 min.

Tabela 4.25. Sema eksperimenta i rezultati odgovaraju¢ih mjerenja
za uticaj tretmana UV zracenjem

Faktor 1 Odziv 1 Odziv 2 Odziv3d Odziv4d 0Odziv5s
Std Run A: Tretman Sadrza)j Sadiza) ooy FRAP T pTs
UV zradenjem ukupnih flavonoida (ng/mg) (mmol (g/mg)
fenola (mg/g)  (mg/g) Fe2*/g)

1 1 T4 1,417 0,716 0,365 9,078 0,0035
9 3 T4 1,413 0,711 0,370 8,754 0,0041
5 9 T4 1,415 0,714 0,368 8,916 0,0038
10 6 T5 1,441 0,785 0,357 8,801 0,0043
2 7 T5 1,441 0,786 0,353 8,871 0,0044
6 10 T5 1,441 0,785 0,355 8,836 0,0044
7 2 T6 1,445 0,792 0,363 8,626 0,0043
3 5 T6 1,457 0,784 0,367 8,932 0,0043
11 11 T6 1,451 0,788 0,365 8,779 0,0043
8 4 M 1,469 0,842 0,187 7,986 0,0042
12 8 M 1,514 0,849 0,186 7,971 0,0040
4 12 M 1,494 0,846 0,186 8,061 0,0051

U Tabeli 4.25 je prikazana koriStena Sema eksperimenta i rezultati odgovarajucih
mjerenja za uticaj tretmana UV zraCenjem pri 254 nm na medljikovac. Ispitivani kategoricki
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faktor je UV tretman medljikovca, na 4 nivoa uticaja, gdje je netretirani medljikovac M (nivo
1), T4 (nivo 2) u trajanju od 30 s, T5 (nivo 3) u trajanju od 60 s 1 T6 (nivo 4) u trajanju od 120
s. Za svaki nivo uticaja radena su po tri paralelna ponavljanja, odnosno provedeno je ukupno
12 eksperimenata. Kao zavisne velic¢ine (Tabela 4.25, odzivi 1-5), odnosno veli¢ine za koje je
potrebno odrediti da li ispitivani tretman ima statisticki znacajan uticaj ili ne, koriste se rezultati
antioksidativnih svojstava (sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj flavonoida, rezultati DPPH, FRAP
i ABTS testova). Iz Tabele 4.25 se moze vidjeti da kod svih zavisnih veli¢ina postoji odredena
varijacija u pojedina¢nim vrijednostima, posebno u poredenju sa netretiranim medljikovcem.
U Tabeli 4.26 su prikazani rezultati analize varijanse dobijenih podataka koja je koriStena za
ispitivanje statisticke znacajnosti navedenih varijacija.

Tabela 4.26. Analiza varijanse za temperaturne tretmane

Odziv 1 Odziv 2 Odziv 3 Odziv 4 Odziv 5
Sadrzaj

ukupnih SadrZaj DPPH FRAP ABTS
flavonoida
fenola
F-value 1,32 975,29 6147.00 40,25 2.29
p-value 0,3332 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,1554
Adjusted R 0,0808 0,9963 0,9994 0,9146 0,2599
Predicted R2 -0,5042 0,9939 0,9990 0,8602 -0,2111
Adeq. 24704 76,2698  161,0477 13,6623 3,3201
precision

Kod zavisnih veli¢ina: sadrzaj flavonoida, DPPH i FRAP prisutna je visoka F-vrijednost
koja ukazuje da je tretman medljikovca primjenom navedenih tretmana UV zracenja statisticki
izuzetno znacajan, te da postoji 0,01 % vjerovatnoce da su ovako visoke F-vrijednosti
posljedica Suma u mjerenjima, a ne uticaja razli€itih nivoa tretmana (sa primjenom tretmana
UV zraCenja i bez). Znacajnost uticaja tretmana UV zraCenjem na vrijednost svih navedenih
parametara kvaliteta (zavisnih veli¢ina) je potvrdena odgovaraju¢im izuzetno niskim p-
vrijednostima. U Tabeli 4.26 se vidi da su za navedene zavisne veli¢ine p-vrijednosti daleko
nize od grani¢ne vrijednosti (p=0,05) za prihvatanje zavisnosti slu¢aja. Kod sadrzaja ukupnih
fenola i ABTS kao zavisnih veli¢ina, F-vrijednosti su relativno niske. F-vrijednost za sadrzaj
ukupnih fenola je 1,32, te postoji 33,32 % Sanse da je ova vrijednost posljedica Suma u
mjerenjima, te se ne moze tvrditi da tretman ima znacajan uticaj na sadrZaj ukupnh fenola.
Slicno je 1 kod ABTS, gdje F-vrijednost iznosi 2,29, te je 15,54 % Sanse da je ova vrijednost
posljedica Suma u mjerenjima. Navedene F-vrijednosti su potvrdene relativno visokim p-
vrijednostima koja za sadrzaj ukupnih fenola iznosi 0,3332, a za ABTS 0,1554. Navedene
vrijednosti su vece od granicne (p=0,05), Sto potvrduje da ne postoji znacajna statisticka razlika
za navedene zavisne veli¢ine nakon tretmana UV zracenjem. U prilog navedenim tvrdnjama
idu i rezultati sekundarne provjere, odnosno statistike fitovanja eksperimentalnih podataka,
prema kojima su za sadrzaj flavonoida, FRAP i DPPH vrijednosti, predvidene vrijednosti
koeficijenta determinacije (Predicted R?) dosta bliske podesenim vrijednostima (Adjusted R?),
koje se medusobno razlikuju za manje od 0,2, $to je granica prihvatanja. Kod sadrzaja ukupnih
fenola i ABTS vrijednosti Predicted R? ima negativnu vrijednost §to ukazuje da ukupna srednja
vrijednost moze biti bolji prediktor odziva od trenutnog modela, a razlika izmedu predvidenog
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R? i prilagodenog R? za sadrzaj ukupnih fenola je 2,4704, a za ABTS 3,3201, §to predstavlja
vece vrijednosti od grani¢ne vrijednosti 0,2. Takode i pouzanost eksperimentalnih mjerenja je
dosta visoka, §to je izraZzeno visokim vrijednostima odnosa mjerenog signala prema Sumu
(Adeq. precision), koja je kod svih zavisnih veli¢ina, osim sadrzaja ukupnih fenola i ABTS,
veca od grani¢ne vrijednosti za pouzdanost analize, koja iznosi 4.

Do gore navedenih zaklju¢aka moze se do¢i posmatranjem odnosa I-barova na Slikama
4.7,4.814.9. Dabi se dva tretmana znacajno razlikovala po uticaju na posmatranu promjenljivu
ne smije postojati horizontalno preklapanje I-barova. Na Slici 4.7, posmatranjem I-barova za
uticaj tretmana na fenole, moze se vidjeti da sve tri tretmana znac¢ajno ne razlikuju u odnosu na
netretirani medljikovac (M), kao i da postoji preklapanje I-barova izmedu tretiranih uzoraka.
Posmatranjem I-barova za uticaj tretmana na sadrzaj flavonoida, moze se vidjeti da su sva tri
koriStena tretmana imala znacajan uticaj na sadrzaj flavonoida, te da se poredenjem tretmana
medusobno moze vidjeti da izmedu tretmana T4 i T5 ne postoji znacajna razlika, ali da se T4
1 tretman znacajno razlikuje od tretmana T5 i T6.
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Slika 4.7. Uticaj tretmana UV zracenja na mjerene vrijednosti antioksidativnih svojstava
(sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida)

Primjenjeni tretmani su znacajno uticali na DPPH vrijednost, na Sta ukazuje znacajna
statisticka razlika u analizi tretiranih 1 netretiranog medljikovca. Poredenjem I-barova izmedu
tretiranih uzoraka moze se vidjeti da se uzorci T4 i T6 medusobno ne razlikuju, ali se razlikuju
u odnosu na T5. Kod analize FRAP vrijednosti, pokazano je da postoji znacajna statisticka
razlika nakon primjene termickih tretmana, iako se moze vidjeti da poredenjem navedenih
tretmana medusobno ne postoji znacajna statisticka razlika, jer postoji horizontalno preklapanje
I-barova za sve tri tretmana UV zracenjem.
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Slika 4.8. Uticaj tretmana UV zra¢enja na mjerene vrijednosti antioksidativnih svojstava
(DPPH i FRAP)

Kod ABTS vrijednosti se moze vidjeti da dolazi do preklapanja I-barova izmedu sva tri
medljikovca tretirana UV zraenjem 1 netretiranog medljikovca, te da navedeni tretmani nisu

uticali znac¢ajno na medljikovac.
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Slika 4.9. Uticaj tretmana UV zrac¢enja na mjerene vrijednosti antioksidativnih svojstava
(ABTS)

Na osnovu svih navedenih rezultata moze se primjetiti da u pogledu tri zavisne velicine
(sadrzaj flavonoida, DPPH i FRAP) postoji statisticki znacajan uticaj navedenih tretmana u
odnosu na netretirani medljikovac, dok za druge dvije zavisne veli¢ine (sadrzaj ukupnih fenola
1 ABTS) ne postoji statisticki znacajan uticaj na netretirani medljikovac. Ukoliko se medusobno
uporede I-barovi za tri razlicita rezima UV zracenja za zavisne veli¢ine kod kojih je pokazano
da postoji statisticka znacajna razlika nakon primjenjenih tretmana, moze se vidjeti da se I-
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barovi za FRAP vrijednosti horizontalno preklapaju, Sto znaci da su razlike statisticki
zanemarljive. Kod sadrzaja flavonoida se moze vidjeti preklapanje kod uzoraka T5 i T6 kod
kojih je izmjeren ve¢i sadrzaj flavonoida nakon tretmana u odnosu na T4. Kod DPPH
vrijednosti, moze se primjetiti horizontalno preklapanje kod T4 i T6 koji su pokazali vise
vrijednosti u odnosu na T5. Na osnovu svih navedenih rezultata, odabran je tretman T4, te je
medljikovac obraden UV zrakama pri 254 nm u trajanju od 2 min.

Tabela 4.27. Sema eksperimenta i rezultati odgovarajuéih mjerenja
za uticaj ultrazvuénihnih tretmana

Faktor 1 Odziv 1 Odziv2 Odziv3d Odziv4 Odzivb
Std Run A: Ultrazvueni 2474 Sadrzaj — pppyy FRAP g
fretman ukupnih flavonoida (ug/mg) (mmol (g/mg)

fenola (mg/g)  (mg/g) HEME)  Fe24g)
2 5 T7 1,467 0,713 0,367 9,383 0,0036
22 20 T7 1,471 0,707 0,363 9,801 0,0037
12 30 T7 1,469 0,710 0,365 9,592 0,0037
3 4 T8 1,505 0,770 0,368 9,589 0,0034
23 8 T8 1,509 0,772 0,366 9,613 0,0033
13 18 T8 1,501 0,768 0,370 9,566 0,0035
14 14 T9 1,575 0,826 0,365 9,611 0,0029
24 22 T9 1,564 0,811 0,369 9,669 0,0028
4 25 T9 1,570 0,819 0,367 9,640 0,0029
25 27 T10 1,458 0,763 0,406 8,050 0,0026
15 29 T10 1,453 0,769 0,403 8,050 0,0025
5 7 T10 1,448 0,774 0,401 8,050 0,0024
26 9 T11 1,496 0,823 0,405 8,097 0,0039
16 2 T11 1,497 0,818 0,406 8,098 0,0039
6 17 T11 1,498 0,814 0,407 8,098 0,0039
27 3 T12 1,519 0,820 0,404 8,145 0,0038
7 21 T12 1,515 0,823 0,404 8,147 0,0038
17 26 T12 1,517 0,821 0,404 8,147 0,0038
8 24 T13 1,541 0,800 0,407 8,278 0,0033
28 15 T13 1,545 0,798 0,396 8,622 0,0033
18 12 T13 1,543 0,799 0,401 8,450 0,0033
29 16 T14 1,557 0,815 0,407 8,496 0,0038
9 23 T14 1,557 0,817 0,402 8,480 0,0036
19 28 T14 1,557 0,816 0,404 8,488 0,0037
20 10 T15 1,571 0,830 0,401 8,512 0,0048
10 11 T15 1,557 0,819 0,402 8,581 0,0047
30 13 T15 1,564 0,824 0,402 8,546 0,0048
8 1 M 1,469 0,842 0,187 7,986 0,0042
4 8 M 1,514 0,849 0,186 7,971 0,0040
12 10 M 1,494 0,846 0,186 8,061 0,0051

U Tabeli 4.27 je prikazana koriStena Sema eksperimenta i rezultati odgovarajucih
mjerenja za uticaj ultrazvu¢nih tretmana na medljikovac. Ispitivani kategoricki faktor je
ultrazvuéni tretman medljikovca, na 10 nivoa uticaja, gdje je netretirani medljikovac M (nivo
1), T7 (nivo 2) pri 30 °C 1 min, T8 (nivo 3) pri 45 °C 1 min, T9 (nivo 4) pri 60 °C 1 min, T10
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(nivo 5) pri 30 °C 5 min, T11 (nivo 6) pri 45 °C 5 min, T12 (nivo 7) pri 60 °C 5 min, T13 (nivo
8) pri 30 °C 10 min, T14 (nivo 9) pri 45 °C 10 min i T15 (nivo 10) pri 60 °C 10 min. Za svaki
nivo uticaja su radena po tri paralelna ponavljanja, odnosno provedeno je ukupno 30
eksperimenata. Kao zavisne veli¢ine (Tabela 4.27, odzivi 1-5), odnosno veli¢ine za koje je
potrebno odrediti da li ispitivani tretman ima statisti¢ki znacajan uticaj ili ne, koriste se rezultati
antioksidativnih svojstava (sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj flavonoida, rezultati DPPH, FRAP
i ABTS testova). U Tabeli 4.27 se moze vidjeti da kod svih zavisnih veli¢ina postoji odredena
varijacija u pojedina¢nim vrijednostima, posebno u poredenju sa netretiranim medljikovcem.
U Tabeli 4.28 su prikazani rezultati analize varijanse dobijenih podataka koja je koriStena za
ispitivanje statisticke znacajnosti navedenih varijacija.

Tabela 4.28. Analiza varijanse za ultrazvucne tretmane

Odziv 1 Odziv 2 Odziv 3 Odziv 4 Odziv 5
Sadrzaj

ukupnih SadrZaj DPPH FRAP ABTS
flavonoida
fenola

F-vrijednost 76,94 280,43 2333 54 177,20 35.36
p-vrijednost <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Adjusted R? 0,9593 0,0886 0,9986 0,9820 0,9143
Predicted R? 0,9368 0,0823 0,9979 0,9721 08670

Adeq. 25,2262 575010  158,1987 31,9963 20,0521

precision

F-vrijednost zavisnih veli¢ina (sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj flavonoida, DPPH,
FRAP i ABTS) ukazuju da je uticaj ultrazvucnih tretmana na medljikovac izuzetno znacajan,
te da postoji 0,01 % vjerovatnoCe da su ovako visoke F-vrijednosti posljedica Suma u
mjerenjima, a ne uticaja razli¢itih nivoa tretmana (sa primjenom ultrazvuc¢nih tretmana i bez).
Znacajnost uticaja tretmana ultrazvukom na vrijednost svih navedenih parametara kvaliteta
(zavisnih veli¢ina) potvrdena je i odgovarajué¢im izuzetno niskim p-vrijednostima. U Tabeli
4.28 se vidi da su za navedene zavisne veli¢ine p-vrijednosti daleko nize od grani¢ne vrijednosti
(p=0,05) za prihvatanje zavisnosti slucaja. U prilog svim navedenim tvrdnjama idu 1 rezultati
sekundarne provjere, odnosno statistike fitovanja eksperimentalnih podataka, prema kojima su
za sve zavisne veli¢ine, predvidene vrijednosti koeficijenta determinacije (Predicted R?) dosta
bliske podesenim vrijednostima (Adjusted R?), koje se medusobno razlikuju za manje od 0,2,
§to je u granicama prihvatanja. U Tabeli 4.28 je prikazana i pouzdanost eksperimentalnih
mjerenja koja je visoka, Sto je izraZzeno visokim vrijednostima odnosa mjerenog signala Suma
(Adeq. precision), koja je kod svih zavisnih veli¢ina veca od grani¢ne vrijednosti za pouzdanost
analize koja iznosi 4.

Prethodno navedeni zakljucci se mogu potvrditi posmatranjem I-barova prikazanim na
Slikama 4.10, 4.11 i 4.12. Moze se vidjeti da je najveéi broj ultrazvucnih tretmana imao
znacajan uticaj na sadrzaj fenola u odnosu na netretirani medljikovac, 0sim u uzorcima UZ 2 i
UZ 5 gdje dolazi do horizontalnog preklapanja I-barova. Najveca promjena u sadrzaju
flavonoida se moze vidjeti u uzorku T9, gdje je doslo do najveéeg porasta sadrzaja fenola. Moze
se vidjeti da ne postoji znac¢ajna statisticka razlika izmedu uzoraka T9 u poredenju sa T14 i T15.
U pogledu sadrzaja flavonoida, moze se vidjeti da su svi ultrazvuéni tretmani znacajno uticali
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na netretirani medljikovac. Najveci sadrzaj flavonoida je izmjeren u uzorcima T9, T11, T12,
T14 1 T15, izmedu kojih ne postoji znacajna statisticka razlika.
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Slika 4.10. Uticaj ultrazvu¢nih tretmana na mjerene vrijednosti antioksidativnih svojstava
(fenoli, flavonoidi)
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Slika 4.11. Uticaj ultrazvucnih tretmana na mjerene vrijednosti antioksidativnih svojstava
(DPPH, FRAP)

Na Slici 4.11 se moze vidjeti uticaj ultrazvucnih tretmana na DPPH kao posmatranu
promjenljivu, gdje se moze primjetiti da su ultrazvucni tretmani doveli do znac¢ajnih statistickih
razlika u pogledu DPPH vrijednosti. Takode, T7, T8 i T9 se medusobno statisticki znacajno ne
razlikuju, kao i uzorci T10, T11, T12, T13, T14 i T15, na Sta ukazuje horizontalno preklapanje
I-barova. Kod FRAP vrijednosti se moze vidjeti da za najveci broj uzoraka postoje statisticki
znacajne razlike u odnosu na netretirani medljikovac. NajviSa vrijednost FRAP je izmjerena u
uzorku T9, koji se statisti¢ki zna¢ajno ne razlikuje u odnosu na T7 i T8.
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Na Slici 4.12 su prikazani I-barovi za uticaj ultrazvuénih tretmana na vrijednost ABTS,
gdje se moze vidjeti da za najveci broj uzoraka postoji znacajna statisticka razlika u odnosu na
netretirani medljikovac. Najniza vrijednost ABTS je izmjerena u uzorku T10, kod kog postoji
horizontalno preklapanje I-barova sa uzorkom TO.
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Slika 4.12. Uticaj ultrazvuénih tretmana na mjerene vrijednosti antioksidativnih svojstava
(ABTYS)

Na osnovu rezultata RSM za uticaj ultrazvuénih tretmana na medljikovac moze se
vidjeti da postoji znacajan uticaj na sve zavisne veli¢ine. Najbolji uticaj na sadrzaj ukupnih
fenola kao zavisnu promjenljivu je pokazao T9, dok se kod sadrzaja flavonoida moze primjetiti
veci broj uzoraka kod kojih je doslo do povecanja ovih vrijednosti, a kod uzorka T9 se moze
primjetiti najvisa vrijednost. U pogledu DPPH se mozZe primjeiti povecanje ove vrijednosti kod
svih uzoraka, iako je najvece u uzorcima od T10 do T15. U pogledu FRAP vrijednosti, najvise
vrijednosti su ostvarili uzorci od T7 do T9, iako je do povecanja ove vrijednosti doslo i kod
ostalih uzoraka, a na ABTS vrijednost najbolji uticaj u odnosu na netretirani medljikovac je
pokazao T10. Na osnovu navedenih rezultata moze se zakljuciti da su uzorci T9 i T10 pokazali
najvece povecanje antioksidativnih svojstava. Za nastavak eksperimenta u okviru ultrazvuénih
tretmana odabran je T9, te je medljikovac tretiran na 60 °C u trajanju od 1 min. Ovaj tretman je
odabran kako bi se osiguralo unistavanje eventualno prisutnih mikroorganizama, ¢ime se tezi
obezbijediti nesmetan proces fermentacije.

U ovom dijelu eksperimenta optimizacija je posluZila za odabir jednog tretmana unutar
tri pojedinacne grupe (termicki tretmani, tretmani UV zracenjem i ultrazvuéni tretmani) na
osnovu njihovog uticaja na antioksidativna svojstva tretiranog medljikovca. Na ovaj nacin se u
procesu fermentacije tezi obezbijediti sirovina koja ¢e imati najbolja funkcionalna svojstva, s
posebnim osvrtom na nesmetan tok alkoholne fermentacije.
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4.3. Analiza polaznih rastvora za fermentaciju

4.3.1. Rezultati analiza fizicko-hemijskih svojstava polaznih rastvora za
fermentaciju

Na kvalitet proizvedene medovine uticaj mogu imati fizicko-hemijska svojstva polaznih
sirovina. Rezultati pH vrijednosti, sadrzaja suve materije, kiselost i sadrzaj usvojivog azota
(YAN) mogu da ukazu na potrebu za korekcijom polaznih rastvora kako bi se omoguéili dobri
uslovi za rast kvasca i provodenje alkoholne fermentacije, ¢cime bi se dobila medovina zeljenog
kvaliteta 1 hemijskog sastava. Iz tog razloga je, nakon pripreme polaznih rastvora, izvrSena
analiza fizicko-hemijskih svojstava, ¢iji rezultati se nalaze u Tabeli 4.29.

Prema literaturnim podacima, priprema polaznih rastvora podrazumijeva mijeSanje
meda i vode u odnosima od 1:0,5 do 1:3 (Sroka i Tuszynski, 2007; Pereira, 2015), odnosno da
sadrzaj Secera bude od 12 do 18 %. Priprema polaznih rastvora u ovom dijelu eksperimenta je
podrazumijevala mijesanje termicki obradenog medljikovca sa vodom u odnosu 1:3, nakon
¢ega je dodan sok od aronije.

Tabela 4.29. Rezultati fizicko-hemijskih svojstava polaznih rastvora

Oznaka ~ S2drzaisuve iy iednost Kiselost YAN
materije (%) (g/L) (mg/L)
1A 18,5+0,0 3,99+0,11 159+0,12 49,00 + 0,89
1B 18,5+0,0 3,96 + 0,05 1,88 £ 0,05 49,30+ 0,14
1C 18,3+ 0,1 3,91+0,02 2,29+ 0,00 49,55 £ 0,21
1D 18,0+ 0,0 3,86 + 0,00 2,89+0,11 49,72 £ 0,91
2A 18,5+ 0,0 3,93+ 0,01 1,73+0,01 49,07 £ 0,09
2B 18,5+0,0 3,91+ 0,01 2,04+ 0,07 49,24 £ 0,14
2C 18,3+ 0,1 3,89+ 0,02 2,44 + 0,06 49,47 £ 0,15
2D 18,0+ 0,1 3,86 + 0,04 3,15+ 0,04 49,70 + 0,23
3A 18,5+ 0,0 3,95+ 0,08 1,73 +£0,03 49,05+ 0,13
3B 18,5+0,0 3,93+ 0,03 1,97+0,11 49,18 £ 0,22
3C 18,3+ 0,0 3,89+ 0,01 2,36 + 0,09 49,55 + 0,04
3D 18,0+ 0,1 3,85+ 0,07 2,94 + 0,05 49,70 £ 0,00

1-termicki tretiran medljikovac; 2-medljikovac tretiran UV zraéenjem; 3-ultrazvu¢no tretiran medljikovac; A-bez
dodatka soka; B- 5% soka; C-10 % soka; D-20% soka.

U Tabeli 4.29 su prikazani rezultati fizicko-hemijske analize polaznih rastvora
pripremljenih sa tretiranim medljikovcem i1 dodatkom tri koli¢ine soka. Rastvaranjem termicki
obradenog medljikovca sa vodom u odnosu 1:3, izmjeren je sadrzaj suve materije 18,50 % za
sve tri polazna rastvora. Dodatkom soka od aronije u koli¢ini od 5 %, ova vrijednost je ostala
nepromijenjena, dodatkom 10 % kod svih polaznih rastvora je izmjeren sadrzaj suve materije
18,30 %, a dodatkom 20 % soka od aronije, sadrZaj suve materije u svim polaznim rastvorima
je 18,00 %. Na osnovu navedenih vrijednosti sadrZzaja suve materije u polaznim rastvorima i
rezultata analize medljikovca, moze se pretpostaviti da u polaznim rastvorima postoji dovoljna
koli¢ina ugljenih hidrata neophodnih za alkoholnu fermentaciju 1 proizvodnju Zeljene koli¢ine
etanola. Takode, odnos meda i vode ve¢i od 1:1 ukazuje da proces fermentacije ne bi trebao biti
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zaustavljen zbog previsokog osmotskog pritiska u polaznim rastvorima, nastao zbog visokog
sadrzaja Secera (Sroka 1 Tuszynski, 2007).

pH vrijednost uzorka 1A iznosi 3,99, uzorka 2A 3,93, a uzorka 3A 3,95, na osnovu ¢ega
se moze vidjeti da postoje male razlike izmedu uzoraka koje se razlikuju u tretmanu
medljikovca koji je koristen za pripremu polaznih rastvora. Nakon dodatka soka od aronije, u
svim uzorcima je doslo do pada pH vrijednosti, pri ¢emu su najnize vrijednosti izmjerene kod
uzoraka D u koje je dodana najveca koli¢ina soka od aronije. Pad pH vrijednosti u polaznim
rastvorima u kojima je dodan sok od aronije moze se objasniti niskom pH vrijednos¢u soka i
visokim sadrzajem kiselina koje aronija ima u svom sastavu. Izmjerene pH vrijednosti
odgovaraju uslovima neophodnim za nesmetanu fermentaciju, jer literaturni podaci navode da
je neophodno obezbijediti da pH vrijednost rastvora bude izmedu 3,7 1 4,0 (Iglesias i sar., 2014).
Zbog navedenog, u polazne rastvore za fermentaciju nije potrebno dodavati regulatore kiselosti
kao Sto su kiseline ili soli, kojima se reguliSe pH vrijednost rastvora.

Pored pH vrijednosti, u polaznim rastvorima je odredena i kiselost, Ciji rezultati su
prikazani u Tabeli 4.29. Moze se vidjeti da Kiselost za uzorak 1A iznosi 1,59 g/L, a za uzorke
2A 1 3A 1,73 g/L, §to ne ukazuje na veliku razliku izmedu polaznih rastvora pripremljenih sa
razliCito tretiranim medljikovcem. Dodatkom soka od aronije doslo je do povecanja kiselosti, a
najvisa vrijednost je izmjerena u uzorku 2D gdje iznosi 3,15 g/L. MozZe se primjetiti da je sa
povecanjem koli¢ine dodanog soka doslo do povecéanja kiselosti, §to je u skladu sa rezultatima
pH vrijednosti, koje su dodatkom soka opadale. Kiselost polaznih rastvora najve¢im dijelom
potice od pcelinjeg meda koji u svom sastavu sadrzi glukonsku kiselinu, a ujedno i od voénih
sokova koji se dodaju u rastvore (Dobrowolska-Iwanek, 2015). Vise vrijednosti kiselosti u
polaznim rastvorima nisu pozeljne jer tokom fermentacije dolazi do sinteze kiselina, koje uticu
na pad pH vrijednosti, koji je vazan parametar za rast kvasca tokom cijelog procesa fermentacije
(Sroka 1 Tuszynski, 2007).

Med u svom sastavu sadrzi male koli¢ine azotnih jedinjenja (Kempka i sar., 2015) koje
su neophodne za rast kvasca, zbog ¢ega je prilikom pripreme polaznih rastvora poZeljno dodati
nutrijente bogate azotom (Pereira, 2015). Nedovoljna koli¢ina azota moze da dovede do
usporavanja ili potpunog zaustavljanja fermentacije, do produzene fermentacije ili do smanjene
koli¢ine proizvedenog etanola (Iglesias i sar., 2014). Mendes-Ferreira i sar. (2010) navode da
dodatkom dovoljnih koli¢ina azota dolazi do ubrzanja procesa fermentacije, povecanja prinosa
etanola 1 poboljSanja kvaliteta medovine. Zbog navedenog, u pripremljenim polaznim
rastvorima izvrSeno je odredivanje sadrzaja usvojivog azota (YAN), €iji su rezultati prikazani
u Tabeli 4.29. U polaznim rastvorima u koje nije dodan sok od aronije vrijednosti YAN su se
kretale od 49,00 mg/L u uzorku 1A do 49,07 mg/L u uzorku 2A. Dodatkom soka od aronije nije
doslo do znacajnijih promjena u sadrzaju YAN, a najveca vrijednost je izmjerena u uzorku 1D
gdje iznosi 49,72 mg/L. Literaturni podaci ukazuju da je prije poCetka fermentacije, pozeljno
dodati hranu za kvasac, kako bi se osigurala dovoljna koli¢ina dostupnog azota tokom cijelog
procesa fermentacije. Nakon analize YAN, u sve rastvore je dodana komercijalna hrana za
kvasac navedena u Poglavlju 3.2.4 u koli¢ini 267 mg/L, na osnovu preporuka nevedenim u
Pereira (2015).
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4.3.2. Rezultati analiza antioksidativnih svojstava polaznih rastvora za
fermentaciju

U Tabeli 4.30 su prikazani rezultati antioksidativnih svojstava polaznih rastvora za
fermentaciju u kojima su analizirani sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj flavonoida, FRAP, DPPH
I ABTS testovi. Sadrzaj ukupnih fenola u polaznim rastvorima u koje nije dodan sok od aronije
se kretao od 258,08 mg GAE/L u uzorku 2A do 292,28 mg GAE/L u uzorku 1A. Dodatkom
soka od aronije doslo je do poveéanja sadrzaja ukupnih fenola u svim rastvorima, §to s¢ moze
pripisati sadrzaju fenola prisutnih u soku od aronije. Najvece vrijednosti sadrzaja ukupnih
fenola su izmjerene u uzorcima sa dodatkom 20 % soka od aronije koje su se kretale od 652,88
mg GAE/L u uzorku 1D do 654,68 mg GAE/L u uzorku 2D.

Najmanji sadrzaj flavonoida je izmjeren u uzorcima bez dodatka soka od aronije, gdje
se vrijednosti kre¢u od 135,80 mg GAE/L u uzorku 3A do 162,80 mg GAE/L u uzorku 1A. Kao
i kod fenola, sa povec¢anjem koli¢ine dodanog soka od aronije, doslo je do povecanja sadrzaja
flavonoida, a najve¢i sadrzaj je izmjeren u uzorcima D u kojima se vrijednosti kreéu u
granicama od 431,60 mg GAE/L u uzorku 1D do 444,40 mg GAE/L u uzorku 2D.

Tabela 4.30. Rezultati antioksidativnih svojstava polaznih rastvora za fermentaciju

Sadrzaj Sadrzaj FRAP
Oznaka ukupnih fenola flavonoida (mmol DPPH ABTS

(Mg GAE/L)  (mgGAE/L)  Fe?/mL)  (WgTE/mL)  (mgTE/mL)
1A 29228 +0,85 162,80+0,85 1,83 +0,03 16,36+ 1,16 11,84 +0,59
1B 399,68 +£2,83  246,80+0,57  3,07+0,01 23,85+0,40  8,17+0,02
1C 47328 +0,57 286,20+2,55 3,77 +0,02 41,86 £ 0,27  5,18£0,00
1D 652,88 +2,26 431,60+2.83  6,51+0,03 60,52 +0,45  4,12+0,00
2A 258,08 +0,00 150,80+0,85 1,84 +0,01 31,34+ 0,46 12,51 £0,25
2B 377,28+ 0,57 25320+226  3,19+0,03 39.92+£0,37 9,23+0,11
2C 483,28 + 1,13 305,00+ 0,85 4,07 +0,00 4437+0,49  6,46+0,19
2D 654,68+ 3,11 44440+226  6,07+0,03 60,83+0,12  435+0,19
3A 274,08 +0,57 13580+0,85  1,83+0,00 30,580,099 11,66 + 0,40
3B 389,68 +0,57 239,40+0,28  3,11+0,02 36,46 £0,23 9,14+ 0,01
3C 477,68 +1,70 298,80+ 0,57  3,74+0,00 42,18+2,59  6,72+0,26
3D 653,28 £ 0,57  436,40+0,57  6,29+0,01 58,38+£0,21 3,52+0,07

1-termicki tretiran medljikovac; 2-medljikovac tretiran UV zraéenjem; 3-ultrazvuéno tretiran medljikovac; A-bez
dodatka soka; B- 5% soka; C-10 % soka; D-20% soka.

FRAP vrijednosti u uzorcima bez dodatka soka od aronije iznose 1,83 mmol Fe?*/mL u
uzorcima 1A i 3A i 1,84 mmol Fe?*/mL u uzorku 2A. Dodatkom 5 % soka od aronije doslo je
do poveéanja FRAP vrijednosti koje se kreéu u granicama od 3,07 mmol Fe?*/mL za uzorak 1B
do 3,19 mmol Fe?*/mL u uzorku 2B. FRAP vrijednosti za uzorke sa dodatkom 10 % soka od
aronije se kreéu od 3,74 mmol Fe?*/mL u uzorku 3C do 4,07 mmol Fe?*/mL u 2C, a dodatkom
20 % soka od aronije kreéu se od 6,07 mmol Fe?*/mL u uzorku 2D do 6,51 mmol Fe?*/mL u
uzorku 1D. Na osnovu navedenih rezultata moze se primjetiti da je dodatak soka od aronije
uticao na povecanje FRAP vrijednosti.
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DPPH vrijednosti u polaznim rastvorima bez dodatka soka od aronije se krecu u granicama od
16,36 pg TE/mL u uzorku 1A do 31,34 pg TE/mL u uzorku 2A. Dodatkom 5 % soka od aronije
DPPH vrijednost se povecala i kretala od 23,85 ug TE/mL u uzorku 1B do 39,92 ug TE/mL u
uzorku 2B. Dodatkom 10 % soka od aronije, DPPH se krec¢e od 41,86 ug TE/mL u uzorku 1C
do 44,37 ug TE/mL u uzorku 2C, a dodatkom 20 % soka od aronije od 58,38 ug TE/mL u
uzorku 3D do 60,83 ug TE/mL u uzorku 2D.

Najvise vrijednosti ABTS su izmjerene u uzorcima bez dodatka soka od aronije, dok su
najnize vrijednosti u uzorku sa dodatkom 20 % soka od aronije. ABTS u uzorcima A se krece
od 11,66 mg TE/mL u uzorku 3A do 12,51 mg TE/mL u uzorku 2A. U uzorcima B ABTS
vrijednosti su se kretale u granicama od 8,17 mg TE/mL u uzorku 1B do 9,23 mg TE/mL u
uzorku 2B, u uzorcima C od 5,18 mg TE/mL u uzorku 1C do 6,72 mg TE/mL u uzorku 3C, a u
uzorcima D od 3,52 mg TE/mL u uzorku 3D do 4,35 mg TE/mL u uzorku 2D. Na osnhovu
navedenih rezultata se moze vidjeti da je najniza vrijednost izmjerena u uzorku 3D, §to ukazuje
da je u uzorcima sa dodatkom najveée koli¢ine soka od aronije izmjerena najveca
antioksidativna aktivnost izmjerena ABTS testom.

Navedeni rezultati antioksidativnih svojstava su pokazali da je sa ve¢im dodatkom soka
doslo do poveéanja sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida, kao i antioksidativnih svojstava
izmjerenih FRAP, DPPH i ABTS testovima, ¢ime se teZe posti¢i poboljsana funkcionalna
svojstva finalnog proizvoda. Rezultati ¢e posluziti da se u odnosu na njih uporede iste
vrijednosti dobijene nakon zavrsetka procesa fermentacije.

4.3.3. Rezultati antimikrobne analize polaznih rastvora za fermentaciju

U Tabeli 4.31 su prikazani rezultati antimikrobne analize polaznih rastvora za
fermentaciju (MIC i MBC vrijednosti) koji su testirani na Cetiri bakterije. Najjace dejstvo na S.
aureus su pokazali uzorci 3A, 3B i 3D kod kojih su MIC i MBC vrijednosti <20 % (v/v). U
pogledu MIC vrijednosti najslabije dejstvo na ovu bakteriju su pokazali uzorci 1B, 1C i 1D
(>50 % (v/v)), a u pogledu MBC vrijednosti najslabije dejstvo su pokazali uzorci 1B, 1C, 1D,
2C i 2D. Najjace dejstvo na E. coli u pogledu MIC vrijednosti su pokazali uzorci 1A, 1C, 3A,
3B, 3C i 3D (30 % (v/v)), a kod veceg broja uzoraka je MBC vrijednost iznosila >40 % (v/v).
Najslabije dejstvo na bakteriju B. cereus u pogledu MIC i MBC vrijednosti su pokazali uzorci
1B i 1D. Najjace dejstvo na bakteriju B. cereus u pogledu MIC i MBC vrijednosti su pokazali
uzorci 3C i1 3D, dok je najslabije dejstvo pokazao uzorak 2D. U pogledu P. aeruginosa, najjace
dejstvo u pogledu MIC je pokazao uzorak 2A (<20 % (v/v)), a u pogledu MBC uzorci 2A, 2B,
3B i 3D. Najslabije dejstvo u pogledu ove bakterije su pokazali uzorci 1B, 1D i 2D kod kojih
su MIC i MBC vrijednosti 50 % (v/v).

Antimikrobna svojstva polaznih rastvora poticu prije svega od antimikrobnih svojstava
sirovina koriStenih za pripremu polaznih rastvora za fermentaciju. PretraZivanjem dostupne
literature utvrdeno je da ne postoje podaci o antimikrobnim svojstvima rastvora koji se koriste
za pokretanje fermentacije. Navedeni rezultati su vazni kako bi se nakon zavrSetka fermentacije
rezultati antimikrobnih svojstava medovine mogli uporediti sa rezultatima antimikrobnih
svojstava polaznih rastvora za fermentaciju.
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Tabela 4.31. Rezultati antimikrobne analize polaznih rastvora za fermentaciju
(MIC i MBC vrijednosti) na Cetiri testirane bakterije

S. aureus E. coli B. cereus P. aeruginosa

Uzorak ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 7004 ATCC 10145

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

%(viv)  %(VIiv)  %(VviV) %(vIiv)  %(vIiv)  %(viv)  Y%(vIv) %(v/v)
1A 40 >40 30 >40 30 >40 30 40
1B >50 >50 50 >50 50 50 50 50
1C >50 >50 30 >40 30 40 30 >40
1D >50 >50 50 >50 50 50 50 50
2A >40 >40 40 >40 40 40 <20 30
2B >40 >40 >40 >40 40 >40 30 30
2C 50 >50 50 50 50 50 25 50
2D 50 >50 50 50 50 >50 50 50
3A <20 <20 30 >40 30 40 30 40
3B <20 <20 30 >40 30 >40 30 30
3C 30 30 30 >40 30 30 30 40
3D <20 <20 30 >40 30 30 30 30

4.4. Analiza medovine

4.4.1. Izrada matematickog modela u cilju optimizacije procesa proizvodnje
medovine

Glavni cilj istrazivanja u okviru ovog poglavlja bio je da se razviju matematicki modeli
koji imaju ulogu da omoguce bolju kontrolu procesa u smislu optimalnog izbora i podesavanja
parametara procesa. Nakon odredivanja optimalnog tretmana polazne sirovine (medljikovca)
razvijen je kineti¢ki model nastanka etanola, na osnovu fitovanja eksperimentalnih podataka
(promjene mase boca u vremenu trajanja procesa fermentacije) u modifikovani Gompertz-ov
model, uz primjenu nelinearne regresione analize i ocjenom regresionih koeficijenata metodom
najmanjih kvadrata. Numeric¢ka optimizacija kinetickih parametara i njihova statisticka analiza
izvrSena je primjenom alata Solver 1 Regression iz Microsoft Excel softverskog paketa.
Rezultati prethodnih istrazivanja ukazuju da modifikovani Gompertz-ov model moze da opise
kinetiku alkoholne fermentacije pri koriStenju razli¢itih podloga 1 sirovina (Dodi¢ 1 sar., 2012;
Olaoye 1 Kolawole, 2013; Srimachai i sar., 2015), ¢ime se pokazala Siroka moguc¢nost primjene
razli¢itih oblika Gompertz-ove krive pri razli¢itim biohemijskim procesima. Papuga i sar.
(2018) navode da ne postoje literaturni podaci koji ukazuju na primjenu Gompertz-ovog modela
prilikom proizvodnje medovine, te su oni u svom radu predstavili Gompertz-ov model prilikom
proizvodnje medovine uz varijaciju dodatka razli¢itih koli¢ina YAN-a. |z tog razloga je ovaj
kineticki model iskoriSten za opisivanje proizvodnje etanola tokom procesa fermentacije
medovine sa korekcijom koli¢ine dodanog soka u polazne rastvore za fermentaciju, uz
koristenje podataka o vrsti i koli¢ini dodanog kvasca pri dobijanju medovine.

Primjena Gompertz-ovog modela je podrazumijevala koriStenje jednacine (Papuga i
sar., 2018):
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Tym * €xp(1)
Bn

P =P, exp {—exp l (ty —¢t)+ 1}

gdje P predstavlja koncentraciju etanola (g/l), Pm potencijalnu maksimalnu
koncentraciju etanola (g/l), ro,m maksimalnu brzinu nastanka etanola (g/lh), t lag vrijeme (h),
odnosno vrijeme potrebno za prilagodavanje kvasca i pocetak eksponencijalne faze nastanka
etanola i t predstavlja vrijeme trajanja procesa fermentacije (h). Parametri Pm, rp,m i ti SU zapravo
kineti¢ki parametri koji se dobijaju fitovanjem eksperimetalnih podataka u modifikovani
Gompertz-ov model.

Nakon pripreme medljikovca primjenom termickog tretmana, tretmana UV zraenjem i
ultrazvuénog tretmana, pripremljeni su rastvori u kojima je medljikovac rastvoren sa vodom u
odnosu 1:3 ¢ime su dobijeni rastvori sa oznakama 1, 2 i1 3. U pojedinacne rastvore dodan je
hladno cijedeni sok od aronije, ¢ime su dobijeni pojedinacni rastvori oznaceni sa A (kontrolni
uzorak, bez dodatka soka od aronije), B (sa dodatkom 5 % soka od aronije), C (sa dodatkom 10
% soka od aronije) i D (sa dodatkom 20 % soka od aronije). Inokulacija pripremljenih rastvora
izvrSena je sa tri komercijalne vrste kvasca: vinski kvasac Fermol Associes (oznaka E), rakijski
kvasac Spiriferm (oznaka F) i pivski kvasac Fermol Lager (oznaka G). Pored varijacije tri vrste
komercijalnih kvasaca, inokulacija sa sve tri vrste je izvrSena u koli¢inama od 150 mg/1 (oznaka
H), 300 mg/l (oznaka I) i 600 mg/l (oznaka J). Zbog varijacije tri parametra, a u cilju odabira
adekvatnog kvasca za provodenje alkoholne fermentacije poredeni su uzorci koji su imali isti
polazni rastvor (tretman medljikovca 1 koli¢ina dodanog voénog soka) uz varijaciju kvasca i
koli¢ine kvasca koriStenog za inokulaciju.

Proces fermentacije je trajao 21 dan (~504 h) na temperaturi 25 °C, a rezultati trajanja
fermentacije su prikazani u satima (h). Kinetika procesa fermentacije je pracena na osnovu
mjerenja promjene mase boca u odredenim vremenskim intervalima, gdje promjena mase boca
predstavlja koli¢inu CO2 koji je nastao tokom alkoholne fermentacije. Kako se pretpostavlja da
je stehiometrija izmedu koli¢ine nastalog COz 1 etanola 1 koli¢ine utroSenog Secera zadovoljena,
rezultati su izrazeni kao kumulativna masa (g) proizvedenog etanola u odredenom vremenskom
periodu. Lakiéevi¢ i sar. (2018) navode da proizvodnja CO. tokom alkoholne fermentacije
predstavlja indirektnu mjeru za potroSnju fermentabilnih Secera.

Primjenom ovog modela ispitana je moguc¢nost primjene tri razli¢ite vrste komercijalnih
kvasaca u fermentaciji medovine, kako bi izbor adekvatne vrste doveo do poboljSanja
parametara procesa fermentacije, ali 1 do uticaja na fizicko-hemijska svojstva (sadrzaj
isparljivih kiselina, sadrzaj etanola, pH vrijednost i sl.) kao i na senzorna svojstva medovine.

U Tabeli 4.32 su prikazane vrijednosti kineti¢kih parametara razvijenih jednacina i
odgovarajuce vrijednosti izracunate na osnovu eksperimentalnih podataka za uzorke koji su
pripremljeni sa termicki obradenim medljikovcem bez dodatka vo¢nog soka od aronije, uz
kombinaciju tri vrste i tri koli¢ine dodanog kvasca (1A uzorci). Izmjerene vrijednosti
maksimalne koncentracije etanola (Pm) se krecu u granicama od 38,25 za uzorak 1AFH do
92,40 za uzorak 1AGI, dok se vrijednosti Pm predvidene modelom krecu u granicama od 84,23
za uzorak 1AEH do 408,73 za uzorak 1AFH. Za najveci broj uzoraka se moze primjetiti da se
mjerene vrijednosti Pm ne razlikuju znac¢ajno od modelom predvidenih vrjednosti Pm, 0Sim za
uzorke u kojima je dodana najmanja koli¢ina kvasca (uzorci H-150 mg/L) kod kojih je doslo
do ve¢ih odstupanja. Mjerene vrijednosti maksimalne brzine proizvodnje etanola (rp,m) se krec¢u
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u granicama od 0,02 g/Lh za uzorke 1AEIl i 1AGH do 0,07 g/Lh za uzorak 1AFH, dok se
vrijednosti rpm predvidene modelom krecu u granicama od 0,11 za uzorak 1AEH do 0,47 za
uzorak 1AFJ. Na osnovu svih vrijednosti rpm moze se vidjeti da su za sve uzorke 1A vrijednosti
predvidene modelom znacajno veée u odnosu na mjerene. Vremena trajanja lag faze (ti) je
predvideno modelom i kreée se u granicama od 35,34 h za uzorak 1AGJ do 416,81 h za uzorak
1AFH. Iz prikazanih rezultata moze se vidjeti da je za uzorke 1AFH i 1AGH lag faza trajala
najduze, $to ukazuje da je dodatak F i G kvasaca u koli¢ini od 150 mg/L doveo do duzih trajanja
faza prilagodavanja, za razliku od ostalih koli¢ina dodanih kvasaca. Posebno se isti¢e trajanje
ti faze kod uzorka 1AFH kod kog je eksponencijalna faza pocela neposredno pred zavrsetak
procesa proizvodnje medovine. Kod uzoraka sa najmanjom koli¢inom dodanog kvasca moze
se primjetiti da je doSlo do najvecih odstupanja izmedu mjerenih i modelom predvidenih
vrijednosti Pm, Sto moze da se poveze sa duzinom trajanja t; i pocetkom eksponencijalne faze
rasta.
Tabela 4.32. Kineti¢ki parametri razvijenih matemati¢kih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 1A

Uzorak (g-kumuIaF':Eﬂvna masa) (gr/p Lmh) (:1')

1AEH fg;g c?olel 66:38
wor R gm
1AGH féf,sé%? 3’0123* 214,02
1AE| 889875§ 85121 8376
1AFI 88:39} > gé’f 133,54
1AGI gg;‘g 8362 51,66
1AEJ 883531 8,51;* 91,60
1AFJ 983394 85137 116,77
1AG) 323534 8566 35,34

* L .. .
mjerene vrijednosti

Na Slikama 4.13, 4.14 i 4.15 se nalaze grafici na kojima su prikazane Kinetike
proizvodnje etanola tokom procesa fermentacije za uzorke 1A, gdje su mjerene vrijednosti
prikazane u obliku odgovarajuc¢ih simbola, dok su fitovane krive, tacnije modelom predvidene
vrijednosti koncentracije etanola u funkciji vremena prikazane punim linijama. Na prikazanim
graficima moze se vidjeti da za sve uzorke postoji velika slicnost izmedu krivih koje su utvrdene
eksperimentalno i fitovanih krivih, odnosno da modelovane krive odgovaraju ekseprimentalno
mjerenim vrijednostima koncentracije u cijelom mjerenom intervalu koncentracija, na Sta
ukazuje i visoka vrijednost koeficijenta korelacije (R?). Takode, na Slici 4.13 se moze vidjeti
da je za uzorke sa sve tri vrste kvasca dodanog u koli¢ini 150 mg/L postignuta niska
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koncentracija etanola, te da se na graficima ne vidi jasno prelaz lag faze na eksponencijalnu
fazu, za razliku od uzoraka u kojima je kvasac dodan u koli¢ini od 300 i 600 mg/L. Razlog za
izostanak burne fermentacije moze da bude koli¢ina dodanog kvasca koja je manja od koli¢ine
preporucene od strane proizvodaca.

Uzorak 1AEH Uzorak 1AFH Uzorak 1AGH

P=84 23 exp(-exp((0. 11exp(1)(66 38-t)/84 23)+1)) P=1408 73exp(-exp((0.25exp(1)(416 81-£/408,73)+1)) P=136.68exp(-exp((0.13exp(1)(214,02-)/136.68)+1))
R=0.9802 R2=0.9917 R3=0.9900
1 EE EE
. - D N ] 3 ]
» & - £ s
2 208 Soe -
fex;nentamje (H) e fex;nentam]e ()
® model-Pz/) 0-P(g/l) ® mjerenc - P (z/]) -model - P (g/) ® mjerenc - P(z/) -model - P (g/)

Slika 4.13. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1AEH, 1AFH i 1AGH

Uzorak 1AEI Uzorak 1AFI Uzorak 1AGI
P=88 58exp(-exp((0,41exp(1)(83,76-1)/88.58)+1)) P=89 73exp(-exp((0.38exp(1)(133,54-£)/89.75)+1)) P=96 48exp(-exp((0.32exp(1)(51,66-)/96,48)+1))
R2=0.9981 RI=0.9981 RI=0.9990
' o g w0 —
» - £ 60 =
. . e
. = pe
» 5 -
Z ¥ » E
. .—es—" 5 et
i'fij:me fem.emm-]e (h) e fem\en(aﬂ-]e ()
® mjereno-P (g) ‘model - P (1) model-P(g)  ® miereno-P (g) & mjereno - P (gl) model - P g/1)

Slika 4.14. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1AEI, 1AFI i 1AGI

Uzorak 1AEJ Uzorak 1AFJ Usorak 1AG]
P=84,3 lexp(-exp((0.44exp(1)(91,60-1)/84.3 1)+1)) P=89 Sdexp(-exp((0.47exp(1)(116,77-0)/89.94)+1)) P=03,54exp(-exp((0,26exp(1)(35,34-1)/93.54)+1)
R3=0,9980 R*=0,9977 RI=0.9963
.y e
e o T < :éz 8 " -
- " R —
» =3 »

" - R R *
par—— H PP hd 2 —*

model - P (g) ® mjereno - P (z1) mode! - P (g1) ® miereno - P(g/l) mods!- P (g) ® miereno - P (z/1)

Slika 4.15. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednacinu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1AEJ, 1AFJ i 1AGJ

U Tabeli 4.33 su prikazani rezultati Fit statistike za uzorke 1A, gdje se moZze vidjeti da
se F-vrijednosti kreéu u granicama od 2,36 - 10?2 za uzorak 1AGI do 5,70 - 10 za uzorak
1AEH. F-vrijednosti manje od 0,001 ukazuju na statistiCku znac¢ajnost navedenih rezultata, na
osnovu ¢ega se moze zakljuciti da su F-vrijednosti za sve uzorke 1A statisticki znacajne. Pored
F-vrijednosti, u Tabeli 4.33 prikazani su rezultati p-vrijednosti koji ukazuju na statisti¢ku
znacajnost u slu¢ajevima kada je p-vrijednost niza od 0,05. Najniza p-vrijednost je izmjerena u
uzorku 1AGI (0,3252), a najvisa u uzorku 1AGH (0,9896), na osnovu ¢ega se moze vidjeti da
dati ¢lan jednac¢ine nema statisti¢ku znacajnost.
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Tabela 4.33. Fit statistika i ANOVA za kvadratne modele za uzorke 1A

F- p- 5 P )
Uzorak vrijednost  vrijednost R R*-prilagodeni
1AEH 5,70 - 1070 0,8134 0,9802 0,9779
1AFH 1,11 - 10710 0,4572 0,9917 0,9908
1AGH 2,73 - 10710 0,9896 0,9900 0,9888
1AEI 2,09 - 10%° 0,6522 0,9981 0,9979
1AFI 1,95 - 1020 0,3518 0,9981 0,9979
1AGI 2,36 - 10°% 0,3252 0,9990 0,9989
1AEJ 2,30 - 1020 0,8344 0,9980 0,9979
1AF] 8,15 - 1020 0,4424 0,9977 0,9975
1AGJ 7,67 - 1010 0,6169 0,9968 0,9965
1AEH 1AFH 1AGH

[ )
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Slika 4.16. Line Fit Plot grafici za uzorke 1A (narandzasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

Analiza varijanse (ANOVA) je primijenjena kako bi se testirale znacajne razlike izmedu
uzoraka. Rezultati ANOVA za uzorke 1A su prikazani u Tabeli 4.33, gdje se moze vidjeti da
se vrijednosti R? kreéu u granicama od 0,9802 za uzorak 1AEH do 0,9990 za uzorak 1AGI, §to
ukazuje na prihvatljivo slaganje izmedu eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih
podataka. Na visoku vrijednost korelacije navedenih podataka ukazuje i vrijednost
prilagodenog R? koje se krecu u granicama od 0,9779 za uzorak 1AEH do 0,9989 za uzorak
1AGI. Prilagodeni R? u obzir uzima ukupan broj faktora u kojima se javljaju nezavisne
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varijable, te se sa poveéanjem broja faktora vrijednost R? smanjuje, ako isti ne poboljsavaju
konkretan model. Za uzorke 1A je jasno da su svi faktori statisticki znacajni jer su vrijednosti
R? izuzetno bliske vrijednostima prilagodenog R?.

Validacija razvijenih modela izvrSena je uporedivanjem eksperimentalno dobijenih
podataka sa odgovaraju¢im vrijednostima dobijenim koriStenjem modela (Slika 4.16) i
analizom statistike uklapanja iz Tabele 4.33. Na Slici 4.16 su prikazani grafici Line Fit Plot za
uzorke 1A na kojima je prikazano poredenje stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih
modelom. Za sve uzorke 1A se moze primjetiti da su stvarne vrijednosti priblizne vrijednostima
predvidenim modelom, odnosno da su pojedinac¢ne vrijednosti blizu idealne prave i nalaze se
nasumicno rasporedene sa obe strane prave (y=x). Ovi grafici su u skladu sa visokim
vrijednostima R? koje su prikazane u Tabeli 4.33, te dodatno potvrduju da postoji korelacija
izmedu stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih modelom.

Tabela 4.34. Kineti¢ki parametri razvijenih matemati¢kih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 1B

Uzorak (g-kumuIaPtrinvna masa) (gr/p Lmh) (E)

1BEH 110170,6102* o(?’(ﬁ?* 10586
1BFH 182182* 0%389* 120,75
1BGH 11113 1’,4577* 0%397* 4,18
1BE] 9997, 5553* o(? &;142* 110,04
1BFI giﬁgéz 0%619* 507,10
1BGI 182:471471* 0%355* 4395
1BEJ 11005%659* O(?,0543* 11(3 09
1BFJ 3208}12 o(?bzf* 181,78

“mjerene vrijednosti

U Tabeli 4.34 prikazane su vrijednosti kineti¢kih parametara razvijenih jednacina i
odgovarajuce vrijednosti izracunate na osnovu eksperimentalnih podataka za uzorke koji su
pripremljeni sa termicki tretiranim medljikovcem 1 dodatkom 5 % voénog soka od aronije, uz
kombinaciju tri vrste i tri koli¢ine dodanog komercijalnog kvasca (uzorci 1B). Najniza
vrijednost Pm je izmjerena u uzorku 1BFI (74,35), dok je najvisa vrijednost izmjerena u uzorku
1BGH (113,47). Ukoliko se mjerene vrijednosti Pm uporede sa vrijednostima dobijenim
modelom, moZe se primjetiti da su za najveci broj uzoraka priblizne. Vece razlike izmedu
mjerenih 1 modelom predvidenih vrijednosti su dobijene u uzorcima 1BFI i 1BFJ, §to mozZe biti
pokazatelj da se u vremenskom periodu od 21 dan nije proizvela dovoljna koli¢ina etanola.
Mjerene i modelom predvidene vrijednosti I'pm se znacajno razlikuju za uzorke 1B, jer je u svim
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uzorcima vrijednost rpm predvidena modelom znacajno veca od vrijednosti izraunate iz
eksperimentalnih podataka. Mjerene vrijednosti rpm se kreéu u granicama od 0,01 g/Lh za
uzorak 1BFI do 0,09 g/Lh za uzorak 1BGH. Modelom predvidena t; se kre¢u u granicama od
37,52 h u uzorku 1BGJ do 507,10 h u uzorku 1BFI. Ovako visoka vrijednost t| za uzorak 1BFI
ukazuje da bi eksponencijalna faza rasta mogla poceti nakon vise od 21-0g dana koji su
predvideni za vrijeme trajanja alkoholne fermentacije navedenog uzorka, ¢ime ne bi doslo do
proizvodnje zeljene koli¢ine etanola u odredenom vremenskom periodu. Rezultati koji su
prikazani u Tabeli 4.34 ukazuju da je za sve pojedinacne koli¢ine dodanog kvasca najkrace
vrijeme t; predvideno u uzorcima u koje je dodan kvasac G, nesto duze trajanje t; je predvideno
u uzorcima sa dodatkom kvasca E, dok je najduze t| predvideno u uzorcima u koje je dodan
kvasac F.

Na Slikama 4.17, 4.18 i 4.19 se nalaze grafici na kojima su prikazane Kinetike
proizvodnje etanola gdje je izvrSeno poredenje mjerenih vrijednosti i vrijednosti dobijenih
modelom. Moze se vidjeti da u svim 1B uzorcima ne postoje velike razlike izmedu
eksperimentalno dobijenih vrijednosti i modelom predvidenih, $to potvrduju i visoke
vrijednosti R?. Takode, unutar pojedinih koli¢ina dodanog kvasca vidi se da se krive rasta
razlikuju. Ova razlika se uocava kod uzoraka 1BFI i 1BFJ koji su imali drugaciji tok
fermentacije, posebno u pogledu trajanja lag faze i nemogucénosti odredivanja jasnog prelaza sa
lag na eksponencijalnu fazu. Razlog za ovo moze da bude otezana mogucénost prilagodavanja
kvasca na fermentacione uslove. Grafici za uzorke 1BFI i 1BFJ su u skladu sa vrijednostima t
koja je navedena u Tabeli 4.34, gdje se jasno vidi da je trajanje ove faze duze u odnosu na ostale
uzorke.

Uzorak 1BEH Uzorak 1BFH Uzorak 1BGH
P=110.12exp(-exp((0.47exp(1)(108.86-t)/110,12)+ 1)) P=99 89exp(-exp((0,3%exp(1)(120,75-1)/99,89)+1)) P=111,57exp(-exp((0.3 Texp(1)(46.18-1)/111,57)+1))

R2=0.9971 R?=0,9931 R2=0,9868

Slika 4.17. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednacinu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1BEH, 1BFH i 1BGH

Uzorak 1BEI Uzorak 1BFI Uzorak 1BGI
P=07,53exp(-exp((0.42exp(1)(110,94-1)/97.53)+1)) P=236,1Texp(-exp((0.69exp(1)(507.10-1)236,17)+1)) P=98,77exp(-exp((0,35exp(1)(43,95-£)/98.77)+1))

R2=0,9874 R2=0,9511 R3=0,9835

model-P(zl) @ miereno-Pg) model-P(zl) @ mjereno-Pig) model -P(gl) @ mjereno-P(g)

Slika 4.18. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1BEI, 1BFI i 1BGlI
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Uzorak 1BEJ Uzorak 1BFJ Uzorak 1BGJ
P=100,69%xp(-exp((0,53exp(1)(110,09-t)/100,69)+1)) P=150, 16exp(-exp((0,29exp(1)(181,78-6)/150,16)+1)) P=99 66exp(-exp((0,42exp(1)(37,52-1/99,66)+1))
R3=0.9900 R3=0.9583 R3=0.9852

tanola (g/T)
0

g gt

Slika 4.19. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1BEJ, 1BFJ i 1BGJ

U Tabeli 4.35 su prikazane F-vrijednosti za uzorke 1B, koje se kre¢u u granicama od
6,81 - 1078 za uzorak 1BEH do 1,42 - 10" za uzorak 1BFI. Ovako niske F-vrijednosti (<0,001)
ukazuju da su navedeni rezultati statiticki znacajni, $to nije slucaj sa p-vrijednostima koje su za
sve 1B uzorke vece od 0,05, a kre¢u se u granicama od 0,5062 u uzorku 1BEH do 0,8773 u
uzorku 1BEI, §to ukazuje da ne postoji statisticka znacajnost.

U Tabeli 4.35 su prikazane i ANOVA vrijednosti za kvadratne modele za uzorke 1B,
gdje se mogu uogiti visoke vrijednosti R? koje se kreéu u granicama od 0,9511 u uzorku 1BFI
do 0,9971 u uzorku 1BEH, $to ukazuje na visoku vrijednost korelacije izmedu prethodno
navedenih eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrijednosti. Takode, moze se
vidjeti da izmedu R? i prilagodenog R? postoje male razlike, §to dodatno ukazuje da navedene
vrijednosti imaju visoku korelaciju. NajniZa vrijednost prilagodenog R? je dobijena u uzorku
1BFI (0,9476), a najvisa u uzorku 1BEH (0,9969).

Tabela 4.35. Fit statistika i ANOVA za kvadratne modele za uzorke 1B

F- p- 2 5 . .
Uzorak vrijednost  vrijednost R R*-prilagodeni
1BEH 6,81 - 1018 0,5062 0,9971 0,9969
1BFH 2,47 - 101 0,8773 0,9931 0,9925
1BGH 1,32 - 10  0,8249 0,9868 0,9858
1BEI 9,84 - 10  0,6484 0,9874 0,9864
1BFI 1,42 - 1010 0,5379 0,9511 0,9476
1BGI 5,63 - 10713 0,7920 0,9835 0,9822
1BEJ 2,25-10*  0,5858 0,9900 0,9892
1BFJ 4,64 - 101 0,5944 0,9583 0,9554
1BGJ 2,77 - 1013 0,7846 0,9852 0,9841

Na Slici 4.20 su prikazani grafici Line Fit Plot za uzorke 1B, gdje se moze vidjeti da se
za sve uzorke pojedinacne vrijednosti nalaze nasumicno rasporedene sa obe strane prave, §to
ukazuje na postojanje korelacije izmedu stvarnih vrijednosti dobijenih eksperimentom i
vrijednosti predvidenih modelom. Navedeni grafici su u skladu sa rezultatima R? koji se nalaze
u Tabeli 4.35. Najveca odstupanja stvarnih vrijednosti od modelom predvidenih se mogu vidjeti
u uzorcima 1BFI1 i 1BFJ, gdje su vrijednosti R? nize u odnosu na ostale 1B uzorke, a potvrdeno
je i graficima na Slikama 4.18 i 4.19, gdje se mogu vidjeti manja odstupanja od fitovane krive.
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Slika 4.20. Line Fit Plot grafici za uzorke 1B (narandzasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

U Tabeli 4.36 su prikazane vrijednosti kineti¢kih parametara razvijenih jednacina i
odgovarajuce vrijednosti izracunate na osnovu eksperimentalnih podataka za uzorke koji su
pripremljeni sa termicki tretiranim medljikoveem 1 dodatkom 10 % vocénog soka od aronije, uz
kombinaciju tri vrste 1 tri koli¢ine dodanog komercijalnog kvasca (uzorci 1C). Moze se vidjeti
da su mjerene vrijednosti za maksimalnu koncentraciju etanola (Pm) priblizne vrijednostima
dobijenim modelom. Najvisa izmjerena vrijednost Pm je u uzorku 1CEI gdje iznosi 107,59, dok
je najniza vrijednost u uzorku 1CFH i iznosi 87,95. Uporedivanjem mjerenih i modelom
dobijenih vrijednosti za maksimalnu brzinu proizvonje etanola (rpm), moze se primjetiti da su
za sve uzorke u Tabeli 4.36 vrijednosti predvidene modelom znacajno veée u odnosu na
mjerene. Najniza vrijednost rpm je izmjerena u uzorku 1CFH (0,02), dok je najvisa u uzorku
1CGI (0,13). Vremena trajanja lag faze, odnosno vremena potrebnog za prilagodavanje kvasca
1 pocetak fermentacije, prema razvijenom modelu, kre¢u se u granicama od 25,22 h za uzorak
1CGJ do 191,02 h za uzorak 1CFI. Na osnovu prikazanih rezultata moze se primjetiti da je vrsta
dodanog kvasca uticala na trajanje ti, te da je za sve tri koli¢ine dodanog kvasca najkraca lag
faza predvidena za kvasac G, zatim za kvasac E, a najduza za kvasac F.

Na Slikama 4.21, 4.22 i 4.23 prikazane su kinetike proizvodnje etanola tokom procesa
fermentacije za uzorke 1C gdje se moZe primijetiti velika sli¢nost izmedu fitovanih krivih i
krivih koje su utvrdene eksperimentalno. Na visoku korelaciju ukazuju i vrijednosti R? koje su
prikazane u Tabeli 4.37. Takode, za najveci broj uzoraka moze se ustanoviti relativno slicna
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kriva specificna za proces alkoholne fermentacije sa izuzetkom uzorka 1CFH, gdje se ne uocava
prelaz sa lag na eksponencijalnu fazu.

centracija etanola (g/l

koni

tanola (g/ly

Tabela 4.36. Kineticki parametri razvijenih matematickih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 1C

Uzorak (g-kumulzft?vna masa) (glr/IO Lmh) (E)
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Slika 4.21. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1CEH, 1CFH i 1CGH

Uzorak 1CEI Uzorak 1CFI Uzorak 1CGI
P=108.97exp(-exp((0,45exp(1)(101,02-6)/108,97)+1%) P=105,07exp(-exp((0,40exp(1)(191,02-8/105,07)+1)) P=10136exp(-exp((0,43exp(1)(37,09-1)/101,36)+1))
R*=0,9971 R3=0,9935 RI=0.9971

oncentracija stanola (g/l)
s woE o

Slika 4.22. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1CEI, 1CFl i 1CGl
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Uzorak 1CEJ Uzorak 1CFJ Uzorak 1CGJ
P=99 98exp(-exp((0.46exp(1)(92.42-1)/99.98)+1)) P=104.22exp(-exp((0.38exp(1)(148.27-1)/104.22)+1)) P=10176exp(-exp((0.42exp(1)(25.22-/101.76)+1))
R2=0.9961 R2=0.9958 R2=0.9948

onsentracija etanola (/1)
[ E I3

Slika 4.23. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1CEJ, 1CFJ i 1CGJ

Tabela 4.37. Fit statistika i ANOVA za kvadratne modele za uzorke 1C

F- p- 2 5 . .
Uzorak vrijednost  vrijednost R R-prilagodeni
1CEH 2,99 - 1019 0,8895 0,9972 0,9970
1CFH 2,46 - 1071° 0,9558 0,9898 0,9890
1CGH 1,19 - 108  0,5452 0,9966 0,9963
1CEl 3,34 - 101° 0,8913 0,9971 0,9969
1CFlI 1,01 - 10716 0,0296 0,9935 0,9931
1CGl 3,82-10%°  0,6679 0,9971 0,9969
1CEJ 2,74-10%®  0,8773 0,9961 0,9959
1CFJ 5,22 - 1018 0,2361 0,9958 0,9955
1CGJ 2,10 - 10V 0,5995 0,9948 0,9945

F-vrijednosti za uzorke 1C su prikazani u Tabeli 4.37 gdje se moze vidjeti da je najmanja
F-vrijednost izmjerena u uzorku 1CGI (3,82 - 10%), dok je najvisa vrijednost izmjerena u
uzorku 1CFH (2,46 - 10°%°). Ovako niske vrijednosti ukazuju da su navedeni rezultati statisticki
znacajni (F-vrijednost manja od 0,001). Statisticki znacajni efekat za p-vrijednost je u
slu¢ajevima kada je on manji od 0,05, Sto se moZe primjetiti samo za uzorak 1CFI, dok je kod
ostalih uzoraka p-vrijednost veca od 0,05 i ne ukazuje na statisticku znacajnost.

Validacija razvijenih modela izvrSena je uporedivanjem eksperimentalno dobijenih
podataka sa odgovaraju¢im vrijednostima dobijenim KkoriStenjem modela (Slika 4.24) i
analizom statistike uklapanja iz Tabele 4.37. U Tabeli 4.37 prikazani su rezultati analize
varijanse (ANOVA) za uzorke 1C, gdje se moZe vidjeti da se vrijednosti R? kreéu u granicama
od 0,9935 za uzorak 1CFI do 0,9972 za uzorak 1CEH. Ovako visoke vrijednosti R? ukazuju da
za navedene uzorke postoji prihvatljivo slaganje izmedu eksperimentalno dobijenih podataka i
modelom predvidenih. Takode i vrijednosti prilagodenog R? su izuzetno visoke te se kre¢u u
granicama od 0,9931 za uzorak 1CFI do 0,9970 za uzorak 1CEH, Sto takode ukazuje na visoku
vrijednost korelacije. Prilagodeni R? uzima u obzir i ukupan broj faktora u kojima se javljaju
nezavisne varijable, te se njegova vrijednost smanjuje sa povec¢anjem broja faktora, ako isti ne
poboljsavaju konkretan model. U ovom sluc¢aju je jasno da su svi faktori statisti¢ki znacajni jer
su vrijednosti R? izuzetno bliske vrijednostima prilagodenog R2.
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Slika 4.24. Line Fit Plot grafici za uzorke 1C (narandzasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

Grafici Line Fit Plot prikazuju poredenje stvarnih i vrijednosti predvidenih modelom.
Na Slici 4.24 su prikazani Line Fit Plot grafici za uzorke 1C, gdje se moze vidjeti da su stvarne
vrijednosti priblizne vrijednostima predvidenim modelom, odnosno da su pojedinacne
vrijednosti u blizini idealne linije (y=x), te da su nasumi¢no rasporedene sa obe strane prave,
Sto ukazuje da postoji korelacija izmedu stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih modelom.
Ovakve vrijednosti su prethodno potvrdene i vrijednostima R? prikazanih u Tabeli 4.37.

U Tabeli 4.38 su prikazane vrijednosti kinetickih parametara razvijenih jednacina i
odgovarajuce vrijednosti izracunate na osnovu ekseperimentalnih podataka za uzorke koji su
pripremljeni sa termicki obradenim medljikovcem i dodatkom 20 % soka od aronije uz
varijaciju tri vrste 1 tri koli¢ine dodanog kvasca (1D uzorci). MozZe se vidjeti da se za sve 1D
uzorke modelom dobijena vrijednost Pm ne razlikuje zna¢ajno od izracunatih vrijednosti, iako
se mogu primjetiti znacajne razlike u navedenim vrijednostima izmedu pojedina¢nih uzoraka.
NajniZza izmjerena Pm vrijednost iznosi 49,95 u uzorku 1DFH, dok najvisa iznosi 102,70 u
uzorku 1DGI. Mjerene vrijednosti rpm za uzorke 1D se razlikuju od vrijednosti predvidenih
modelom, a kre¢u se u granicama od 0,03 g/Lh za uzorak 1DFH do 0,17 g/Lh za uzorak 1DFI,
dok se modelom predvidene vrijednosti krecu u granicama od 0,25 g/Lh za uzorak 1DFH do
0,53 g/Lh za uzorak IDFJ. Vremena potrebna za prilagodavanje kvasca i pocetak
eksponencijalne faze rasta se razlikuju 1 kre¢u se u granicama od 33,43 h za uzorak 1DGJ do
105,97 h za uzorak 1DEH. Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.38 moze se zakljuciti da
su najkrace t) faze trajale kod uzoraka sa dodatkom kvasca G, zatim kod uzoraka sa dodatkom
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kvasca F, dok su najduZe t) trajale kod uzoraka sa dodatkom kvasca E, Sto se razlikuje od
podataka dobijenih kod uzoraka 1B i 1C.

Tabela 4.38. Kinetic¢ki parametri razvijenih matemati¢kih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 1D

Uzorak (g-kumuIaPtEnvna masa) (gr/IO Lmh) (E)

1DEH 33?151 85’5 105,97
1DFH 295”558* 8};[3?* °1,00
o Am o= em
R S
1DFI 77 3’5201* 81275 24,23
R
1DEJ 998%’1114* o(?fse* ot
- 9992: ,1283* 0(? ,1513* 7148

“mjerene vrijednosti

Na Slikama 4.25, 4.26 i 4.27 su prikazani grafici kinetike proizvodnje etanola, gdje su
mjerene vrijednosti predstavljene simbolima a vrijednosti dobijene modelom punom linijom.
Na graficima se moze vidjeti da za najveci broj uzoraka ne postoje znacajna odstupanja izmedu
navedenih vrijednosti, na §ta ukazuju visoke vrijednosti R2. Najveéa odstupanja se mogu vidjeti
kod uzoraka 1DFIi 1DFJ na $ta ukazuju ne$to nize vrijednosti R? u odnosu na ostale 1D uzorke.
Takode, na graficima kod uzoraka u koje je dodan kvasac E, moze se uociti najduze trajanje t
prikazano na krivoj, §to je u skladu sa rezultatima prikazanim u Tabeli 4.38.

Uzorak 1DEH Uzorak 1DFH Uzorak 1DGH
P=96.7 lexp(-exp((0.32exp(1)(105.97-)/96,71)+1)) D=45 28exp(-exp((0, 16exp(1)(0.03-4)/45,28)+1)) P=08,58exp(-exp((0,3 Sexp(1)(45,79-1/98,58)+1))
R3=0,9948 R2=0,9511 R?=0,9897

la (/L
sntrasija stanola (/1)

racija etanola (g/T)

Slika 4.25. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1DEH, 1DFH i 1DGH.
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Uzorak 1DEI Usorak 1DFI Uzorak 1DGI
P=90,61exp(-exp((0,43exp(1)(102,09-/90,613+1)) P=76,21exp(-exp((0, 25exp(1)(54,23-1)/76 21)+1)) P=99, 75 exp(-exp((0,3Texp(1)(40,31-4/99,75)+1))
R?=09921 R2=0.9749 R*=0,9913

Slika 4.26. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1DEI, 1DFI i 1DGI.

Uzorak 1DEJ Uzorak 1DFJ Uzorak 1DGJ
P=94, 14exp(-exp((0.46exp(1)(86,32-£/94,14)+1)) P=92,23exp(-exp((0.53exp(1)(7 1, 48-/92,23)+1)) P=94,80exp(-cxp((0,36exp(1)(33,43-1)/94,80)+1))

R?=0,9920 R3=0,9886 R3=0,9890

Slika 4.27. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 1DEJ, 1DFJ i 1DGJ.

U Tabeli 4.39 su prikazane vrijednosti Fit statistike za uzroke 1D gdje se moze vidjeti
da su se F-vrijednosti kretale u granicama od 4,33 - 10%° za uzorak 1DEH do 3,14 - 10 za
uzorak 1DFH. Ovako niske F-vrijednosti (<0,001) u svim 1D uzorcima ukazuju da su navedeni
rezultati statisticki znacajni. Za razliku od F-vrijednosti, p-vrijednost se kretala u granicama od
0,3156 za uzorak 1DFH do 0,9890 za uzorak 1DFJ, §to ne ukazuje na statisticki znacajan efekat,
jer su sve p-vrijednosti vece od 0,05.

Tabela 4.39. Fit statistika i ANOVA za kvadratne modele za uzorke 1D

F- p-

) . . .
Uzorak vrijednost  vrijednost R R*-prilagodeni
1DEH 433 -10®  0,7489 0,9948 0,9944
1DFH 3,14-10%°  0,3156 0,9511 0,9471
1DGH 2,70 - 10 0,7297 0,9897 0,9888
1DEI 5,54 - 10  0,5598 0,9921 0,9914
1DFI 5,69 - 101 0,7399 0,9749 0,9728
1DGI 1,00 - 10 0,7575 0,9913 0,9905
1DEJ 5,77 - 10 0,5877 0,9920 0,9914
1DFJ 5,03 - 10 0,9890 0,9886 0,9876
1DGJ 411-10%  0,7815 0,9890 0,9880

Vrijednosti R? i prilagodenog R? za uzorke 1D prikazani su u Tabeli 4.39. Najniza
vrijednost R? je dobijena u uzorku 1DFH (0,9511), dok je najvi$a u uzorku 1DEH (0,9948).
Ove vrijednosti su prikazane i na Slikama 4.25, 4.26 i 4.27 gdje vrijednosti R? ukazuju na
odstupanje izmedu mjerenih i modelom predvidenih vrijednosti kinetike proizvodnje etanola.
Vrijednosti prilagodenog R? su se kretale u granicama 0,9471 u uzorku 1DFH do 0,9944 u
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uzorku 1DEH. Takode, moze se primjetiti da ne postoji znadajnija razlika izmedu R? i
prilagodenog R?, §to govori da sa poveéanjem broja faktora nije doslo do zna¢ajnog sSmanjenja
ove vrijednosti. Na osnovu navedenog moze se zakljuciti da su svi faktori statsiticki znacajni i
da su u visokoj korelaciji.
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Slika 4.28. Line Fit Plot grafici za uzorke 1D (narandzasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

Na Slici 4.28 su prikazani Line Fit Plot grafici za uzorke 1D na kojima se moze vidjeti
da su stvarne vrijednosti priblizne vrijednostima predvidenim modelom, tacnije da su
odstupanja minimalna i da su navedene vrijednosti nasumi¢no rasporedene sa obe strane prave
(y=x). Na minimalna odstupanja koja su prikazana na Slici 4.28 ukazuju i visoke vrijednosti R?
prikazane u Tabeli 4.39.

U Tabeli 4.40 su prikazani rezultati kinetickih parametara razvijenih jednac¢ina koji su
poredeni sa parametrima izracunatim na osnovu eksperimentalnih podataka za uzorke koji su
pripremljeni sa medljikovcem tretiranim UV zracima bez dodatka voénog soka od aronije, uz
varijaciju tri vrste i tri koli¢ine dodanog kvasca (2A uzorci). Na osnovu podataka u Tabeli 4.40,
najmanja vrijednost Pm je izmjerena u uzorku 2AFH (205,70), dok je najvisa vrijednost
izmjerena u uzorku 2AGI (128,80). Za najveci broj uzoraka mjerene vrijednosti za maksimalnu
koncentraciju etanola su priblizne vrijednostima dobijenim modelom, osim za uzorke 2AFH i
2AFI kod kojih postoje znacajnija odstupanja izmedu navedenih vrijednosti. Vrijednost rpm Se
kretala u granicama od 0,01 g/Lh u uzorku 2AEI do 0,05 g/Lh u uzorku 2AGJ. Vremena trajanja
lag faze su se kretala u granicama od 84,52 h za uzorak 2AGJ do 270,23 h za uzorak 2AFH.
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MozZe se primjetiti da je kod uzoraka 2 A najkrace vrijeme prilagodavanja predvideno za kvasac
G, zatim za kvasac E, a najduze za kvasac F. Duzina trajanja lag faze, odnosno vrijeme potrebno
za pokretanje eksponencijalne faze bi moglo biti objasnjenje za veliku razliku izmedu stvarnih
i modelom predvidenih P vrijednosti za uzorke sa dodatkom kvasca F.

Tabela 4.40. Kinetic¢ki parametri razvijenih matemati¢kih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 2A

Uzorak (g-kumuIaPtEnvna masa) (gr/IO Lmh) (ﬂ)
T
wn e om m
von s omm
R
R
wo B gm s
N I
w e om s

“mjerene vrijednosti

Kinetike proizvodnje etanola tokom procesa fermentacije za uzorke 2A su prikazane na
Slikama 4.29, 4.30 i 4.31, gdje su vrijednosti utvrdene eksperimentalno prikazane simbolima,
a fitovane krive punom linijom. MozZe se primjetiti da za sve 2A uzorke postoji sli¢nost izmedu
fitovanih krivih 1 krivih utvrdenih eksperimentalno, te da ne postoje znacajnija odstupanja.
Visoka korelacija izmedu navedenih vrijednosti se moze potvrditi i visokim vrijednostima R?
koji su prikazani u Tabeli 4.41.

Uzorak 2AEH Uzorak 2AFH Uzorak 2AGH
P=138.9Texp(-exp((0.46exp(1)(138.61-1)/138,97)+1)) P=333,0Texp(-exp((0.52exp(1)(270.23-1)/333.071+1)) P=140.83exp(-exp((0,43exp(1)(100,72-t)/140,83)+1))
R3=0,9939 R?=0,9906 R3=0,9941

oncentracija etanola (/)
nola (g/l)

Slika 4.29. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 2AEH, 2AFH i 2AGH
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Uzorak 2AEI Uzorak 2AFI Uzorak 2AGI
P=120.7lexp(-exp((0.57exp(1)(129.28-1)/120,71)+1)) P=160.44exp(-exp((0.37exp(1)(1176.89-1)/160.44)+1)) P=137,92exp(-exp((0.44exp(1)(93.18-1)/137.92)+1))
R1=0,9947 R1=0,9918 R?=0,9929

nela (g/

Slika 4.30. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 2AEI, 2AFI i 2AGlI

Usorak 2AE] Uzorak 2AF] Uzorak 2AGJ
P=116 90exp(-exp((0, 56exp(1)(117,92-t)/116,90)+ 1)) P=114,86exp(-exp((0.60exp(1)(154,16-t)/ 114 86)+1)) P=131,39exp(-exp((0,42exp(1)(84,52-)131,39)+1))
R2=0,9942 . R=09943 R=0,9940

Slika 4.31. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednacinu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 2AEJ, 2AFJ i 2AGJ

U Tabeli 4.41 su prikazani rezultati F-vrijednosti za uzorke 2A, gdje se moze vidjeti da
je najmanja F-vrijednost izmjerena u uzorku 2AEI (3,32 - 107%%), dok je najvisa vrijednost
izmjerena u uzorku 2AFI (6,71 - 107**), na osnovu &ega se moze zaklju¢iti da su navedeni
rezultati statisticki znacajni jer su sve F-vrijednosti manje od 0,001. p-vrijednosti za uzorke 2A
ne ukazuju na statisti¢ki znacajan efekat, jer je p-vrijednost za sve uzorke 2A veca od 0,05, a
krecu se u granicama od 0,3959 za uzorak 2AFJ do 0,9807 za uzorak 2AGH.

U Tabeli 4.41 su prikazani rezultati analize varijanse (ANOVA) za uzorke 2A, gdje se
moze vidjeti da je najmanja vrijednost R? u uzorku 1AFH (0,9906), a najveéa u uzorku 2AEI
(0,9947), na osnovu cCega se moze zakljuCiti da postoji prihvatljivo slaganje izmedu
eksperimentalno dobijenih podataka i modelom predvidenih. Vrijednosti prilagodenih R? za
uzorke 2A se krecu u granicama od 0,9899 za uzorak 2AFH do 0,9943 za uzorak 2AEI, na
osnovu cega se moze zaklju€iti da postoji visoka vrijednost korelacije, te da ne postoje
znadajnija odstupanja izmedu vrijednosti R? i prilagodenih R?,

Tabela 4.41. Fit statistika i ANOVA za kvadratne modele za uzorke 2A

F- p- 2 5 . .
Uzorak vrijednost  vrijednost R R*-prilagodeni
2AEH 1,17 -10*  0,8656 0,9939 0,9934
2AFH 1,46 - 101 0,6289 0,9906 0,9899
2AGH 9,42 - 10° 0,9807 0,9941 0,9936
2AEI 3,32-101%  0,7235 0,9947 0,9943
2AFI 6,71-10*  0,8528 0,9918 0,9912
2AGI 2,84 - 101 0,9685 0,9929 0,9923
2AEJ 8,55 10  0,8822 0,9942 0,9937
2AF] 8,12 - 10  0,3959 0,9943 0,9938
2AG) 1,09 - 101 0,9438 0,9940 0,9935
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Na Slici 4.32 prikazani su grafici Line Fit Plot za uzorke 2A, koji prikazuju poredenje
stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih modelom. Moze se vidjeti da su stvarne vrijednosti
priblizne vrijednostima predvidenim modelom za sve uzorke 2A, te da ne postoje znacajna
odstupanja pojedina¢nih vrijednosti od idealne linijje (y=x), nego se vidi nasumicna
rasporedenost sa obe strane prave. Ovako visoka korelacija stvarnih vrijednosti 1 vrijednosti
predvidenih modelom se moze vidjeti i u Tabeli 4.41 u kojoj su prikazani visoki vrijednosti
koeficijenta determinacije (R?).
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Slika 4.32. Line Fit Plot grafici za uzorke 2A (narandzasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

U Tabeli 4.42 su prikazani rezultati kineti¢kih parametara razvijenih matematickih
modela i eksperimentalnih podataka za uzorke koji su pripremljeni sa medljikovcem tretiranim
UV zrafenjem sa dodatkom 5 % voénog soka 2B, uz varijaciju tri vrste i tri koli¢ine dodanog
kvasca (2B uzorci). U Tabeli 4.42 se moze vidjeti da je najniza izmjerena vrijednost Pm U uzorku
2BFH gdje iznosi 70,18, dok je najviSa u uzorku 2BGJ gdje iznosi 129,97. U najve¢em broju
uzoraka 2B se moZe primjetiti da ne postoje veca odstupanja izmedu mjerenih i modelom
predvidenih vrijednosti Pm, osim za uzorke 2BFI 1 2BFJ gdje se navedene razlike znacajnije
razlikuju. Najmanja izmjerena vrijednost rpm je 0,03 g/Lh u uzorku 2BGH, dok je najvec¢a 0,12
0/Lh u uzorku 2BFI. Kao i kod prethodnih uzoraka, moze se vidjeti da postoje veca odstupanja
izmedu mjerenih i modelom predvidenih vrijednosti rpm. Vremena trajanja lag faza su se
razlikovala u zavisnosti od vrste kvasca, a moze se vidjeti da je najkrace t| predvideno u uzorku
2BGH (67,60 h), a najduZe u uzorku 2BFJ (213,47 h). MoZe se primjetiti da je za sve tri
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koncentracije kvasca, najkrac¢e vrijeme prilagodavanja za kvasac G, zatim za kvasac E, a
najduze za kvasac F. Sli¢ni rezultati su dobijeni i kod uzoraka 1B.

Tabela 4.42. Kineticki parametri razvijenih matematickih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 2B

Uzorak (g-kumulzft?vna masa) (glr/IO Lmh) (:1')
T
286t 7610 oaL 1m0
on  MmEm g e
R N
o joE o om o w
e pE om o aw
S T
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“mjerene vrijednosti

Slika 4.33. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednacinu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-modelovana
kriva) za uzorke 2BEH, 2BFH i 2BGH

P=132.66exp(-exp((0.5%xp(1)(97.97-1/132.66)+1)) P=192 85exp(-exp((0.38exp(1)(175.04-0)/192.85)+1)) P=116.39exp(-exp((0. 44exp(1)(43.49-1)/ 116 39)+1))
R2=0.9971 R2=0.9813 R2=0.9945

Slika 4.34. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 2BEI, 2BFI1 i 2BGlI
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Uzorak 2BEJ Uzorak 2BFJ Uzorak 2BGJ
P=123.63exp(-exp((0.59exp(1)(91,92-t)'123.63)+1)) P=120.28cxp(-exp((0.44exp(1)(213,47-t)/120,28)+1)) P=136,95exp(-exp((0.48exp(1)(59.69-1)/136,95)+1))
R?=0,9966 R3=0,9822 R?=0,9966

la (/T
ncentracija etanola (gl

Slika 4.35. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 2BEJ, 2BFJ i 2BGJ

Na Slikama 4.33, 4.34 i 4.35 prikazani su grafici kinetike proizvodnje etanola tokom
procesa fermentacije za uzorke 2B, koji predstavljaju uklapanje eksperimentalnih podataka u
Gompertz-ovu jednacinu. Na graficima se moze primjetiti velika sli¢nost izmedu fitovanih
krivih 1 krivih koje su utvrdene eksperimentalno. Na visoku korelaciju izmedu navedenih krivih
ukazuju i visoke vrijednosti R? za uzorke 2B koje su prikazane u Tabeli 4.43.

U Tabeli 4.43 su prikazane F-vrijednosti i p-vrijednosti za uzorke 2B, gdje se moze
vidjeti da najmanja F-vrijednost iznosi 3,87 - 10, a izmjerena je u uzorku 2BGH, dok najveca
iznosi 5,70 - 101% izmjerena u uzorku 2BFI. Moze se vidjeti da su sve F-vrijednosti manje od
0,001, sto ukazuje da su navedeni rezultati statisticki znacajni. p-vrijednosti za navedene uzorke
su se kretale u granicama od 0,2311 za uzorak 2BEJ do 0,8256 za uzorak 2BGJ, §to ne ukazuje
na statisticku znacajnost, jer su sve navedene p-vrijednosti vece od 0,05.

U Tabeli 4.43 su prikazani rezultati analize varijanse (ANOVA) za uzorke 2B, gdje se
moze vidjeti da se vrijednosti R? kreéu u granicama od 0,9813 za uzorak 2BFI do 0,9973 za
uzorak 2BGH, $to predstavlja visoke vrijednosti R? koje ukazuju na prihvatljivo slaganje
izmedu eksponencijalno dobijenih podataka i modelom predvidenih. Vrijednosti prilagodenog
R? su se kretale u granicama od 0,9794 za uzorak 2BFI do 0,9970 za uzorak 2BGH, §to ukazuje
na visoku vrijednost korelacije, jer se vrijednosti R? i prilagodenog R? ne razlikuju znadajno.
Navedena tvrdnja govori da sa povecanjem broja faktora u kojima se javljaju nezavisne
varijable vrijednost prilagodenog R? se nije znagajno smanyjila.

Tabela 4.43. Fit statistika i ANOVA za kvadratne modele za uzorke 2B

F- p- 2 5 . )
Uzorak vrijednost  vrijednost R R®-prilagodeni
2BEH 6,10 - 10*  0,5216 0,9969 0,9967
2BFH 1,70 - 10  0,3014 0,9853 0,9839
2BGH 3,87 - 10  0,7653 0,9973 0,9970
2BEI 5,01 - 10 0,3110 0,9971 0,9968
2BFI 5,70 - 101 0,5502 0,9813 0,9794
2BGl 1,30 - 102 0,7568 0,9945 0,9939
2BEJ 1,06 - 102 0,2311 0,9966 0,9936
2BFJ 5,71 - 101 0,2654 0,9822 0,9805
2BGJ 1,18 - 10 0,8256 0,9966 0,9962

113



2BEH 2BFH 2BGH
140 80 120
120 v - 100
2 100 c 60 Ny 2 o
< 80 3 <
% 60 540 5 60
EREL .20 ¢ El
20 20
0 R . 0¥ . . . . 0 .
150 0 20 10 60 80 130
stvarno stvamao stvarno
2BEI 2BFI 2BGI
140 120 _ 140
' 100 ’ 120
2 50 2 100
2 E T 80
= E @ 60
e B ER
20 { oz 20
. 08 . 0 = . . .
150 150 0 50 100 150
stvamo stvamo stvarmo
2BEJ 2BFI 2BGIJ
140
120
2 z 2 100
= 3 < 80
e & B 6o
] (] £
20
0 50 100 150 0 50 100 150 0 50 100 150
stvarmo stvamo stvarno

Slika 4.36. Line Fit Plot grafici za uzorke 2B (narandzasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

Uporedivanjem analize statistike uklapanja prikazane u Tabeli 4.43 i eksperimentalno
dobijenih podataka sa odgovaraju¢im vrijednostima dobijenim koriStenjem modela na Slici
4.36, izvrSena je validacija razvijenih modela. Na graficima se moze vidjeti da su kod svih 2B
uzoraka stvarne vrijednosti priblizne vrijednostima predvidenim modelom, odnosno da su
pojedinacne vrijednosti u blizini idealne linije (y=x) 1 da postoji nasumi¢na rasporedenost sa
obe strane prave. Ovakvi grafici ukazuju da postoji korelacija izmedu stvarnih vrijednosti 1
vrijednosti predvidenih modelom, $to se potvrduje i visokim vrijednostima R? prikazanih u
Tabeli 4.43. Takode, moze se vidjeti da je najvece odstupanje sa obe strane prave u uzorcima
2BFH, 2BFI i 2BFJ u kojima su dobijene najmanije vrijednosti R? i prilagodenog R?.

U Tabeli 4.44 su prikazane vrijednosti kinetickih parametara razvijenih jednacina i
odgovarajuce vrijednosti izracunate na osnovu eksperimentalnih podataka za uzorke koji su
pripremljeni sa medljikovcem tretiranim UV zracenjem i dodatkom 10 % voénog soka od
aronije, uz kombinaciju tri vrste i tri koli¢ine dodanog kvasca (2C uzorci). [zmjerene vrijednosti
Pm su se kretale u granicama od 91,73 za uzorak 2CGH do 141,48 za uzorak 2CGJ. Za najveci
broj uzoraka se moze primjetiti da se mjerene vrijednosti Pm ne razlikuju znacajno od modelom
predvidenih vrijednosti Pm, 0sim za uzorke u kojima je dodan kvasac G, gdje se mogu primijetiti
zna€ajnija odstupanja izmedu navedenih vrijednosti. Mjerene vrijednosti rpm se krecu u
granicama od 0,03 g/Lh za uzorak 2CEH do 0,42 g/Lh za uzorak 2CGl, dok se vrijednosti rpm
predvidene modelom kre¢u u granicama od 0,44 g/Lh za uzorak 2CGJ do 0,67 g/Lh za uzorak
2CEJ. Na osnovu svih vrijednosti rpm moze se vidjeti da su za sve uzorke 2C vrijednosti
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predvidene modelom znacajno ve¢e u odnosu na mjerene. Vrijeme trajanja t je predvideno
modelom i kreée se u granicama od 91,75 h za uzorak 2CEJ do 178,63 h za uzorak 2CF]J. Iz
prikazanih rezultata se moZze vidjeti da su vremena t) najkrace trajala u uzorcima u koje je dodan
kvasac E, dok su uzorci sa dodatkom kvasca F i G trajala duze, Sto se razlikuje od rezultata kod
uzoraka 1C, gdje je najkrace vrijeme t| predvideno za uzorke sa dodatkom kvasca G.

Tabela 4.44. Kineticki parametri razvijenih matematickih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 2C

Uzorak (g-kumulapt?vna masa) (J;)Lmh) (ﬂ)

2CEH 1112531915 (())gg 99,60
2CFH 11230725 86175 154,90
2CGH %113721 ggg 17578
2CEI 11()1588755 853;1 105_,64
2CFI 11235(;13? (())5362 165_,15
2CGl 12277%2 (t))fg 108,61
2CEJ 1123577 g* (()),567* 91,75
2CF) 11(}8;3 gggl 178,63
2CGJ fjffg g,ff* 160,63

“mjerene vrijednosti

Na Slikama 4.37, 4.38 i 4.39 su prikazani grafici na kojima se nalaze kinetike
proizvodnje etanola tokom procesa fermentacije za uzorke 2C, gdje su mjerene vrijednosti
prikazane u obliku odgovarajuc¢ih simbola, dok su modelom predvidene vrijednosti prikazane
u obliku punih linija. Na prikazanim graficima se moze vidjeti da za sve 2C uzorke postoji
velika sli¢nost izmedu krivih koje su utvrdene eksperimentalno 1 fitovanih krivih, odnosno da
modelovane krive odgovaraju eksperimentalno mjerenim vrijednostima koncentracije u cijelom
mjerenom intervalu koncentracija, na $ta ukazuju i visoke vrijednosti R?. Takode, na slikama
se moZze vidjeti da se unutar iste koncentracije kvasca krive razlikuju, posebno kod uzoraka u
koje je dodan kvasac G, gdje se ne moze uociti jasan prelaz izmedu lag i eksponencijalne faze,
Sto je potvrdeno rezultatima t; prikazanim u Tabeli 4.44. Prikazani izgled krive kod uzoraka
2CG se razlikuje od krivih za uzorke 1CG.
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Uzorak 2CEH Uzorak 2CFH Uzorak 2CGH
P=123.95exp(-exp((0.66exp(1)(99.60-1)123.95)1+1)) P=137.01exp(-exp((0.45exp(1)(154,90-t)/137 01)}+1)) P=213.61exp(-exp((0.50exp(1)(175.78-1)/213.61)+1))
R2=09944 R2=0,9987 R3=09854
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Slika 4.37. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 2CEH, 2CFH i 2CGH

Usorak 2CEI Usorak 2CFI Usorak 2CGI

P=112.83exp(-exp((0, 54exp(1)(105,64-1)/112,83)+1)) P=138 49exp(-exp((0,52exp(1)(165,15-1)/138.49)+1)) P=207.02exp(-exp((0,58exp(1)(108,61-1)207.02)+1))
R2=0,9966 R3=0.9964 R2=0,9717
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Slika 4.38. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 2CEH, 2CFH i 2CGH

Uzorak 2CET Uzorak 2CFI Uzorak 2CGJ

P=130,74exp(-exp((0,6Texp(1)(91,75-t)/130,74)+1)) P=110.49exp(-exp((0.54exp(1)(178.63-1)/110.49)}+1)) P=250.05exp{-exp((0.44exp(1)(160.63-1)/250.05)1+1))
R2=0.9971 R?=0,9926 R1=0.9929
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Slika 4.39. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 2CEH, 2CFH i 2CGH

U Tabeli 4.45 su prikazani rezultati Fit statistike za uzorke 2C, gdje se moze vidjeti da
se F-vrijednosti kre¢u u granicama od 2,42 - 10"* za uzorak 2CFH do 2,84 - 10® za uzorak
2CGl. F-vrijednosti manje od 0,001 ukazuju na statisticku znacajnost navedenih rezultata, na
osnovu ¢ega se moze zakljuciti da su F-vrijednosti za sve uzorke 2C statisticki znacajne. Pored
F-vrijednosti, prikazani su rezultati p-vrijednosti koji ukazuju na statisticku znacajnost u
slu¢ajevima kada je p-vrijednost niza od 0,05. Najniza p-vrijednost je izmjerena u uzorku 2CFH
(0,0635), a najvisa u uzorku 2CGJ (0,5607), na osnovu Cega se moze vidjeti da dati ¢lan
jednacine nema statisticku znacajnost.

Analiza varijanse (ANOVA) je primijenjena kako bi se testirale znacajne razlike izmedu
uzoraka. Rezultati ANOVA za uzorke 2C su prikazani u Tabeli 4.45, gdje se moze vidjeti da se
vrijednosti R? kre¢u u granicama od 0,9717 za uzorak 2CGI do 0,9987 za uzorak 2CFH, §to
ukazuje na prihvatljivo slaganje izmedu eksperimentalno dobijenih 1 modelom predvidenih
podataka. Na visoku vrijednost korelacije navedenih podataka ukazuje i vrijednost
prilagodenog R? koje se kreéu u granicama od 0,9685 za uzorak 2CGI do 0,9986 za uzorak
2CFH. Prilagodeni R? u obzir uzima ukupan broj faktora u kojima se javljaju nezavisne
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varijable, te se sa poveéanjem broja faktora vrijednost R? smanjuje, ako isti ne poboljsavaju
konkretan model. Za uzorke 2C je jasno da su svi faktori statisticki znacajni jer su vrijednosti
R? izuzetno bliske vrijednostima prilagodenog R?.

Tabela 4.45. Fit statistika i ANOVA za kvadratne modele za uzorke 1A

F- p- 2 > . )
Uzorak vrijednost  vrijednost R R®-prilagodeni
2CEH 1,95 - 101 0,5427 0,9944 0,9937
2CFH 242 - 10 0,0635 0,9987 0,9986
2CGH 1,42 - 10° 0,5212 0,9854 0,9838
2CEl 1,12 - 10713 0,3426 0,9966 0,9963
2CFI 2,48 -1012  0,1343 0,9964 0,9960
2CGI 28410 0,4544 0,9717 0,9685
2CEJ 489 - 10 0,1918 0,9971 0,9968
2CFJ 6,66 - 1011 0,1080 0,9926 0,9918
2CGJ 550 - 101 0,5607 0,9929 0,9921
2CEH 2CFH 2CGH
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Slika 4.40. Line Fit Plot grafici za uzorke 2C (narandzasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

Validacija razvijenih modela izvrSena je uporedivanjem eksperimentalno dobijenih
podataka sa odgovaraju¢im vrijednostima dobijenim koriStenjem modela (Slika 4.40) i
analizom statistike uklapanja iz Tabele 4.45. Na Slici 4.40 su prikazani grafici Line Fit Plot za
uzorke 2C na kojima se moze vidjeti poredenje stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih
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modelom. Za sve uzorke 2C se moze primijetiti da su stvarne vrijednosti priblizne vrijednostima
predvidenih modelom, odnosno da su pojedina¢ne vrijednosti blizu idealne prave i nalaze se
nasumicno rasporedene sa obe strane prave (y=x). Ovi grafici su u skladu sa visokim
vrijednostima R? koje su prikazane u Tabeli 4.45, te dodatno potvrduju da postoji korelacija
izmedu stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih modelom.

Tabela 4.46. Kineticki parametri razvijenih matemati¢kih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 2D

Uzorak (g-kumulzft?vna masa) (g;/p Lmh) (F]I)

e I R
SR I R
SR R
2DE 1112531753 8,553%)3* 117,84
2DFI 110156851 gfg 176,36
2DGI 1134% g g, 1611 60,27
2DEJ 111221g§ 85585 91,15
o g om e
2DGJ 1122;321 gff 65,61

“mjerene vrijednosti

U Tabeli 4.46 prikazani su rezultati kinetickih parametara razvijenih jednacina i
parametri izracunati na osnovu eksperimentalnih podataka za uzorke koji su pripremljeni sa
medljikovcem tretiranim UV zracima i dodatkom 20 % voénog soka od aronije uz varijaciju tri
vrste 1 tri koli¢ine dodanog kvasca (uzorci 2D). Moze se vidjeti da se mjerene vrijednosti Pnm
kre¢u u granicama od 91,87 za uzorak 2DFH do 138,85 za uzorak 2DGI. Za najveci broj
uzoraka se moze primjetiti da, u pogledu ovog parametra, ne postoje veca odstupanja izmedu
mjerenith vrijednosti 1 vrijednosti predvidenth modelom, osim u uzorku 2DFH, gdje je
vrijednost Pm predvidena modelom iznosila 489,30. Mjerene vrijednosti rpm se kreu u
granicama od 0,03 g/Lh za uzorak 2DEI do 0,17 g/Lh za uzorak 2DGH. Poredenjem mjerenih
vrijednosti rpm sa vrijednostima dobijenim modelom moze se vidjeti da postoje razlike za sve
2D uzorke, gdje su vrijednosti predvidene modelom znacajno vise u odnosu na eksperimentalno
odredene vrijednosti. Vremena trajanja t; faze, tacnije vremena potrebna za prilagodavanje
kvasca 1 pocetak eksponencijalne faze, prema razvijenom modelu, kre¢u se u granicama od
56,83 h za uzorak 2DGH do 320,18 h za uzorak 2DFH. Najduze trajanje t| predvideno modelom
kod uzorka 2DFH moze biti razlog za veliko odstupanje vrijednosti Pm. Unutar sve tri koli¢ine
dodanog kvasca (H, I, J) moze se primjetiti da je najkraca t| primje¢ena u uzorcima sa dodatkom
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kvasca G, nesto duze vrijeme je bilo potrebno za kvasac E, a najduze vrijeme za kvasac F.
Ovakvi rezultati su sli¢ni sa prethodno navedenim rezultatima.

Uzorak 2DEH Uzorak 2DFH Uzorak 2DGH
P=103,28exp(-exp((0.63exp(1)(111,22-1)/103,28)+1)) P=489 30exp(-exp((0.51exp(1)(320,18-1/489,30)+1)) P=128,18exp(-exp((0.5 1exp(1)(56.83-1/128, 18)+1))
R=0.9939 R?=0,9873 R*=0.9997
i Ze S
£ w0 N % %
- rrjeme £ iie () - ijeme fermentacije (b} - ijeme f e (h
del P (g jereno - P (g/L del P (g mjesenc -P (gl del P (] jereno - P (gL

Slika 4.41. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 2DEH, 2DFH i 2DGH

Uzorak 2DEI Uzorak 2DFI Uzorak 2DGI
DP=123.77exp(-exp((0.68exp(1)(117,84-1)/123.77)+1)) P=115,84exp(-exp((0,42exp(1)(176,36-1)/ 115 84)+1)) P=140,73exp(-exp((0,61exp(1)(60,27-1)/140,73)+1))
R2=0,9953 R3=0,9937 R3=0,9996
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Slika 4.42. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 2DEI, 2DFI1 i 2DGI

Uzorak 2DEJ Uzorak 2DFJ Uzorak 2DGI
P=12103exp(-exp((0.63exp(1)(91.15-)/121.03)+1)) P=171.38exp(-exp((0.4 Lexp(1)(156.24-6)/171 38)+1)) P=128 87exp(-exp((0.54exp(1)(65.61-1)/128,87)+1))
R2=0,9938 R2=0.9973 R3=0,9996

stancla (g
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Slika 4.43. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 2DEJ, 2DFJ i 2DGJ

Tabela 4.47. ANOVA za kvadratne modele i Fit statistika za uzorke 2D

F- p- 2 > . .
Uzorak vrijednost  vrijednost R R-prilagodeni
2DEH 2,85- 10  0,6001 0,9939 0,9932
2DFH 8,04 - 10t  0,5250 0,9873 0,9861
2DGH 1,01-10%  0,3665 0,9997 0,9997
2DEI 8,71-10*  0,4303 0,9953 0,9948
2DFI 2,39-10%  0,0572 0,9937 0,9931
2DGl 9,36 - 10  0,6674 0,9996 0,9996
2DEJ 2,98 - 10! 0,2938 0,9938 0,9931
2DFJ 7,71-10%  0,2104 0,9973 0,9969
2DGJ 8,64 -10  0,8893 0,9996 0,9996
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Na Slikama 4.41, 4.42 i 4.43 prikazane su kinetike proizvodnje etanola tokom alkoholne
fermentacije za uzorke 2D, gdje se moze primijetiti da postoji velika slicnost izmedu krivih
koje su utvrdene ekspermentalno i fitovanih krivih. Na visoku korelaciju ukazuju i vrijednosti
R? koje su prikazane u Tabeli 4.47. Takode, na graficima koji su prikazani za uzorke 2D moze
se vidjeti razlika u trajanju tj izmedu razlicitih vrsta kvasaca, odnosno pocetak eksponencijalne
faze, Sto je u skladu sa rezultatima prikazanim u Tabeli 4.46.

U Tabeli 4.47 su prikazani rezultati F-vrijednosti za uzorke 2D, gdje se moze vidjeti da
je najmanja F-vrijednost izmjerena u uzorku 2DGH (1,01 - 10Y"), dok je najvisa vrijednost
izmjerena u uzorku 2DFH (8,04 - 10%1), $to ukazuje da su navedeni rezultati statistic¢ki znacajni,
jer su sve F-vrijednosti manje od 0,001. p-vrijednosti za uzorke 2D su takode prikazane u Tabeli
4.47, gdje se moze vidjeti da se kre¢u u granicama od 0,0572 za uzorak 2DFI do 0,8893 za
uzorak 2DGJ, §to ne ukazuje na visoku statisticku vrijednost, jer su svi navedeni rezultati veci
od 0,05.

2DEH 2DFH 2DGH
120
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g 60 E E
2 40 " = =
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Slika 4.44. Line Fit Plot grafici za uzorke 2D (narandZasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

Validacija razvijenih modela izvrSena je uporedivanjem eksperimentalno dobijenih
podataka sa odgovarajuim vrijednostima dobijenim koriStenjem modela (Slika 4.44) i
analizom statistike uklapanja iz Tabele 4.47. U Tabeli 4.47 su prikazani rezultati analize
varijanse (ANOVA) za uzorke 2D, gdje se moze vidjeti da ja najmanja vrijednost R? u uzorku
2DFH (0,9873), a najvec¢a u uzorku 2DGH (0,9997), §to ukazuje da za navedene uzorke postoji
prihvatljivo slaganje izmedu eksperimentalno dobijenih podataka 1 modelom predvidenih.
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Vrijednosti prilagodenog R?, koje su se kretale u granicama od 0,9861 za uzorak (2DFH) do
0,9997 za uzorak (2DGH), takode ukazuju na visoku vrijednost korelacije. Kako prilagodeni
R? uzima u obzir ukupan broj faktora u kojima se javljaju nezavisne varijable, njegova
vrijednost se smanjuje povecanjem broja faktora, ako isti ne poboljSavaju konkretan model. Na
osnovu navedenog se moze vidjeti da su se vrijednosti prilagodenog R? za uzorke 2D smanjile
minimalno, dok su za uzorke 2DGI i 2DGJ vrijednosti R? i prilagodenog R? ostale iste (0,9996),
kao 1 za uzorak 2DGH (0,9997), ¢ime se jo$ jednom moze potvrditi visoka vrijednost korelacije
za navedene uzorke.

Line Fit Plot grafici za uzorke 2D se nalaze na Slici 4.44, gdje je prikazano poredenje
stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih modelom. Na osnovu prikazanih grafika vidi se
da su pojedinacne vrijednosti u blizini idealne linije (y=x), tacnije da postoji ravnomjerna
rasporedenost sa obe strane prave, bez vecih odstupanja, Sto ukazuje da postoji korelacija
izmedu stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih modelom, na §ta ukazuju i visoke
vrijednosti R? prikazane u Tabeli 4.47.

Tabela 4.48. Kineti¢ki parametri razvijenih matemati¢kih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 3A

Uzorak (g-kumuIaF':Eﬂvna masa) (gr/p Lmh) (E)
v mm o m
w e gm o en
won e om
TR T
i mE o gm ws
wo  fm o gm ms
wo  fmmo gy m
3AF] 322551 861?* 154{,04

“mjerene vrijednosti

U Tabeli 4.48 su prikazane vrijednosti kinetickih parametara razvijenih jednacina i
odgovarajuce vrijednosti izracunate na osnovu eksperimentalnih podataka za uzorke koji su
pripremljeni sa ultrazvu¢no obradenim medljikovcem bez dodatka voénog soka od aronije, uz
kombinaciju tri vrste i tri koli¢ine dodanog kvasca (3A uzorci). [zmjerene vrijednosti Pm Su se
kretale u granicama od 47,72 za uzorak 3AFH do 148,82 za uzorak 3AEI, dok su se vrijednosti
Pm predvidene modelom kretale u granicama od 99,54 za uzorak 3AFJ do 227,36 za uzorak
3AFI. Za najveéi broj uzoraka se moze primijetiti da se mjerene vrijednosti Pm ne razlikuju
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znacajno od modelom predvidenih vrjednosti Pm, 0sim za uzorke sa dodatkom kvasca F u
koli¢ini od 150 i1 300 mg/L, dok pri dodatku istog kvasca u koli¢ini od 600 mg/L ne postoji
znacajnija razlika. Mjerene vrijednosti rpm se kre¢u u granicama od 0,06 g/Lh za uzorke 3AEH
i 3AFH do 0,15 g/Lh za uzorke 3AGI i 3AGJ, dok se vrijednosti rpm predvidene modelom kre¢u
u granicama od 0,29 za uzorak 3AFI do 1,00 za uzorak 3AFH. Na osnovu vrijednosti rpm moze
se vidjeti da su za sve uzorke 3A vrijednosti predvidene modelom znacajno vece u odnosu na
mjerene. Vrijeme trajanja ti je predvideno modelom i krece se u granicama od 72,26 h za uzorak
3AGH do 409,73 h za uzorak 3AFH. Iz prikazanih rezultata se moze vidjeti da je za sve tri
koncentracije dodanog kvasca, najkraca t| predvidena za uzorke sa dodatkom kvasca G, nesto
duza za uzorke sa dodatkom kvasca E, dok je znacajno duze vrijeme potrebno za uzorke sa
dodatkom kvasca F. Posebno se istice trajanje t; faze kod uzorka 3AFH kod kog je
eksponencijalna faza pocela neposredno pred zavrsetak procesa proizvodnje medovine. Kod
uzoraka sa najmanjom koli¢inom dodanog kvasca moze se primijetiti da je doSlo do najveéih
odstupanja izmedu mjerenih i modelom predvidenih vrijednosti Pm, §to moZe da se poveze sa
duzinom trajanja lag faze i poCetkom eksponencijalne faze rasta.

Uzorak 3AEH Uzorak 3AFH Uzorak 3AGH
P=144,89%xp(-exp((0.6 1exp(1)(131.73-1)/144.89)+1)) P=176,93exp(-exp((1.00exp(1)(409.73-t)/176.93)+1)) P=116,62exp(-exp((0.35exp(1)(72.26-1)/116,62)+1))
R2=0,9951 R2=0.9618 R2=0,9992
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Slika 4.45. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3AEH, 3AFH i 3AGH

Uzorak 3AET Usorak 3AFT Uzorak 3AGI
P=156.5Lexp(-exp((0,56exp(1)(104,87-t)/156,51)+1)) P=027 36exp(-exp((0.29exp(1)(239.82-t1227 36)+1)) P=151.96exp(-exp((0.50exp(1)(88.51-1)/151,96)+1))

R2=0.9939 R2=0,9900 R2=0,9988
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Slika 4.46. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3AEI, 3AFI i 3AGI

Uzorak 3AE] Uzorak 3AF] Uzorak 3AGJ
P=133,78exp(-exp((0.5Texp(1)(81,19-1)/133,78)+1)) P=09,54exp(-exp((0.40exp(1)(154,04-1)/99,54)+1)) P=128,12exp(-exp((0,48exp(1)(74,58-t)/128,12)+1))
R*=0,9909 R*=0,9981 R2=0.9988
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Slika 4.47. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3AEJ, 3AFJ i 3AGJ
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Na Slikama 4.45, 4.46 i 4.47 mogu se vidjeti grafici na kojima su prikazane kinetike
proizvodnje etanola tokom procesa fermentacije i rezultati uklapanja eksperimentalnih
podataka u modifikovanu Gompertz-ovu jednacinu za uzorke 3A, gdje su mjerene vrijednosti
prikazane u obliku simbola, a fitovane krive, odnosno modelom predvidene vrijednosti
koncentracije etanola u funkciji vremena prikazane punim linijama. Na prikazanim graficima
se moze vidjeti da za najveci broj uzoraka 3A postoji slicnost izmedu krivih koje su utvrdene
eksperimentalno 1 fitovanih krivih, tacnije da modelovane krive odgovaraju eksperimentalno
mjerenim vrijednostima. Najvece odstupanje se moze primijetiti kod uzorka 3AFH, §to se moze
potvrditi i najmanjom vrijedno$éu R? za uzorak 3AFH. Takode, na Slikama 4.45 i 4.46 za
uzorke sa dodatkom kvasca F se ne uoc¢ava prelaz lag faze na eksponencijalnu fazu. To se moze
povezati sa duzim trajanjem lag faze, posebno kod uzorka 1AFH (rezultati prikazani u Tabeli
4.48).

U Tabeli 4.49 su prikazani rezultati Fit statistike za uzorke 3A, gdje se moze vidjeti da
najniza F-vrijednost iznosi 2,55 - 1078 u uzorku 3AGH do 7,12 - 10*° u uzorku 3AFH. F-
vrijednosti manje od 0,001 ukazuju na statisticku znacajnost podataka, na osnovu ¢ega se moze
zakljuciti da su F-vrijednosti za sve uzorke 3A statisticki znac¢ajne. p-vrijednosti manje od 0,05
takode ukazuju na statisticku znacajnost, $to se ne moze potvrditi kod uzoraka 3A, jer se p-
vrijednosti kre¢u u granicama od 0,2170 za uzorak 3AFJ do 0,9374 za uzorak 3AGH.

Analiza varijanse (ANOVA) je primijenjena kako bi se testirale znacajne razlike izmedu
uzoraka. Rezultati ANOVA za uzorke 3A su prikazani u Tabeli 4.49, gdje se moze vidjeti da je
najniza vrijednost R? kod uzorka 3AFH (0,9618), dok su sve ostale vrijednosti veée i kreéu se
do 0,9992 za uzorak 3AGH. Visoka vrijednost R? ukazuje na korelaciju izmedu
eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrijednosti. Na visoku vrijednost korelacije
navedenih podataka ukazuje i vrijednost prilagodenog R? koje se kre¢u u granicama od 0,9586
za uzorak 3AFH do 0,9991 za uzorak 3AGH. Prilagodeni R? u obzir uzima ukupan broj faktora
u kojima se javljaju nezavisne varijable, te se sa poveéanjem broja faktora vrijednost R?
smanjuje, ako isti ne poboljSavaju konkretan model. Za uzorke 3A je jasno da su svi faktori
statisticki znaGajni jer su vrijednosti R? izuzetno bliske vrijednostima prilagodenog R?.

Tabela 4.49. Fit statistika i ANOVA za kvadratne modele za uzorke 3A

F- p- 2 5 . .
Uzorak vrijednost  vrijednost R R-prilagodeni
3AEH 474 - 10 0,8277 0,9951 0,9946
3AFH 7,12 - 1010 0,3671 0,9618 0,9586
3AGH 2,55-10%®  0,9374 0,9992 0,9991
3AEI 1,54 - 108 0,8485 0,9939 0,9934
3AFI 2,28 - 108 0,5407 0,9900 0,9892
3AGI 2,14 -10°Y 0,3583 0,9988 0,9987
3AE] 1,40 - 10 0,8926 0,9909 0,9901
3AF] 2,22 - 10 0,2170 0,9981 0,9980
3AGJ 2,00-10%  0,4110 0,9988 0,9987
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Slika 4.48. Line Fit Plot grafici za uzorke 3A (narandzasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

Validacija razvijenih modela izvrSena je uporedivanjem eksperimentalno dobijenih
podataka sa odgovaraju¢im vrijednostima dobijenim KkoriStenjem modela (Slika 4.48) i
analizom statistike uklapanja iz Tabele 4.49. Na Slici 4.48 su prikazani grafici Line Fit Plot za
uzorke 3A na kojima se moze vidjeti poredenje stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih
modelom. Za sve uzorke 3A se moze primjetiti da su stvarne vrijednosti priblizne vrijednostima
predvidenim modelom, odnosno da su pojedinacne vrijednosti blizu idealne prave i nalaze se
nasumicno rasporedene sa obe strane prave (y=x). Najvece odstupanje moZze da se primjeti kod
uzorka 3AFH, gdje vrijednosti odredene eksperimentalno ravnomjerno sa obe strane imaju
odstupanja od fitovane krive, $to je u skladu sa nizom vrijednos¢u R2. Ovi grafici su u skladu
sa visokim vrijednostima R? koje su prikazane u Tabeli 4.49, te dodatno potvrduju da postoji
korelacija izmedu stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih modelom.

U Tabeli 4.50 su prikazani rezultati kineti¢kih parametara razvijenih jednacina i
odgovarajuce vrijednosti izracunate na osnovu eksperimentalnih podataka za uzorke koji su
pripremljeni sa ultrazvu¢no obradenim medljikovcem i dodatkom 5 % voénog soka od aronije,
uz varijaciju tri vrste i tri koli¢ine dodanog kvasca (3B uzorci). Najniza izmjerena Pm vrijednost
je 72,72 u uzorku 1BFJ, dok je najvisa izmjerena 166,19 u uzorku 1BEJ. U najve¢em broju 3B
uzoraka mjerene Pr vrijednosti i modelom izracunate Pm vrijednosti se znacajno ne razlikuju,
osim u uzorcima u koje je dodan kvasac F u sve tri koli¢ine, kod kojih se mogu primijetiti
znacajnija odstupanja izmedu navedenih vrijednosti. Kod svih 3B uzoraka se moZe vidjeti da
postoje vece razlike izmedu eksperimentalno izracunatih 1 modelom predvidenih vrijednosti
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rp,m. Mjerene vrijednosti rpm se krecu u granicama od 0,04 za uzorak 3BFJ do 0,17 za uzorak
3BEJ. Za razliku od mjerenih, vrijednosti predvidene modelom se kre¢u u granicama od 0,21
za uzorak 1BFI do 0,75 za uzorak 1BEH i 1BEJ. Vremena trajanja lag faze se razlikuju u
zavisnosti od vrste kvasca koja je dodana za pokretanje fermentacije, gdje se moze vidjeti da je
ti kod uzoraka u koje je dodan kvasac F trajala najduze, pogotovo u uzorku u kom je dodana
najveca koli¢ina ovog kvasca (1BFJ) gdje za vrijeme procesa proizvodnje medovine ne bi doslo
do pocetka eksponencijalne faze jer je t1 552,84 h Sto je vece od 504 h. Najkrace ti je predvideno
za uzorak 1BGI gdje iznosi 96,62 h. Za uzorke sa H i | koli¢inom dodanog kvasca, moze se
vidjeti da je krace ti kod uzoraka sa dodatkom kvasca G u odnosu na kvasac E, dok sepri
koncentraciji J t vrijednost zanemarivo razlikuje unutar ova dva kvasca.

Tabela 4.50. Kinetic¢ki parametri razvijenih matematickih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 3B

Uzorak (g-kumuIaPtrinvna masa) (J;Lmh) (E)

3BEH 115;1;377 8175 162_,93
3BFH fggjg 8139? 310,07
3BGH 1123$§$ (())gé) 125_,42
3BEI 11115(;‘5 é)gs 142,91
3BFI 22073;2 81221 117,92
3BGI 11:?61,8:* 85182 9,62
3BEJ 11551288 81775 9,78
3BFJ ‘;37?71? 02532 552,84
3BGJ 11523265 85375 97.91

“mjerene vrijednosti
Rt s A B ot 0380 T 9485101 B ————

stanola (/)
ta (/]

Slika 4.49. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3BEH, 3BFH i 3BGH
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Usorak 3BEI Uzorak 3BFI Uzorak 3BGI
P=112.45exp(-exp((0,63exp(1)(142,91-0)/112,455+1)) P=200,32exp(-exp((0,21exp(1)(117,92-)/200,32)+1)) P=144,02exp(-exp((0,42exp(1)(96,62-)/144,02)+1))
R=0,9868 R=0,9851 R3=0,9992

ija slanola (g/h)

Slika 4.50. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3BEI, 3BFI i 3BGlI

Uzorak 3BEJ Uzorak 3BFJ Uzorale 3BGJ
P=159 28exp(-exp((0.75exp(1)(96.78-1)/159.28)+1)) P=439 8 Texp(-exp((2.63exp(1)(552.84-1)/439 87)+1)) P=153 65exp(-exp((0.63exp(1)(97.91-t)/153 65)+1))
R2=0,9904 R2=0.9943 R2=0.9994

ancentrasija stanola (gfl)

Slika 4.51. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednacinu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3BEJ, 3BFJ i 3BGJ

Na Slikama 4.49, 450 i 4.51 se nalaze grafici na kojima su prikazane Kinetike
proizvodnje etanola tokom procesa fermentacije za uzorke 3B, gdje su mjerene vrijednosti
prikazane u obliku odgovaraju¢ih simbola, dok su fitovane krive, ta¢nije modelom predvidene
vrijednosti koncentracije etanola u funkciji vremena prikazane punim linijama. Na prikazanim
graficima mozZe se vidjeti da za sve uzorke postoji velika sli¢nost izmedu krivih koje su utvrdene
eksperimentalno i fitovanih krivih, odnosno da modelovane krive odgovaraju eksperimentalno
mjerenim vrijednostima koncentracije u cijelom mjerenom intervalu koncentracija, na §ta
ukazuje i visoka vrijednost R?. Kod uzoraka sa dodatkom kvasca F u sve tri koli¢ine dodanog
kvasca, moze se primijetiti duze trajanje lag faze, te da kriva rasta nema specifican izgled, gdje
se ne moze odrediti prelaz izmedu lag i eksponencijalne faze. Razlog za ovo mogu da budu
uslovi koji ne odgovaraju dodanoj vrsti kvasca.

Tabela 4.41. Fit statistika i ANOVA za kvadratne modele za uzorke 3B

F- p- 2 5 . )
Uzorak vrijednost  vrijednost R R*-prilagodeni
3BEH 1,37 - 10  0,2610 0,9909 0,9901
3BFH 464 -10%  0,9270 0,9964 0,9961
3BGH 8,10 - 107  0,2369 0,9984 0,9983
3BEI 1,07 - 10 0,3419 0,9868 0,9856
3BFI 2,12 -10*  0,6673 0,9851 0,9837
3BGI 2,15- 10"  0,4104 0,9992 0,9991
3BEJ 1,89 - 10  0,3851 0,9904 0,9895
3BFJ 8,07 10  0,2168 0,9942 0,9938
3BGJ 3,19 -10'°  0,2627 0,9994 0,9994
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Slika 4.52. Line Fit Plot grafici za uzorke 3B (narandzasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

U Tabeli 4.41 su prikazani rezultati Fit statistike gdje se moze vidjeti da je najniza F
vrijednost u uzorku 3BGJ (3,19 - 102%), dok je najvisa vrijednost u uzroku 3BFI (2,12 - 101},
Ovako niske F-vrijednosti ukazuju na statisticku znacajnost navedenih podataka. Vazan
parametar Fit statistike predstavlja i p-vrijednost, koja se za uzorke 3B krece u granicama od
0,2168 za uzorak 3BFJ do 0,9270 za uzorak 3BFH. MoZe se vidjeti da su sve vrijednosti vece
od 0,05 sto ukazuje da navedena vrijednost nije statisticki znacajna.

U Tabeli 4.51 takode su prikazane i vrijednosti R? i prilagodenog R?, gdje se moze
vidjeti da su navedene vrijednosti visoke $to ukazuje na visoku vrijednost korelacije izmedu
eksperimentalno dobijenih podataka i modelovanih vrijednosti. Vrijednosti R? su se kretale u
granicama od 0,9851 za uzorak 3BFI do 0,994 za uzorak 3BGJ. Prilagodene R? vrijednosti se
nisu znacajno razlikovale od R?, a kretale su se u granicama od 0,9873 za uzorak 3BFI do
0,9994 za uzorak 3BGJ. Takode, moze se vidjeti da je kod uzorka 3BGJ, vrijednost
prilagodenog R? ostala ista kao i vrijednost R?, $to ukazuje da poveéanjem broja faktora u
kojima se javljaju nezavisne varijable nije doslo do promjene ove vrijednosti.

Na Slici 4.52 su prikazani Line Fit Plot grafici za uzorke 3B, gdje se moze vidjeti da pri
poredenju stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih modelom postoji velika sli¢nost, te da
nema znacajnijih odstupanja stvarnih vrijednosti od krive koja predstavlja modelovanu krivu,
odnosno da su sve vrijednosti ravnomjerno rasporedene sa obe strane idealne prave. Na ovako
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visoku vrijednost korelacije, pored grafika Line Fit Plot ukazuju i visoke vrijednosti R?
prikazane u Tabeli 4.51.

Tabela 4.52. Kineti¢ki parametri razvijenih matemati¢kih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 3C

Uzorak (g-kumuIaPtEnvna masa) (gr/IO Lmh) (E)

o D pmow
3CFH gggg* ggg* 78,33
xon  wmoem o wa
n  m o ga e
acri 5903 013 7575
o s ke we
acF) 8659 o0 s
I

“mjerene vrijednosti

U Tabeli 4.52 su prikazani rezultati kineti¢kih parametara razvijenih jednacina koji su
poredeni sa parametrima izraCunatim na osnovu eksperimentalnih podataka za uzorke koji su
pripremljeni sa ultrazvuéno tretiranim medljikovcem i dodatkom 10 % voénog soka od aronije
uz varijaciju tri vrste 1 tri koli¢ine dodanog kvasca (uzorci 3C). NajniZa izmjerena vrijednost
Pm je 39,43 u uzorku 3CFJ, dok je najvisa 115,07 u uzorku 3CEJ. U najveéem broju uzoraka
moze se primijetiti da ne postoje znaajna odstupanja izmedu Pm vrijednosti predvidenih
modelom i izracunatih iz eksperimentalnih podataka. Za uzorke u koje je dodan kvasac F mozZe
se primijetiti da su vrijednosti Pm nize u odnosu na druga dva dodana kvasca (E i G), te da
postoje veca odstupanja u vrijednostima Pm predvidenih modelom 1 vrijednosti izracunatih iz
eksperimentalnih podataka. Uporedivanjem vrijednosti za rpm za uzorke 3C koji su prikazani u
Tabeli 4.52, moze se vidjeti da su vrijednosti predvidene modelom znacajno vece u odnosu na
mjerene. Najniza mjerena vrijednost rpm iznosi 0,05 g/Lh za uzorak 3CEH, a najvisa 0,16 g/Lh
za uzorke 3CGH i1 3CGI. Vremena trajanja lag faze se krecu u granicama od 64,63 h za uzorak
3CGI do 106,10 h za uzorak 3CEI. Za razliku od ostalih uzoraka, moze se primijetiti da je kod
uzoraka 3C najduZze trajanje t| primije¢eno za uzorke sa dodatkom kvasca E, neSto krace za
uzorke sa dodatkom kvasca F, a najkrace za uzorke sa dodatkom kvasca G, za razliku od ostalih
grupa uzoraka u kojima je najduze vrijeme t| primjeceno za uzorke sa dodatkom kvasca F.
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Uzorak 3CEH Uzorak 3CFH Uzorak 3CGH
P=101,33exp(-exp((0,33exp(1)(90,08-1)/101,33)+1)) P=83_00exp(-exp((0.14exp(1)(78.33-t)/83.00)+1)) P=113,75exp-exp((0.39exp(1)(65,42-6/113,75)+1)
R2=0,9963 R2=0,9558 R2=0,9963

ol (/1)
.

-model - P (/1) ® mjereno - P (g)

Slika 4.53. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3CEH, 3CFH i 3CGH.

Uzorak 3CEI Uzorak 3CFI Urzorak 3CGI
P=113 93exp(-exp((0.41exp(1)(106.10-8)/ 113,93)}+1)) P=59,03exp(-exp((0,13exp(1)(75,75-1)/59,03)+1)) P=110.67exp(-exp((0.36exp(1)(64,63-1)'110,67y+1))
R3=0,9935 R3=0,9636 R2=0,9970

Slika 4.54. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednacinu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3CEI, 3CFl i 3CGl.

Uzorak 3CEJ Uzorak 3CFJ Uzorak 3CGI
P=P115,77exp(-exp((0.45exp(1)(88,66-6)/ 115, 77y+1)) P=66.5%xp(-exp((0, 10exp(1)(87.75-1/66.59)+1)) P=111,38exp(-exp((0,42exp(1)(86,95-1)/111,38)+1))

R%=0,9936 R?=0,9521 R2=0,9927

Slika 4.55. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednacinu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3CEJ, 3CFJ i 3CGJ.

Na Slikama 4.53, 4.54 i 4.55 se nalaze grafici na kojima su prikazane kinetike
proizvodnje etanola tokom procesa fermentacije za uzorke 3C, gdje se mogu vidjeti rezultati
uklapanja eksperimentalnih podataka u modifikovanu Gompertz-ovu jednacinu, na osnovu
kojih se moze primijetiti da postoji velika slinost izmedu krivih koje su utvrdene
eksperimentalno 1 fitovanih krivih, te da ne postoje veca odstupanja. Visoka vrijednost
korelacije navedenih krivih se moze potvrditi i visokim vrijednostima R? prikazanih u Tabeli
4.53. Grafici prikazani na Slikama 4.53, 4.54 i 4.55 se mogu povezati sa rezultatima u Tabeli
452, gdje se za uzorke sa dodatkom kvasca F mozZe vidjeti da je dostignuta najmanja
koncentracija etanola, dok je kod uzoraka sa dodatkom kvasaca E 1 G postignuta veca
koncentracija etanola. Takode, za uzorke sa dodatkom kvasca F moze se primijetiti da se ne
moze uociti prelaz lag faze na eksponencijalnu fazu, $to nije slucaj kod uzoraka sa dodatkom
drugih kvasaca.

U Tabeli 4.53 su prikazane F-vrijednosti i p-vrijednosti za uzorke 3C, gdje se moze
vidjeti da je najmanja F-vrijednost izmjerena u uzorku 3CGI (8,71 - 10°), dok je najvisa
vrijednost izmjerena u uzorku 3CFJ (3,05 - 107). F-vrijednosti za sve uzorke ukazuju da su
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navedeni rezultati statisti¢ki znac¢ajni jer su manje od 0,001, dok se za p-vrijednost ne moze reéi

da postoji statisticka znacajnost, jer su p-vrijednosti za navedene uzorke vece od 0,05, a moze
se vidjeti da se one krecu od 0,5147 za uzorak 3CEI do 0,9862 za uzorak 3CEH.

Tabela 4.53. Fit statistika i ANOVA za kvadratne modele za uzorke 3C

150
stvamo

F- p- 2 2 . )
Uzorak vrijednost  vrijednost R R-prilagodeni
3CEH 1,54 - 108 0,9862 0,9963 0,9957
3CFH 2,11-107  0,9187 0,9558 0,9509
3CGH 1,59 - 108 0,7185 0,9963 0,9957
3CEl 8,70 - 108 0,5147 0,9935 0,9924
3CFlI 8,77 - 108 0,7748 0,9636 0,9596
3CaGlI 8,71 - 10° 0,6257 0,9970 0,9965
3CEJ 8,26 - 108 0,5702 0,9936 0,9925
3CFJ 3,05 - 107 0,7292 0,9521 0,9467
3CGJ 1,24 - 10”7 0,5925 0,9926 0,9914
3CEH 3CFH 3CGH
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Slika 4.56. Line Fit Plot grafici za uzorke 3C (narandzasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

U Tabeli 4.53 prikazani su rezultati analize varijanse (ANOVA) za uzorke 3C, gdje se
moze vidjeti da se vrijednosti R? kre¢u u granicama od 0,9521 za uzorak 3CFJ do 0,9970 za
uzorak 3CGI. Ovako visoke vrijednosti R? ukazuju da za navedene uzorke postoji prihvatljivo
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slaganje izmedu eksperimentalno dobijenih podataka i modelom predvidenih. Pored R?
vrijednosti prilagodenog R? su takode visoke i krecu se u granicama od 0,9467 za uzorak 3CFJ
do 0,9965 za uzorak 3CGI, ¢ime se dodatno potvrduje visoka vrijednost korelacije. Na osnovu
ovako dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su svi faktori statistiCki znaCajni jer su
vrijednosti R? izuzetno bliske vrijednostima prilagodenog R?. Poredenjem navedenih rezultata
sa graficima koji su prikazani na Slici 4.56 izvrSena je validacija razvijenih modela.

Na Slici 4.56 prikazani su grafici Line Fit Plot za uzorke 3C kojima se vrsi poredenje
stvarnih vrijednosti i vrijednosti predvidenih modelom, gdje se moze vidjeti da su one priblizno
jednake, odnosno da su pojedina¢ne vrijednosti nasumi¢no rasporedene sa obe strane idealne
prave, $to ukazuje na visoku vrijednost korelacije. Najveca odstupanja se mogu primijetiti kod
uzoraka sa dodatkom kvasca F, gdje se pojedine vrijednosti vise udaljavaju od idealne prave,
$to je potvrdeno vrijednostima R?, koje su nize nego kod uzoraka sa dodatkom kvasca E i G.

Tabela 4.54. Kinetic¢ki parametri razvijenih matemati¢kih modela i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke 3D

Uzorak (g-kumuIaF':Eﬂvna masa) (gr/p Lmh) (:1')

R
S R
oo R g3 o
3DEI 11&85‘3 gfg 140,05
3DFI 3?51535 ggg 12,58
3DGI 51701773 gslg 252,66
3DEJ 112157325 gff 111,26
o0 e g s
oo R my  em

“mjerene vrijednosti

U Tabeli 4.54 se nalaze rezultati kinetickih parametara razvijenih jednacina i
odgovarajuci eksperimentalni podaci za uzorke koji su pripremljeni sa ultrazvucno tretiranim
medljikoveem 1 dodatkom 20 % voénog soka od aronije, uz varijaciju tri vrste i tri koliine
dodanog kvasca (uzorci 3D). Mjerene Pm vrijednosti se krecu u granicama od 35,48 za uzorak
3DFI do 130,47 za uzorak 3DEH. Za najve¢i broj uzoraka se moze vidjeti da postoje znacajna
odstupanja izmedu Pm vrijednosti odredenih eksperimentalno i1 predvidenih modelom. Najniza
vrijednost rom je 0,06 g/Lh za uzorak 3DFI do 0,14 g/Lh za uzorak 3DGJ. Takode, i za
vrijednosti rpm se moze vidjeti da u najve¢em broju 3D uzoraka postoje znacajna odstupanja
izmedu eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrijednosti. Vremena lag faze su

131



predvidena modelom i kretala su se u velikom opsegu. Najniza vrijednost t| je predvidena u
uzorku 3DFI (12,58 h), a najvisa u uzorku 3DFH (574,36). Visoke vrijednosti t| (> 504 h)
ukazuju da lag faza ne bi pocela u vremenu predvidenom za proizvodnju medovine.

Uzorak 3DEH Uzorak 3DFH Uzorak 3DGH

P=154,8Texp(-exp((0,38exp(1)(135,45-t)154,87)+1)) P=283.02exp(-exp((0.43exp(1)(574,36-1)/283.02)+1)) P=289 23exp(-exp((48.63exp(1)(297.40-1)289.23)+1))
R3=0.9818 R2=0,7762 RI=0,1608
'] 8 I 2 .
e
B .
) = -
4 [ z
¥ ¥ 10 - [N} f .
Ll EIRg = = ad EY = = LI

model -P (gl @ mjereno-P (g model -P(g) @ mjereno-P(gh) model -P(zl) @ mjereno-P (zll)

Slika 4.57. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3DEH, 3DFH i 3DGH

Uzorak 3DEI Uzorak 3DFI Uzorak 3DGI
P=108 49exp(-exp((0,42exp(1)(140,05-£)/108 49)+1)) P=21,69exp(-exp((0,08exp(1)(12,58-021,69)+1)) DP=371.79xp(-exp((0.43exp(1)(252.66-/371.79)+1))
R?=0,9644 R3=0,6503 R2=0,9835

leatt e =

Slika 4.58. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednac¢inu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3DEI, 3DFI i 3DGI

Usorak 3DEJ Usorak 3DFJ
P=117.95exp(-exp((0, 50exp(1)(111,26-6)/117.95)+1)) P=71,240exp(-exp((16,12exp(1)(528 55-6)/712,40)+1))

R*=0.9800 R2=0.9503

vrijeme ferme:

vifjeme fermenta

model-P (gl @ mjereno-P (g) model-F(g)  ® misreno-F (1) model-P(g) @ mjereno-Pig)

Slika 4.59. Kinetika proizvodnje etanola i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u
modifikovanu Gompertz-ovu jednacinu (simbol-eksperimentalni podaci, puna linija-
modelovana kriva) za uzorke 3DEJ, 3DFJ i 3DGJ

Na Slikama 4.57, 4.58 i 4.59 su prikazani grafici kinetike proizvodnje etanola tokom
procesa fermentacije i rezultati uklapanja eksperimentalnih podataka u modifikovanu
Gompertz-ovu jednacinu za uzorke 3D. Na prikazanim graficima se moze vidjeti da kod
najveceg broja uzoraka dolazi do primijetnih odstupanja eksperimentalnih podataka od fitovane
krive, Sto se uocava sa simbolima plave boje koji odstupaju od pune linije kojom su prikazane
modelom predvidene vrijednosti. Navedeni grafici su u skladu sa rezultatima prikazanim u
Tabeli 4.54 gdje se moze vidjeti da se mjerene vrijednosti Pm i rpm znacajno razlikuju u odnosu
na vrijednosti predvidene modelom. Razlog za ovo mogu biti nepogodni uslovi u rastvoru za
fermentaciju koji ne pogoduju odabranoj vrsti kvasca.
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Tabela 4.55. Fit statistika i ANOVA za kvadratne modele za uzorke 3D

F- p- 2 2 .
Uzorak vrijednost  vrijednost R-prilagodeni
3DEH 3,87 -10° 0,6516 0,9818 0,9798
3DFH 1,50 - 10* 0,9418 0,7762 0,7538
3DGH 1,97 - 102 0,5998 0,1608 0,0769
3DEI 7,97 - 108 0,4794 0,9644 0,9604
3DFI 1,50 - 103 0,9441 0,6503 0,6153
3DGI 2,50 - 10°° 0,8165 0,9835 0,9817
3DEJ 5,93 -10° 0,4720 0,9800 0,9778
3DFJ 3,60 - 107 0,9335 0,9503 0,9447
3DGJ 2,17 - 108 0,6942 0,9733 0,9704
3DEH 3DFH 3DGH
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Slika 4.60. Line Fit Plot grafici za uzorke 3D (narandzasti simboli-modelom predvidene
vrijednosti, plavi simboli eksperimentalno izmjerene vrijednosti)

U Tabeli 4.55 su prikazani rezultati Fit statistike i ANOVA za kvadratne modele za
uzorke 3D. MozZe se vidjeti da se F-vrijednosti kre¢u u granicama od 2,50 - 10~ za uzorak 3DGI
do 1,97 - 102 za uzorak 3DGH. Za najveéi broj 3D uzoraka se moze re¢i da navedene F-
vrijednosti ukazuju na statisticki znacajne rezultate jer su manje od 0,001, osim za uzorak
3DGH, gdje je ova vrijednosti ve¢a od 0,001. p-vrijednosti, kao i kod ostalih uzoraka, ne
ukazuju na statistiCku znacajnost jer su vece od 0,05, a kre¢u se u granicama od 0,4720 za
uzorak 3DEJ do 0,9441 za uzorak 3DFI. Vrijednosti R? i prilagodenog R? se takode nalaze u
Tabeli 4.55. R? vrijednosti za uzorke 3D se kre¢u u granicama od 0,1608 za uzorak 3DGH do
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0,9835 za uzorak 3DGI. Vrijednosti prilagodenog R? se kre¢u u granicama od 0,0769 za uzorak
3DGH do 0,9817 za uzorak 3DGI. Niske vrijednosti R? i prilagodenog R? ukazuju da postoje
znacajna odstupanja izmedu vrijednosti predvidenih modelom i eksperimentalno dobijenih
vrijednosti.

Navedena odstupanja se mogu vidjeti i na Slici 4.60 gdje su prikazani grafici Line Fit
Plot za uzorke 3D u kojima je izvrSeno poredenje stvarnih i modelom predvidenih vrijednosti,
gdje se moze vidjeti da kod najveéeg broja uzoraka dolazi do odstupanja eksperimentalno
dobijenih vrijednosti od modelom predvidenih, te da su eksperimentalno dobijene vrijednosti
rasporedene neravnomjerno sa obe strane prave. Navedeni grafici su u skladu sa rezultatima R2.

Optimizacija procesa fermentacije predstavlja kriticnu fazu planiranja eksperimenta, jer
fermentacije najéesS¢e odlikuje nelinearlni tok i dinamicke osobine. Kako bi se primijenila
metodologija matemati¢kih modela potreban je veéi broj eksperimenata (Srimeena i sar., 2014),
uz varijaciju nekoliko ulaznih faktora. Tok fermentacije je praten promjenom mase
fermentacionih boca, koja predstavlja procjenu proizvodnje CO,. Na isti nacin su tok
fermentacije pratili i Pereira i sar. (2015), Czabaj i sar. (2017) i Chittarini i sar. (2020).
Dinamika procesa fermentacije predstavlja jedan od klju¢nih parametara u procesu proizvodnje
medovine, jer kontrola toka fermentacije i odredivanje duZine trajanja moZze da utice na kvalitet
medovine (Kawa-Rygielska i sar., 2018). Pereira i sar. (2012) navode da proces fermentacije
medovine moze da traje nekoliko mjeseci, u zavisnosti od vrste koriStenog meda, vrste kvasca,
kao i od sastava rastvora pripremljenog za fermentaciju. Kawa-Rygielska i sar. (2018) u svom
eksperimentu su vrijeme fermentacije ogranicCili na 16 dana, a Mendes-Fereira i sar. (2010) i
Pereira i sar. (2012) na 11 dana. Na osnovu preliminarnih istrazivanja koja su uradena kako bi
se ispitalo djelovanje kvasaca u rastvorima pripremljenim za fermentaciju medovine, moglo se
zakljuciti da lag faza za navedene kvasce moZe da traje 1 do nekoliko dana, te je iz tog razloga
vrijeme fermentacije produzeno u odnosu na literaturne podatke koji su navedeni u dostupnoj
literaturi. Trajanje fermentacije je odredeno na 21 dan, kako bi za vrijeme tog perioda u svim
uzorcima doslo do pokretanja burne fermentacije. Pored navedenog, Pereira i sar. (2012) su
nakon 11 dana fermentacije ustanovili da je u medovini ostala veca koli¢ina Secera koje kvasac
nije iskoristio, te da je proces fermentacije mogao da traje duze, Sto je predstavljalo dodatni
razlog za produzenje trajanja fermentacije. Lag faza za kvasac koji navode Pereira 1 sar. (2012)
i Pereira i sar. (2015) je trajala maksimalno 24 h, a u nekim uzorcima je pocela odmah po
inokulaciji, §to ukazuje na brzo prilagodavanje kvasca na uslove koji se nalaze u rastvoru meda
1 vode, Sto se preliminarnim rezultatima nije pokazalo za kvasce koji su koriSteni u ovom
eksperimentu, $to je kasnije eksperimentom i potvrdeno. Gomes i sar. (2015) navode da su pri
proizvodnji medovine koristili kvasac kod kog je lag faza trajala 10 h, a eksponencijalna 45 h,
Sto ukazuje na zna¢ajno smanjenje procesa proizvodnje medovine. Morales i sar. (2013) navode
da dugotrajna fermentacija moze da dovede do autolize kvasaca, Sto ima uticaj na kvalitet,
odnosno senzorna svojstva medovine.

Lag faza predstavlja period prilagodavanja kvasca na uslove koji su prisutni u rastvoru,
nakon koje slijedi eksponencijalna faza. Gomes i sar. (2015) navode da proizvodnja etanola
zapocinje u eksponencijalnoj fazi, ali se nastavlja i u stacionarnoj fazi. Na osnovu svih
prethodno navedenih rezultata moZe se vidjeti da se vremena lag faze za razliite uzorke
razlikuju u zavisnosti od vrste i koli¢ine dodanog kvasca. U najveéem broju uzoraka se moze
vidjeti da je vrijeme lag faze najkrace trajalo u uzorcima u koje je dodan kvasac Fermol Lager
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(G), te da su kod pojedinih uzoraka sa dodatkom ovog kvasca lag faze trajale krac¢e od 2 dana.
Takode, u najvec¢em broju uzoraka dodatak ovog kvasca u ve¢im koli¢inama je doveo do kraceg
trajanja lag faze, odnosno za odredene uzorke lag faza je najkrace trajala u uzorcima u koje je
dodana koli¢ina kvasca G od 600 mg/L (J), zatim u uzorcima u koje je dodana koli¢ina kvasca
G od 300 mg/L (1), a najduze u uzrocima u koje je dodana koli¢ina kvasca G od 150 mg/L (H).
Do sli¢nih zakljuc¢aka se moze do¢i posmatranjem kvasca Fermol Associes (E), gdje se takode
moze vidjeti da je u najve¢em broju uzoraka sa povecanjem koli¢ine dodanog kvasca E doslo
do skracivanja vremena lag faze unutar istih polaznih rastvora za fermentaciju. Pereira 1 sar.
(2012) navode da se ubrzanje procesa fermentacije, odnosno skracenje trajanja fermentacije
moze posti¢i dodatkom veceg broja ¢elija kvasca, $to u ovom eksperimentu nije potvrdeno za
kvasac F, dok djelimi¢no jeste za kvasac G i1 E. Nedostatak dodatka ve¢ih koli¢ina kvasca moze
da dovede do stvaranja nepozeljnog ukusa u finalnoj medovini (Pereira i sar., 2012). Ovakav
zakljuak se ne moze ustanoviti kod uzoraka sa dodatkom kvasca Spiriferm (F), jer je u
najvecem broju uzoraka vrijeme trajanja lag faze bilo duze od 6 dana, a u pojedinim uzorcima
fermentacija nije pokrenuta ni tokom 21 dana. Usporene fermentacije koje odlikuju duze
vrijeme trajanja lag faze, mogu biti posljedica vrste kvasca koja nije u mogucnosti da se
prilagodi stresnim uslovima, tacnije rastvorima koji sadrze vecu koli¢inu Secera, visok osmotski
pritisak i sl. Sli¢na tvrdnja se moze pronaci i u radu Chen i sar. (2013) koji kao razlog usporene
fermentacije navode koristenje neodgovarajuce vrste kvasca. Odabir odgovarajucée vrste kvasca
je neophodan jer razliite vrste kvasca imaju razli¢itu otpornost na sadrzaj kiselina u rastvoru i
sadrzaj etanola (Morales i sar., 2013). Adamenko i sar. (2018) navode da ne postoje znacajne
razlike u dinamici fermentacije za vrste kvasaca koje su koristili u radu, a slicno navode i Pereira
i sar. (2012).

Tok fermentacije, pored vrste kvasca, moZe da zavisi 1 od vrste 1 hemijskog sastava
meda koji se koristi, od prisustva esencijalnih hranljivih materija, sadrzaja mineralnih materija,
pH vrijednosti i puferskog kapaciteta rastvora (Pereira i sar., 2013). Zbog navedenih razloga,
pozeljno je da se koriste kvasci vrste Saccharomyces cerevisiae jer su prilagodeni za
razmnozavanje pri visokom osmotskom pritisku (Gangl 1 sar., 2018). Ova vrsta kvasaca se
koristi pri proizvodnji vina, a polazni rastvori za proizvodnju vina i medovine su sli¢ni u
pogledu sadrzaja Secera, azota i pH vrijednosti (Chittarini i sar. 2020). Kao razlog usporene
fermentacije moZe da se navede i da se vrsta kvasca moze razlikovati u pogledu koriStenja
Secera za svoj metabolizam, u zavisnosti od toga da li prvo koriste glukozu ili fruktozu (Gangl
i sar., 2018).

Brzu fermentaciju omogucava i prisustvo specificnih hranljivih sastojaka kao §to su
azot, minerali i vitamini. Pereira i sar. (2015) navode da Mg, Ca i Zn uti¢u na stopu konverzije
Secera 1 predstavljaju kofaktore neophodne za neke od metabolickih puteva u procesu
fermentacije. Pri pokretanju fermentacije, sadrzaj azota je podeSen u svim rastvorima u jednakoj
koli¢ini, te usporena fermentacija u pojedinim uzorcima ne bi trebala da poti¢e od nedovoljne
koli¢ine mineralnih materija.

Pereira i sar. (2019) su eksperimentom potvrdili da proizvodnja medovine ne zavisi
samo od dodataka razli¢itih aditiva u medovini, nego da veliki uticaj ima med koji se koristi.
Bolje rezultate u ovom eksperimentu su pokazale medovine u kojima je koriStena tamna u
odnosu na svijetlu vrstu meda. Kao razlog navode veci sadrzaj mineralnih materija prisutnih u
tamnim vrstama meda i viSu pH vrijednost.
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Veliki broj autora kao razlog ubrzanja procesa fermentacije navodi dodatak voca i
vo¢énih sokova. Sroka i sar. (2013) navode da su dodatkom grozda u polazne rastvore u koli¢ini
od 5 g/l doveli do znacajnog povecanja koli¢ine etanola i najveée promjene u masi boca boca
tokom fermentacije, dok je dodatak manjih koli¢ina grozda bio sli¢an kontrolnom uzorku.
Adamenko i sar. (2018) su ispitivali dodatak soka od drenjine i zakljucili da je doslo do
znacajnog uticaja na dinamiku fermentacije. Oni navode da sok od tresnje takode moze da
dovede do ubrzanja procesa fermentacije, ali u manjoj mjeri u odnosu na sok od drenjina. Kawa-
Rygielska i sar. (2018) su ispitivali dodatak soka od aronije, soka od maslacka i dodatak
sjemenki od grozda pri proizvodnji medovine, gdje su ustanovili da su sok od aronije i sjemenke
od grozda dovele do ubrzavanja procesa fermentacije, ali da sok od maslacka nije imao znacajan
uticaj na brzinu fermentacije u poredenju sa kontrolnim uzorkom. Chittarini i sar. (2020) su u
svom eksperimentu Kkoristili dodatak crne ribizle, a Amorium i sar. (2018) pulpu od acerole,
¢ime su zakljucili da je dodatak navedenih vrsta vo¢a doveo do ubrzavanja procesa fermentacije
jer navedene komponente sadrze vece koli¢ine ugljenih hidrata, vlakana, minerala, karotenoida,
vitamina i sumpornih jedinjenja.

lako veliki broj nauc¢nih radova ukazuje na Cinjenicu da je doSlo do ubrzanja procesa
fermentacije u slucajevima dodatka voénih sokova i voc¢a, ne postoji jedinstven zakljucak koji
bi se mogao donijeti za sve prethodno navedene uzorke. Ono §to se na osnovu gore navedenih
rezultata moze vidjeti je da je u jednom dijelu uzoraka poredenjem medovina unutar iste vrste
i iste koli¢ine kvasca, uz variranje koli¢ine soka, doslo do ubrzane fermentacije pri poveéanju
soka od aronije. Medutim, za pojedine uzorke moze se ustanoviti da je najvecéa koli¢ina dodanog
soka od 20 % (uzorci D), dovela do potpunog zaustavljanja procesa fermentacije, odnosno da
je fermentacija pokrenuta nakon duzeg vremena ili uopste nije pokrenuta. Navedena Cinjenica
moze da bude povezana sa vrstom kvasca kojoj je dodatak vece koli¢ine soka od aronije doveo
do stvaranja stresnih uslova u rastvorima za fermentaciju. Ovo se naj¢e$¢e moze primjetiti kod
uzoraka sa dodatkom kvasca F.

Na osnovu svih prethodno navedenih rezultata moze se vidjeti da je poredenjem tri
koriStene vrste kvasca unutar iste koli¢ine dodanog kvasca, za isti polazni rastvor za
fermentaciju u najve¢em broju slucajeva potencijalno maksimalna koncentracija etanola
postignuta sa dodatkom kvasca Fermol Lager (G), iako su dobri rezultati postignuti i sa
kvascem Fermol Associes (E). Ukoliko se na isti nacin uporede vremena trajanja lag faze, u
najveéem broju slucajeva najkrace vrijeme prilagodavanja je potrebno kvascu Fermol Lager
(G). Ovaj podatak govori da se kvasac Fermol Lager lako prilagodava na uslove fermentacije
u rastvorima koji sadrze razblaZen med i sok od aronije. Na osnovu svega navedenog, za
detaljnu analizu medovine odabran je kvasac Fermol Lager.

4.4.2. Rezultati analiza medovine

Kako se kao najpogodnija vrsta kvasca za proizvodnju ove vrste medovine pokazao
kvasac Fermol Lager (G), u ovom Poglavlju se nalaze rezultati koji se odnose na fizicko-
hemijska, antioksidativna, antimikrobna i senzorna svojstva medovine koja je proizvedena
djelovanjem ove vrste kvasca. Rezultati navedenih analiza za kvasce Fermol Associes (E) i
Spiriferm (F) su tabelarno prikazana u Poglavlju 7.

Na osnovu dobijenih rezultata fizicko-hemijskih svojstava za sve tri vrste kvasaca moze
se vidjeti da su rezultati pH vrijednosti, sadrzaja isparljivih kiselina 1 sadrzaja metanola
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relativno sli¢ni za sve tri vrste kvasca. Najveca odstupanja za pojedine uzorke se mogu vidjeti
kod sadrzaja suve materije nakon zavrSetka fermentacije i sadrzaja etanola. Vise vrijednosti
sadrzaja suve materije i nizak sadrzaj etanola se mogu primjetiti kod jednog broja uzoraka F,
gdje je proces fermentacije bio otezan ili fermentacije nije ni pokrenuta.

Medusobnim poredenjem rezultata antioksidativnih i antimikrobnih svojstava medovina
koje su proizvedene sa razliitim vrstama kvasaca, moze se primjetiti da ne postoje znacajne
razlike u dobijenim vrijednostima. Kod svih uzoraka je primjetno da je sa povecanjem koli¢ine
dodanog soka od aronije u polazne rastvore doslo do poboljSanja antioksidativnih svojstava.

Rezultati senzorne analize dobijenih medovina pokazuju da su kod najveceg broja
uzoraka pojedinacni parametri najbolje ocijenjeni u medovinama koje su proizvedene sa
kvascima E i G, dok su medovine proizvedene sa kvascem F ocijenjene nesto nize.

4.4.2.1. Rezultati analiza fizi¢ko-hemijskih svojstava medovine

Proizvodnja medovine bez i sa dodatkom soka od aronije u koli¢inama 5, 10 i 20 % i
dodatkom kvasca Fermol Lager u koli¢inama 150, 300 i 600 mg/L opisano je u poglavlju 3.
Rezultati fizicko-hemijskih analiza proizvedenih medovina prikazane su u Tabelama 4.56, 4.57,
4.58 i 4.59, gdje se mogu vidjeti pH vrijednost, sadrzaj isparljivih kiselina, suve materije,
etanola i metanola.

Tabela 4.56. Rezultati fizicko-hemijske analize medovina
bez dodatka vo¢nog soka od aronije sa dodatkom kvasca G

Sadrzaj .. Sadrzaj ..

. s Sadrzaj suve Sadrzaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) etanola (vol. %)
kiselina (g/L) (vol. %) '

1AGH 3,61°+0,02 0,27*°+0,05 8,10*+0,09 8,65*+0,35 0,0013%+ 0,0001
1AGI  3,54°+£0,01 0,29%+£0,03 7,93¥+0,31 9,20°¢+0,28 0,0017%+ 0,0005
1AG) 3,56®+0,02 0,349+£0,04 8,15°+025 9,13*°+0,53 0,0016+ 0,0003
2AGH 3,66°+0,07 0,24**+0,00 8,47°+0,05 10,01°+0,73 0,0016%+ 0,0003
2AGl  3679+0,05 0,222+003 843°+0,10 9,95°+1,61 0,00172+ 0,0005
2AG)  366°+0,02 021*+0,03 827°+0,05 9,99°+0,77 0,0014%+ 0,0001
3AGH 3,719+0,05 0,20°+0,02 847°+0,05 9,79°°+0,72 0,0016° +0,0005
3AGI 3,82°+£0,00 0,24*+0,03 850°+0,18 8,73®®+0,39 0,0016° + 0,0001
3AG)  3,80°+0,06 0,20°+0,03 847°+0,14 856°+057 0,0016°+0,0001

abe.¢ razligita slova u okviru iste kolone oznagavaju statisticki znagajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

pH vrijednosti kod uzoraka koji su proizvedeni bez dodatka soka od aronije su se kretale
u granicama od 3,54 u uzorku 1AGI do 3,82 u uzorku 3AGI. Uzorci sa dodatkom 5 % soka od
aronije su imali vrijednosti pH od 3,69 u uzorku 1BGH do 3,85 u uzorku 3BGH, sa dodatkom
10 % soka od aronije od 3,62 u uzorku 3CGH do 3,85 u uzorku 2CGl, a sa dodatkom 20 %
soka od aronije od 3,70 u uzorku 3DGH do 3,80 u uzorku 1DGJ. Na osnovu svih navedenih
vrijednosti u Tabelama 4.56, 4.57, 4.58 i 4.59 i poredenjem sa pH vrijednostima polaznih
rastvora prikazanih u Tabeli 4.29, moze se vidjeti da je kod svih uzoraka doslo do smanjenja
pH vrijednosti nakon zavrSetka alkoholne fermentacije. Pad pH vrijednosti moze biti posljedica
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nastanka kiselina koje predstavljaju nusproizvode ovog procesa. Smanjenje pH vrijednosti se
objasnjava povecanjem kiselosti zbog apsorpcije jona, sekrecije protona tokom transporta
hranljivih materija, proizvodnje organskih kiselina ali i ugljen dioksida (Almeida i sar., 2020).
Ovakav pad pH vrijednosti tokom alkoholne fermentacije je pozeljan jer dovodi do
zaustavljanja rasta i razvoja nepoZzeljnih mikroorganizama (Sroka i Tuszynski, 2007). Trend
promjene pH vrijednosti moze da bude u zavisnosti od kiselina koje poti¢u iz voénog soka, a
pad pH vrijednosti moZe biti | posljedica metaboli¢ke aktivnosti kvasaca (Mohammed i sar.,
2018). Pereira i sar. (2015) navode pH vrijednosti medovine u granicama od 3,52 do 3,74, a
Pereira 1 sar. (2019) navode od 3,46 do 3,53. Poredenjem rezultata u navedenim radovima sa
rezultatima do kojih se doslo u ovoj doktorskoj disertaciji, moze se uociti da su pH vrijednosti
relativno slicne.

Tabela 4.57. Rezultati fizicko-hemijske analize medovine sa
dodatkom 5 % vocénog soka od aronije sa dodatkom kvasca G

. Sadr_z_aj_ Sadrzaj suve  Sadrzaj etanola  Sadrzaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) (vol. %) (vol. %)
kiselina (g/L) ' '

1BGH 3,69°+0,01 0,219+0,03 11,50°+1,71 11,399+0,14  0,0019° + 0,0004
1BGI  3,72°+0,02 0,24°+0,00 9,48°+0,36 11,15%+0,34 0,0009% + 0,0011
1BGJ  3,72°+0,00 0,23%+0,02 9,02°+0,34 10,80%+0,40 0,0003%+ 0,0001
2BGH 3,72°+0,01  0,20°+0,03 8,00°+0,09 10,83°+0,26 0,0016° + 0,0001
2BGI  3,72°+0,02 0,242+0,05 8,23°+0,05 10,67°+0,49  0,0017° + 0,0003
2BGJ  3,71°+0,01 0,222+0,03 8,30°+0,00 10,44°°+0,21 0,0014% +0,0010
3BGH 3,859+0,01 0,08°+002 9,30°+0,00 10,76°+0,87 0,0016°+ 0,0015
3BGI  3,82°+0,01 0,12°+0,00 9,37°+0,21 9,91*+054  0,0015°+ 0,0009
3BGJ  3,83°+0,01 0,12*°+0,00 9,27°+0,05  9,382+0,35  0,0015° + 0,0000

abe razlicita slova u okviru iste kolone oznacavaju statisti¢ki znagajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Tokom procesa fermentacije nastaju organske kiseline, najcesce sir¢etna i jantarna, cime
dolazi do smanjenja pH vrijednosti i do povecanja sadrzaja nedisosovanih masnih kiselina, §to
moze biti uzrok usporavanija ili zaustavljanja fermentacije (Smorgovi¢ova i sar., 2012, Chen i
sar., 2013). Siréetna kiselina nastaje tokom procesa fermentacije djelovanjem celija kvasaca,
ali moze da nastane i1 djelovanjem bakterija mlijecne kiseline tokom malolakti¢ke fermentacije
ili kao proizvod djelovanja bakterija siretne kiseline (Vilela i sar., 2013). Kao razlog nastanka
vecih koli¢ina siréetne kiseline navode se visok osmotski pritisak i neodgovarajuc¢i uslovi
fermentacije (Sroka i sar., 2013), a naj¢esce izvor i koli¢ina ugljenih hidrata, pH vrijednost,
sadrzaj SO2, sadrzaj azota i vrsta kvasca (Akalin i sar., 2017; Czabaj 1 sar., 2017). Kiselost
medovine moZe da poti¢e iz meda, ali i od dodanog voca ili kiselina dodanih koje se koriste za
regulaciju pH vrijednosti prije pocetka fermentacije (Chittarini i sar., 2020). Medutim, ne moze
se uociti da je sa povecanjem koli¢ine dodanog soka doslo do povecanja sadrzaja isparljivih
kiselina. Visok sadrzaj sirCetne kiseline u finalnom proizvodu moze da ukazuje na
mikrobioloSko kvarenje proizvoda (Chittarini 1 sar., 2020). Sadrzaj isparljivih kiselina je
izrazen kao sircetna kiselina, a za uzorke A se kretao od 0,20 g/L u uzorcima 3AGH 1 3AGJ do
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0,29 g/L u uzorku 1AGI. Za uzorke B se kretao od 0,08 g/L za uzorak 3BGH do 0,24 g/L za
uzorke 1BGI i 2BGl, za uzorke C od 0,11 g/L za uzorak 3CGI do 0,21 g/L za uzorke 1CGJ i
2CGH, a za uzorke D od 0,14 g/L u uzorku 1DGH do 0,23 g/L u uzorku 3DGH. Chittarini i sar.
(2020) navode da sadrzaj siréetne kiseline na kraju fermentacije iznosi izmedu 0,20 i 0,40 g/L,
Sto ukazuje na slicne rezultate sa rezultatima prikazanim u Tabelama 4.56, 4.57, 4.58 i 4.59.
Sadrzaj isparljivih kiselina moze da utiCe na senzorna svojstva proizvoda, a smatra se da sadrzaj
sir¢etne kiseline iznad 0,8 g/l moze da dovede do nastanka nepoZeljnog ukusa i arome (Vilela
1sar., 2013), kao 1 da uti¢e na boju i nijansu medovine (Akalin i sar., 2017).

Sadrzaj suve materije u polaznim rastvorima za fermentaciju se kretao od 18,00 % u
uzorku sa dodatkom 20 % soka od aronije do 18,50 % u uzorku bez dodatka soka od aronije.
Nakon zavrSetka fermentacije, u svim uzorcima je doslo do znacajnog pada ove vrijednosti. U
Tabelama 4.57, 4.58, 4.59 1 4.60 moze se vidjeti da se kod uzoraka A sadrzaj suve materije
nakon zavrSetka fermentacije kretao od 7,93 % u uzorku 1AGI do 8,50 % u uzorku 3AGI. Kod
uzoraka B sadrzaj suve materije se kretao od 8,00 % u uzorku 2BGH do 11,50 % u uzorku
1BGH, kod uzoraka C od 8,57 % u uzorku 2CGI do 9,03 % u uzorcima 3CGH i 3CGJ, a kod
uzoraka D od 7,80 % u uzorku 2DGJ do 10,00 % u uzorku 3DGJ. Savi¢ i sar. (2021) u svom
radu navode da se sadrzaj suve materije u medovinama bez i sa dodatkom soka od borovnice
na kraju fermentacije kretao od 3,85 do 4,88 %, $to predstavlja znacajno nize vrijednosti u
odnosu na vrijednosti prikazane u Tabelama 4.57, 4.58, 4.59 1 4.60. Dobijeni rezultati mogu da
ukazuju da je u medovinama zastupljena veca kolicina rezidualnih Secera koji ne ucestvuju u
procesu ferementacije. Pereira i sar. (2013) navode da ovakav sadrzaj suve materije moze da se
objasni prisustvom Secera koji se nalaze u obliku disaharida i oligosaharida koje kvasac ne
moze da fermentiSe. Detaljnijom analizom, Pereira i sar. (2015) navode da nefermentabilne
Sec¢ere u medovini najcesce Cine trehaloza, izomaltoza, saharoza i melezitoza.

Tabela 4.58. Rezultati fizicko-hemijske analize medovine sa
dodatkom 10 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca G

Sadrzaj .. Sadrzaj . .

. o Sadrzaj suve SadrZaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) etanola (vol. %)
kiselina (g/L) (vol. %) '

1CGH 3,66°+0,01 0,199+0,03 8,58°+0,08 11,98°+0,19 0,0008%+ 0,0001
1CGl  3,69°+0,01 0,18%+0,00 8,62°+0,10 11,72°+0,31 0,0008¢+ 0,0001
1CGJ 3,739+£0,01 0,219+0,00 8,622+0,12 11,66°+0,16 0,0008° + 0,0000
2CGH 3,81°+0,01 0219+003 867°+0,05 11,38+0,52 0,0003¢+ 0,0000
2CGl 3,85'+0,02 0,15°+0,03 857°+0,05 11,82°+0,23 0,0002°+ 0,0001
2CGJ 3,84"+0,02 0,14*+0,02 8622+0,08 12,37°+0,67 0,0001%+ 0,0001
3CGH 3,62°+0,01 0,15*+0,03 9,03°+0,05 9,96°+1,87 0,0016°+ 0,0001
3CaGl 3,67°+£0,03 0,11*+0,03 9,00°+0,18 8,43%+0,15 0,0015° =+ 0,0000
3CGJ 3,66°+0,04 014®+0,02 9,03°+0,14 10,12°+1,02 0,0018"+0,0001

abe¢ razligita slova u okviru iste kolone oznacavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Glavni proizvod alkoholne fermentacije je etanol, koji predstavlja jedan od znacajnijih
parametara koji uti¢e na kvalitet vina. Kod uzoraka A najmanji sadrZaj etanola je izmjeren u
uzorku 3AGIJ (8,56 vol. %), dok je najveci sadrzaj izmjeren u uzorku 2AGH (10,01 vol. %).
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Sadrzaj etanola kod uzoraka B se kretao od 9,38 vol. % u uzorku 3BGJ do 11,39 vol. % u
uzorku 1BGH. Kod uzoraka C ove vrijednosti su se kretale od 8,43 vol. % u uzorku 3CGI do
12,37 vol. % u uzorku 2CGJ, a kod uzoraka D od 8,33 vol. % u uzorku 1DGI do 14,81 vol. %
u uzorku 3DGI. Na osnovu svih navedenih rezultata moze se vidjeti da se sadrzaj etanola
znacajno razlikuje izmedu pojedinaénih uzoraka. Svecova i sar. (2015) navode sadrzaj etanola
od 16-18 vol. %, dok Czabaj i sar. (2017) od 11,98 do 16,53 vol. %, §to predstavlja vece
vrijednosti u odnosu na vrijednosti dobijene u ovoj doktorskoj disertaciji. Gangl i sar. (2018)
navode da sadrZaj etanola u medovinama koje su proizveli iznose 4,8 vol. % Sto predstavlja
znacajno nize vrijednosti u odnosu na vrijednosti prikazane u tabelama. Mnogi autori navode
da na koli¢inu etanola koji nastane tokom fermentacije uti¢e dodatak voca ili voénih sokova,
odnosno da dodatkom voéa dolazi do povecanja sadrzaja etanola (Sroka i sar., 2013; Adamenko
I sar., 2018). Kod najveceg broja uzoraka se ne moze utvrditi da je sa povecanjem koli¢ine soka
doslo do povecanja sadrzaja etanola. Takode, kod najveceg broja uzoraka ne postoji korelacija
izmedu sadrzaja suve materije i koli¢ine etanola koja je nastala, iako Hernandez i sar. (2015) i
Sarba (2015) navode da je stopa potroSnje Secera upravo proporcionalna koli¢ini etanola koju
kvasac proizvede. Pereira i sar. (2012) kao razlog navedenog odstupanja navode koli¢inu
nefermentabilnih Secera koji u medovini zaostaju nakon fermentacije. Czabaj i sar. (2017)
navode da na koli¢inu etanola moZze uticati vrsta meda, te da medljikovac bolje fermentiSe od
ostalih vrsta meda, §to objasnjava visokom elektri¢cnom provodljivos¢u (iznad 0,8 mS/cm), a
ujedno i visokim puferskim kapacitetom i sadrzajem mineralnih materija.

Tabela 4.59. Rezultati fizicko-hemijske analize medovine sa
dodatkom 20 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca G

Sadrzaj .. Sadrzaj ..

. o Sadrzaj suve Sadrzaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) etanola (vol. %)
kiselina (g/L) (vol. %) '

1IDGH 3,77%9+0,03 0,14%+0,02 8,70°+0,28 8,61*+0,15  0,0043%+ 0,0007
1DGI  3,78%+0,00 0,15*+0,03 8,60°°+000 8,233*+0,39 0,0028°+0,0021
1DGJ 3,809+0,00 0,16®+0,03 8,75°+0,08 9,032+0,39 0,0061°+ 0,0017
2DGH  3,77%9+0,01 0,18%+0,03 8,23°+0,23 12,72°+0,79 0,0028° + 0,0005
2DGI  3,74"+£0,03 0,17%“+0,02 827°+0,10 12,03"+0,61 0,0023°+ 0,0001
2DGJ  3,72%+0,03 0,19%€+0,02 7,80°+0,00 11,75°+0,57 0,0023¢+0,0001
3DGH  3,70*+0,03 0,237+ 0,02 9,139+ 0,40 11,00°+0,16 0,0016 +0,0010
3DGI  3,72%+0,04 0,20%+0,02 9,90°+0,39 14,81°+3,61 0,0001%+ 0,0000
3DGJ  3,78%+0,02 0,21¥+0,03 10,00°+0,15 11,81°+0,92 0,0006%° + 0,0000

abc...e razlicita slova u okviru iste kolone oznadavaju statisti¢ki znaGajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Pored etanola, odreden je 1 sadrzaj metanola, koji je kod vecine uzoraka imao niske
vrijednosti. Kod uzoraka A, kretao se u granicama od 0,0013 vol. % u uzorku 1AGH do 0,0017
vol. % u uzorcima 1AGI i 2AGl, kod uzoraka B od 0,0003 vol. % u uzorku 1BGJ do 0,0019
vol. % u uzorku 1BGH, kod uzoraka C od 0,0001 vol. % u uzorku 2CGJ do 0,0018 vol. % u
uzorku 3CGJ, a u uzorcima D od 0,0001 vol. % u uzorku 3DGI do 0,0061 vol. % u uzorku
IDGJ. Na osnovu svih navedenih rezultata, primjetne vece koli¢ine se mogu uociti kod
pojedinih uzoraka u kojima je dodana najveca koli¢ina aronije, Sto moze da se objasni
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sadrzajem pektina koji se nalaze u polaznim rastvorima sa 20 % soka od aronije. Pektini koji

poticu iz aronije, mogu biti uzrok poveéanog sadrzaja metanola, $to u svom radu navodi Milji¢
(2015).

4.4.2.2. Rezultati analiza antioksidativnih svojstava medovine

U Tabelama 4.60, 4.61, 4.62 i 4.63 prikazani su rezultati antioksidativnih svojstava
medovina pripremljenih bez i sa dodatkom soka od aronije (sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj
flavonoida i rezultati FRAP, DPPH i ABTS testa). Sadrzaj bioloski aktivnih jedinjenja u
medovini, kao i antioksidativna svojstva medovine zavise od vrste meda, temperaturnog
tretmana rastvora, uslova fermentacije, vrste dodanih sastojaka (voce, zacini i sl.) (Adamenko
1 sar., 2018), hemijskog sastava sirovina, tehnoloskog procesa proizvodnje, a posebno
fermentacije i odleZzavanja (Kawa-Rygielska i sar., 2018). Sarba (2015) navodi da dodatak voca
ili voénih sokova u medovini dovodi do povec¢anja sadrzaja ukupnih fenola, flavona i ukupnog
antioksidativnog kapaciteta dobijenog naptika. Brojne nauc¢ne studije ukazuju da med u svom
sastavu sadrzi enzimske i neenzimske antioksidanse, prvenstveno glukoza oksidazu, fenolne
kiseline, flavonoide, aminokiseline, proteine i karotenoide koji sveukupno mogu da doprinesu
ukupnom antioksidativnom kapacitetu medovine.

Tabela 4.60. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine
bez dodatka vo¢nog soka od aronije sa dodatkom kvasca G

FRAP

Sadrzaj

Sadrzaj

Uzorak ukupnih fenola flavonoida (mmol DPPH ABTS
(MgGAE/L)  (mgGAEL)  Fe?/mL)  (HeTE/mL)  (mgTE/mL)
1AGH 312,75+ 1,61 177,13°+446 1,99°+0,01 4254%+042 11,78°+0,51
1AGl  322,28°+1,80 188,67+ 13,7 2,02°+0,09 3952°+0,71  11,31"°+0,38
1AG)  297,61*+3,39 156,338+ 11,99 1,97°°+0,00 4359°+0,90 10,40% + 0,20
2AGH  329559+242  191,07°+1,76 1,99°+0,05 34,162+0,77 10,73 +3,99
2AGl 331,159+ 6,38  189,40°+4,94  1,882+0,05 37,20°+2,77 11,14%°+0,89
2AG) 331,219+ 1,40 187,07°+4,58  2,099+0,05 39,20°+0,63  10,26%+ 0,48
3AGH 400,81°+9,80 215409+ 7,18 2,04%+0,05 46,837+1,90 11,08%°+0,46
3AGI  401,15°+1,85 216,209+4,14 2,00°+0,05 4352°+042 12,85%+0,71
3AGJ)  399,95°+0,74 215679+1,70 1,93%°+0,01 41,39°+1,16 10,67%+ 0,08

abe.-f razlicita slova u okviru iste kolone oznadavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Fenolne kiseline su primarni antioksidansi koji imaju ulogu uklanjanja slobodnih
radikala, ¢ime se prekidaju procesi oksidacije u organizmu (Akalin i sar., 2017). Sadrzaj
ukupnih fenola u uzorcima A se kretao od 297,61 mg GAE/L u uzorku 1AGJ do 401,15 mg
GAE/L u uzorku 3AGlI, u uzorcima B od 359,21 mg GAE/L u uzorku 1BGI do 483,66 mg
GAE/L u uzorku 2BGJ, u uzorcima C od 466,68 mg GAE/L u uzorku 1CGH do 564,61 mg
GAE/L u uzorku 2CGH, a u uzorcima D od 644,16 mg GAE/L u uzorku 3DGH do 785,76 mg
GAE/L u uzorku 2DGI. Chittarini i sar. (2020) navode sadrzaj ukupnih fenola 54,91 mg GAE/L
u kontrolnoj medovini, a 304,44 mg GAE/L u medovini sa dodatkom soka od crne ribizle, dok
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Kawa-Ryqgielska i sar. (2018) navode od 119,8 mg GAE/L u kontrolnoj do 156,6 mg GAE/L u
medovini sa dodatkom soka od aronije. Rezultati navedenih istrazivanja ukazuju na relativno
sli¢ne rezultate sa rezultatima dobijenim u ovoj doktorskoj disertaciji. Czabaj i sar. (2017) u
medovinama bez dodatka vo¢nih sokova navode sadrzaj ukupnih fenola od 236,68 mg GAE/L
do 303,02 mg GAE/L, $to je u skladu sa dobijenim rezultatima. Oni jo$ navode da vrsta kvasca
nema uticaj na sadrzaj ukupnih fenola, a trenutno se ne mogu pronaci rezultati o uticaju koli¢ine
dodanog kvasca na sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, ali i na antioksidativna svojstva
medovine. Na osnovu dobijenih rezultata moze se vidjeti da je sa povecanjem koli¢ine dodanog
soka od aronije doslo do povecanja sadrzaja ukupnih fenola, §to su u svom radu potvrdili
Svecova i sar. (2015) gdje je doslo do poveéanja sadraja ukupnih fenola sa dodatkom soka od
crne ribizle. Do sli¢nih rezultata su dosli i Adamenko i sar. (2018) koji su koristili sok od
drenjine, kao i Kawa-Rygielska i sar. (2018) koja jo§ navodi da plodovi aronije predstavljaju
jedan od najbogatijih izvora fenolnih jedinjenja koje karakteriSe visoka antioksidativna
aktivnost. Fenolna jedinjenja uticu na senzorna svojstva medovine, najvise na gorcinu, ali
djeluju i kao prirodni konzervansi (Kahoun i sar., 2008). Etanol koji nastaje tokom procesa
fermentacije pomaze u o¢uvanju i ekstrakciji fenolnih jedinjenja prirodno prisutnih u medu, $to
se posebno odnosi na fenolne kiseline i flavonoide, a ujedno etanol olaksava i rastvaranje i
apsorpciju fenolnih jedinjenja (Czabaj i sar., 2017).

Tabela 4.61. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine sa
dodatkom 5 % vocénog soka od aronije sa dodatkom kvasca G

Sadrzaj ukupnih Sadrzaj FRAP

. DPPH ABTS
Uzorak fenola (mg flavonoida (mmol

GAEIL) (Mg GAE/L)  Fe?*/mL) (ng TE/mL) — (mg TE/mL)
1BGH  391,21°+6,18  232,93¢+510 3,37°+0,01 157,13%+ 13,19 6,74+ 0,47
1BGI 359,212 +4.10 194,67 +494 3,31+0,02 169,622+ 11,05 6,79 + 0,37
1BGJ 371,61°+7,57 200,93 +599 3,27%€+0,02 191,16°+ 15,04 5,99% + 1,59
2BGH  469,289+2.84 202,53+ 18,03 3,11°+0,02 237,63°+4,72 6,43°°+0,44
2BGI 464,619+ 11,44 203,87 +37,09 3,33°+0,04 229,66+ 10,36 6,31%°+0,55
2BGJ 482,88°+ 1,01  220,07°°+3,65 3,15+0,13 251,449+12,10 6,54%°+0,22
3BGH 387,416+ 4,26  212,23"°+528 298°+0,04 29436°"+770 7,859+0,23
3BGI 384,75°+ 2,63 202,33 +6,44 3,03*°+022 280,09°+4,01 556%+0,23
3BGJ 37555 +552  18553*+3,82 263*+0,01 300,70'+10,76 7,01¢+0,32

abe.-f razlicita slova u okviru iste kolone oznagavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

Od polifenolnih jedinjenja najzastupljeniji su flavonoidi, tanini i fenolne kiseline, koji
predstavljaju prirodne antioksidanse vazne za ljudski organizam zbog sposobnosti inhibiranja
slobodnih radikala koji mogu dovesti do oSte¢enja celija 1 stvaranja hroni¢nih oboljenja (Kawa-
Rygielska i sar., 2018). Pored inhibiranja slobodnih radikala, flavonoidi imaju ulogu i helatnih
metalnih katalizatora, koje im daju i primarne i sekundarne antioksidativne funkcije. Takode,
sa drugim antioksidansima djeluju sinergisticki, ¢ime kompleksnije djeluju na ljudski
organizam (Akalin i sar., 2017). Dezmirean i sar. (2012) na osnovu poredenja sadrzaja
flavonoida i DPPH u medovinama, zaklju¢uju da su za antioksidativno djelovanje odgovorni
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flavonoidi. Sadrzaj flavonoida u uzorcima A se kretao od 156,33 mg GAE/L u uzorku 1AGJ
do 216,20 mg GAE/L u uzorku 3AGI, u uzorcima B od 185,53 mg GAE/L u uzorku 3BGJ do
232,93 mg GAE/L u uzorku 1BGH, u uzorcima C od 293,00 mg GAE/L za uzorak 1CGH do
280,33 mg GAE/L u uzorku 3CGH, a u uzorcima D od 393,41 mg GAE/L u uzorku 2DGH do
490,61 mg GAE/L u uzorku 1DGI. Moze se primjetiti da je sa povecanjem koli¢ine soka od
aronije doslo do povecanja sadrzaja flavonoida, Sto je u skladu sa povecanjem sadrzaja ukupnih
fenola. Na osnovu navedenih rezultata za sadrzaj flavonoida u medovinama, moze se uociti da
je kod najveceg broja uzoraka sadrzaj flavonoida u medovinama veéi nego u polaznim
rastvorima, $to nije u skladu sa rezultatima Dezmirean 1 sar. (2012) koji navode da je sadrzaj
flavonoida uvijek manji u fermentisanim proizvodima.

FRAP vrijednosti za uzorke A se kreéu od 1,88 mmol Fe**/mL u uzorku 2AGI do 2,09
mmol Fe?*/mL u uzorku 2AGJ. Kod uzoraka B ove vrijednosti se kre¢u od 2,63 mmol Fe?*/mL
u uzorku 3BGJ do 3,37 mmol Fe?*/mL u uzorku 1BGH, za uzorke C od 3,84 mmol Fe?*/mL u
uzorku 3CGI do 4,91 mmol Fe?*/mL u uzorku 1CGJ, a za uzorke D od 5,27 mmol Fe?*/mL u
uzorku 1DGH do 7,58 mmol Fe?*/mL u uzorku 3DGI. Na osnovu navedenih rezultata moze se
primijetiti da je sa povec¢anjem koli¢ine dodanog soka od aronije doslo do povecanja vrijednosti
FRAP, §to je u skladu sa povecanjem sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida. Navedeni rezultati
se razlikuju od rezultata u radu Adamenko i sar. (2018) koji navode da dodatak vo¢nog soka
nije doveo do znacajnijih razlika u FRAP vrijednostima. Moze se primijetiti da postoje znacajne
razlike u vrijednostima FRAP izmedu polaznog meda i medovine, gdje se uocavaju vece FRAP
vrijednosti kod meda u odnosu na medovinu, na $ta ukazuje i Dezmirean i sar. (2012). Navedena
tvrdnja moze da se objasni razblazenjem meda sa vodom tokom pripreme rastvora za
fermentaciju, ¢ime je smanjen pocetni sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida. Dezmirean i sar.
(2012) navode da su FRAP vrijednosti u korelaciji sa sadrzajem flavonoida, $to je prikazano u
Tabeli 4.65, gdje se moze vidjeti da postoji korelacija izmedu navedenih vrijednosti.

Tabela 4.62. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine sa
dodatkom 10 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca G

Sadrzaj ukupnih Sadrie.ij FRAP DPPH ABTS

Uzorak fenola (mg flavonoida (mmol

GAE/L) (Mg GAE/L)  Fe?*/mL) (ng TE/mL) — (mg TE/mL)
1CGH 466,682+ 3,94  293,000+2,74 4,49%+0,06 362,33+ 14,30 4,30®+0,25
1CGI 486,88 +329 308,13 +430 4,53%+0,04 390,01F+12,67 3,992+ 0,24
1CGJ 499,88+ 6,07 316,93+ 1,42 4,91°+0,03 387,37%+ 17,38 4,64 + 0,30
2CGH  564,619+6,29 351,50°+11,13 4,40°+0,02 368,96°°+840 4,23 +0,42
2CGl 551,219+8,30 321,80 +956 4,49°+0,02 405,80%+10,83 3,932+0,24
2CGJ 561,95¢+274  351,20°+142 4579+0,02 418,582 +6,79 4,71°+0,14
3CGH 560,88¢+20,49 380,337+18,05 4,43%“+0,10 322,11°+4,68 5,48'+0,11
3CGl 515,61°+ 33,58 330,80°+29,45 3,842+0,19 342,73 +1456 556°+0,23
3CGJ 501,48 +590 30527®+4,00 4,10°+0,09 362,08 +3852 7,01%+0,32

ab.c..f

razli¢ita slova u okviru iste kolone ozna¢avaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

DPPH vrijednosti za uzorke A se kre¢u od 34,16 ug TE/mL u uzorku 2AGH do 46,83
pug TE/mL u uzorku 3AGH, za uzorke B od 157,13 ug TE/mL u uzorku 1BGH do 300,70 pg
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TE/mL uuzorku 3BGJ, za uzorke C od 322,11 pg TE/mL uuzorku 3CGH do 418,58 ng TE/mL
u uzorku 2CGJ, a za uzorke D od 513,25 pg TE/mL u uzorku 1DGI do 668,33 ng TE/mL u
uzorku 3DGJ. Na osnovu navedenih rezultata moze se primijetiti da postoji znacajna razlika
izmedu uzoraka bez i sa dodatkom soka od aronije, pri ¢emu je sa porastom koli¢ine dodanog
soka od aronije doslo do porasta vrijednosti DPPH. Sli¢ne rezultate navode i Adamenko 1 sar.
(2018) gdje su medovine sa dodatkom soka od drenjine pokazale najjaca antioksidativna
svojstva mjerena DPPH testom, kao i Kawa-Rygielska i sar. (2018) gdje je medovina sa
dodatkom soka od aronije i sjemenki grozda imala znac¢ajno ve¢u DPPH vrijednost u odnosu
na kontrolne medovine.

Vrijednosti ABTS kod uzoraka A se kre¢u od 10,26 mg TE/mL uuzorku 2AGJ do 12,85
mg TE/mL u uzorku 3AGlI, za uzorke B od 5,56 mg TE/mL u uzorku 3BGI do 7,85 mg TE/mL
u uzorku 3BGH, za uzorke C od 3,93 mg TE/mL u uzorku 2CGI do 7,01 mg TE/mL u uzorku
3BGJ, a za uzorke D od 2,58 mg TE/mL u uzorku 2DGH do 5,12 mg TE/mL u uzorku 1DGI.
Odredivanje antioksidativnih svojstava ABTS testom podrazumijeva metodu ICsp, te samim
tim viSe vrijednosti ABTS ukazuju na slabija antioksidativna svojstva i obrnuto. Na osnovu
navedenog, moZe se vidjeti da je povecanje dodatka soka od aronije dovelo do nizih vrijednosti
ABTS, S$to ukazuje da je dodatak soka poboljSao antioksidativna svojstva medovine, §to se
moze povezati sa povec¢anim sadrzajem fenola i flavonoida koji su postignuti dodatkom soka.
Sliéne rezultate navode i Kawa-Rygielska i sar. (2018) gdje je kontrolna medovina imala
vrijednost ABTS 0,29 umol TE/ml, a nakon dodatka soka od aronije 0,89 pmol TE/ml.

Tabela 4.63. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine sa
dodatkom 20 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca G

Sadrzaj ukupnih Sadrie}j FRAP DPPH ABTS
Uzorak fenola (mg flavonoida (mmol TE/mL (mg TE/mL)
GAE/L) (mg GAE/L) Fe?"/mL) (ng TE/mL) g
1IDGH  689,36°°+9,52 474,88+ 11,05 5,272+0,05 577,42°+1546 3,77°+0,75
1DGI 715,629+ 13,71  490,61°+ 13,12 572°+0,05 513,252+21,65 5,129+0,29
1DGJ  705,76°+37.83 471,61%+3791 598'+0,02 559,23°+21,88 5,069+ 0,55
2DGH  760,43° + 8,85 393,413+ 6,74  6,049+0,05 578,90°+495  2,58%+0,06
2DGI 785,76 + 2,02 420,48°+ 1,04  6,76°+0,02 514,232+ 11,42 2,84%+0,16
2DGJ 674,96°+ 7,75 431,48 +462 550° +0,11 621,82°+6,06 3,07%+ 1,04
3DGH 644,162+ 7,33 446,88+ 2,88  6,66°+0,09 636,88°+9,17 4,32°°+0,03
3DGI 672,20°+ 8,09  434,75°+759 7589+0,10 666,26+ 6513 3,64° +0,13
3DGJ 679,63+ 10,88 449,35%+ 10,66 7,127+0,03 668,33%+11,34 3,96° + 0,36

abe.£ razlicita slova u okviru iste kolone oznagavaju statisti¢ki znacajne razlike medu vrijednostima (p<0,05)

U Tabeli 4.64 je prikazana korelacija izmedu sadrZaja ukupnih fenola, flavonoida i
antioksidativne aktivnosti mjerene FRAP, DPPH i ABTS testovima za analizirane medovine.
Regresiona analiza je pokazala da je sadrzaj ukupnih fenola u jakoj korelaciji sa sadrzajem
flavonoida (0,946), FRAP (0,921) i DPPH rezultatima (0,910), dok je u negativnoj korelaciji sa
ABTS (-0,795). Za razliku od ostalih rezultata antioksidativnih svojstava, nize vrijednosti
ABTS ukazuju na vecu antioksidativnu vrijednost, $to opravdava negativnu korelaciju
navedenih parametara sa vrijednostima ABTS. SadrZaj flavonoida je u jakoj korelaciji sa FRAP
(0,917) i sa DPPH (0,906) vrijednostima, dok se za ABTS ponovo pojavljuje negativna
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vrijednost (-0,744). Jaka korelacija se moze uociti i izmedu FRAP i DPPH (0,958) vrijednosti,
dok je korelacija FRAP i ABTS negativna (-0,857), kao i DPPH i ABTS (-0,891). Takode, za
sve parametre za koje postoji pozitivna korelacija moze se primjetiti da su p vrijednosti manje
od 0,05 sto ukazuje na visoku statisticku korelaciju. Akalin i sar. (2017) navode da sadrzaj
ukupnih fenola ima dobru korelaciju sa antioksidativnim kapacitetom mjerenim razli¢itim
testovima, $to je potvrdeno i u ovoj doktorskoj disertaciji.

Tabela 4.64. Korelacija (Pearson-ov koeficijent korelacije — r) izmedu
antioksidativnih svojstava medovine

Parametar Sadrzaj Sadrrai

ukupnih o Y FRAP  DPPH  ABTS

avonoida
fenola

Sadrzaj ukupnih fenola - 0,946 0,921° 0,910 -0,795
Sadrzaj flavonoida - - 0,917" 0,906" -0,744
FRAP - - - 0,958" -0,857
DPPH - - - - -0,891
*p < 0,05

4.4.2.3. Rezultati antimikrobne analize medovine

U Tabelama 4.65, 4.66, 4.67 i 4.68 prikazani su rezultati testiranja antibakterijske
aktivnosti medovina, primjenom ,agar wells“ 1 ,agar dilution” metoda za odredivanje
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i minimalne baktericidne koncentracije (MBC) u
medovinama bez i sa dodatkom razli¢itih koli¢ina soka od aronije. Na osnovu dobijenih
rezultata moze se primjetiti da primjenom metode ,agar wells“, medovine nisu pokazale
inhibitorni efekat na testirane bakterije. Nedostatak navedene metode je prilicno dugo vrijeme
inkubacije potrebno da se otkrije zona inhibicije koja moze dovesti do isparavanja isparljivih
ili degradacije termicki nestabilnih agenasa, kao 1 mala koli¢ina medovine koja se koristi za
ispitivanje (30 pl), $to je vjerovatno uzrokovalo izostanak antibakterijskog dejstva testiranih
medovina. Takode, nije moguce kvantitativno odrediti koli¢inu antimikrobnog agensa
difundovanog u agarni medijum, zbog gradijenta 1 matricne mreze agara koji se koristi za
analizu (Balouiri i sar., 2016). Kako je agar vodeni preparat, nepolarna jedinjenja se nece
difundovati kao polarna jedinjenja. Eloff i sar. (2017) su pokazali da jedinjenja srednjeg
polariteta imaju najvecu antimikrobnu aktivnost. Metoda ,,agar dilution” bi mogla biti korisna
sa jednim jedinjenjem poznatog polariteta, pa ¢ak i u tom slu¢aju ne moze biti sigurno da ¢e
rezultati biti.

Kako je jedan od ciljeva doktorske disertacije da se ispita uticaj dodatka soka od aronije
na poboljsanje antimikrobnih svojstava medovine, izvrSeno je poredenje rezultata uzoraka kod
kojih je za proizvodnju medovine koristen jednako tretiran medljikovac uz varijaciju koli€ine
soka od aronije. Kod uzoraka sa temperaturno obradenim medljikovcem (oznaka 1) moZe se
primjetiti da za bakteriju S. aureus, iste MIC vrijednosti imaju uzorak A i C, dok bolju MBC
vrijednosti ima uzorak A. Za bakteriju B. cereus iste MIC vrijednosti imaju uzorci A, C i D,
dok je najbolja MBC vrijednost kod uzorka A. Za bakteriju E. coli najbolje vrijednosti MIC i
MBC imaju uzorci A i D, dok je za bakteriju P. aeruginosa najbolje vrijednosti MIC pokazuju
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A, C i D, a najbolju MBC vrijednost uzorak D. Kod uzoraka sa medljikovcem tretiranim UV
zraCenjem (oznaka 2) za bakterije E. coli 1 P. aeruginosa iste vrijednosti MIC i MBC su
pokazali uzorci B, C i D, dok je uzorak A za E. coli, pokazao vise vrijednosti i MIC i MBC, a
za P. aeruginosa je pokazao iste vrijednosti MIC, ali nesto vise vrijednosti MBC. Za bakteriju
S. aureus, najbolje MIC vrijednosti su pokazali uzorci B, C, D, a najbolje MBC vrijednosti B i
C. Za bakteriju B. cereus, iste vrijednosti MIC su pokazali B, C i D uzorci, dok je uzorak C
pokazao najbolju MBC vrijednost.Kod uzoraka ultrazvucno tretiranim medljikovcem (oznaka
3) za bakteriju E. coli, sve Cetiri uzorka su pokazala istu MIC vrijednost, a najbolju MBC
vrijednost je pokazao uzorak C. Za S. aureus najbolje MIC i MBC vrijednost je pokazao uzorak
C. Za B. cereus, MIC vrijednosti su iste kod sve Cetiri uzorka, a bolje MBC vrijednosti su
pokazali uzorci B, C i D uodnosu na A. Za bakteriju P. aeruginosa, sve Cetiri uzorka su pokazali
iste MIC vrijednosti, dok su bolje MBC vrijednosti pokazali uzorci C i D.

Uzimajuéi u obzir navedene rezultate moze se vidjeti da je sveukupno, u najvec¢em broju
slucajeva, uzorak C (sa dodatkom 10 % soka od aronije) pokazao najbolju antimikrobnu
aktivnost, zatim uzorci B i D, dok je uzorak A najbolju antimikrobnu aktivnost pokazao u
uzorcima sa oznakom 1. Navedeni rezultati ukazuju da postoji uticaj koli¢ine dodanog soka na
antimikrobno dejstvo medovine. Dobijeni rezultati su djelimi¢no u skladu sa rezultatima
mjerenja antioksidativnih svojstava, gdje je ustanovljeno da dodatak soka od aronije ima
pozitivan uticaj na antioksidativna svojstva medovine. U dostupnoj literaturi se ne moze pronaci
mnogo podataka o antimikrobnom dejstvu medovina, ali su dostupni podaci o antimikrobnom
dejstvu sli¢nih proizvoda, kao §to su pivo, vino i srodni proizvodi. Kod ovih proizvoda testiran
je uticaj raznih faktora, kao Sto su: vrsta i koli¢ina upotrijebljenih sirovina, koli¢ina alkohola,
kiselost, sadrzaj fenolnih jedinjenja i drugo. U literaturi se moze naci dosta podataka o
antimikrobnom dejstvu meda i aronije, sirovina koje su koristene u ovom radu. U radu Stojkovi¢
i sar. (2021) testirano je antibakterijsko dejstvo medljikovca, obradenog raznim tretmanima, na
Cetiri bakterije koje su koriStene i u ovom radu. U ovom radu se pokazalo da su G (-) bakterije
jace inhibirane nego G (+) bakterije $to nije u skladu sa rezultatima mnogih autora (Molan,
1992; Bogdanov, 1997). Na osnovu tog se moze zakljuCiti da se antimikrobna svojstva
medljikovca mogu pripisati individualnim 1 sinergijskim uticajima razli¢itih faktora, a ne
iskljucivo sadrzaju fenola. Na antimikrobnu aktivnost meda utic¢e veliki broj razli¢itih faktora:
visok osmotski pritisak, aktivitet vode, pH vrijednost, proizvodnja H202, metilglioksala,
antimikrobni peptid pcelinji defensin-1, lizozom, fenolne kiseline, flavonoidi i drugo (Molan,
1992; Leyva-Jiménez i sar., 2019). Peroksidna aktivnost meda moze biti uniStena djelovanjem
temperature, svjetloS¢u 1 dugotrajnim skladiStenjem meda, a antimikrobno djelovanje meda i
medovine se moze objasniti kombinovanim djelovanjem neperoksida (visoka koncentracija
fenola i flavonoida) i peroksidnom antimikrobnom aktivnosti, niskom pH vrijednoscéu, visokim
sadrzajem Secera i drugo. Fikselova i sar. (2014) su proucavali antimikrobnu aktivnost
je B. cereus najotporniji. Suprotno od navedenog, Srec¢kovi¢ i sar. (2019) su ustanovili da je
medljikovac bio efikasniji protiv G (+) bakterija u odnosu na G (-) bakterije. Fit i sar. (2014)
su ispitivali uticaj temperature na antibakterijsku aktivnost meda i utvrdili su da nize
temperature (30 i 50 °C) nemaju nikakvog uticaja na njegova antibakterjska svojstva, dok je
antibakterijska aktivnost smanjena na temperaturi od 70 °C.
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Sadrzaj alkohola u medovinama, koji je bio djelimi¢no ujednacen, nije imao uticaja na
antibakterijska svojstva medovina, $to je u skladu sa prethodnim istrazivanjima povezanim sa
vinom, u kojima se sadrzaj alkohola kretao od 10 do 13 % v/v, gdje je ustanovljeno da je on
prenizak da bi se ispoljilo baktericidni efekat (Vaquero i sar., 2007; Radovanovi¢ i sar., 2009).
Radovanovic i sar. (2009) i Vuli¢ i sar. (2013) su ustanovili da kombinacija organskih kiselina
(mlijecna, jabucna i tartarna) i etanol doprinose jatem antimikrobnom dejstvu vina. Medutim,
uloga fenolnih jedinjenja nije potpuno jasna, jer se u literaturi mogu naci razli¢ita misljenja.
Sheth i sar. (1988) i Arima i sar. (2002) u svojim radovima sugeri$u da sastojci kao §to su
flavonoidi (kvercetin i kvercetin-3-glukozid) i monomerni antocijani mogu da se koriste kao
biohemijski markeri koji doprinose antimikrobnoj aktivnosti crvenih vina. Medutim, Boban i
sar. (2010) u cilju otkrivanja uloge polifenola, pH vrijednosti, etanola i drugih komponenti vina,
testirali su antimikrobna dejstva netretiranih vina u poredenju sa antimikrobnim dejstvom vina
bez fenola, dealkoholiznovanog vina i niske pH vrijednosti u razliitim kombinacijama.
Zakljucili su da se antibakterijska aktivnost uzoraka ne moze povezati sa ukupnim sadrzajem
fenola i rezervatola, sadrzajem etanola ili pH vrijedno$¢u. Nakon netretiranog vina, vino bez
fenola je imalo najjace antimikrobno dejstvo protiv Salmonella enterica i E. coli, pa su autori
zakljucili da su nefenolni sastojci vina odgovorni za veci dio njegovog antimikrobnog
djelovanja. Krisch i sar. (2008) su testirali antibakterijsko djelovanje ekstrakata i sokova
velikog broja razli¢itih voénih vrsta 1 ustanovili da su sokovi i ekstrakti imali nisku pH
vrijednost koja se kretala od 2,8 do 5,5, koja je poticala od slabih organskih i fenolnih kiselina
u nedisosovanoj formi, za koje se smatra da mogu da stupe u interakciju sa celijskim
membranama 1 prodru u ¢elije uzrokujuéi zakiseljavanje citoplazme. Medutim, u njithovom
eksperimentu postojala je samo slaba korelacija izmedu kiselosti uzoraka i njihovog
antibakterijskog dejstva. Prilikom pripreme medovine, med je razrijeden u odnosu 1:3, ¢ime je
smanjena pocetna koncentracija meda u uzorku, a nakon toga je pasterizovan, §to bi moglo
imati uticaja na antimikrobna svojstva medovine. Osim toga, sok od aronije je takode
pasterizovan, §to je moglo da smanji antimikrobna svojstva, bez obzira $to su antioksidativna
svojstva ostala saCuvana. Za objasnjenje mehanizma antimikrobnog djelovanja razliitih
jedinjenja medovine, neophodno je dalje istrazivanje, ali se moze zakljuciti da se antimikrobna
aktivnost kompleksnog rastvora kao §to je medovina zasniva na vise od jednog jedinjenja.
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Tabela 4.65. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama bez dodatka soka od aronije sa dodatkom kvasca G

o _ Staphylococcus . Pseudomonas
Usorak Escherichia coli AUreUs Bacillus cereus seruginosa
ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 7004 ATCC 10145
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1AGH MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/V) 40 40 40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1AGI MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) 40 40 40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1AGJ MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) 40 40 40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2AGH MIC % (v/v) 40 40 40 30
MBC % (V/V) >40 >40 40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2AGI MIC % (viv) 40 40 40 30
MBC % (v/v) >40 >40 40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2AGJ MIC % (v/v) 40 40 40 30
MBC % (v/v) >40 >40 40 40
Difuzija diska (mm) NA *NA NA NA
3AGH MIC % (viv) 40 40 40 30
MBC % (v/v) >40 >40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3AGI MIC % (v/v) 40 40 40 30
MBC % (v/V) >40 >40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3AGJ MIC % (v/v) 40 40 40 30
MBC % (V/v) >40 >40 >40 40
Ampicillin 10 mg (mm) 16,00 + 4,39 33,00+ 2,16 NA 10,88 + 2,53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37,00 + 3,37 29,25+ 2,99 33,33+0,58 27,38 + 3,54
Erytromycin 15 mg (mm) 10,75+ 1,50 27,75 +2,99 NA 2450 +£ 2,52
Gentamicin 10 mg (mm) 25,50+ 1,29 29,75+ 1,90 21,33+1,53 24,00 + 2,53

NA — nema aktivnosti
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Tabela 4.66. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama sa dodatkom 5 % soka od aronije sa dodatkom

kvasca G
o _ Staphylococcus Pseudomonas ]
Usorak Escherichia coli AUreUs seruginosa Bacillus cereus
ATCC 25922 ATCC 7004
ATCC 25923 ATCC 10145
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1BGH MIC % (v/v) 40 >40 40 40
MBC % (v/v) >40 >40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1BGI MIC % (v/v) 40 >40 40 40
MBC % (v/v) >40 >40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1BGJ MIC % (v/v) 40 >40 40 40
MBC % (v/v) >40 >40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2BGH MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2BGl MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/v) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2BGJ MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/v) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3BGH MIC % (v/v) 40 40 30 30
MBC % (V/v) >40 40 >40 >40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3BGI MIC % (viv) 40 40 30 30
MBC % (V/V) >40 40 >40 >40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3BGJ MIC % (v/v) 40 40 30 30
MBC % (v/v) >40 40 >40 >40
Ampicillin 10 mg (mm) 16.00+4.39 33.00+2.16 NA 10.88+2.53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37.00£3.37 29.25+2.99 33.33+0.58 27.38+3.54
Erytromycin 15 mg (mm) 10.75£1.50 27.75+2.99 NA 24.5+2.52
Gentamicin 10 mg (mm) 25.50+1.29 29.75£1.90 21.33+1.53 24+2.53

NA — nema aktivnosti
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Tabela 4.67. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama sa dodatkom 10 % soka od aronije sa dodatkom

kvasca G
o _ Staphylococcus Pseudomonas ]
Usorak Escherichia coli AUreUs seruginosa Bacillus cereus
ATCC 25922 ATCC 7004
ATCC 25923 ATCC 10145

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

1CGH MIC % (v/v) 40 40 30 30

MBC % (v/V) 40 >40 >40 40

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

1CGl MIC % (v/v) 40 40 30 30

MBC % (V/V) 40 >40 >40 40

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

1CGJ MIC % (v/v) 40 40 30 30

MBC % (V/V) 40 >40 >40 40

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

2CGH MIC % (v/v) 30 30 30 30

MBC % (V/V) 40 30 40 30

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

2CGl MIC % (viv) 30 30 30 30

MBC % (v/v) 40 30 40 30

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

2CGJ MIC % (v/v) 30 30 30 30

MBC % (v/v) 40 30 40 30

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

3CGH MIC % (v/v) 40 40 30 30

MBC % (v/v) 40 40 >40 30

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

3CaGl MIC % (v/v) 40 40 30 30

MBC % (v/V) 40 40 >40 30

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

3CGJ MIC % (v/v) 40 40 30 30

MBC % (V/v) 40 40 >40 30
Ampicillin 10 mg (mm) 16,00 + 4,39 33,00+ 2,16 NA 10,88 + 2,53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37,00 + 3,37 29,25+ 2,99 33,33+0,58 27,38 + 3,54
Erytromycin 15 mg (mm) 10,75+ 1,50 27,75+ 2,99 NA 24,50 + 2,52
Gentamicin 10 mg (mm) 25,50+ 1,29 29,75+ 1,90 21,33+ 1,53 24,00 + 2,53

NA — nema aktivnosti
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Tabela 4.68. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama sa dodatkom 20 % soka od aronije sa dodatkom

kvasca G
o _ Staphylococcus Pseudomonas ]
Usorak Escherichia coli AUreUs seruginosa Bacillus cereus
ATCC 25922 ATCC 7004
ATCC 25923 ATCC 10145

1DGH Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

MIC % (v/v) 30 30 30 30

MBC % (v/V) 40 >40 >40 30

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

tbel MIC % (V/V) 30 30 30 30

MBC % (V/V) 40 >40 >40 30

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

1DGJ MIC % (v/v) 30 30 30 30

MBC % (V/V) 40 >40 >40 30

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

2DGH MIC % (v/v) 30 30 30 30

MBC % (V/V) 40 >40 >40 30

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

2DGlI MIC % (viv) 30 30 30 30

MBC % (v/v) 40 >40 >40 40

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

2DGJ MIC % (v/v) 30 30 30 30

MBC % (v/v) 40 >40 >40 40

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

3DGH MIC % (v/v) 40 30 30 30

MBC % (v/v) >40 30 >40 30

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

3DGI MIC % (v/v) 40 30 30 30

MBC % (v/V) >40 30 >40 30

Difuzija diska (mm) NA NA NA NA

3DGJ MIC % (v/v) 40 30 30 30

MBC % (V/v) >40 30 >40 30
Ampicillin 10 mg (mm) 16,00 + 4,39 33,00+ 2,16 NA 10,88 + 2,53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37,00 + 3,37 29,25+ 2,99 33,33+0,58 27,38 + 3,54
Erytromycin 15 mg (mm) 10,75+ 1,50 27,75+ 2,99 NA 24,50 + 2,52
Gentamicin 10 mg (mm) 25,50+ 1,29 29,75+ 1,90 21,33+ 1,53 24,00 + 2,53

NA — nema aktivnosti
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4.4.2.4. Rezultati analiza senzornih svojstava medovine

Proizvodnja medovine sa dodatkom soka od aronije obavljena je sa ciljem stvaranja
novog prehrambenog proizvoda sa poboljSanim funkcionalnim karakteristikama. Hemijska
analiza proizvoda ne moze u potpunosti da definiSe kvalitet datog ptoizvoda, te se veoma Cesto
primijenjuju i subjektivne metode ocjenjivanja kao $to je senzorna analiza, jer prihvatljivost
nekog prehrambenog proizvoda na trziStu od strane potroSaca prvenstveno zavisi od senzornih
svojstava tog proizvoda. 1z tog razloga izvrSena je senzorna analiza proizvedenih medovina, u
kojoj je ucestvovalo pet obucenih ocjenjivaca. Ocjenjivani su izgled, aroma odnosno buke,
kiselost, izbalansiranost, ukus, punoca ukusa, osjecaj u ustima i cjelokupni utisak. Rezultati
senzorne analize prikazani su u Tabelama 4.69-4.76. Benes i sar. (2015) navode da dodatak
voca ili zacina tokom proizvodnje medovine utice na senzorna svojstva, te su iz tog razloga pri
tumacenju rezultata poredene medovine koje su sadrzavale istu koli¢inu dodanog soka od
aronije.

Tabela 4.69. Rezultati senzorne analize za medovine bez dodatka soka od aronije (izgled,
aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca G

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1AGH 0,40 + 0,10 4,50+ 0,50 0,60 + 0,10 1,00 + 0,50
1AGI 0,50 = 0,00 4,50+ 0,00 0,60 + 0,00 1,08 + 0,14
1AGJ 0,43 £ 0,06 4,73+0,25 0,67 + 0,06 1,08 = 0,14
2AGH 0,43 £ 0,06 4,58 £ 0,38 0,57 +£ 0,06 1,17 £0,29
2AGI 0,47 £ 0,06 4,33+0,14 0,57 £ 0,06 1,17 £0,14
2AG) 0,43 £ 0,06 4,63+0,12 0,70 +£ 0,00 1,17 £0,14
3AGH 1,75+ 0,00 3,00 + 0,00 0,50 + 0,00 0,50 + 0,00
3AGI 1,75+ 0,00 3,00 + 0,00 0,75+ 0,00 1,75+ 0,00
3AGJ 1,75+ 0,00 3,50 + 0,00 0,90 + 0,00 1,75+ 0,00

O senzornim svojstvima medovine postoji mali broj istrazivanja, ali se smatra da najveci
uticaj na senzorna svojstva imaju sadrzaj Secera i etanola (Gomes i sar., 2015). Pored njih, vazan
uticaj na senzorna svojstva imaju organske kiseline i jedinjenja koja u svom sastavu sadrze
sumpor (Chittarini 1 sar., 2020). Senzrona svojstva mogu da zavise 1 od razblazenja meda sa
vodom, vrste meda, vrste koriStenog kvasca tokom fermentacije 1 temperature fermentacije
(Benes i sar., 2015).

Senzorna svojstva medovine poticu od zajednickog efekta isparljivih jedinjenja
(alkoholi, estri, karbonilna jedinjenja, isparljivi fenoli, isparljive masne kiseline, terpeni i sl.) i
neisparljivih jedinjenja (Senn, 2020). Tokom alkoholne fermentacije, kvasac proizvodi razlicite
metaboli¢ke produkte koji uticu najvecim dijelom na ukus alkoholnog pica, iako kod medovine
najve¢im dijelom potice od vrste meda koji je koriSten. Vec¢ina nusproizvoda se sintetiSe u
uslovima kada je prisutna veca koli¢ina Secera i drugih hranljivih materija koje kvasac koristi
(Chittaarini i sar., 2020). Medovina dobrog kvaliteta je najcesce Zuta, slatka, gazirana i mutna
zbog prisutnog kvasca (Bahiru i sar. 2001). Nedostaci senzornih svojstava najce$c¢e nastaju
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usljed promjena izazvanih nepozeljnim hemikalijama, interakcijama izmedu hemijskih

jedinjenja i od sirovina koriStenih tokom proizvodnje (Sarba, 2015).

Tabela 4.70. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 5 % soka od aronije

(izgled, aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca G

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1BGH 1,90 £ 0,00 515+0,13 0,75+ 0,00 0,97 + 0,06
1BGI 1,90 + 0,00 4,42 +0,38 0,75+ 0,00 0,93+0,12
1BGJ 1,90 = 0,00 4,83+0,14 0,75+ 0,00 0,97 £ 0,06
2BGH 1,90 = 0,00 5,23 +0,03 0,63 + 0,06 1,00 = 0,00
2BGl 1,90 = 0,00 458+0,14 0,70 £ 0,00 0,87 +0,15
2BGJ 1,90 = 0,00 4,75+ 0,00 0,75+ 0,00 0,93+ 0,06
3BGH 1,90 + 0,00 5,00 + 0,00 0,75+ 0,00 1,00 + 0,00
3BGI 1,90 + 0,00 4,00 + 0,00 0,75+ 0,00 1,00 + 0,00
3BGJ 1,90 + 0,00 492 +0,14 0,75+ 0,00 1,00 + 0,00

Izgled medovine je ocijenjen na skali od 0 do 2, a podrazumijevao je ocijenjivanje boje
1 bistrine medovine. Najveci broj uzoraka A je ocijenjen od 0,40 do 0,50, izuzev uzoraka 3A
koji su ocijenjeni sa 1,75. Kod svih A uzoraka je preovladavala zlatno zuta boja, uz primjetne
Cestice mutnoce kod uzoraka ocijenjenih sa nizim ocjenama. Svi uzorci sa oznakom B su
ocijenjeni sa 1,90, jer su bili znaCajno bistriji u odnosu na uzorke A. Kod uzoraka B je
preovladavala zlatno zuta boja sa primjetnim primjesama crvenkastih nijansi. Uzorci 2C su
ocijenjeni sa 0,40 1 0,42, dok su svi ostali uzorci C ocijenjeni sa 2,0 Sto predstavlja maksimalnu
ocjenu za boju. Ove uzorke je karakterisala potpuno bistra medovina sa narandZasto
crvenkastom bojom. Uzorci D su ocijenjeni od 1,00 (2DGH, 2DGI, 3DGH, 3DGI) do 1,45
(2D@GJ, 3DGJ). Kod uzoraka D su primjetne Cestice mutnoce, a boja je bila crvenkasta sa
primjesama narandzastih tonova. Na osnovu navedenih rezultata moze se primjetiti da je kod
najveceg broja uzoraka medovina djelimi¢no zamucena. Pascoal 1 sar. (2017) navode da se u
medovini mogu primjetiti Cestice koje su porijeklom iz meda, poput zrna polena ili od ostatka
hranljivih materija koje se dodaju tokom fermentacije koje se koriste kao pomoc¢no sredstvo.
Zamucenje medovine moze da se pripiSe flokulaciji kvasca tokom procesa fermentacije ili
mrtvim ¢elijama kvasca po zavrSetku proizvodnje (Pascoal i sar., 2017; Almeida 1 sar., 2020)
ili dodatku azota koji dovodi do zamucenja polaznog rastvora za fermentaciju, a zatim i
medovine (Almeida i sar., 2020). Iz navedenih razloga, nakon zavrSetka fermentacije
preporucuje se dodatak sredstava za bistrenje, a zatim 1 filtriranje.

Aroma i buke predstavljaju jedan od najvaznijih senzornih svojstava, te su ocijenjeni na
skali od 0-6. Kod uzoraka A, aroma je ocijenjena od 3,00 u uzorcima 3AGH i 3AGI do 4,73 u
uzorcima 1AGJ. Uzorci B su ocijenjeni od 4,00 u uzorku 3BGI do 5,23 u uzorku 2BGH. Kod
uzoraka C ocjene su se kretale od 3,25 u uzorku 3CGH do 5,00 u uzorku 2CGJ, a kod uzoraka
D od 3,33 za uzorke 2CGl, 3DGH i 3DGI do 3,53 za uzorke 2DGJ i 3DGJ. Na osnovu
navedenih rezultata moze se vidjeti da su najvise ocjene dobili uzorci B u koje je dodano 5 %
soka od aronije. Na aromu medovine mogu da uticu med, kvasac koriSten tokom fermentacije
i uslovi fermentacije (Pereira i sar., 2019). Gangl i sar. (2018) navode da vrsta kvasca koja se
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koristi dovodi do stvaranja karakteristicnog ukusa, mirisa i arome medovine. Jedinjenja u medu
koja su odgovorna za percepciju arome i osje¢aja u ustima koji igra ulogu u kvalitetu alkoholnih
pi¢a su najCesée isparljiva aromati¢na jedinjenja (Pereira i sar., 2019), a to su najcesce visi
alkoholi, esteri, isparljive kiseline i aldehidi koji nastaju tokom alkoholne fermentacije.
Alcetaldehid predstavlja jedinjenje koje je Cesto zastupljeno u medovinama koji daje svjez,
orasast miris 1 aromu, koji pri ve¢im koncentracijama moze da bude neprijatan, dok voéni 1
slatkasti miris poti¢e od estera (Mendes-Fereira i sar., 2010; Benes i sar., 2015). Tokom
ocjenjivanja medovina, u najve¢em broju uzoraka se osjetila aroma i miris meda, postojale su
izvjesne razlike kod uzoraka u koje je dodana aronija, te je aromatski profil bio drugaciji u
odnosu na kontrolni uzorak, §to tvrde i Chittarini i sar. (2020) gdje je dodatak crne ribizle
znacajno uticao na aromatski profil medovine.

Tabela 4.71. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 10 % soka od aronije
(izgled, aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca G

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1CGH 2,00 £ 0,00 3,33+0,14 1,00+ 0,00 2,00+ 0,00
1CGl 2,00 £ 0,00 3,67+0,29 1,00 £ 0,00 2,00+ 0,00
1CGJ 2,00 + 0,00 4,33+ 0,29 0,77 £ 0,03 1,50 + 0,00
2CGH 0,40 +0,10 4,00 = 0,50 0,60 + 0,10 1,10+ 0,10
2CGl 0,42 +0,10 4,33 +0,38 0,70+ 0,00 0,90+0,17
2CGJ 0,40 +0,10 5,00 + 0,00 0,92+ 0,10 1,87 +0,12
3CGH 2,00 + 0,00 3,25+£0,25 1,00+ 0,00 2,00 £ 0,00
3CGl 2,00 £ 0,00 3,50 £ 0,50 1,00 £ 0,00 2,00+ 0,00
3CGJ 2,00 + 0,00 4,33 + 0,29 0,75+ 0,00 1,50 + 0,00

Tabela 4.72. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 20 % soka od aronije

(izgled, aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca G

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1DGH 1,07 £ 0,06 3,42+0,14 0,65 + 0,05 1,43 £ 0,06
1DGI 1,23+ 0,25 3,50+ 0,00 0,52+0,13 1,10 + 0,00
1DGJ 1,43+0,12 3,50+ 0,00 0,60 +0,10 1,30 £ 0,10
2DGH 1,00 + 0,00 3,50+ 0,00 0,53+ 0,06 1,43 + 0,06
2DGI 1,00 + 0,00 3,33+0,29 0,45+0,18 1,03 £ 0,06
2DGJ 1,45+ 0,18 3,53+ 0,06 0,68 + 0,08 1,40 + 0,10
3DGH 1,00 + 0,00 3,33+0,29 0,60 + 0,10 1,40+ 0,10
3DGI 1,00 + 0,00 3,33+0,29 0,45+0,18 1,03 £ 0,06
3DGJ 1,45+0,18 3,53+0,06 0,65 + 0,09 1,37+ 0,15

Kiselost medovine je ocijenjena na skali od 0 do 2. Kod uzoraka A kiselost je ocijenjena
od 0,50 u uzorku 3AGH do 0,90 u uzorku 3AGJ. Najve¢i broj uzoraka B je ocijenjen sa 0,75,
izuzev 2BGH koji je ocijenjen sa 0,63 i 2BGI koji je ocijenjen sa 0,70. Najmanje ocijenjen
uzorak C je 2CGH (0,60), dok su uzorci 1CGH, 1CGlI, 3CGH i 3CGI ocijenjeni sa 1,00. Od
svih navedenih uzoraka, uzorci D su ocijenjeni sa najnizim ocjenama koje su se kretale od 0,45
za uzorke 2DGI i 3DGI do 0,68 u uzorku 2DGJ. Balogu i Towobola (2017) navode da su sve
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medovine analizirane u njihovom radu ocijenjene kao kisele, na $ta je ukazivala i vrijednost
titracione kiselosti. Niska pH vrijednost medovina koje su prikazane u poglavlju 4.4.2. ukazuju
da su sve proizvedene medovine kisele, iako je kod veceg broja uzoraka kiselost bila primjetna
jednako kao 1 slatkast ukus koji bi mogao poticati od meda, na Sta ukazuju i ocjene
izbalansiranosti koje predstavljaju odnos slasti i kiselosti, a koje su ocijenjene na skali od 0 do
2. Kod uzoraka A ocjene za izbalansiranost se kre¢u od 0,50 u uzorku 3AGH do 1,75 uuzorcima
3AGI 1 3AGJ. Uzorci B su imali relativno slicne ocjene izbalansiranosti koje se kre¢u od 0,93
za uzorke 1BGI i 2BGJ do 1,75 za uzorke 2BGH, 3BGH, 3BGI i 3BGJ. Uzorci C su ocijenjeni
od 0,90 u uzorku 2CGlI do 2,00 u uzorcima 1CGH, 1CGl, 3CGH i 3CGl, ujedno maksimalna
ocjena. Uzorci D su ocijenjeni od 1,03 za uzorke 2DGI i 3DGI do 1,43 za uzorke 1DGH i
2DGH.

Tabela 4.73. Rezultati senzorne analize za medovine bez dodatka soka od aronije (punoca,
ukus, osjecaj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca G

Uzorak Ukus Punoca Osjecaj u Ukupni
(0-3) (0-1) ustima (0-2) utisak (0-3)
1AGH 2,00 £ 0,00 0,70 £ 0,00 1,00 + 0,00 2,25+ 0,05
1AGI 2,00 £ 0,00 0,70+ 0,00 1,00 + 0,00 2,25+ 0,05
1AGJ 2,00 £ 0,00 0,70 £ 0,00 1,00 + 0,00 2,30+ 0,00
2AGH 2,00 £ 0,00 0,72+0,03 1,00 + 0,00 2,25+ 0,05
2AGI 2,00 £ 0,00 0,70+ 0,00 1,00 £ 0,00 2,22+ 0,03
2AGJ 2,00 £ 0,00 0,73+ 0,06 1,00 + 0,00 2,33+0,15
3AGH 1,50 + 0,00 0,58 +0,14 1,50 + 0,00 1,25+ 0,00
3AGI 2,50 + 0,00 0,75+ 0,00 1,75+ 0,00 1,50 + 0,00
3AGJ 2,75+ 0,00 0,90 + 0,00 1,75+ 0,00 2,25+ 0,25

Tabela 4.74. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 5 % soka od aronije

(punoca, ukus, osje¢aj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca G

Uzorak Ukus Punoca Osjecaj u Ukupni
(0-3) (0-1) ustima (0-2) utisak (0-3)
1BGH 1,82 +0,16 0,75+ 0,00 1,25+ 0,00 2,00 + 0,00
1BGI 1,90 + 0,10 0,75+ 0,00 1,33+0,14 2,00 £ 0,00
1BGJ 1,75+ 0,25 0,58 +0,14 0,75+ 0,00 1,58 + 0,14
2BGH 1,80 + 0,09 0,75+ 0,00 1,23+ 0,03 2,03+ 0,06
2BGl 1,93 + 0,06 0,70+ 0,00 1,33+0,14 1,97 £ 0,06
2BGJ 1,92 +0,14 0,58 +0,14 1,25+ 0,00 1,67 £ 0,14
3BGH 2,00+ 0,00 0,75+ 0,00 1,33+0,14 2,00+ 0,00
3BGlI 2,00 £ 0,00 0,75+ 0,00 1,42 +£0,14 2,00 £ 0,00
3BGJ 1,75+ 0,25 0,50 + 0,00 0,83+0,14 1,50 + 0,00

Ukus je ocijenjen na skali od 0-3, a na osnovu rezultata navedenih u Tabelama 4.70-
4.77 moze se vidjeti da je vecina uzoraka dobila visoke ocjene. Uzorci A su ocijenjeni od 1,50
(3AGH) do 2,75 (3AGJ). Uzorci B su ocijenjeni od 1,75 (1BGJ, 3BGJ) do 2,00 (3BGH, 3BGI).
Uzorci C su ocijenjeni od 1,93 (2CGH) do 3,00 (1CGI, 3CGI) Sto predstavlja maksimalne
moguce ocjene, a uzorci D su ocijenjeni od 1,65 (1DGI) do 2,00 (2DGH, 3DGH). Vidrih i
Hribar (2007) navode da ukus, kao i miris medovine najéesc¢e poti¢u od ukusa i mirisa meda
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koji se koriste. Kod ocjenjivanja ukusa medovine, smatra se da ocjenjivaci vise cijene slatkaste
medovine (Gomes i sar., 2015), te da se medovine na osnovu slasti mogu svrstavati u katerogije
slatkih, poluslatkih i suvih medovina (Balogu i Towobola, 2017). Visoka slast medovine potice
od velike koli¢ine SeCera koja zaostane nakon fermentacije (Demewez i Sar. 2012,
gmorgoviéova isar., 2012, Gomes i sar., 2015). Povecéanje slasti u vinima moze da se postigne
povecanjem meda u odnosu na vodu tokom pripreme polaznih rastvora za fermentaciju (Balogu
i Towobola, 2017). Najveci broj medovina je imao visoku slast, dok su se oporost i astrignecija
primjetili samo u uzorcima koji sadrze 20 % soka od aronije, te se navedena oporost pripisuje
aroniji. Pored aronije koja je dodana, na opor i pomalo gorak ukus moze da utice koli¢ina
etanola koja je nastala (Senn, 2020) ali i vrsta kvasca. S. cerevisie daje izrazenu oporost, visoku
kiselost i1 izrazenu trpkost finalnog proizvoda (Sarba, 2015).

Tabela 4.75. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 10 % soka od aronije
(punoca, ukus, osjecaj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca G

Uzorak Ukus Punoca Osjecaj u Ukupni
(0-3) (0-1) ustima (0-2) utisak (0-3)
1CGH 2,50 £ 0,25 0,85+ 0,09 1,75 £ 0,00 2,00 £ 0,00
1CGl 3,00 = 0,00 1,00 £+ 0,00 1,67 +0,14 2,42 +0,14
1CGJ 2,25+0,00 1,00 £+ 0,00 1,75 £ 0,00 2,17+0,29
2CGH 1,93+0,12 0,53 + 0,06 1,53 +£0,06 2,23+ 0,06
2CGl 2,00+ 0,00 0,77 +£ 0,06 1,43 +0,12 2,27 +0,06
2CGJ 2,23 +£0,12 0,73 £0,12 1,60 £ 0,00 2,43+ 0,06
3CGH 2,50 £ 0,25 0,85+ 0,09 1,67 £0,14 2,00 £ 0,00
3CGl 3,00 £+ 0,00 0,97 £ 0,06 1,75 £ 0,00 2,50 £ 0,00
3CGJ 2,33+£0,14 1,00 £ 0,00 1,67 £0,14 2,08 +0,38

Kod ukusa medovine, vaznu ulogu ima i punoc¢a ukusa koja je ocijenjena na skali od 0
do 1. Uzorci A su ocjenjeni od 0,58 za uzorak 3AGH do 0,90 za uzorak 3AGJ. Uzorci B su
ocijenjeni od 0,50 za uzorak 3BGJ do 0,75 za uzorke 1BGH, 1BGI, 2BGH, 3BGH i 3BGI.
Uzorci C su ocijenjeni od 0,53 za uzorak 2CGH do 1,00 za uzorke 1CGI, 1CGJ i 3CGJ, a uzorci
D su ocijenjeni od 0,65 za uzorak 1DGI do 0,75 za uzorak 1DGJ. Osjecaj koji ostaje u ustima
nakon konzumiranja medovine je ocijenjen na skali od 0 do 2. Najveci broj uzoraka A je
ocijenjen sa 1, osim uzoraka 1AGH koji je ocijenjen sa 1,50 i 1AGI i 1AGJ koji su ocijenjeni
sa 1,42. Uzorci B su ocijenjeni od 0,75 za uzorak 1BGJ do 1,42 za uzorak 3BGI. Kod uzoraka
C, ocjene su se kretale od 1,43 u uzorku 2CGl do 1,75 u uzorcima 1CGH, 1CGJ i 3CGl, a kod
uzoraka D ocjene su se kretale od 1,00 u uzorcima 2DGI i 3DGI do 1,47 u uzorku 2DGH.

Ukupni utisak je ocijenjen na skali od 0 do 3. Kod uzoraka A ocjene su se kretale od
1,25 u uzorku 3AGH do 2,33 u uzorku 2AGJ, kod uzoraka B od 1,50 u uzork 3BGJ do 2,03 u
uzorku 2BGH. Kod uzoraka C su zabiljeZene najvece ocjene koje se krecu od 2,00 u uzorcima
1CGH i 3CGH do 2,50 u uzorku 3CGl, a uzorci D su ocjenjeni od 1,67 u uzorku 1DGI do 1,90
uuzorcima 2DGH 1 3DGH. Na osnovu navedenih rezultata moZze se vidjeti da su najvece ocjene
za ukupni utisak dobili uzorci C u koje je dodano 10 % soka od aronije.
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Tabela 4.76. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 20 % soka od aronije

(punoca, ukus, osjecaj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca G

Uzorak Ukus Punoca Osjecaju Ukupni
(0-3) (0-1) ustima (0-2) utisak (0-3)
1DGH 1,83+£0,29 0,73+0,03 1,37+£0,12 1,83+0,06
1DGI 1,65+0,13 0,65+0,13 1,13+0,12 1,67 +0,06
1DGJ 1,80 + 0,00 0,75+ 0,05 1,25+ 0,05 1,70+ 0,10
2DGH 2,00+ 0,00 0,73+0,03 1,47 + 0,06 1,90+0,10
2DGI 1,72 £0,03 0,68+0,16 1,00 £ 0,00 1,70+ 0,10
2DGJ 1,80 +0,00 0,73+0,03 1,27 £0,03 1,87 +£0,12
3DGH 2,00 +0,00 0,72 +0,03 1,40+0,10 1,90+0,10
3DGI 1,72 £0,03 0,68+0,16 1,00 £ 0,00 1,70+ 0,10
3DGJ 1,87 +0,12 0,72 +0,03 1,28 +£0,03 1,80+0,20

157



5. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su sljedec¢i zakljucci:

Hladno cijedeni sok od aronije je pokazao izrazena antioksidativna i antimikorbna
svojstva na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da on predstavlja dobru polaznu sirovinu za
dobijanje medovine ¢ime se teze poboljsati funkcionalne karakteristike finalnog
proizvoda.

Analizom fizicko-hemijskih svojstava tri odabrane vrste meda (cvjetni med, Sumski
med, medljikovac) utvrdeno je da su vrijednosti analiziranih parametara u skladu sa
vaze¢im Pravilnikom, izuzev vrijednosti elektri¢cne provodljivosti u Sumskom medu
koja se moze objasniti viSim sadrzajem pepela.

Primjenom kvalitativnih testova utvrdeno je da su sve tri vrste meda dobijene prirodnim
putem bez tragova falsifikovanja.

Analizom antioksidativnih svojstava tri odabrane vrste meda utvrdeno je da na osnovu
sadrzaja ukupnih fenola, sadrzaja flavonoida, FRAP, DPPH i ABTS testova najbolju
antioksidativnu aktivnost pokazao uzorak medljikovca, zatim Sumskog meda, dok je
najnizu pokazao uzorak cvjetnog meda.

Analizom mikrobioloSkog statusa meda utvrdeno je da su sva tri meda odgovarajuceg
mikrobioloskog kvaliteta bez tragova kontaminacije, uz ¢injenicu da nije detektovana
nijedna vrsta ispitivanih mikroorganizama.

Analizom antimikrobnih svojstava utvrdeno je da je u pogledu MIC i MBC vrijednosti
za bakterije E. coli, B. cereus, S. aureus i P. aeruginosa najbolje rezultate pokazao
Sumski med, neznatno slabiji rezultati dobijeni za uzorak medljikovca, dok je najslabije
rezultate pokazao cvjetni med.

Najvise vrijednosti sadrzaja mineralnih materija (izuzev za Zn i Al), koje mogu da igraju
vaznu ulogu u toku alkoholne fermentacije, su dobijeni za uzorke medljikovca i
Sumskog meda, dok je nize vrijednosti imao uzorak cvjetnog meda.

Nakon izvrSenih analiza tri vrste meda, zbog izraZenih antioksidativnih i antimikrobnih
svojstava, visokog sadrzaja mineralnih materija, kao i fizicko-hemijskih svojstava koji
su u skladu sa vaze¢im regulativama, kao najpogodnija vrsta za nastavak eksperimenta
odabran je uzorak medljikovca.

Tretmani medljikovca koji su podrazumijevali tri temperaturna tretmana, tri tretmana
UV zra¢enjem i devet ultrazvucnih tretmana su imali za cilj da se ispita njihov uticaj na
funkcionalna svojstva sirovine. Na osnovu rezultata provedenih analiza potvrdeno je da
je doslo do znacajnijih promjena u svim parametrima fizicko-hemijske analize.
Analizom antioksidativnih svojstava medljikovca nakon izvrSenih tretmana uoceno je
da su pojedinacni tretmani razli¢ito uticali na antioksidativna svojstva koja su izraZzena
kao sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida, FRAP, DPPH i ABTS testovi, te da su
pojedinacni tretmani doveli do povecanja ali i do smanjenja vrijednosti navedenih
parametara. Postoji znacajna pozitivna linearna korelacija izmedu sadrzaja ukupnih
fenola 1 flavonoida sa testovima FRAP 1 DPPH, a negativna sa ABTS testovima, $to
ukazuje na zavisnost navedenih testova od fenolnih jedinjenja prisutnih u medljikovcu.
U pogledu HPLC analize, od koristenih 10 standarda detektovani su katehin, malvidin
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1 galna kiselina. Kod najveceg broja uzoraka je izmjereno povecanje sadrzaja ovih
jedinjenja u tretiranim uzorcima u odnosu na netretirani medljikovac.

Analizom antimikrobnih svojstava medljikovca nakon primjene temperaturnih
tretmana, tretmana UV zracenjem i ultrazvu¢nih tretmana uoceno je da je za pojedine
uzorke doslo do povecanja, ali i do smanjenja ovih svojstava u pogledu MIC i MBC
vrijednosti za bakterije E. coli, B. cereus, S. aureus i P. aeruginosa.

Primjena tretmana je dovela do znacajnih razlika izmedu tretiranih i netretiranog
medljikovca u pogledu senzornih svojstava, $to je izrazeno kroz ocjenu razlike u boji,
konzistenciji i teksturi, mirisu, ukusu i aromi, ali i cjelokupnom utisku.

Nakon izvrSenih tretamana medljikovca primjenjena je optimizacija pomo¢u RSM
metode, koja je za cilj imala poredenje parametara antioksidativnih svojstava unutar tri
grupe tretmana (temperaturni, ultrazvucni i djelovanje UV zraka). Na osnovu dobijenih
vrijednosti F, p, Adjusted R? i Predicted R?> kao optimalni tretman iz grupe
temperaturnih tretmana odabran je tretman na temperaturi 65 °C u trajanju od 10 min,
iz grupe tretmana UV zracima na 254 nm odabran je tretman trajanja 120 s, a iz grupe
ultrazvucnih tretmana odabran je tretman pri 60 °C u trajanju od 1 min.

U rastvore koji su pripremljeni razblazivanjem tretiranog medljikovca sa vodom dodan
je hladno cijedeni sok od aronije u koli¢inama od 0, 5, 10120 % (v/v). Analizom fizi¢ko-
hemijskih svojstava polaznih rastvora za fermentaciju utvrdeno je da je sa poveéanjem
koli¢ine dodanog soka doslo do pada pH vrijednosti i sadrzaja suve materije, kao i do
povecanja kiselosti i sadrzaja YAN.

Analizom antioksidativnih svojstava polaznih rastvora potvrdeno je da je sa povecanjem
koli¢ine hladno cijedenog soka od aronije doSlo do poboljSanja antioksidativnih
svojstava koja su rezultovala povecanjem sadrzaja ukupnih fenola 1 flavonoida,
poveéanjem FRAP i DPPH, a smanjenjem ABTS vijednosti. U pogledu antimikrobnih
svojstava polaznih rastvora za fermentaciju moze se zakljuciti da ona u najvecem dijelu
zavise od antimikrobnih svojstava, nezavisno od koli¢ine dodanog soka.

Ispitivanjem moguénosti primjene razli¢itih kvasaca u fermentaciji medovine,
ustanovljeno je postojanje statistiCki znacajne razlike u pogledu fermentativnih
karakteristika razli¢itth komercijalnih sojeva pod primijenjenim eksperimentalnim
uslovima. Optimizacija procesa proizvodnje medovine je izvrSena sa ciljem pracenja
kinetike proizvodnje etanola i dobijanje rezultata uklapanja eksperimentalnih podataka
u modifikovanu Gompertz-ovu krivu. Rezultati optimizacije ukazuju na podatke o
trajanju lag faze tokom procesa alkoholne fermentacije, na osnovu ¢ega je uoceno da
lag faza zavisi od vrste 1 koli¢ine dodanog kvasca, te da je u najve¢em broju slucajeva
ova faza fermentacije najkrace trajala u uzorcima u koje je dodan kvasac Fermol Lager
(G), zatim Fermol Associes (E), a najduze za kvasac Spiriferm za koji u pojedinim
uzorcima eksponencjalna faza nije postignuta ni nakon 21 dan. Takode kod veceg broja
uzoraka u koje su dodani kvasci G 1 E je uoceno da je veca koli¢ina kvasca dovela do
brZzeg pocetka eksponencijalne faze, Sto se ne moze primjetiti kod uzoraka sa dodatkom
kvasca F. U najvecem broju uzoraka maksimalna koncentracija etanola je postignuta u
uzorcima sa dodatkom kvasca G. U pogledu dodatka soka od aronije s ciljem postizanja
vece brzine alkoholne fermentacije ne moZe se donijeti jedinstven zakljucak, jer je ova
konstatacija potvrdena samo za jedan dio uzoraka koji su imali istu vrstu i koli¢inu
kvasca.
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Sadrzaj suve materije u polaznim rastvorima za fermentaciju se kretao od 18,00 % do
18,50 %, a nakon zavrSetka fermentacije u granicama od 7,80 % do 11,50 %, §to ukazuje
da je veci dio suve materije iskoriSten u fermentaciji, dok ostatak suve materije moze
da bude posljedica prisustva nefermentabilnih Se¢era u medu. Sadrzaj etanola u
medovinama se kretao od 8,16 vol. % do 14,81 vol. %. Pored sadrzaja suve materije i
sadrzaja etanola uoceno je da je pH vrijednost u medovinama neznatno niza od pH
vrijednosti u polaznim rastvorima za fermentaciju, Sto je vjerovatno posljedica
proizvodnje kiselina tokom alkoholne fermentacije.

Ukoliko se uporede antioksidativna svojstva polaznih rastvora za fermentaciju i
medovina, moze se primjetiti da je kod najveceg broja uzoraka sadrzaj ukupnih fenola
1 flavonoida ve¢i u medovinama nego u polaznim rastvorima za fermentaciju, kao i da
su vrijednosti FRAP i DPPH vise, a vrijednosti ABTS niZe, §to ukazuje na pobolj$anje
funkcionalnih svojstava medovine kao finalnog proizvoda, odnosno ukazuje na
moguénost postojanja uticaja procesa fermentacije i proizvoda koji nastaju u toku
fermentacije na antioksidativna svojstva medovine.

Proizvedene medovine pokazuju zna¢ajnu antimikrobnu aktivnost na bakterije E. coli,
B. cereus, S. aureus i P. aeruginosa. Moze se zakljuciti da ne postoje znacajne razlike
u rezultatima antimikrobnih svojstava u pogledu koli¢ine dodanog soka od aronije, kao
1 vrste 1 koli¢ine upotrijebljenog komercijalnog kvasca.

Senzornom analizom je ustanovljeno da postoje znacajne razlike u medovinama koje
sadrze razlicite koli¢ine soka od aronije, te da se te razlike ogledaju u svim analiziranim
svojstvima. Na osnovu ispitanih parametara, najbolje prosjecne ocjene su uocene u
uzorcima u koje je dodano 10 % soka od aronije.
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Tabela 7.1. Rezultati fizi€ko-hemijske analize medovina

7. PRILOG

bez dodatka voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca E

. Sadr.z'aj' Sadrzaj suve SadrZaj Sadrzaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) etanola (vol. %)
kiselina (g/L) (vol. %) '
1AEH 3,95+0,02 0,22 +£0,06 8,10 +£ 0,09 9,01 £0,70 0,0023 £+ 0,0001
1AEI 3,561+0,02 0,23 +0,05 7,75+0,08 9,26 £0,13 0,0018 + 0,0004
1AEJ 3,44 £ 0,02 0,42 + 0,00 7,58 +0,13 8,96 + 0,07 0,0018 + 0,0001
2AEH 3,59+ 0,04 0,36 + 0,00 8,23+ 0,08 10,28 £ 0,21 0,0010 + 0,0008
2AEI 3,62+0,01 0,34 +0,03 8,30+ 0,00 10,06 £ 0,16 0,0019 + 0,0001
2AE] 3,58 +0,03 0,34 +0,02 8,30+0,00 9,81+0,28 0,0021 + 0,0001
3AEH 3,71+£0,04 0,39+0,03 8,73+0,05 9,563+2,33 0,0169 £ 0,0003
3AEI 3,66 +£ 0,01 0,36 + 0,03 8,77 + 0,05 9,48 +0,24 0,0170 + 0,0001
3AEJ 3,72+ 0,05 0,38 + 0,03 8,67 + 0,05 8,29+0,20 0,0169 + 0,0001
Tabela 7.2. Rezultati fizi€ko-hemijske analize medovina
bez dodatka vo¢nog soka od aronije sa dodatkom kvasca F

. Sadr.z.aj. Sadrzaj suve SadrZaj Sadrzaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) etanola (vol. %)
kiselina (g/L) (vol. %) '

1AFH 3,49+ 0,01 0,19 £0,03 8,10+ 0,13 9,27 +0,17 0,0011 + 0,0004
1AFI 3,34+ 0,07 0,19 £0,03 8,05+0,10 9,54 + 1,08 0,0011 +0,0007
1AFJ 3,36 £ 0,08 0,20 £ 0,08 7,90 +£0,18 9,05+0,13 0,0013 +0,0007
2AFH 3,46 +£ 0,01 0,34 + 0,02 8,93 + 0,05 7,91 £ 1,04 0,0014 + 0,0004
2AFI 3,52+0,16 0,23+ 0,04 8,43 +0,15 9,890 +£0,21 0,0011 +0,0007
2AF] 3,59+0,03 0,32+ 0,02 8,30+ 0,09 10,02 +0,35 0,0018 = 0,0001
3AFH 3,38+ 0,06 0,21 £0,00 9,33 +£0,69 6,85+0,13 0,0162 £ 0,0001
3AFI 3,53 +0,05 0,22 £0,02 10,17 £0,31 7,45 +0,22 0,0163 £ 0,0004
3AF] 3,63 +£0,03 0,29 + 0,02 8,63 £0,05 8,45+0,11 0,0171 £0,0001
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Tabela 7.3. Rezultati fizicko-hemijske analize medovina

sa dodatkom 5 % vocnog soka od aronije sa dodatkom kvasca E

Sadrzaj .. Sadrzaj ..

. o Sadrzaj suve Sadrzaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) etanola (vol. %)
kiselina (g/L) (vol. %) '
1BEH 3,66 +0,01 0,32 +0,02 10,13+0,76 10,49+0,23  0,0013 +0,0012
1BEI 3,63+0,03 0,30 + 0,00 9,20 + 0,63 9,92+0,85  0,0020 + 0,0002
1BEJ 3,61 +0,06 0,28 +£0,03 935+1,03 10,64+0,19 0,0010+0,0010
2BEH 3,67 +0,05 0,43 +£ 0,02 8,13+0,10 10,20+0,28  0,0030 =+ 0,0009
2BEI 3,67 +£0,03 0,43+ 0,02 8,30+0,00 10,25+0,07  0,0026 + 0,0004
2BEJ 3,71+£0,03 0,52 + 0,02 8,10+0,09 10,46+0,26  0,0020 + 0,0015
3BEH  3,74+0,03 0,27 £ 0,00 850+0,00 11,54+269 0,0160 =+ 0,0006
3BEI 3,71+ 0,00 0,27 £0,03 850+0,00 10,06+1,16 0,0156 =+ 0,0000
3BEJ 3,70+ 0,02 0,32 +0,02 8,50 = 0,00 8,13+0,08  0,0155+0,0001
Tabela 7.4. Rezultati fizicko-hemijske analize medovina
sa dodatkom 5 % vocnog soka od aronije sa dodatkom kvasca F

. Sadr_z_aj_ Sadrzaj suve Sadrzaj Sadrzaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) etanola (vol. %)
Kiselina (g/L) (vol. %) '

1BFH 3,44 +0,02 0,16 + 0,02 8,87 +0,05 9,55+0,06 0,0016 +0,0001
1BFI 3,57 +0,05 0,20 £ 0,03 8,70 £0,00 9,37+ 0,33 0,0015 +0,0009
1BFJ 3,60+ 0,02 0,26 + 0,06 12,50 £0,78 11,18 0,31  0,0017 £+ 0,0005
2BFH 3,53+0,11 0,38 0,02 8,80+ 0,32 9,84 +0,12 0,0004 £ 0,0001
2BFI 3,69 + 0,06 0,33+ 0,03 8,60 £0,32 11,26 £ 0,99  0,0004 £+ 0,0000
2BFJ 3,61 £0,05 0,32 +0,03 9,10+0,15 9,62 +0,32 0,0003 £+ 0,0000
3BFH 3,64 +0,01 0,14 + 0,02 8,80 £ 0,09 9,39+0,17 0,0184 £0,0019
3BFI 3,62+ 0,05 0,14 + 0,02 10,35+ 1,51 6,24 + 0,49 0,0165 £ 0,0006
3BFJ 3,67 +0,04 0,16 £0,02 11,17 £ 1,57 7,96 + 1,46 0,0161 £ 0,0006
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Tabela 7.5. Rezultati fizi€ko-hemijske analize medovina

sa dodatkom 10 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca E

Sadrzaj .. Sadrzaj ..

. o Sadrzaj suve Sadrzaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) etanola (vol. %)
kiselina (g/L) (vol. %) '
1CEH 3,50+ 0,03 0,29 £ 0,06 8,62 £0,23 12,02+ 0,92  0,0008 + 0,0002
1CEI 3,60 + 0,04 0,33 £ 0,06 8,33+0,10 10,63+0,25  0,0007 + 0,0000
1CEJ 3,62+ 0,02 0,29 £ 0,03 8,42 £0,04 11,10+ 0,66  0,0010 + 0,0005
2CEH 3,58 +£0,02 0,35+ 0,02 8,02 +£0,04 11,72+ 0,04  0,0033 = 0,0003
2CEl 3,74+ 0,03 0,41 +0,04 8,40 £ 0,00 10,86 £0,27  0,0011 = 0,0008
2CEJ 3,87 +0,02 0,40 + 0,03 8,42 +0,04 10,83 £0,26  0,0024 + 0,0018
3CEH 3,67+0,03 0,23 + 0,02 8,97 £0,14 8,57 £0,34 0,0156 +0,0000
3CEl 3,62+ 0,03 0,28 £ 0,06 9,07 £ 0,05 8,78 £0,72 0,0156 £ 0,0001
3CEJ 3,70 £ 0,03 0,25+ 0,02 9,07 £ 0,29 8,42+0,24  0,0156 +0,0000
Tabela 7.6. Rezultati fizicko-hemijske analize medovina
sa dodatkom 10 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca F

. Sadr_z_aj_ Sadrzaj suve Sadrzaj Sadrzaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) etanola (vol. %)
Kiselina (g/L) (vol. %) '

1CFH 3,65+0,01 0,25+0,03 8,70 £ 0,18 10,39 £0,06  0,0007 = 0,0000
1CFI 3,52 +£0,07 0,26 £0,03 9,02+0,18 10,36 £ 0,24  0,0004 = 0,0002
1CFJ 3,52+0,08 0,27 £0,00 9,10+ 0,28 10,19 £0,56  0,0008 = 0,0001
2CFH 3,54 +0,01 0,24 £ 0,00 7,35 £ 0,05 11,33+ 1,78  0,0033 +0,0016
2CFlI 3,47+ 0,03 0,27 £0,03 7,80 = 0,09 11,89+ 0,24  0,0024 £+ 0,0000
2CFJ 3,48 £ 0,03 0,27 £0,03 8,00 £ 0,00 10,48+ 1,54  0,0020 + 0,0015
3CFH 3,98 + 0,00 0,14 + 0,02 17,20 £ 0,27 0,73+0,43 0,0003 £+ 0,0000
3CFlI 4,03+ 0,01 0,09 + 0,00 16,30 £ 0,54 0,77 £ 0,44 0,0003 £+ 0,0000
3CFKJ 4,00+ 0,01 0,18 £0,05 16,27 £ 0,83 3,28 £2,90 0,0003 £+ 0,0002
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Tabela 7.7. Rezultati fizicko-hemijske analize medovina

sa dodatkom 20 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca E

Sadrzaj .. Sadrzaj ..

. o Sadrzaj suve Sadrzaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) etanola (vol. %)
kiselina (g/L) (vol. %) '
1IDEH  3,67+0,01 0,25+ 0,04 8,93 +0,10 8,82+0,13 0,0052 + 0,0009
1DEI 3,68 £ 0,03 0,25+ 0,04 8,80 £ 0,00 8,43 £0,25 0,0053 £+ 0,0002
1DEJ 3,73 £ 0,05 0,23 + 0,02 9,67 + 0,64 8,78 £0,31 0,0075 £ 0,0028
2DEH 3,78 £ 0,01 0,40 + 0,02 8,50 £ 0,00 12,03 £0,28  0,0028 &+ 0,0005
2DEl 3,75+ 0,05 0,41 +0,04 8,50 £ 0,00 11,51 £0,29  0,0027 = 0,0004
2DEJ 3,71 £ 0,04 0,40 + 0,06 8,40 £ 0,09 11,42 +0,51 0,0028 + 0,0007
3DEH 3,77 £ 0,05 0,23 + 0,02 10,12+0,35 12,17+0,80 0,0016 = 0,0010
3DEI 3,81 +0,04 0,20 + 0,02 9,73 £0,05 12,31 +0,06  0,0001 £+ 0,0000
3DEJ 3,79 £ 0,01 0,21 £0,03 9,77+ 0,10 9,08+ 1,07  0,0006 + 0,0000
Tabela 7.8. Rezultati fizicko-hemijske analize medovina
sa dodatkom 20 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca F

. Sadr_z_aj_ Sadrzaj suve Sadrzaj Sadrzaj metanola

Uzorak pH isparljivih materije (%) etanola (vol. %)
Kiselina (g/L) (vol. %) '

1DFH 3,98 +0,01 0,18 £ 0,00 10,67 £ 0,05 9,04 +£0,29 0,0054 + 0,0004
1DFI 3,95+0,03 0,19+ 0,02 10,53 £ 0,05 9,63 +£0,37 0,0053 £ 0,0001
1DFJ] 3,85+0,01 0,21+ 0,00 10,43 + 0,05 9,10+0,19 0,0058 + 00,0004
2DFH 3,63+ 0,06 0,39+ 0,03 8,30 £ 0,00 12,08 +£0,59  0,0019 = 0,0009
2DFI 3,70 £ 0,04 0,30 £ 0,03 8,07+0,26 11,37+0,40  0,0022 + 0,0003
2DFJ 3,67+0,08 0,29 + 0,02 8,07 +£0,21 11,90+ 0,32  0,0024 £+ 0,0000
3DFH 3,86 £ 0,01 0,12+ 0,00 17,83 £0,10 0,53 +£0,04 0,0002 + 0,0001
3DFI 3,890+ 0,03 0,13+ 0,02 18,00 £ 0,00 0,59+ 0,07 0,0003 £+ 0,0000
3DFJ 3,78+ 0,13 0,28 + 0,04 15,03 +4,44 4,52 £ 4,08 0,0003 £ 0,0001

183



Tabela 7.9. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine
bez dodatka voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca E

Saflrzaj Sadrze.lj FRAP DPPH ABTS

Uzorak ukupnih fenola flavonoida (mmol

(mgGAE/L)  (mgGAEL)  Fe?ymL) (e TE/mL)  (mg TE/mL)
1AEH 277,21 £2,90 174,20+4,03 1,760,003 44,18 £ 0,19 11,74 £ 0,27
1AEI 285,08 + 3,58 178,23 +7,49 1,78 +0,005  43,75+0,83 11,39 £ 0,31
1AEJ 303,08 +£3,88 189,77+9,89  1,85+0,007 43,06+ 0,89 8,92+ 0,20
2AEH 336,35 + 3,09 193,47 + 1,58 1,83 +£0,01 32,17+0,4 10,13 +£0,32
2AEI 356,48 +£10,46 218,80+ 11,04 1,81 +0,02 31,38 £ 0,38 10,92 + 0,62
2AEJ 352,35+2,19 211,40 £2,71 1,93 +0,02 36,11 £0,23 9,16 +1,92
3AEH 375,68 +422 189,87 +3,57 1,98+0,01 42,27+ 1,69 12,43 +0,77
3AEI 379,28 +£5,13 197,80 £ 6,55 2,02+ 0,03 47,07+ 1,12 13,28 + 0,66
3AEJ 381,74 £ 3,97 185,60 £ 3,15 1,92 + 0,02 47,85+ 0,24 16,22 + 0,60

Tabela 7.10. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine
bez dodatka voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca F
Saflrzaj Sadrze_g FRAP DPPH ABTS

Uzorak ukupnih fenola flavonoida (mmol

(MgGAE/L)  (MgGAEL)  Ferymiy R TE/mL)  (mg TE/mL)
1AFH 312,01 £2,61 166,87 + 2,13 1,92 +0,01 39,58 £0,32 10,37 £ 0,52
1AFI 317,01 £10,83 163,20+ 11,74 2,01 £0,01 39,76 £ 0,43 11,21 £0,44
1AR] 301,213 + 3,37 169,00 + 7,32 1,88 + 0,04 40,02 £1,72 8,78 +£ 0,65
2AFH 384,01 £ 1,37 229,66 + 2,66 1,98 £0,03 40,27 +£ 0,90 9,84+ 1,41
2AFI 362,48 £2,99 210,93 £2,73 1,99 +0,12 36,68 £0,78 14,81 + 3,87
2AF] 354,88 £ 1,24 202,86 £2,07 1,85+ 0,02 38,70 £ 0,64 13,04 +£2,78
3AFH 388,28 +£ 3,87 195,47 £ 3,57 1,89 + 0,03 49,12 £ 0,41 11,62 +£0,17
3AFI 467,41 £ 8,34 250,53 £6,76 2,08 £ 0,01 49,58 +£ 0,72 10,63 +£1,08
3AF] 424,54 £ 8,12 224,00 £ 7,42 1,97 £ 0,04 49,83 +£ 0,49 10,71 £ 0,04
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Tabela 7.11. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine

sa dodatkom 5 % vocnog soka od aronije sa dodatkom kvasca E

Saflriaj Sadri'c.lj FRAP DPPH ABTS

Uzorak ukupnih fenola flavonoida (mmol

(Mg GAE/L)  (mgGAEL)  Fe?ymL)  (WeTE/mL) (g TE/mL)
1BEH 379,75 £ 1,80 206,13 £2,19 3,16 £ 0,04 180,39 + 6,74 8,36 + 0,23
1BEI 381,55 +2,77 215,33 £3,12 3,14+0,10 164,26 £ 3,57 9,40 £ 0,63
1BEJ 380,55 +2,31 223,07 + 1,61 3,13£0,07 163,51 +£0,91 8,82+0,59
2BEH 457,61 £ 0,99 229,27 £1,09 2,79 +£ 0,02 201,32 £0,03 6,67 £0,58
2BEI 446,88 + 3,24 215,47 + 2,88 2,86+ 0,02 201,21 +£0,02 7,57 £ 0,40
2BEJ 460,48 £ 6,13 224,93 £ 5,65 2,99 + 0,05 201,20 +£ 0,02 9,16 0,75
3BEH 389,95 +1,73 223,40 £9,94 2,64+ 0,01 173,40 £ 6,74 7,60 £0,31
3BEI 372,01 + 3,08 206,53 £ 1,37 2,99+ 0,10 205,72 £ 3,57 5,93+0,12
3BEJ 393,15+ 16,19 220,60 + 14,53 2,88+ 0,07 164,17 £ 0,91 7,18 £ 0,64

Tabela 7.12. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine
sa dodatkom 5 % vocnog soka od aronije sa dodatkom kvasca F
Saflrzaj Sadrze_g FRAP DPPH ABTS

Uzorak ukupnih fenola flavonoida (mmol

(MgGAE/L)  (MgGAEL)  Ferymiy R TE/mL)  (mg TE/mL)
1BFH 380,41 +£2,12 263,73 £5,87 3,16 £ 0,06 267,87 7,17 7,57 +£0,31
1BFI 397,88 + 3,97 296,80 £ 4,12 3,03+0,01 192,52 £ 8,67 7,45 £0,32
1BFJ 390,41 £ 1,57 281,60 + 1,64 3,19+0,14 174,89 £ 13,9 4,35+0,10
2BFH 526,61 £2,79 305,67 £2,90 3,10+0,01 205,28 £ 6,16 7,30 £ 0,67
2BFI 538,95 +3,19 301,27 £ 10,97 3,13+0,02 213,14 £5,02 8,76 £ 0,51
2BFJ 504,54 + 4,49 275,87 £0,96 3,22+0,02 243,84+ 12,67 7,19 £ 0,08
3BFH 408,68 £17,48 252,27+ 13,53 3,06+ 0,06 350,46+ 11,01 7,66 + 0,50
3BFI 420,75 +£2,42 254,00 £ 8,04 2,89+ 0,06 350,46 £ 4,50 7,92 £ 0,36
3BFJ 409,61 £23,58 228,67 £24,56 298+0,11 375,37+17,58 7,38 £0,22
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Tabela 7.13. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine

sa dodatkom 10 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca E

Saflrzaj Sadrze.lj FRAP DPPH ABTS

Uzorak ukupnih fenola flavonoida (mmol

(Mg GAE/L)  (mgGAEL)  Fe?ymL)  (WeTE/mL) (g TE/mL)
1CEH 470,68 = 0,61 297,40 £ 3,34 4,13£0,00 394,44 £22,54 4,86 + 0,20
1CElI 437,01 +£1,03 268,67 £ 7,30 4,11+£0,02 326,54 £12,67 5,18+ 0,36
1CEJ 469,01 +£1,92 300,27 £2,07 423+0,03 399,85 +32,63 4,89+0,15
2CEH 537,15+4,02 315,47+ 3,18 3,83+0,02 507,31 +15,72 5,00 £ 0,20
2CEl 524,81 + 0,53 286,67 £ 1,88 3,97 +£0,02 458,18 7,16 5,20+ 0,36
2CEJ 539,68 + 3,50 314,40 + 6,84 4,06 + 0,05 483,95+ 6,10 4,81+0,16
3CEH 509,28 + 1,99 341,40 +21,90 4,09 +0,05 394,17 £ 20,06 5,23 £0,06
3CEl 563,81 + 1,15 383,40 £ 9,86 4,14+ 0,05 326,56 £ 5,15 6,10 + 0,06
3CEJ 560,61 + 4,15 374,93 £ 6,59 4,03+0,01 308,27 £26,00 5,74 £ 0,67

Tabela 7.14. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine
sa dodatkom 10 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca F
Saflrzaj Sadrze_g FRAP DPPH ABTS

Uzorak ukupnih fenola flavonoida (mmol

(MgGAE/L)  (MgGAEL)  Ferymiy R TE/mL)  (mg TE/mL)
1CFH 506,48 + 10,98 317,00 + 5,47 3,80 £0,08 354,71+ 13,33 443 +£0,17
1CFI 510,21 +9,88 304,80 + 1,15 3,85+0,01 376,31 £ 8,49 4,64 +0,03
1CFJ 513,08 £9,51 32220+ 1,91 4,09+0,14 343,35+12,23 4,82 +0,26
2CFH 526,35 £3,72 302,07 £ 1,61 3,24+0,04 406,43 +22,50 5,37+0,13
2CFl 540,15 £ 13,62 316,73+ 11,76 3,39+ 0,02 465,73 + 23,41 6,04 = 0,06
2CFJ 521,55 +14,37 313,80+ 14,87 345+0,02 440,42+4151 5,95 £ 0,62
3CFH 527,95+ 1,85 323,83 £1,23 3,61 £0,02 335,39+ 4,84 5,23 +0,13
3CFI 535,75 +£2,79 329,53 + 1,69 3,71£0,02 388,51 +6,93 5,96 £ 0,05
3CHJ 530,21 £ 2,69 326,73 +£ 0,64 3,99 + 0,05 409,21 + 7,85 5,74 £ 0,65
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Tabela 7.15. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine

sa dodatkom 20 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca E

Saflrzaj Sadrze.lj FRAP DPPH ABTS

Uzorak ukupnih fenola flavonoida (mmol

(Mg GAE/L)  (mgGAEL)  Fe?ymL)  (WeTE/mL) (g TE/mL)
1DEH 828,56 + 9,82 611,41 +1,53 5,83+0,16 626,29 + 34,46 4,96 + 0,54
1DEI 835,36 + 18,78 613,28 £8,97 6,02+ 0,17 639,91 +22,79 495+0,14
1DEJ 831,76 £ 5,96 588,98 + 24,02 6,17+0,09 656,61 +30,90 3,69 +£ 0,04
2DEH 812,16 + 2,48 545,41 + 1,51 5,94 + 0,03 608,80 + 5,76 6,78 £0,28
2DElI 814,69 + 6,68 553,48 £ 2,46 5,85 +0,04 645,04 + 9,02 4,29 + 0,55
2DEJ 747,89 + 6,06 478,88 £9,42 6,31 £0,21 646,68+ 11,46 4,26 + 0,09
3DEH 713,89+ 12,87 481,55 +2,87 7,09+£0,01  659,39+18,29 4,12 +0,03
3DEI 727,49 + 8,46 491,81 £6,81 7,05+0,45 657,56 £9,75 3,59+0,13
3DEJ 706,96 + 8,22 466,21 + 8,54 6,97 +0,05 686,44 +37,59 3,74 £ 0,37

Tabela 7.16. Rezultati antioksidativnih svojstava medovine
sa dodatkom 20 % voénog soka od aronije sa dodatkom kvasca F
Saflrzaj Sadrze_g FRAP DPPH ABTS

Uzorak ukupnih fenola flavonoida (mmol

(MgGAE/L)  (MgGAEL)  Ferymiy R TE/mL)  (mg TE/mL)
1DFH 764,96 + 9,91 481,81 £2,11 5,73 £0,03 648,11 +£21,36 2,79 £ 0,05
1DFI 778,16 £ 6,35 487,08 + 1,65 584+0,04 685,63+1233  2.83+0,16
1DR 787,093 + 3,23 493,88 £ 3,41 5,98 +0,05 689,06+ 32,53 3,19+ 0,21
2DFH 647,76 + 9,86 404,48 £ 7,00 4,64 0,27 536,39 £4,27 4,39+0,21
2DFI 685,22 + 4,74 431,35 £ 1,37 5,00+0,12 507,52+ 10,11 2,24 £0,14
2DFJ 670,83 £2,51 419,21 £6,71 5,23 +0,13 515,28 £+7,36 3,77+ 0,37
3DFH 741,49 £ 13,65 556,68 + 0,83 421+0,09 531,42+37,57 3,46 £ 0,45
3DFI 736,96 + 1,89 550,21 £ 2,33 4,62+0,02 597,06 £23,23 3,39+ 0,10
3DFJ 724,16 + 6,36 535,68 + 5,44 492+0,14 617,21 £60,60 3,52+0,12
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Tabela 7.17. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama bez dodatka soka od aronije sa dodatkom kvasca E

o _ Staphylococcus . Pseudomonas
Usorak Escherichia coli AUreUs Bacillus cereus seruginosa
ATCC 25922 ATCC 7004
ATCC 25923 ATCC 10145
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1AEH MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/V) 40 >40 40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1AEI MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) 40 >40 40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1AEJ MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) 40 >40 40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2AEH MIC % (v/v) 30 40 30 30
MBC % (V/V) 40 >40 30 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2AEI MIC % (viv) 30 40 30 30
MBC % (v/v) 40 >40 30 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2AEJ MIC % (v/v) 30 40 30 30
MBC % (v/v) 40 >40 30 30
Difuzija diska (mm) NA *NA NA NA
3AEH MIC % (viv) 30 30 30 <20
MBC % (v/v) 40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3AEI MIC % (v/v) 30 30 30 <20
MBC % (v/V) 40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3AEJ] MIC % (v/v) 30 30 30 <20
MBC % (v/v) 40 >40 >40 30
Ampicillin 10 mg (mm) 16,00 + 4,39 33,00+ 2,16 NA 10,88 +2,53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37,00 + 3,37 29,25+ 2,99 33,33+0,58 27,38 +£ 3,54
Erytromycin 15 mg (mm) 10,75 + 1,50 27,75 £2,99 NA 24,50 +£2,52
Gentamicin 10 mg (mm) 25,50+ 1,29 29,75+ 1,90 21,33 +£1,53 24,00 £2,53

NA — nema aktivnosti
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Tabela 7.18. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama bez dodatka soka od aronije sa dodatkom kvasca F

o _ Staphylococcus . Pseudomonas
Usorak Escherichia coli AUreUs Bacillus cereus seruginosa
ATCC 25922 ATCC 7004
ATCC 25923 ATCC 10145
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1AFH MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/V) 40 40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1AFI MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) 40 40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1AF] MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) 40 40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2AFH MIC % (v/v) 40 40 30 30
MBC % (V/V) 40 >40 30 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2AFI MIC % (v/v) 40 40 30 30
MBC % (v/v) 40 >40 30 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2AF] MIC % (v/v) 40 40 30 30
MBC % (v/v) 40 >40 30 30
Difuzija diska (mm) NA *NA NA NA
3AFH MIC % (viv) 30 30 30 30
MBC % (v/v) 40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3AFI MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/V) 40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3AF] MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/v) 40 >40 >40 30
Ampicillin 10 mg (mm) 16,00 + 4,39 33,00+ 2,16 NA 10,88 +2,53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37,00 + 3,37 29,25+ 2,99 33,33+0,58 27,38 +£ 3,54
Erytromycin 15 mg (mm) 10,75 + 1,50 27,75 £2,99 NA 24,50 +£2,52
Gentamicin 10 mg (mm) 25,50+ 1,29 29,75+ 1,90 21,33 +£1,53 24,00 £2,53

NA — nema aktivnosti
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Tabela 7.19. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama sa dodatkom 5 % soka od aronije sa dodatkom

kvasca E
o _ Staphylococcus . Pseudomonas
Usorak Escherichia coli AUreUs Bacillus cereus seruginosa
ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 7004 ATCC 10145
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1BEH MIC % (v/v) 30 40 30 30
MBC % (v/V) 40 >40 40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1BEI MIC % (v/v) 30 40 30 30
MBC % (V/V) 40 >40 40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1BEJ] MIC % (v/v) 30 40 30 30
MBC % (V/V) 40 >40 40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2BEH MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) 40 40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2BEI MIC % (viv) 30 30 30 30
MBC % (v/v) 40 40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2BEJ MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/v) 40 40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA *NA NA NA
3BEH MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/v) 40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3BEI MIC % (viv) 30 30 30 30
MBC % (v/V) 40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3BEJ MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/v) 40 >40 >40 30
Ampicillin 10 mg (mm) 16,00 + 4,39 33,00+ 2,16 NA 10,88 +2,53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37,00 + 3,37 29,25+ 2,99 33,33+0,58 27,38 £ 3,54
Erytromycin 15 mg (mm) 10,75 + 1,50 27,75 £ 2,99 NA 24,50 + 2,52
Gentamicin 10 mg (mm) 25,50+ 1,29 29,75+ 1,90 21,33+£1,53 24,00 £2,53

NA-nema aktivnosti
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Tabela 7.20. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama sa dodatkom 5 % soka od aronije sa dodatkom

kvasca F
o _ Staphylococcus . Pseudomonas
Usorak Escherichia coli AUreUs Bacillus cereus seruginosa
ATCC 25922 ATCC 7004
ATCC 25923 ATCC 10145
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1BFH MIC % (v/v) 30 30 30 <20
MBC % (v/V) 40 >40 30 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1BFI MIC % (v/v) 30 30 30 <20
MBC % (V/V) 40 >40 30 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1BFJ MIC % (v/v) 30 30 30 <20
MBC % (V/V) 40 >40 30 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2BFH MIC % (v/v) 30 <20 40 30
MBC % (V/V) 30 >40 40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2BFI MIC % (v/v) 30 <20 40 30
MBC % (v/v) 30 >40 40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2BFJ MIC % (v/v) 30 <20 40 30
MBC % (v/v) 30 >40 40 30
Difuzija diska (mm) NA *NA NA NA
3BFH MIC % (v/v) 30 40 30 30
MBC % (v/v) 40 40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3BFI MIC % (viv) 30 40 30 30
MBC % (v/V) 40 40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3BFJ MIC % (v/v) 30 40 30 30
MBC % (V/v) 40 40 >40 30
Ampicillin 10 mg (mm) 16,00 + 4,39 33,00+ 2,16 NA 10,88 +2,53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37,00 + 3,37 29,25+ 2,99 33,33+0,58 27,38 £ 3,54
Erytromycin 15 mg (mm) 10,75 + 1,50 27,75 £ 2,99 NA 24,50 + 2,52
Gentamicin 10 mg (mm) 25,50+ 1,29 29,75+ 1,90 21,33+£1,53 24,00 £2,53

NA-nema aktivnosti
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Tabela 7.21. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama sa dodatkom 10 % soka od aronije sa dodatkom

kvasca E
o _ Staphylococcus . Pseudomonas
Usorak Escherichia coli AUreUs Bacillus cereus seruginosa
ATCC 25922 ATCC 7004
ATCC 25923 ATCC 10145
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1CEH MIC % (v/v) 30 40 30 30
MBC % (v/V) 40 >40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1CEl MIC % (v/v) 30 40 30 30
MBC % (V/V) 40 >40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1CEJ MIC % (v/v) 30 40 30 30
MBC % (V/V) 40 >40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2CEH MIC % (v/v) 30 30 30 <20
MBC % (V/V) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2CEl MIC % (viv) 30 30 30 <20
MBC % (v/v) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2CEJ MIC % (v/v) 30 30 30 <20
MBC % (v/v) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA *NA NA NA
3CEH MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/v) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3CEl MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/V) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3CEJ MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/v) 40 30 >40 30
Ampicillin 10 mg (mm) 16,00 + 4,39 33,00+ 2,16 NA 10,88 +2,53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37,00 + 3,37 29,25+ 2,99 33,33+0,58 27,38 £ 3,54
Erytromycin 15 mg (mm) 10,75 + 1,50 27,75 £ 2,99 NA 24,50 + 2,52
Gentamicin 10 mg (mm) 25,50+ 1,29 29,75+ 1,90 21,33+£1,53 24,00 £2,53

NA-nema aktivnosti
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Tabela 7.22. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama sa dodatkom 10 % soka od aronije sa dodatkom

kvasca F
o _ Staphylococcus . Pseudomonas
Usorak Escherichia coli AUreUs Bacillus cereus seruginosa
ATCC 25922 ATCC 7004
ATCC 25923 ATCC 10145
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1CFH MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/V) 40 >40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1CFI MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) 40 >40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1CHJ MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) 40 >40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2CFH MIC % (V/V) 30 30 <20 <20
MBC % (V/V) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2CFI MIC % (viv) 30 30 <20 <20
MBC % (v/v) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2CFJ MIC % (v/v) 30 30 <20 <20
MBC % (v/v) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA *NA NA NA
3CFH MIC % (V/v) >40 40 40 40
MBC % (V/v) >40 40 >40 >40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3CFI MIC % (V/V) >40 40 40 40
MBC % (v/V) >40 40 >40 >40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3CHJ MIC % (v/v) >40 40 40 40
MBC % (V/v) >40 40 >40 >40
Ampicillin 10 mg (mm) 16,00 + 4,39 33,00+ 2,16 NA 10,88 +2,53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37,00 + 3,37 29,25+ 2,99 33,33+0,58 27,38 £ 3,54
Erytromycin 15 mg (mm) 10,75 + 1,50 27,75 £ 2,99 NA 24,50 + 2,52
Gentamicin 10 mg (mm) 25,50+ 1,29 29,75+ 1,90 21,33+£1,53 24,00 £2,53

NA-nema aktivnosti
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Tabela 7.23. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama sa dodatkom 20 % soka od aronije sa dodatkom

kvasca E
o _ Staphylococcus . Pseudomonas
Usorak Escherichia coli AUreUs Bacillus cereus seruginosa
ATCC 25922 ATCC 7004
ATCC 25923 ATCC 10145
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1DEH MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (v/V) >40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1DEI MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) >40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1DEJ MIC % (v/v) 30 30 30 30
MBC % (V/V) >40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2DEH MIC % (v/v) 30 30 30 <20
MBC % (V/V) 40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2DEI MIC % (viv) 30 30 30 <20
MBC % (v/v) 40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2DEJ MIC % (v/v) 30 30 30 <20
MBC % (v/v) 40 >40 >40 30
Difuzija diska (mm) NA *NA NA NA
3DEH MIC % (v/v) 30 30 <20 <20
MBC % (v/v) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3DElI MIC % (viv) 30 30 <20 <20
MBC % (v/V) 40 30 >40 30
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3DEJ MIC % (V/v) 30 30 <20 <20
MBC % (V/v) 40 30 >40 30
Ampicillin 10 mg (mm) 16,00 + 4,39 33,00+ 2,16 NA 10,88 + 2,53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37,00 + 3,37 29,25+ 2,99 33,33+0,58 27,38 + 3,54
Erytromycin 15 mg (mm) 10,75+ 1,50 27,75+ 2,99 NA 24,50 + 2,52
Gentamicin 10 mg (mm) 25,50+ 1,29 29,75+ 1,90 21,33+1,53 24,00 + 2,53

NA-nema aktivnosti

194



Tabela 7.24. Antimikrobna aktivnost medovina i diskova sa antibioticima (pre¢nik inhibicione
zone), minimalna inhibitorna (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracija medovina
na rast bakterijskih kultura u medovinama sa dodatkom 20 % soka od aronije sa dodatkom

kvasca F
o _ Staphylococcus . Pseudomonas
Usorak Escherichia coli AUreUs Bacillus cereus seruginosa
ATCC 25922 ATCC 7004
ATCC 25923 ATCC 10145
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1DFH MIC % (V/v) >40 40 30 30
MBC % (v/V) >40 40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1DFI MIC % (v/v) >40 40 30 30
MBC % (V/V) >40 40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
1DFJ MIC % (v/v) >40 40 30 30
MBC % (V/V) >40 40 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2DFH MIC % (V/V) 30 30 <20 <20
MBC % (V/V) 40 30 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2DFI MIC % (v/v) 30 30 <20 <20
MBC % (v/v) 40 30 >40 40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
2DFJ MIC % (v/v) 30 30 <20 <20
MBC % (v/v) 40 30 >40 40
Difuzija diska (mm) NA *NA NA NA
3DFH MIC % (V/v) >40 >40 40 40
MBC % (v/v) >40 >40 >40 >40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3DFI MIC % (V/v) >40 >40 40 40
MBC % (v/v) >40 >40 >40 >40
Difuzija diska (mm) NA NA NA NA
3DFJ MIC % (V/v) >40 >40 40 40
MBC % (V/v) >40 >40 >40 >40
Ampicillin 10 mg (mm) 16,00 + 4,39 33,00+ 2,16 NA 10,88 + 2,53
Ciprofloxacin 5 mg (mm) 37,00 + 3,37 29,25+ 2,99 33,33+0,58 27,38 + 3,54
Erytromycin 15 mg (mm) 10,75+ 1,50 27,75+ 2,99 NA 24,50 + 2,52
Gentamicin 10 mg (mm) 25,50+ 1,29 29,75+ 1,90 21,33+1,53 24,00 + 2,53

NA-nema aktivnosti
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Tabela 7.25. Rezultati senzorne analize za medovine bez dodatka soka od aronije (izgled,
aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca E

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1AEH 0,40+ 0,10 2,50+ 0,00 0,00 = 0,00 0,25 +0,25
1AEI 0,50+ 0,00 2,50+ 0,00 0,00 £+ 0,00 0,53+ 0,06
1AEJ 0,47 + 0,06 2,50+ 0,00 0,00 £+ 0,00 0,57+ 0,06
2AEH 0,40 + 0,00 2,50+ 0,00 0,00 £+ 0,00 0,42 +0,14
2AEI 0,50+ 0,00 2,42 +0,14 0,00 £+ 0,00 0,53+ 0,06
2AEJ 0,47 +£ 0,06 2,33+0,14 0,00 = 0,00 0,53+ 0,06
3AEH 1,50 + 0,00 3,75+ 0,25 0,00 £+ 0,00 0,50+ 0,00
3AEI 1,50 + 0,00 4,75+ 0,25 0,75 + 0,00 1,50 + 0,00
3AEJ 1,50 +£ 0,00 5,17+£0,29 0,50 + 0,00 1,00 £ 0,00

Tabela 7.26. Rezultati senzorne analize za medovine bez dodatka soka od aronije (izgled,
aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca F

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1AFH 0,40 £0,10 4,75 £0,25 0,23 +0,03 0,50 £ 0,00
1AFI 0,50 +£0,00 4,50 £ 0,00 0,27 +£0,03 0,50 £ 0,00
1AF] 0,50 £ 0,00 4,75 £0,25 0,27 +£0,03 0,50 £ 0,00
2AFH 0,47 £ 0,06 4,67 +0,14 0,25+ 0,00 0,47 £ 0,06
2AFI 0,50 += 0,00 4,50 £ 0,00 0,28 + 0,03 0,47 + 0,06
2AF] 0,50 £ 0,00 4,67 £0,29 0,25 + 0,00 0,57 £ 0,06
3AFH 1,50 + 0,00 5,25 +0,25 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
3AFI 1,50 £ 0,00 2,00 £ 0,00 0,58 £0,14 1,00 £ 0,00
3AF] 1,50 + 0,00 1,50 + 0,00 0,00 + 0,00 0,25 +0,25

Tabela 7.27. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 5 % soka od aronije

(izgled, aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca E

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1BEH 1,90 + 0,00 5,00 = 0,00 1,00 + 0,00 2,00 £ 0,00
1BEI 1,90 + 0,00 4,58 +£0,38 0,53 +£ 0,06 1,42+ 0,14
1BEJ 1,90 + 0,00 4,08 +0,14 0,60 +0,10 1,35+ 0,13
2BEH 1,90 + 0,00 5,00 +£0,25 0,57+ 0,06 1,50+ 0,00
2BEI 1,90 + 0,00 4,67 +0,29 0,50 + 0,00 1,50 + 0,00
2BEJ 1,90 + 0,00 4,17+0,14 0,63 + 0,06 1,33+0,14
3BEH 1,90 + 0,00 5,08+0,14 1,00 + 0,00 2,00 £ 0,00
3BEI 1,90 + 0,00 4,50 £ 0,50 0,50 0,00 1,33+0,14
3BEJ 1,90 + 0,00 4,00+ 0,00 0,50 +0,00 1,50+ 0,00

196



Tabela 7.28. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 5 % soka od aronije

(izgled, aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca F

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1BFH 1,90 = 0,00 4,33+0,14 0,50 £ 0,00 0,38 +0,13
1BFI 1,90 = 0,00 4,83+0,14 0,60 £+ 0,00 0,40+ 0,10
1BFJ 1,90 = 0,00 5,15+0,13 0,60 £+ 0,00 0,43+0,12
2BFH 1,90 + 0,00 4,25+ 0,00 0,57+ 0,06 0,40+0,10
2BFlI 1,90 + 0,00 4,75 £ 0,00 0,68 +£0,08 0,47 £0,06
2BFJ 1,90 + 0,00 5,25+ 0,00 0,63 £0,06 0,50 +£0,00
3BFH 1,90 + 0,00 4,25+0,25 0,00 £ 0,00 0,33+0,14
3BFI 1,90 + 0,00 4,83 +£0,14 0,00 £ 0,00 0,42 +0,14
3BFJ 1,50 + 0,00 5,00 += 0,00 0,00 £ 0,00 0,42+0,14

Tabela 7.29. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 10 % soka od aronije

(izgled, aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca E

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1CEH 2,00 + 0,00 5,33 +£0,29 1,00 = 0,00 2,00+ 0,00
1CEl 2,00 + 0,00 5,25 +0,00 0,95+ 0,00 1,67 +0,14
1CEJ 2,00 + 0,00 5,17+0,14 0,93 + 0,06 1,93 £ 0,06
2CEH 2,00 + 0,00 5,50 £ 0,00 0,95+ 0,05 1,97 £ 0,06
2CEl 2,00 + 0,00 5,08+0,14 0,92 £ 0,03 1,73 £ 0,03
2CEJ 2,00 £ 0,00 5,23+ 0,03 0,93 £ 0,06 1,90 +£ 0,10
3CEH 2,00 + 0,00 542+0,14 1,00 £ 0,00 2,00 + 0,00
3CEl 2,00 £ 0,00 5,17+0,14 0,93 £ 0,03 1,75+ 0,00
3CEJ 2,00 £ 0,00 5,17+0,14 0,97 +£ 0,06 1,97 £ 0,06

Tabela 7.30. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 10 % soka od aronije

(izgled, aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca F

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1CFH 2,00+ 0,00 4,93 £0,06 0,30 £ 0,00 0,63 +£0,06
1CFI 2,00+ 0,00 4,87 £0,06 0,30 £ 0,00 0,70 £0,10
1CFJ 2,00+ 0,00 4,90+0,10 0,30 £ 0,00 0,67 £0,06
2CFH 0,70+ 0,10 4,97 £ 0,06 0,30+ 0,00 0,67 £0,06
2CFlI 0,77 + 0,06 4,87 £0,06 0,30+ 0,00 0,73 £0,06
2CFJ 0,70+ 0,10 490+ 0,10 0,30+ 0,00 0,70 £0,10
3CFH 0,70+ 0,10 490+ 0,10 0,30+ 0,00 0,70 £0,10
3CFI 0,70+ 0,10 490+ 0,10 0,30+ 0,00 0,70 £0,10
3CFJ 0,70+ 0,10 4,90+0,10 0,30 £ 0,00 0,70 £0,10
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Tabela 7.31. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 20 % soka od aronije

(izgled, aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca E

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1DEH 1,67+0,14 5,08 £0,14 0,97 + 0,06 1,87 +£0,12
1DEI 1,83 +£0,29 3,92+0,14 1,50+ 0,00 1,97 £ 0,06
1DEJ 1,58 +0,14 4,00+ 043 1,67 0,29 1,95 +£0,05
2DEH 1,92+ 0,14 5,33 +£0,29 0,97 + 0,06 1,90 £0,10
2DEl 1,83 +0,29 4,00 £ 0,00 1,50 + 0,00 1,97 £ 0,06
2DEJ 1,67 +0,29 4,00 £ 0,50 1,50 + 0,50 1,93 + 0,06
3DEH 1,75 +0,25 5,17+0,29 1,00 + 0,00 2,00 £ 0,00
3DEI 1,83 +0,29 4,00 £ 0,00 1,33 +0,29 2,00 £ 0,00
3DEJ 1,78+ 0,29 4,25+ 0,00 1,25+ 0,29 2,00 £ 0,00

Tabela 7.32. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 20 % soka od aronije

(izgled, aroma/buke, kiselost i izbalansiranost) sa dodatkom kvasca F

Uzorak Izgled Aroma/buke Kiselost Izbalansiranost
(0-2) (0-6) (0-2) (0-2)
1DFH 0,90 + 0,00 5,25+0,25 0,57 £ 0,06 1,40 +0,10
1DFI 0,90 + 0,00 5,25+0,25 0,20 = 0,00 0,53 +£0,25
1DFJ 0,90 + 0,00 5,50 £ 0,00 0,40 + 0,00 1,07 £0,12
2DFH 1,00 = 0,00 3,37+0,15 0,10+ 0,00 0,10+ 0,00
2DFI 2,00 + 0,00 3,50+ 0,50 0,32+0,16 0,22 £ 0,03
2DFJ 1,25+0,25 4,17 +£0,29 0,67 +0,14 1,00+ 0,17
3DFH 1,00 £+ 0,00 3,37+0,15 0,07 + 0,06 0,07 + 0,06
3DFI 2,00 + 0,00 3,50+ 0,50 0,20 + 0,00 0,20 £ 0,00
3DFJ 1,25+0,25 4,17 £ 0,29 0,58 +£0,14 0,93 +£0,25

Tabela 7.33. Rezultati senzorne analize za medovine bez dodatka soka od aronije (punoca,
ukus, osjecaj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca E

Uzorak Ukus Punoca Osjecaj u ustima  Ukupni utisak
(0-3) (0-1) (0-2) (0-3)
1AEH 1,00 + 0,00 0,40+0,10 0,50+ 0,00 1,50 + 0,00
1AEI 0,10+ 0,00 0,40+ 0,00 0,50+ 0,00 1,50 + 0,00
1AEJ] 1,00 £ 0,00 0,50+0,01 0,50+ 0,00 1,50 + 0,00
2AEH 0,97 + 0,06 0,43+0,12 0,57 +0,12 1,67+0,14
2AEI 1,07 £0,12 0,43+ 0,06 0,47 £ 0,06 1,62 +0,13
2AEJ] 1,00 £ 0,00 0,53+ 0,06 0,57+ 0,06 1,50 £ 0,00
3AEH 2,00 £0,00 0,67 +0,14 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
3AEI 2,50+ 0,00 0,75+ 0,00 1,00 £ 0,00 1,50 £ 0,00
3AEJ 2,17 +£0,29 0,60 + 0,00 1,50 + 0,00 1,75+ 0,00
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Tabela 7.34. Rezultati senzorne analize za medovine bez dodatka soka od aronije ((punoca,
ukus, osjecaj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca F

Uzorak Ukus Punoca Osjecaj u ustima  Ukupni utisak
(0-3) (0-1) (0-2) (0-3)
1AFH 1,50 + 0,00 0,27 +£ 0,06 0,92 + 0,14 1,87 £0,15
1AFI 1,50 £ 0,00 0,30 + 0,00 1,00 + 0,00 1,77 £0,12
1AF] 1,50 £ 0,00 0,30 + 0,00 1,00 + 0,00 1,80 +£0,10
2AFH 1,53 £0,06 0,30 £ 0,00 0,83 +0,14 1,83 +£0,12
2AFI 1,42 £ 0,14 0,27 £0,03 1,00 £ 0,00 1,83 +0,12
2AF] 1,58 £0,14 0,33 £ 0,06 1,00 £ 0,00 1,80 £ 0,10
3AFH 1,25 +0,25 0,50 £ 0,00 0,50 £ 0,00 1,00 £ 0,00
3AFI 1,50 £ 0,00 0,50 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,50 £ 0,00
3AF] 1,00 £ 0,00 0,33 +0,14 0,25+ 0,00 0,75 £ 0,00

Tabela 7.35. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 5 % soka od aronije

(punoca, ukus, osjecaj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca E

Uzorak Ukus Punoca Osjecaj u ustima  Ukupni utisak
(0-3) (0-1) (0-2) (0-3)
1BEH 2,97 £ 0,06 1,10+ 0,10 2,08+0,14 3,00+ 0,00
1BEI 2,00 £0,00 0,75+0,00 1,70+ 0,05 2,08+0,14
1BEJ 1,83+£0,29 1,75+ 0,00 1,83+£0,29 2,25+0,25
2BEH 2,73+0,06 1,07 +£0,15 2,08+0,14 3,00+ 0,00
2BEI 2,00+ 0,10 0,90 £ 0,00 1,70 £ 0,05 2,17+0,14
2BEJ 1,75+ 0,25 1,65+ 0,13 1,75+ 0,25 2,25+ 0,25
3BEH 3,00 +£0,00 1,00 + 0,00 2,00+ 0,00 3,00+ 0,00
3BEI 2,00+ 0,00 0,75+0,00 1,75+ 0,00 2,00 +0,00
3BEJ 2,00+ 0,00 1,75+0,00 2,00+ 0,00 2,50 = 0,00

Tabela 7.36. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 5 % soka od aronije

(punoca, ukus, osjecaj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca F

Uzorak Ukus Punoca Osjecaj u Ukupni
(0-3) (0-1) ustima (0-2) utisak (0-3)
1BFH 1,00 + 0,00 0,25+ 0,00 0,50 + 0,00 1,17 £ 0,14
1BFI 1,17+ 0,29 0,92+ 0,14 0,53+ 0,06 1,17+0,14
1BFJ 1,25+ 0,25 1,00 +£ 0,00 0,53+ 0,06 1,25+ 0,00
2BFH 1,13+0,12 0,25+ 0,00 0,50 + 0,00 1,08 £ 0,14
2BFI 1,33+0,29 0,93+ 0,06 0,57 +0,06 1,25+ 0,00
2BFJ 1,17 £ 0,14 1,08 £ 0,14 0,50 + 0,00 1,17 £ 0,14
3BFH 1,00 + 0,00 0,25+ 0,00 0,50 + 0,00 1,17 £ 0,14
3BFI 1,00 + 0,00 0,25+ 0,00 0,50 + 0,00 1,17 £ 0,14
3BFJ 1,00 + 0,00 0,25+ 0,00 0,50 + 0,00 1,17 £ 0,14
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Tabela 7.37. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 10 % soka od aronije

(punoca, ukus, osjecaj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca E

Uzorak Ukus Punoca Osjecaj u ustima  Ukupni utisak
(0-3) (0-1) (0-2) (0-3)
1CEH 3,00+ 0,00 1,00 + 0,00 2,50 + 0,50 3,00+ 0,00
1CEl 2,67 +0,14 0,97 + 0,06 2,67 +0,29 2,58 + 0,14
1CEJ 2,58 +0,14 0,97 + 0,06 1,90+ 0,10 2,67 +0,14
2CEH 2,92 +0,14 0,97 + 0,06 2,33 +0,58 2,92 +0,14
2CEl 2,67 +0,14 0,97 £ 0,06 2,50 + 0,00 2,67 +0,14
2CEJ 2,58 £ 0,14 0,97 £ 0,06 1,83 £ 0,06 2,67 +0,14
3CEH 3,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 2,33+0,58 2,92+0,14
3CEl 2,75+ 0,00 1,00 + 0,00 2,50 + 0,50 2,67 +0,14
3CEJ 2,58 +0,14 1,00 + 0,00 1,90+ 0,01 2,67 +0,14

Tabela 7.38. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 10 % soka od aronije

(punoca, ukus, osjecaj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca F

Uzorak Ukus Punoca Osjecaj u Ukupni
(0-3) (0-1) ustima (0-2) utisak (0-3)
1CFH 1,63+0,15 0,70 + 0,00 1,00 + 0,00 1,87 +0,12
1CFI 1,70+ 0,10 0,70+ 0,10 1,00 + 0,00 1,83 + 0,06
1CFJ 1,63+0,15 0,73+ 0,06 1,07 +£0,12 1,80 + 0,00
2CFH 1,70+ 0,10 0,70 + 0,00 1,00 + 0,00 1,80 + 0,00
2CFI 1,70 + 0,00 0,70+ 0,00 1,00 + 0,00 1,80 + 0,00
2CFJ 1,70+0,10 0,77 £ 0,06 1,00 + 0,00 1,80 + 0,00
3CFH 1,63 +0,15 0,73+ 0,06 1,00 + 0,00 1,80 + 0,00
3CFI 1,63 +0,15 0,73+ 0,06 1,00 + 0,00 1,80 + 0,00
3CFJ 1,63+0,15 0,77 £ 0,06 1,00 + 0,00 1,80 + 0,00

Tabela 7.39. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 20 % soka od aronije

(punoca, ukus, osje¢aj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca E

Uzorak Ukus Punoca Osjecaj u Ukupni
(0-3) (0-1) ustima (0-2) utisak (0-3)
1DEH 2,83+0,14 0,97 £ 0,06 1,97 + 0,06 2,92 + 0,03
1DEI 2,72+ 0,20 0,97 + 0,06 1,85+ 0,15 2,75+ 0,05
1DEJ 2,95+ 0,05 0,92 +0,08 1,87 +0,12 2,67+0,12
2DEH 2,92+0,14 0,97 + 0,06 1,90 +0,10 2,87 £ 0,06
2DEI 2,67+0,29 1,00 + 0,00 1,83+0,15 2,70+ 0,00
2DEJ 2,92+0,14 1,00 + 0,00 1,90 +£0,10 2,73+ 0,06
3DEH 3,00+0,00 1,00 + 0,00 2,00+ 0,00 2,87 £ 0,06
3DEI 3,00+0,00 1,00 + 0,00 1,93+0,12 2,70+ 0,10
3DEJ 3,00 = 0,00 1,00 + 0,00 1,93+0,12 2,70+ 0,10
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Tabela 7.40. Rezultati senzorne analize za medovine sa dodatkom 20 % soka od aronije

(punoca, ukus, osjecaj u ustima i ukupni utisak) sa dodatkom kvasca F

Uzorak Ukus Punoca Osjecaj u ustima  Ukupni utisak
(0-3) (0-1) (0-2) (0-3)
1DFH 2,37 +0,15 0,73+0,06 1,60+ 0,10 2,23 +0,06
1DFI 0,60 +0,10 0,60+ 0,10 1,07+ 0,12 1,70 £ 0,10
1DFJ 1,25+0,25 0,67 + 0,06 1,50 + 0,00 2,00+ 0,00
2DFH 0,75+0,25 0,10+ 0,00 0,33+0,29 0,50 + 0,00
2DFI 0,67 £0,29 0,20+ 0,00 0,33+0,15 0,50+0,10
2DFJ 1,63 +0,15 0,58 £ 0,14 1,10+ 0,10 1,50 + 0,00
3DFH 0,33+0,58 0,07 £ 0,06 0,17 £0,29 0,40+0,17
3DFI 0,50 + 0,50 0,17 £ 0,06 0,23+0,25 0,43+0,15
3DFJ 1,60 +£0,17 0,50+ 0,00 1,00 + 0,00 1,50 + 0,00
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Osaj Obpazay uunu cacmasHu 0eo OOKMOpPCKe oucepmayuje, 0OHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEeMHU4K02 npojekma Koju ce opanu Ha Ynusepzumemy y Hosom
Caoy. llonywen Obpaszay ykopuuumu uza mexcma OOKMOpcKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUYKO2 NPojeKma.

[Inan TpeTMana nojgaraka

Ha3us npojekTa/mcrpaxknBama

OnTuMu3almja mporeca Mpou3BO/ke MEIOBUHE Y3 J0AaTak BONHOT COKa O] apOHHje Kao MPOH3BOJIA
mo0oJpIIaHNX (PYHKIIMOHAIHUX CBOjCTaBa

Ha3uB nHCTHTYIMje/MHCTUTYMja Y OKBHPY KOjHX ce CIIPOBOIH MCTPAKMBaKbe

a) Texuonomku Qakynrer bawa Jlyka, Yuusepsuter y bamoj Jlyuu, Jlabopatopuja 3a aHanu3sy

HamupHuIla, JlJaboparopuja 3a MukpooOuosorujy, JlabopaTopuja 3a MHCTPYMEHTAIHE METO/IC aHAJIM3E
6) IlossonpuBpennu ¢akynrer baw Jlyka, VYuuBepsuter y bamoj Jlymm, JlaGoparouja 3a
€KOTOKCHKOJIOTH]Y Y aHAIUTHKY TECTUIHIA

Ha3uB nporpama y OKBHpPY KOI' ce peajiu3yje HCTPaKuBambe

JlokTopcke akaZieMCKe CTyauje, cMjep buorexuonoruja

1. Onuc nmogaraka

1.1 Bpcra cryauje

Yxpamko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npuxynvajy

Jokropcka aucepranuja ce 6aBu ONTUMHU3ALM]OM IpoLieca IPOU3BOAE MEAOBHHE, KOja IoApa3yMujeBa
onpehuBame BpcTe Mesia, TpETMaHa Me/ia, BPCTe ¥ KOJIMYHHE 10/JaHOT KBaclla U KOJIMYMHE J0IaHOT COKa
0]l apoHHje, ca LuJbeM No0oJbIIamka (YYHKIIMOHAIHUX CBOjCTaBa MEJAOBHHE Kao (PMHAIHOT IPOHU3BOAA.

1.2 Bpcre nojaTaka
a) KBAHTHUTATUBHU
0) KBAJIMTATUBHH

1.3. Haunn npukymbama nojgaTaxka

a) aHKeTe, YIIUTHUIIHA, TECTOBU

0) KIMHUYKE MTPOLICHE, MEAMIIMHCKHY 3aITUCH, EJICKTPOHCKH 3IPaBCTBEHU 3aIMCH

B) TEHOTHITOBH: HABECTH BPCTY

T') aIMUHUCTPATUBHU TIOJIAIN: HABECTU BPCTY

) Y30PIIH TKHBA: HABECTH BPCTY

) cammitm, pororpaduje: .jpg popmar dororpaduja yzopaka TOKoM paaa

€) TeKCT: HAy4YHO-peJieBAHTHA JUTEPATypa, AUCKYCHja pe3yJaTaTa

K) Maria: HaBeCTH BPCTY

3) OCTaJIO: eKCIMePUMEHTAIHU Pe3y/ITaTH 100HjeHH Y J1a00paTOPUjCKUM yCJI0BHMA

1.3 ®opmar nonaraka, yrnorpedipeHe cKajie, KOJIMYMHA IT01aTaka
1.3.1 Ynorpebsbenu coptBep u popMaT 1aTOTEKe:

a) Excel dajn, naroreka .xIsx
b) SPSS ¢aji, maroreka .sav




c) PDF ¢ajn, natoreka .pdf
d) Tekcr ¢ajn, natoreka .doc
e) JPG ¢ajn, narorexa .jpg
f) Ocrano, naroreka

1.3.2. bpoj 3amuca (ko KBAHTUTATHBHUX TTOAATaKa)

a) Opoj Bapmjabmu: 5

0) Opoj Mepema (MCITUTaHuKa, MPOIIeHa, CHUMAaKa U ¢1.): 3 BpcTe Meaa, 15 Tpermana mena, 3 Bpcre
KBacla, TPY KOJIUYNHE JOJAHOT KBacHa, TP KOJHYMHE TOTAHOT COKA 0] APOHNje, BEJTUKHU OpPoj
Mjepema

1.3.3. IloHoB/BEHA MEPEHA

a) na

0) He

YKOIuKoO je OATOBOp /3, OATOBOPUTH Ha cieeha muTama:

a) BPEMCHCKH pa3MaK M3MeJIjy OHOBJBCHUX MEpa je 01 HEKOJIMKO MUHYTA 10 HEKOJIMKO JaHa
0) Bapmjabie Koje ce BHIIE IyTa Mepe OJHOCE CE Ha CBe eKCIMEPUMEHTAIHE aHATU3e

B) HOBe Bep3Hje (ajiioBa KOjH caJipiKe MOHOB/LEHA MEPEHa Cy HIMEHOBAHE Kao

Hamomene:

Ja nu gpopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20pourHy 6aiuOHOCH nooamaxa?

a) da
0) He
Axo je 002060p He, 0bpaznodcumu

2. [Ipukymbame NogaTaka

2.1 Metopoioryja 3a NpuKyIJbamke/TeHEPUCAhE [T0JaTaKa

2.1.1. Y okBHpY KOT UCTPaXHBAUKOT HAI[PTa CYy MOJAIM IPUKYTJbEHN?

a) EKCIIEPUMEHT, HaBECTU TUIl (PU3MYKO-XeMHjCcKe, MUKPOOHOI0LIKe, HHCTPYMEHTAIHE M CEH30pHe
aHaJu3e, CTPYKTYPHA KapaKkTepH3alyja CHPOBHHA, KHHETHYKA HCIUTUBAaKbA, OMOTEXHOJIOLIKA
ONTHMM3ANHUja

0) KOpenaIroHO UCTpaXuBame, Pearson-os koeuIujeHT, aHAIN3a CTaHIaP/HE OIjeHe,
KMHeTHYKO MojiesioBame, Gompertz-o MojeJi, BUIIEKPUTEPUjCKH ONIPUMU3ALUja

1) aHAJIM3a TEKCTa: MPUKYMJbaibe NMoIaTaKka u3 JuTepartype u ynopehuBame ca
eKCIEePUMEHTAJHUM pe3yJTaTuMa

1) OCTaJI0, HABECTH IITA

2.1.2 Hasecmu épcme MepHUX UHCMPYMEHAMA Wik Cmanoapoe nooamaxka cneyuuunux 3a oopeheny
HAY4HY OUCYUNIUHY (AKO nocmoje).

2.2 KpayreT mojiataka v CTaHAapIA

2.2.1. Tperman HenocTajyhux nogaraka
a) Jla nmu marpuna cagpxu Henocrajyhe nogarke? Jla He




AKO je oATOBOp 1a, OATOBOPHUTH Ha ciencha muTama:

a) Konukwu je 6poj HemocTajyhnx momaraka?
0) Jla mu ce KOPUCHUKY MaTpHIIE TIPETopy4yje 3aMeHa HepocTajyhux nogaraka? Jla  He
B) AKO je oATrOBOp 11, HABECTH CYTeCTH]e 3a TPETMaH 3aMeHEe HeI0CTajyhnx moaaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4¥H je KOHTPOJIMCAH KBAIHUTET mojaraka? Omnucatu
KounTpoJa kBajinTeTa nojaaTaka je u3BpuieHa oapehusamem NnoHOB/bUBOCTH A00MjeHUX
pe3yJarara

2.2.3. Ha koju Ha4MH je u3BpIIcHa KOHTPOJIa YHOCA MTOJ]aTaKa y MaTpHILy?
KoHTpoisia yHoca moaTaka y MaTpuily je u3Bpuiena ynopejupamem ekcrepuMeHTATHUX
pe3yJiTaTa ca JINTepaTypHUM MoAaNHMA

3. Tperman noxaTaka u npateha fokymMeHramnuja

3.1. TpeTmaH u 4yBame noJaTaka

3.1.1. Ilooayu he bumu oenonosanu y HaPoYc — Hayuonannom peno3umopujymy oucepmavuja y
Cpouju u y penozumopujymy Hughopmayuonoz cucmema nHayune oeramuocmu YHueepumema y
Hoeom Caoy

3.1.2. URL aopeca https://nardus.mpn.gov.rs/

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla nu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) a
0) la, anu nocie embapea xoju hie mpajamu 0o
8) He

Axo je 002060p He, Hagecmu pazioe

3.1.5. llooayu nehie 6umu denonosauu y penozumopujym, aiu fie oumu yyeanu.
Obpasnosicerve

3.2 Meranofiany u JOKyMEHTaIl{ja TojaTaKa
3.2.1. Koju cranmapn 3a Meranoaarke he OUTH MpUMEHeH?

3.2.1. HaBectu mMeTanogaTke Ha OCHOBY KOjUX CY HOAAIU JETIOHOBAHH Y PETIO3UTOPHjYM.

Ako je nompebHo, Hasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3uMdarbe no0amaxd, aHaIumuyKe u
npoyedypanne uHghopmayuje, puUxo8o Koouparbe, OemassHe onuce sapujabnu, 3anuca umo.




3.3 Crpareruja u cTaHIapau 3a YyBame MoaaTaKa

3.3.1. o xor mepuopa he moganm 6utn ayBaHu y penozuropujymy? Heorpanuueno

3.3.2. la nu he nomanu 6utu aenonosanu nox muppom? la He

3.3.3. Jla 1 he mmdpa 6utn moctymHa ogpelhenom kpyry ucrpaxkuBaua? Jla He

3.3.4. Jla i ce momany MOpajy yKIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPHCTYTIA MOCIIE H3BECHOT BpeMeHa?
Ja

O0pa3noxkuTi

4. Be30eTHOCT MOJATAKA U 3aAIITUTA MOBEP/LUBUX HH(pOPMALIHja

Ogaj onesbak MOPA OuTH MOIyHEH aKo Ballly MMOJalK YKJbYYYjy JHUYHE TOJAaTKE KOjU Ce OJHOCE Ha
YYEeCHUKE y UCTpaXUBamy. 3a Apyra HCTpaKnuBama Tpeda Takole pa3MOTPUTH 3aIITHTY B CUTYPHOCT
MmoIaTaKa.

4.1 dopmaHu cTaHAapAM 32 CUTYPHOCT MH(pOpMaIUja/moaTaka

HcrpakuBadu KOjU CIPOBOJIC HCITUTHBAA C JbYIMMa MOPajy Jia e MPUAP)KaBajy 3akoHa O 3aIlTUTH
noxaraka o nmunoctu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o_licnosti.html) u
oxaropapajyher HHCTUTYIIHOHATHOT KOJIEKCa O aKaJIEMCKOM MHTETPUTETY.

4.1.2. Jla v je HcTpakuBambe 00OpeHO o1 cTpaHe eTruke komucuje? Jla He
Axo je oaroBop [a, HaBecTH JaTyM W Ha3MB €THUYKE KOMHCH]E KOja je 0100priIa UCTPaKUBambe

4.1.2. Jla nu mojaiy yKJby4yjy JUYHE TOJATKEe YUSCHUKA y ucTpaxkuamy? Jla He
AKO je 0JroBOp J1a, HaBEIUTE Ha KOjU HAYMH CTE OCUTYPAJIH MOBEPJHUBOCT U CUTYPHOCT HH(pOpMAaIja
BE3aHUX 32 UCITUTAHHKE:

a) IMoxaru HUCY Y OTBOPEHOM TPUCTYITY
0) [Momanu cy aHOHUMU3UPAHU
1) OcrTarno, HaBeCTH mITa

5. locTynmHOCT noaTaka

5.1. Ilooayu he bumu

a) jagHo oocmynHu

6) 0oCmynHU CAMO YCKOM KpYey ucmpanicusaya y oopehenoj Hayunoj ooiacmu
y) 3ameoperu

Axo ¢y nooayu docmynHu camo yCKOM Kpy2y UCHpAdiCusaid, Hagecmu noo KOjum YCio8uma Moy 0a ux
Kopucme:



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

Axo ¢y nooayu 0ocmyntu camo YyCKoM Kpyey UCMpaxicudaiad, Hagecmu Ha KOju HAUUH Mo2y
npUCMynuUmu no0ayuma:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npukynmenu nooayu oumu apxusuparu.

6. YJjiore 1 0IrOBOPHOCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u meji aopecy GIacHuKa (aymopa) nooamaxa

Maja Crojkosuh (maja.milijas@tf.unibl.org)

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja oopicasa mampuyy ¢ nooayuma

Maja Crojkosuh (maja.milijas@tf.unibl.org)

6.3. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe xoja omocyhyje npucmyn nooayuma Opyeum
ucmpasNcusauumMa

Maja Crojkosuh (maja.milijas@tf.unibl.org)




