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Doktorska disertacija Aleksandar Mari¢é

REZIME

Cilj ove doktorske disertacije je sagledavanje kvaliteta uzoraka meda sakupljenih u regionu
Republike Srbije, sa podrucja Zapadnog Balkana i iz nekih susednih zemalja tokom tri uzastopne
godine (2016-2018) prac¢enjem fizicko-hemijskih pokazatelja kvaliteta, kao i nekih terapeutskih
svojstava meda (antioksidativna, antibakterijska i antiproliferativna aktivnost). Na oshovu
antioksidativne i antibakterijske aktivnosti uzoraka meda, sakupljenih tokom druge godine,
odredeni su novi parametri, indeks relativnog antioksidantnog kapaciteta (relative antioxidant
capacity index — RACI) i indeks relativne antibakterijske aktivnosti (relative antibacterial index —
RAI), koji su posluzili za odredivanje novodefinisanog svojstva — Moc¢i meda, namenjenog za
predvidanje zdravstvenog potencijala meda na osnovu lako odredivih parametara kvaliteta meda.
Cinjenica da do danas ne postoje literaturni zapisi o ekstrakciji 5-hidroksimetilfurfurala (HMF)
iz meda primenom jonskih tecnosti stvorila je prostor da se ispita uticaj biodegradibilnih
holinskih jonskih te¢nosti na formiranje dvofaznih vodenih sistema i primena ovih sistema za
ekstrakciju HMF iz meda. Ispitan je uticaj anjona sintetisanih jonskih teCnosti na gradenje
dvofaznih sistema, kod kojih je sredstvo za isoljavanje koriS¢ena neorganska so. Potom, ispitana
je ekstrakcija HMF u ovim sistemima, a primenom raCunarskih simulacija objasnjeni su

mehanizmi ekstrakcije HMF primenom jonskih tecnosti.
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SUMMARY

The aim of this doctoral dissertation is to review the quality of honey samples collected in the
region of the Republic of Serbia, from the Western Balkans and from some neighboring
countries during three consecutive years (2016-2018) by monitoring physico-chemical
parameters of quality, as well as some therapeutic properties of honey (antioxidant, antibacterial
and antiproliferative activity). Based on the antioxidant and antibacterial activity of honey
samples collected during the second year, new parameters were determined, the relative
antioxidant capacity index (RACI) and the relative antibacterial index (RAI), which were used to
determine the newly defined property — Power of honey, intended for predicting the health
potential of honey based on easily determined honey quality parameters. The fact that until today
there are no literature data on the extraction of 5-hydroxymethylfurfural (HMF) from honey
using ionic liquids directed the investigation of the influence of biodegradable cholinium ionic
liquids on the formation of aqueous two-phase systems and the application of these systems for
the extraction of HMF from honey. The influence of anions of synthesized ionic liquids on the
construction of two-phase systems, in which inorganic salt was used as salting agent, was
investigated. Then, the extraction of HMF in these systems was examined, and the mechanisms

of HMF extraction using ionic liquids were explained using computer simulations.
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1. UVOD

Med 1 drugi pcelinji proizvodi prate coveka kroz istoriju kao verski simboli, hrana i izvor
lekovitih materija. Med bi se mogao smatrati prvim funkcionalnim proizvodom koji se koristi u
nepreradenom stanju, a sadrzi ugljene hidrate (70—-80%), vodu (oko 20%) i proteine (1%), ali i
niz drugih blagotvornih komponenti — aminokiseline, organske kiseline, enzime, vitamine
(dominantno iz grupe B kompleksa), minerale, karotenoide i polifenolna jedinjenja.

Hemijski sastav meda obezbeduje njegovu visoku hranljivu vrednost, ali i lekovito dejstvo.
Naime, terapeutska svojstva meda primarno su vezana za delotvornost polifenola, pre svega
flavonoida 1 fenolnih kiselina, koji su zasluzni za njegovu antioksidantnu, antimikrobnu 1
antiproliferativnu aktivnost.

Kvalitet meda odreduje se na osnovu njegovih fizicko-hemijskih karakteristika propisanih
nacionalnom i EU regulativom. Republiku Srbiju karakteriSe dugogodi$nja tradicija u pcelarstvu
sa godisnjom proizvodnjom meda od 7000-9000 t i prose¢nom godisnjom stopom izvoza meda
od 30%. Ove ¢injenice upucuju na neophodnost kontinuirane kontrole kvaliteta i zdravstvene
bezbednosti meda proizvedenog u Srhbiji.

Imaju¢i to u vidu, ova doktorska disertacija ima za cilj da pruzi uvid u 1) kvalitet
najzastupljenijih vrsta meda iz Autonomne Pokrajine Vojvodine (bagremov, suncokretov i
livadski med), kao i meda karakteristicnog za Republiku Srbiju i okruzenje (bagremov,
suncokretov, livadski i Sumski med), te specifi¢nih vrsta meda sa teritorije Zapadnog Balkana; 2)
elemente koji obezbeduju zdravstvenu delotvornost meda (antioksidantna, antibakterijska i
antiproliferativna aktivnost) i 3) moguénost predvidanja zdravstvenog potencijala meda
koriS¢enjem parametara odredenih u kontroli kvaliteta meda svrishodnih u proceni zdravstvenih
svojstava meda, izrazenih kao Mo¢ meda.

Dodatno, fokus istraZivanja doktorske disertacije, s obzirom na ucestalost nivoa 5-

hidroksimetilfurfurala (HMF) u medu iznad maksimalno dozvoljenog, kao markera zagrevanja,
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neadekvatnog skladistenja i falsifikovanja meda, bio je na pokuSaju da se pronadu novi nacini za
ekstrakciju HMF iz meda primenom dvofaznih vodenih sistema na bazi holinskih jonskih
teCnosti kao primera novih, zelenih ekstrakcionih tehnika, te da se odrede efikasnosti ovih

sistema i objasne mehanizmi ekstrakcije HMF primenom jonskih te¢nosti.
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2. OPSTI DEO

2.1. MED

Med je prirodna, slatka supstanca, koju proizvode medonosne pcele (Apis mallifera)
preradom nektara biljaka (Slika 1). Med se moze dobiti i iz sokova sa zivih delova biljaka, kao i
sakupljanjem ekskreta insekata koji se hrane sisajuc¢i sokove sa delova biljaka. Péele sakupljaju
ove sokove, preraduju ih i dodaju im svoje specifi¢ne supstance, dehidriraju ih i odlazu u Celije

saca do sazrevanja.

Slika 1. Med

Kada se govori o medu, uglavnom se misli na proizvod dobijen od pcele vrste Apis mellifera

(Slika 2), mada i druge vrste pcela, pa ¢ak i ose, proizvode i skladiste med u koSnicama.

Slika 2. P¢ela vrste Apis mellifera
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Osnovna podela meda prema poreklu je na nektarski ili cvetni med, koji poti¢e od nektara
medonosnih biljaka, i medljikovac, koji medonosne pcele proizvode koriste¢i sekret zivih delova
zimzelenih i Cetinarskih biljaka ili iz ekskrekta insekata roda Hemiptera.

Prema poreklu nektara, odnosno sekreta koje izlucuju biljne zlezde nektarije, nektarski med
mozemo podeliti na monofloralni (ukoliko u njegovom sastavu dominira nektar odredene vrste) i
polifloralni (ukoliko njegov sastav ¢ine nektari vi$e biljnih vrsta, u razli¢itim odnosima).

Medljikovac, ili Sumski med, je ekskret vrste insekata, biljnih vas$i, ¢iji je usni aparat
adaptiran za buSenje biljnog tkiva i usisavanje floemskog soka, koji je bogat hranljivim
sastojcima. Medljika se javlja na velikom broju biljnih vrsta, ali uglavhom na drvenastim

biljkama. Med koji pcele stvaraju od medljike je veoma cenjen u ljudskoj ishrani.

2.2. HEMIJSKI SASTAV MEDA

Med je prirodni proizvod koji sadrzi oko 200 razli¢itih jedinjenja (Ferreira et al., 2009).
Sastoji se od ugljenih hidrata, vode 1 drugih komponenata, kao Sto su proteini (enzimi), organske
kiseline, vitamini (posebno vitamin B6, tiamin, niacin, riboflavin i pantotenska kiselina),
reakcije i procesa karamelizacije (Slika 3) (Algarni et al., 2012; Amiry et al., 2017). Sastav, boja,
aroma i ukus meda zavise od botanickog i geografskog porekla meda, klimatskih uslova i vrste
pcela koje sakupljaju med, kao 1 od nacina drzanja, prikupljanja, tretiranja, manipulacije,
pakovanja 1 uslova skladistenja (Escuredo et al., 2013).

U svrhu razumevanja karakteristika svih komponenti prisutnih u medu, kao i njihovog
ponaSanja u prolongiranim uslovima skladiStenja meda, u tekstu koji sledi prikazana su sva
jedinjenja prisutna u medu, njihove hemijske strukture, znacaj jedinjenja kao strukturnih

konstituenata meda, kao i stabilnost istih pri skladistenju.
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Slika 3. Hemijski sastav meda

2.2.1. Seéeri

Monosaharidi predstavljaju 75% ukupnih Se¢era u medu. Pored monosaharida, prisutni su i

disaharidi (10-15%), kao i male koli¢ine ostalih Secera. Seéeri prisutni u medu su odgovorni za

osobine meda kao §to su viskoznost, higroskopnost, energetska vrednost i granulacija (Kamal

and Klein, 2011).

Sastav Secera zavisi uglavnom od botanickog i geografskog porekla meda, ali i od klime 1

procesa prerade 1 skladiStenja (Escuredo et al., 2014; Tornuk et al., 2013). Najzastupljeniji Seceri

u medu su monosaharidi, glukoza i fruktoza (Slika 4). Sadrzaj glukoze i fruktoze, kao i njihov

odnos, predstavljaju korisne pokazatelje za klasifikaciju monofloralnih vrsta meda (Kaskoniené

et al., 2010). U veéini vrsta meda fruktoza je najzastupljeniji Secer (da Silva et al., 2016), osim u

nekim vrstama, kao $to su med od uljane repice 1 maslacka, u kojima dominira glukoza

(Escuredo et al., 2014), $to dovodi do njegove brze kristalizacije.

OH

OH

Slika 4. Molekulske strukture glukoze i fruktoze
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Ugljenohidratni profil meda c¢ine, pored fruktoze i glukoze, i monosaharid ramnoza,
disaharidi saharoza (uobicajeno oko 1% do ¢ak 4,8%), maltoza, izomaltoza, trehaloza, maltuloza,
nigeroza i melibioza, trisaharidi maltotrioza, melezitoza, rafinoza i erloza, tetrasaharid
maltotetraoza, kao i palatinoza (De La Fuente et al., 2011). Prema Kaskoniené i saradnicima
(2010), u medu su identifikovani fruktoza, glukoza, saharoza, maltoza, izomaltoza, turanoza,
trehaloza, palatinoza, celobioza, rafinoza i panoza, s tim da je sadrzaj dominantnih Se¢era meda
slede¢i: fruktoza 329,2-400,0 mg/g, glukoza 346,0-426,3 mg/g i saharoza 0,7-2,5 mg/g. Kamal
and Klein (2011) navode i prisustvo disaharida kojibioze.

Sadrzaj pojedinih Secera moze da varira tokom skladistenja. Tako se, na primer, sadrzaj
saharoze snizava za 14% od pocetnog sadrZaja u nestabilizovanom medu skladiStenom 24
nedelje na 4 °C, dok je nivo redukcije saharoze bio znacajno visi pri skladiStenju meda na sobnoj
temperaturi — 79% (Rybak-Chmielewska, 2007). Promene sadrzaja fruktoze i glukoze su manje
upecatljive 1 podrazumevaju rast od 4% za fruktozu 1 1,1% za glukozu u slucaju meda
skladistenog na 4 °C, dok su nesto izrazenije na 20 °C — 7% u slucaju fruktoze i1 8,8% u slucaju
glukoze. Stabilizovani med (med tretiran na 100 °C u trajanju od 15 min radi inaktivacije
enzima) u eksperimentu praéenja promena sadrzaja pojedinih Secera tokom prolongiranog
skladistenja trpi izuzetno male promene (0,1-0,2%) (Rybak-Chmielewska, 2007). Vremenom,
pored hemijskih promena, moze do¢i i do fizickih promena koje podrazumevaju tamnjenje meda
i promenu njegovog ukusa (da Silva et al., 2016).

Kada se med zagreva ili skladisti duZze vreme dolazi do razlaganja pentoza i1 heksoza
reakcijom spore enolizacije i brzom B-eliminacijom tri molekula vode, pri ¢emu se formiraju
nezeljeni proizvodi — furani (Chernetsova and Morlock, 2012). Razlaganje pentoza dovodi do
nastanka furfurala, dok razlaganjem heksoza nastaje 5-hidroksimetilfurfural (HMF) (Moreira et
al., 2010). Ova jedinjenja su glavni proizvodi razgradnje Secera i njihovo pojavljivanje u hrani
uobicajeno se vezuje za reakcije neenzimskog tamnjenja, odnosno za Maillard-ovu reakciju,
degradaciju Secera u kiseloj sredini i karamelizaciju. Zapravo, ovi furani se koriste kao markeri
termicki obradene hrane, kao i furfuril alkohol (Moreira et al., 2010). Njihovo prisustvo nije
pozeljno u medu, ali sluzi kao pokazatelj gubitka sveZine meda usled izlaganja poviSenim
temperaturama ili dugotrajnom skladistenju (Barra et al., 2010; Castro-Vazquez et al., 2007).

Pored pomenutih jedinjenja, proizvodi degradacije Secera, kao $to su 2-acetilfuran, izomaltol

i maltol, koji nastaju tokom izlaganja termickom tretmanu u prisustvu aminokiselina (Jelen,

8
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2016), mogu se akumulirati u medu i doprineti promeni senzorskog profila meda, primarno

promeni boje, ukusa i mirisa.

2.2.2. Voda

Voda je drugi najzastupljeniji sastojak meda i njen udeo u medu se krec¢e u rasponu 15-23%
(da Silva et al., 2016). Sadrzaj vode u medu znacajno uti¢e na neka njegova fizicka svojstva
(kristalizacija, viskoznost 1 specificna tezina), a zavisi od klimatskih uslova, vlaznosti,
temperature vazduha u kos$nici, uslova prerade i ¢uvanja, kao i od botanickog porekla meda
(Lazarevi¢ et al., 2012). Usled higroskopnosti meda, koli¢ina vode u njemu nije stalna, ve¢ se

prilikom ¢uvanja, u zavisnosti od vlaznosti vazduha, menja (Zamora and Chirife, 2006).

2.2.3. Proteini

Sadrzaj proteina u medu varira u zavisnosti od vrste pcela. Tako, na primer, med koji su
proizvele azijske medonosne pcele (Apis cerana) sadrzi 0,1-3,3 % proteina, dok med evro-
africkih medonosnih pcela (Apis mellifera) sadrzi 0,2—1,6% proteina (Won et al., 2009). Proteini
i aminokiseline u medu se pripisuju kako animalnim tako i biljnim izvorima (Lee et al., 1985),
ukljucujuéi fluide i nektar pljuvaénih zlezda i zdrela pcela (Escuredo et al., 2013; Sak-Bosnar
and Sakac, 2012), ali osnovni izvor proteina meda je polen. Stoga se aminokiselinski profil meda
moze smatrati karakteristicnim za botani¢ko poreklo meda (Anklam, 1998; da Silva et al., 2016;
Hermosin et al., 2003), mada on varira i u zavisnosti od geografskog porekla (Cometto et al.,
2003).

Sadrzaj proteina cvetnog meda varira u rasponu od 0,1 do 1,5%, dok u medljiki iznosi oko
3,0% (Czipa et al., 2012; Hermosin et al., 2003). Najzastupljenija aminokiselina u medu je prolin
(Slika 5) (Iglesias et al., 2006), koji predstavlja 50-85% sadrzaja ukupnih aminokiselina meda
(Pawlowska and Armstrong, 1994). Prolin poti¢e uglavnom iz pljuvacnog sekreta pcela nastalog
tokom konverzije nektara u med. SadrZaj prolina u medu se koristi kao kriterijum za procenu
sazrevanja meda i, u nekim slucajevima, kao parametar za procenu falsifikovanja meda
(Bogdanov and Martin, 2002). Smatra se da je minimalna koli¢ina prolina u dCistom,

nekrivotvorenom medu, 180 mg/kg (Hermosin et al., 2003; Manzanares et al., 2014).
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Slika 5. Molekulska struktura prolina

Pored prolina, u medu su prisutni glutaminska kiselina, asparaginska kiselina, glutamin,
histidin, glicin, treonin, B-alanin, arginin, a-alanin, y-aminobuterna kiselina, tirozin, valin,
metionin, cistein, izoleucin, leucin, triptofan, fenilalanin, ornitin, lizin, serin, asparagin i alanin
(Hermosin et al., 2003; Keckes et al., 2013; Rebane and Herodes, 2010), pri ¢emu dominiraju
glutaminska kiselina, alanin, fenilalanin, tirozin, leucin i izoleucin (Girolamo et al., 2012). U
monofloralnim vrstama meda sakupljenim u Srbiji najzastupljenije aminokiseline su prolin,
alanin, fenilalanin, treonin 1 arginin (Keckes et al., 2013). Sakac i saradnici (2019a) su ustanovili
da je zastupljenost aminokiselina u medu iz Srbije (bagremov i livadski med), pored prolina,
glutaminska kiselina > fenilalanin > glicin > serin, dok suncokretov med odlikuju visi novoi
alanina u poredenju sa serinom.

Deo proteina u medu pripada i enzimima, kao §to su invertaza, a- i -glukozidaza, katalaza,
kisela fosfataza, dijastaza i glukoza oksidaza (Sak-Bosnar and Sakac¢, 2012). Dijastaze su grupa
amilolitickih enzima u koje se ubrajaju a- i -amilaze, koji hidrolizuju skrob. U medu je prisutna
i glukoza oksidaza, koja konvertuje glukozu u d-glukonolakton, koji se hidrolizuje u glukonsku
kiselinu. Osim &-glukonolaktona, glukoza oksidaza katalizuje stvaranje vodonik peroksida, za
koji je dokazano da deluje baktericidno (Deng et al., 2018; Moreira et al., 2007), Sto obezbeduje
jedan vid terapeutske aktivnosti meda (Slika 6).

Uslovi skladistenja 1 prerade meda mogu dovesti do stvaranja nezeljenih proizvoda usled
reakcije karboksilne grupe Secera i slobodnih amino grupa aminokiselina 1 proteina (Maillard-
ova reakcija) (Zhao et al., 2018). Maillard-ova reakcija prethodi stvaranju Amadori jedinjenja, iz

kojih nastaju melanoidini tokom skladiStenja meda. Aminokiseline podloZne nastanku Amadori
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jedinjenja, a prisutne u medu, su lizin, prolin, y-aminobuterna kiselina i arginin (lglesias et al.,

2006; Sakac et al., 2019a).

OH OH

HO -
E . 0O,
OH OH Glukoza oksidaza
Glukoza
OH OH 0 H.,0,
HO /[ /\ U\ Vodonik
" P
S -l OH peroksid
oH OH

Glukonska kiselina

Slika 6. Kataliticko delovanje enzima glukoza oksidaza

Iglesias 1 saradnici (2006) su analizirali sadrzaj slobodnih aminokiselina razli¢itih vrsta
nepasterizovanog meda 1 medljike, skladiStenih na sobnoj temperaturi tokom 24 meseca,
ustanovivsi da se sadrZaj asparaginske kiseline, B-alanina i1 prolina povecava tokom prvih 6
meseci skladiStenja. SadrZaj prolina se smanjio nakon Sestog meseca, dok je u slucaju
asparaginske kiseline smanjenje usledilo nakon dvanaestog meseca skladistenja. B-alanin nije
trpeo promene u periodu nakon 6. do 24. meseca skladiStenja. Generalno, sadrzaj slobodnih
aminokiselina smanjio se tokom prvih devet meseci skladiStenja, dok nakon 15. meseca nije
primecena znacajna razlika.

Kvantitativne i kvalitativne promene proteina meda mogu da nastanu i usled stvaranja
proteinsko-fenolnih kompleksa u medu skladiStenom Sest meseci na razli¢itim temperaturama
(Brudzinski et al., 2013). Oksidacijom polifenola nastaju hinonske strukture, posebno na
poviSenim temperaturama, koje lako interaguju sa proteinima, modifikuju¢i njihovu strukturu i

veli¢inu.
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2.2.4. Organske kiseline

Med se smatra blago kiselom namirnicom, jer sadrzi oko 0,57% organskih kiselina
(Karabagias et al., 2014). Organske kiseline nastaju iz Se¢era delovanjem enzima koje luce pcele
prilikom procesa pretvaranja nektara u med. Jedna od njihovih glavnih karakteristika je da uti¢u
na boju i ukus meda, kao i hemijske osobine — kiselost, pH vrednost i elektri¢nu provodljivost
(Mato et al., 2006).

Neke od organskih kiselina koje su prisutne u medu su asparaginska, buterna, limunska,
sirCetna, mravlja, fumarna, galakturonska, glukonska, glutaminska, glutarna, glioksilna, 2-
hidroksibuterna, o-hidroksiglutarna, izolimunska, a-ketoglutarna, mle¢na, jabu¢na, malonska,
metil-malonska, levulinska, propionska, piruvinska, kvininska, Sikimi, ¢ilibarna, vinska, oksalna
i druge (Slika 7) (Mato et al., 2006).

Organske kiseline u medu

ot X

wﬂ
P

*

( ‘{7
2| 111
TN

Slika 7. Organske kiseline prisutne u medu

Dominantna organska kiselina u medu je glukonska kiselina, ¢ije prisustvo u medu potic¢e od
glukoza oksidaze, koju pcele obezbeduju tokom zrenja (Karabagias et al., 2014). Pored
glukonske kiseline, u medu je prisutna i limunska kiselina, a sadrzaji ove dve kiseline se koriste
za razlikovanje cvetnog meda od medljike (Mato et al., 2006). Levulinska i mravlja kiselina su,
takode, identifikovane u medu, a nastaju iz HMF nizom reakcija, §to dovodi do porasta slobodne

kiselosti meda (Cavia et al., 2007).
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Slobodna kiselost tokom 15 meseci skladiStenja meda ostaje konstantna, sa blagom
tendencijom povecanja, koje postaje upecatljivije posle 20. meseca skladiStenja (Cavia et al.,
2007). Povecanje kiselosti tokom vremena, kao i tokom fermentacije, oekivano je, jer se Seceri i
alkoholi u medu pod dejstvom kvasaca transformisu u kiseline (Cavia et al., 2007), ¢ije prisustvo
moze da narusi kvalitet proizvoda. Dodatno, porast sadrzaja organskih kiselina uti¢e na senzorski

profil meda, doprinoseci njegovoj boji i ukusu (Jurado-Sanchez et al., 2011).

2.2.5. Vitamini

Med sadrzi male koli¢ine vitamina, posebno vitamina B kompleksa, koji poticu iz polenovih
zrna. Vitamini koji se nalaze u medu ukljucuju tiamin (B1), riboflavin (B2), nikotinsku kiselinu
(B3), pantotensku kiselinu (B5), piridoksin (B6), biotin (B8 ili H) i folnu kiselinu (B9) (Slika 8).
Vitamin C je, takode, prisutan u gotovo svim vrstama meda. Niska pH vrednost meda doprinosi
postojanosti vitamina (Bonté and Desmouliére, 2013).

mmmmmmmmmmmmmmm

Slika 8. Vitamini prisutni u medu

Odredivanje sadrzaja vitamina C U medu je nepouzdano, jer je ovaj vitamin veoma podloZan
hemijskoj 1 enzimskoj oksidaciji 1 sadrZzaj mu se menja usled delovanja razli€itih faktora, kao Sto
su svetlost, kiseonik ili toplota (Ledn-Ruiz et al., 2013). Oksidacija vitamina C vodonik
peroksidom koji proizvodi glukoza oksidaza vodi, takode, sniZzenju sadrzaja ovog vitamina

(Ciulu et al., 2011).
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2.2.6. Minerali

Med sadrzi minerale, odnosno makro- i mikroelemente, kao Sto su kalijum, magnezijum,
kalcijum, gvozde, fosfor, natrijum, mangan, jod, cink, litijum, kobalt, nikl, kadmijum, bakar,
barijum, hrom, selen, arsen i srebro (Alkarni et al., 2012), koji obuhvataju grupe minerala vazne
za ishranu ljudi (Madejczik and Baralkievicz, 2008).

Sadrzaj minerala je 0,04% u svetlom medu do 0,2% u tamnom medu (Alkarni et al., 2012) 1
zavisi od tipa i sastava zemljista na kome su rasle biljke koje su posecivale pcele, odnosno
mineralni profil meda ukazuje na geografsko poreklo meda (Berriel et al., 2019) i moze da
posluzi u proceni autenti¢nosti meda (Alkarni et al., 2012). Medutim, sastav minerala meda
moze da posluzi i u proceni botani¢kog porekla meda (Escuredo et al., 2013). Tako su, na
primer, Nalda i saradnici (2005), ispitujuéi razli¢ite vrste meda sakupljnog na teritoriji Spanije,
identifikovali viSe sadrzaje mangana u medu od vresjaka.

Kalijum je najzastupljeniji mineral u medu, ¢iji sadrzaj odgovara jednoj trecini ukupnog
sadrzaja minerala u medu (Alkarni et al., 2012; Yiicel and Sultanoglu, 2013), dok su u manjim
koli¢ina prisutni 1 natrijum, gvozde, bakar, silicijum, mangan, kalcijum 1 magnezijum. Teski
metali, kao §to su arsen, olovo, Ziva i kadmijum, takode se mogu nac¢i u medu, pogotovu ukoliko
je ispasa pcela vrSena u blizini industrijskih podruc¢ja. Svetska zdravstvena organizacija (World
Health Organization — WHO) i Organizacija za hranu i poljoprivredu (Food and Agriculture
Organization — FAO) zajednicki su predlozile prihvatljive nivoe od 15 pg/kg za arsen, 25 pg/kg
za olovo, 5 pg/kg za Zivu i1 7 pg/kg za kadmijum, koji se primenjuju u odredivanju bezbedenosti
meda 1 biomonitoringu Zivotne sredine (Bilandzi¢ et al., 2011).

Minerali, za razliku od aminokiselina 1 vitamina, ne podlezu degradaciji prilikom izlaganja
poviSenim temperaturama, svetlosti, oksidacionim sredstvima, ekstremnim pH vrednostima i
drugim faktorima koji uticu na organske materije. U sustini, oni su postojani, Sto je od znacaja,
jer su oni komponente esencijalnih enzima koji u€estvuju u brojnim metabolickim reakcijama u

ljudskom organizmu (Pohl et al., 2012).
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2.2.7. Polifenolna jedinjenja

U polifenolna jedinjenja meda ubrajaju se fenolne kiseline i flavonoidi (flavoni, flavonoli,
flavanoni, flavanoli, antocijanidini, izoflavoni i halkoni) (Trautvetter et al., 2009).

Fenolne Kkiseline se mogu podeliti u dve podgrupe prema strukturi — na derivate
hidroksibenzoeve kiseline (p-hidroksibenzoeva, vanilinska, siringinska, galna i elaginska
kiselina) i derivate hidroksicimetne Kkiseline (p-kumarinska, kafena, sinapinska i ferulna
kiselina).

Flavonoidi predstavljaju najveéu grupu biljnih fenolnih jedinjenja, koja biljku Stite od
ultraljubicastog zraCenja, patogena i biljojeda. Kada pcele sakupljaju nektar, ova bioaktivna
jedinjenja se prenose sa biljaka na med (Silici et al., 2010), pa njihovo prisustvo u medu, izmedu
ostalog, sluzi u odredivanju botanickog i geografskog porekla meda. Flavonoidi znacajno
doprinose ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti meda, obezbedujuéi blagotvorne efekte na zdravlje
ljudi (Alvarez-Suarez et al., 2012).

Mnogi autori su proucavali profil fenolnih jedinjenja u medu. Kao najzastupljenija fenolna
jedinjenja meda detektovana su vanilinska kiselina, kafena kiselina, siringinska kiselina, ferulna
kiselina, kumarna kiselina, kvercetin, kempferol, miricetin, pinocembrin, elaginska Kiselina,
galangin, 3-hidroksibenzoeva kiselina, 4-hidroksibenzoeva kiselina, ruzmarinska kiselina, galna
kiselina, hesperetin i druga (Slika 9) (Alvarez-Suarez et al., 2012). Escriche i saradnici (2014) su
u uzorcima meda iz Spanije identifikovali kafeinsku i p-kumarinsku kiselinu i flavonoide
naringenin, hesperetin, pinocembrin, krizin, galangin, kvercetin i kempferol.

Antioksidativna aktivnost meda pripisuje se primarno polifenolima (Alves et al., 2013), koji
deluju eliminiSu¢i slobodne radikale i inhibiraju¢i oksidaciju lipida (Estevinho et al., 2008).
Medutim, ukupna terapeutska svojstva meda ne pripisuju se samo antioksidativnoj prirodi
njegovih polifenola, nego i njihovim antibakterijskim, bakteriostatickim, antiinflamatornim,
antimutagenim i drugim aktivnostima (Alvarez-Suarez et al., 2013; Cornara et al., 2017; Liu et
al., 2013). Pregled dobrobitnih dejstava polifenola meda kada su u pitanju neka degenerativna
humana oboljenja moze se naci u radu Hossena i saradnika (2017).

Polifenolna jedinjenja podlezu degradaciji u zavisnosti od uslova sredine kojima su izloZeni.
Termicka obrada meda rezultira smanjenjem sadrzaja galangina, kempferola, miricetina 1 p-

kumarinske kiseline (Escriche et al., 2014). Glikozidi su nize stabilnosti od adekvatnih aglikona,
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posebno osetljivi na oksidaciju u prisustvu blagih oksidacionih sredstava, kao Sto je vodonik

peroksid, koji je prisutan u medu (Truchado et al., 2008).

o

Galna kiselina Elagaln‘a kiselina

"“;/w" o

Ferulna kiselina e
Siringinska kiselina

Kafenakiselina O \Q;g
O | . Naringeni

Kvercetin

Slika 9. Polifenolni profil meda

2.2.8. Isparljiva jedinjenja

Ukus meda nastaje kao proizvod kompleksnih smesa isparljivih jedinjenja, koje se razlikuju
zavisno od vrste nektara, uslova prerade, porekla i skladistenja meda. Monofloralni med ima
karakteristi¢an ukus odredene biljke usled prisustva specificnih isparljivih jedinjenja iz nektara
(Castro-Vézquez et al., 2007).

Prisustvo isparljivih jedinjenja u medu vodi poreklo, pre svega, iz biljaka. Pcele, takode,
proizvode ili pretvaraju sastojke biljaka u isparljiva jedinjenja. SadrZaj i profil ovih jedinjenja
uslovljen je obradom meda po sakupljanju usled prisustva mikroorganizama (Barra et al., 2010).
Vise od 400 razlic¢itih jedinjenja je identifikovano u isparljivoj frakciji meda, a neka se koriste
kao markeri komercijalno dostupnih vrsta meda. Tako su, na primer, 3,9-epoksi-1-p-

mentadieno,t-8-p-mentan-oksid-1,2-diol i cis-ruza markeri meda od limuna, diketoni, jedinjenja
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sumpora 1 alkani su karakteristicni za med od eukaliptusa, dok su heksanal i heptanal dominantna
jedinjenja u aromi meda od lavande (Castro-Vazquez et al., 2007).

Slozene meSavine isparljivih jedinjenja, prisutne u medu u veoma malim koli¢inama,
pripadaju monoterpenima, C13-norizoprenoidu, seskviterpenima, derivatima benzena, kao i
alkoholima, estrima, masnim kiselinama, ketonima, terpenima i aldehidima (Pontes et al., 2007).
Karbonske kiseline su, takode, prisutne u medu, pri ¢emu raspon ukusa varira od duzine
njihovog ugljenicnog lanca. Kiseline kratkog lanca, kao Sto je siréetna kiselina, doprinose
zacinskom ukusu, dok se buterna i heksanska kiselina poistovecuju sa ukusom na uzeglo (Barra
et al., 2010). Alkoholi sa metil-grupama daju svezu notu medu (Castro-Vazquez et al., 2007).
Profil isparljivih jedinjenja se tokom skladiStenja meda menja u zavisnosti od uslova ¢uvanja
(Moreira et al., 2010). Tako je, na primer, zabelezeno da se sadrzaj oktana u isparljivoj frakciji

meda povecava sa vremenom skladiStenja (Kaskoniené et al., 2008).

2.3. PARAMETRI KVALITETA MEDA

Zakonska regulativa kojom je regulisan kvalitet meda je medunarodno definisana Codex
Alimentarius-om (2001), koji utvrduje identitet i osnovne zahteve za kvalitet meda namenjenog
za ljudsku ishranu. Na nacionalnom nivou kvalitet meda definisan je Pravilnikom o kvalitetu
meda i drugih proizvoda pcela (2015), koji je uskladen sa gorepomenutom legislativom.
Navedena zakonska regulativa uzima u obzir analizu broja polenovih zrna, senzorska i fizi¢ko-
hemijska svojstva meda. U okviru fizicko-hemijskih parametara meda odreduju se minimalne ili
maksimalne koli¢ine u odnosu na parametre zrelosti, Cisto¢e 1 kvara meda. U pogledu zrelosti
meda odreduju se sadrzaji Secera i vlage, dok se u pogledu cistoce analiziraju sadrZaj pepela,
elektricna provodljivost 1 sadrzaj nerastvorljivih ¢vrstih materija u vodi. U svrhu sagledavanja

starosti (skladiStenja ili kvara) meda proverava se sadrzaj HMF, kiselost 1 aktivnost dijastaze.

2.3.1. Seéeri

Med je bogat Secerima, koji nastaju iz saharoze nektara, koja se transformise delovanjem
enzima o- i B-glukozidaze, a- i P-amilaze i B-fruktozidaze. Udeo monosaharida u medu je

najvedi, u rasponu 65-80% ukupnih rastvorljivih ¢vrstih materija, pri cemu dominiraju fruktoza
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(oko 38,5%) 1 glukoza (oko 31,0%) (da Silva et al., 2016; Sakac et al., 2019b). Prose¢an odnos
fruktoze i glukoze je 1,2:1 i u velikoj meri zavisi od nektara, a koristi se za procenu Kristalizacije
meda, zbog manje rastvorljivosti glukoze u vodi u poredenju sa fruktozom (De La Fuente et al.,
2011; Escuredo et al., 2014; Tornuk et al., 2013).

Prema Codex Alimentarius-u (2001), minimalna koli¢ina redukujucih Sefera u medu je
60 g/100 g. Generalno, na sastav Secera u medu utiCu vrste biljaka koje su koristile pcele
(botanicko poreklo meda), kao i regionalni i klimatski uslovi (geografsko poreklo meda) (Tornuk
etal., 2013).

Pored analize redukuju¢ih Secera, sadrzaj saharoze u medu je, takode, regulisan Codex
Alimentarius-om (2001) i iznosi maksimalno 5 ¢g/100 g meda, a analizira se kako bi se
identifikovala bilo kakva nepravilna manipulacija medom, kao i u svrhu procene zrelosti meda.
Visoki nivoi saharoze mogu ukazivati na 1) razli¢ite falsifikate, dobijene dodavanjem jeftinih
zasladivaca, kao §to su Secer od trske ili rafinisani Secer, 2) rano sakupljanje meda, kada saharoza
nije u potpunosti transformisana u glukozu i fruktozu ili 3) produZeno vestacko hranjenje pcela
saharoznim sirupima, §to rezultira visokim komercijalnim dobitima (Escuredo et al., 2013;
Puscas et al., 2013; Tornuk et al., 2013).

Camifia i saradnici (2012) su ispitivali autenti¢énost meda (geografsko i botani¢ko poreklo) na
osnovu sadrzaja Secera primenom multivarijantne analize. Naravno, odredivane sadrzaja Secera u
medu je, ipak, najucestalije u cilju otkrivanja falsifikata (Chen et al., 2014). Tako su, na primer,
Wang i saradnici (2015) primenom HLPC tehnike omogucili otkrivanje falsifikata meda nastalog

dodavanjem Secernih sirupa do koli¢ine od 2,5%.

2.3.2. Voda i aktivitet vode

15-21 g/100 g u zavisnosti od botanickog porekla, stepena zrelosti meda postignutog u
koSnicama, tehnika prerade i uslova skladiStenja (Gallina et al., 2010; Yucel and Sultanoglu,
2013).

Sadrzaj vlage je jedna od najvaznijih karakteristika meda, koja utice na njegova fizicka
svojstva, kao §to su viskozitet i kristalizacija, kao i na druge parametre — boju, ukus, specifi¢nu

tezinu, rastvorljivost 1 konzervaciju (Escuredo et al., 2013). Nizi sadrzaj vlage moze dovesti do
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karamelizacije i Maillard-ove reakcije tokom skladiStenja meda, dok ve¢i sadrzaj vode moze
izazvati fermentaciju meda i stvaranje sircetne kiseline (Chirifie et al., 2006), $to se smatra
nepozeljnim.

Escuredo i saradnici (2013) su ispitali sadrzaj vode u 187 uzoraka meda sakupljenih u
severozapadnoj Spaniji, koji se kretao od 16,9% do 18,0%, te bio u skladu sa zahtevima Codex
Alimentarius-a (2001), koji propisuje da sadrzaj vlage u medu ne sme biti ve¢i od 20 g/100 g. U
slucaju sadrzaja vlage u uzorcima meda iz Grcke raspon je iznosio 10,50-20,50% (Karabagias et
al., 2014).

Sadrzaj vlage u medu moze da varira u regionima sa visokom relativnom vlaznosc¢u ili da
zavisi od sezone. Shodno tome, veca je verovatno¢a da med podlegne fermentaciji u kisnoj
sezoni, a ne u su$noj sezoni. Vlaga u medu moze da se poveca i tokom procesa prerade
proizvoda, kao i zbog neadekvatnih uslova skladistenja, jer je med higroskopan i apsorbuje vlagu
iz atmosfere (Karabagias et al., 2014).

Kristalizacija glukoze u medu dovodi do snizavanja sadrzaja rastvorljivih ¢vrstih materija,
Sto rezultira razblazenjem amorfnog rastvora, ¢ime se povecava aktivitet vode (Ay). Aktivitet
vode je veoma koristan parametar za predvidanje roka trajanja prehrambenih proizvoda i smatra
se relevantnim i za med. Glavni faktori niskog aktiviteta vode u medu su fruktoza, glukoza i
razli¢iti disaharidi (Subbiah et al., 2020). Med obi¢no odlikuje A, =0,50-0,65, dok vrednosti
iznad 0,60 predstavljaju kriticni prag za mikrobiolosku stabilnost. [ako standardi ne postavljaju
ograni¢enja, poznato je da je vrednost A, veoma vazna, jer med sadrzi osmofilne kvasce koji
mogu izazvati fermentaciju, stvaraju¢i etil alkohol i ugljen-dioksid, ¢cime se menja kvalitet meda

(Ylcel and Sultanoglu, 2013).

2.3.3. Slobodna kiselost i pH

Vrednosti pH meda krec¢u se izmedu 3,2 1 4,5 (Alves et al., 2013; Gomes et al., 2010; Sakac
et al., 2019b), iz Cega proizilazi da prirodna kiselost meda inhibira rast mikroorganizama, jer je
optimalna pH vrednost za vec¢inu mikroorganizama izmedu 7,2 i 7,4 (Suarez-Luque et al., 2002).
Odredivanje pH vrednosti moZe da posluzi, takode, za potvrdu falsifikovanja meda u korelaciji

sa drugim parametrima kvaliteta/autenti¢nosti meda. Tako je, na primer, dodatak fruktoznog
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kukuruznog sirupa u med iz Brazila rezultirao znac¢ajnim povec¢anjem pH vrednosti u poredenju
sa ¢istim medom (Ribeiro et al., 2014).

Odredivanje pH vrednosti meda igra znacajnu ulogu tokom ekstrakcije i skladiStenja meda,
jer ovaj parametar uti¢e na teksturu, stabilnost i rok trajanja meda (Terrab et al., 2002).

Slobodna kiselost je vazan parametar vezan za kvar meda. Ona je posledica prisustva
organskih kiselina u ravnotezi sa laktonima, estrima i nekim neorganskim jonima, kao §to su
fosfati, sulfati i hloridi (Moreira et al., 2007). Codex Alimentarius (2001) definiSe da sadrzaj
slobodne kiselosti ne sme biti visi od 50,00 meq/kg. Vise vrednosti mogu ukazivati na
fermentaciju Secera u organske kiseline, mada prisustvo razli¢itih organskih kiselina, geografsko
poreklo i sezona u kojoj se med sakuplja mogu uticati na kiselost meda (Tornuk et al., 2013). U
Portugalu su, na primer, ocenjivane monofloralne vrste meda, a u zavisnosti od geografskog
regiona, kao 1 njihovog botanickog porekla, ustanovljeno je da su dobijene vrednosti kiselosti
bile vece od utvrdene granice (Alves et al., 2013).

Slobodna kiselost i pH vrednost meda nisu u direktnoj sprezi zbog puferskog delovanja

razli¢itih kiselina i prisustva minerala (Algarni et al., 2016).

2.3.4. Pepeo i elektri¢na provodljivost

Sadrzaj pepela se odreduje radi procene sadrzaja minerala prisutnih u medu. Sadrzaj minerala
moze ukazivati na geografsko poreklo, jer zavisi od vrste zemljiSta na kome rastu biljke sa kojih
je sakupljan nektar (Karabagias et al., 2014; Suérez-Luque et al., 2005), kao i na eventualno
zagadenje zivotne sredine. MoZe se koristiti 1 kao parametar za procenu nutritivne vrednosti
meda. Kalijum je mineral koji dominira u medu (200900 mg/kg), jer je njegov udeo u ukupnim
mineralima jedna treé¢ina (Alves et al., 2013; Bogdanov et al., 2007) ili ¢ak i vise (> 70%)
(Fernandez-Torres et al., 2005; Vanhanen et al., 2011). Odredivanje sadrzaja kalijuma moze da
se iskoristiti u proveri autenticnost meda. Tako je, na primer, falsifikat meda od limete sadrzao
manje od 200 mg/kg kalijuma i bio niske elektriéne provodljivosti u poredenju sa ¢istim medom
od limete (Nikolova et al., 2012).

lako sadrzaj pepela nije regulisan zakonskom regulativom, literaturni navodi ukazuju da je
prosecan sadrzaj pepela u medu 0,17%, u rasponu izmedu 0,02% i 1,03% (Algarni et al., 2014;

Chakir et al., 2011). Sadrzaj minerala je u korelaciji sa bojom i1 ukusom meda, pri ¢emu veci
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sadrzaj minerala podrazumeva tamnije vrste meda intenzivnijeg ukusa (Escuredo et al., 2013;
Karabagias et al., 2014), Sto preferiraju potroSac¢i nekih zemalja (npr. Nemacke 1 Saudijske
Arabije). Korelacija izmedu boje, sadrzaja minerala i elektri¢éne provodljivosti meda je pozitivna
(Karabagias et al., 2014; Mari¢ et al., 2021).

Elektricna provodljivost meda je u vezi sa sadrzajem pepela (sadrzajem minerala) 1 kiseloscu,
odnosno ukazuje na prisustvo jona, organskih kiselina i proteina (Yucel and Sultanoglu, 2013).
Dakle, $to je njihov sadrzaj veci, to je veca rezultirajuca provodljivost (Mari¢ et al., 2021). Niske
vrednosti elektricne provodljivosti karakteriSu, na primer, bagremov med, kao i sve vrste svetlog
meda (Can et al., 2015), dok tamne vrste meda, poput meda od kestena, odlikuje visoka
elektri¢na provodljivost (Alquarni et al., 2016; Ghidotti et al., 2021).

Elektricna provodljivost je, takode, indikator koji se koristi u kontroli kvaliteta meda za
razlikovanje cvetnog meda od medljikovca (Feés et al., 2010; Karabagias et al., 2014), obzirom
da je Codex Alimentarius-om (2001) propisano da je maksimalna vrednost elektri¢ne
provodljivosti 800,00 mS/cm za cventni med, odnosno identi¢na, ali minimalna, za medljikovac.
Ustanovljeno je da postoji izrazita korelacija izmedu sadrzaja polena i elektricne provodljivosti

monofloralnog meda (Kaskoniené et al., 2010).

2.3.5. Boja

Boja je karakteristika meda koja je od velikog znacaja za njegovu komercijalizaciju, odnosno
prihvatljivost i preferencije potrosaca. Ovaj parametar kvaliteta meda veoma varira, a uglavnom
je odreden njegovim botanic¢kim poreklom, sadrzajem pepela, temperaturom meda u koSnicama 1
vremenom skladi$tenja (Gambaro et al., 2007; Gonzélez-Miret et al., 2005). Codex Alimentarius
(2001) propisuje da boja meda treba da bude od skoro bezbojne do tamnobraon.

Svetlo¢a meda (L*) igra vaznu ulogu u opredeljivanju potroSaca. Svetle vrste meda generalno
se viSe cene, iako je 1 tamni med cenjen u odredenim regionima (Tuberoso et al., 2014), Sto
ukazuje da prihvatljivost meda od strane potroSa¢a moZe da varira u velikoj meri (Gambaro et
al., 2007).

Med, takode, odlikuju udeli crvenog, zutog i zelenog tona. Med od ruzmarina je
karakteristi¢an po udelu zelenog tona (negativne a* vrednosti), med od mente odlikuje najveca

vrednost crvenog tona (pozitivne a* vrednosti), a med od eukaliptusa je nesto slabiji po udelu
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crvenog tona. Med od timijana, narandze, eukaliptusa i nane odlikuju zuti tonovi, odnosno

vrednosti izmedu 10 i 20 za b* (da Silva et al., 2017).

2.3.6. 5-Hidroksimetilfurfural

Sadrzaj HMF je pokazatelj kvara meda, odnosno neadekvatnih uslova skladistenja ili
primene termickog tretmana u svrhu razgradnje kristala meda ili supresije njegove mikrobioloske
kontaminacije (Kabbani et al.,, 2011). Porast temperature termickog tretmana i vremena
skladiStenja vodi porastu sadrzaja HMF (Bulut and Kilic, 2009). Medutim, sam porast sadrzaja
HMF ne moze se koristiti kao indikator intenziteta/duzine toplotnog tretmana, jer i drugi faktori
mogu da uti¢u na nivoe HMF, kao §to su profil Secera, prisustvo organskih kiselina, pH vrednost,
sadrzaj vlage, Ay 1 poreklo nektara. Stoga je sadrzaj HMF samo indikator pregrevanja ili
neadekvatnih uslova skladistenja (Oniir et al., 2018). Dodatno, HMF se moze formirati i na
niskim temperaturama, ¢ak i u kiselim uslovima, sukcesivnim reakcijama dehidratacije Secera
(Barra et al., 2010; Castro-Vazquez et al., 2007; Tornuk et al., 2013; Wang et al., 2009).

Visok sadrzaj HMF u medu moze, takode, biti pokazatelj falsifikovanja meda dodavanjem
invertnog sirupa, kada HMF nastaje zagrevanjem Secera u prisustvu kiseline do inverzije
saharoze (Capuano and Fogliano, 2011).

Codex Alimentarius (2001) definiSe maksimalan nivo od 40,00 mg/kg za HMF u medu
poreklom iz netropskih regiona, odnosno 80,00 mg/kg za med koji potice iz tropskih predela.
Tornuk 1 saradnici (2013) navode da se nivoi HMF nizi od 4,12 mg/kg smatraju adekvatnim za
svez med, dok Algarni 1 saradnici (2016) smatraju da se koli¢ina od 10 mg/kg HMF tretira kao

prirodno prisutna u medu.

2.3.7. Aktivnost dijastaze

Dijastaze (o- 1 B-amilaze) su enzimi prirodno prisutni u medu. SadrZzaj dijastaze zavisi od
botanickog 1 geografskog porekla meda. Uloga dijastaze je da konvertuje skrob u smeSu maltoze
(disaharida) i maltotrioze (trisaharida). Dijastaza je termolabilna, pa njena aktivnost ukazuje na

intenzitet termiCkog tretmana ili uslove skladiStenje meda (Ahmed et al., 2013). Koristi se kao

22



Doktorska disertacija Aleksandar Mari¢é

indikator starenja meda ili primene agresivnog toplotnog tretmana, pri kome se med podvrgava
zagrevanju na temperaturi iznad 60 °C (Yucel and Sultanoglu, 2013).

Aktivnost dijastaze odgovara aktivnosti enzima prisutnog u 1 g meda koji moze da
hidrolizuje 0,01 g skroba za 1 h na 40 °C, izrazen kao dijastazni broj u Gothe jedinicama
(Ahmed et al., 2013). Zakonska regulativa predvida minimalnu vrednost od 8,00 Gothe jedinica
za cvetni med (Codex Alimentarius, 2001). Medutim, med sa prirodno nizom aktivnoséu
dijastaze moze da ima najmanje 3 Gothe jedinice ukoliko sadrzi do 15 mg/kg HMF (Codex
Alimentarius, 2001).

Aktivnost dijastaze u medu moze da varira u zavisnosti od starosti pcela, perioda sakupljanja
nektara, fizioloSkog perioda pcelinjih kolonija, priliva nektara i drugog (Oddo et al., 1999).
Tako, na primer, nektar sakupljan u prole¢e odlikuje niza aktivnost dijastaze (Vorlova and Pridal,
2002). Dodatno, ishrana pcela vestackim putem rezultira, takode, niskom aktivnoscu dijastaze

(Guler et al., 2014).

2.4. FIZICKE OSOBINE MEDA

Kvalitet meda odreden je, pored hemijskih pokazatelja, njegovim fizi¢kim svojstvima, u koja
se ubrajaju kristalizacija, viskoznost, higroskopnost, elektricna provodljivost, opti¢ka svojstva,
indeks refrakcije i1 specificna masa, a ona su usko povezana sa hemijskim sastavom meda.
Pojedini sastojci meda utiCu na njegovo odredeno fizicko svojstvo ili istovremeno na njih
nekoliko. Tako, na primer, od sadrzaja vode zavise viskoznost, indeks refrakcije i1 specificna
masa. Opticka aktivnost je u sprezi sa sastavom Secera meda, a elektri¢na provodljivost zavisi,

pre svega, od udela mineralnih materija (Lazaridou et al., 2004).

2.4.1. Viskoznost

Pod viskozno$¢u se podrazumeva stepen tecljivosti meda. Na viskoznost utice vise faktora,
od kojih su najznacajniji sadrZzaj vode 1 temperatura. Viskoznost Se snizava sa porastom
temperature, pri ¢emu je ovakva zavisnost najizrazenija na temperaturama nizim od 15 °C. Ostali

faktori koji uticu na viskoznost su vrste medonosnih biljki od kojih poti¢e nektar, broj i veli¢ina
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kristala u medu, kao i1 sastav Seera (veci udeo di- i trisaharida doprinosi vecoj viskoznosti)

(Abu-Jdayil et al., 2002).

2.4.2. Kristalizacija

Med je prezasicen rastvor glukoze, koji spontano prelazi u stanje ravnoteze kristalizacijom
suvisne koli¢ine glukoze u rastvoru. Glukoza gubi vodu i prelazi u kristalni oblik, dok voda, koja
je bila vezana za glukozu, postaje slobodna. Posledi¢no, dolazi do povecanja sadrzaja vode u
nekristalizovanim delovima meda, pa med postaje skloniji fermentaciji i kvarenju. Fruktoza, koja
je pored glukoze najzastupljenija komponenta u medu, obrazuje tanak sloj oko kristala glukoze.
Med menja boju, postaje svetliji i gubi bistrinu, a dolazi i do promene njegovog ukusa. Brzina
kristalizacije zavisi od odnosa sadrzaja glukoze i fruktoze, sadrzaja minerala, proteina i
organskih kiselina, kao 1 od temperature skladiStenja i1 vlaznosti vazduha. Najpovoljnija
temperatura za kristalizaciju meda je 10-20 °C, idealna 11-15 °C, a ispod 5 °C i iznad 27 °C ne

dolazi do kristalizacije (Skenderov and Ivanov, 1986).

2.4.3. Higroskopnost

Higroskopnost je svojstvo meda da u zavisnosti od vlaZznosti vazduha 1 sadrZaja vode u medu
zadrZava molekule vode. Ovo svojstvo meda potice od prisustva velike koli¢ine Secera. Proces
traje do nastanka ravnoteZe (58% vlaznosti vazduha i 17,4% vode u medu).

Fruktoza je higroskopnija od glukoze i drugih Secera, pa, samim tim, visok udeo fruktoze ¢ini
med higroskopnijim. Cuvanje meda u vlaznim prostorijama izaziva poveéanje masenog udela
vode 1, kao posledica, nastaje med podlozniji fermentaciji 1 kvarenju. Higroskopnost, kao fizicka
osobina meda, moze biti korisna u industriji, u oblastima gde se med koristi kao sredstvo za
zadrZavanje vlaznosti proizvoda (npr. prehrambena i kozmeticka industrija) (Da Costa and

Pereira, 2002; Skenderov and Ivanov, 1986).
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2.4.4. Opticka aktivnost

Med je opticki aktivan, jer sadrzi hiralna jedinjenja, pre svega Secere. Ukupna specificna
rotacija meda zavisi od sadrzaja i odnosa razlicitih Se€era u njegovom sastavu. U cvetnom medu
dominantan Secer je fruktoza, koji ima negativnu specifi¢nu rotaciju (-92,4°), pa je i ukupna
specificna rotacija meda negativna. Za razliku od cvetnog meda, medljikovac sadrzi vece

koli¢ine oligosaharida, uglavnom trisaharida, §to rezultira pozitivnom optickom rotacijom

(Dinkov, 2003).

2.5. STABILNOST MEDA

Sastav meda uslovljava da tokom skladiStenja dolazi do variranja u profilu njegovih
komponenti. Ove promene uticu na nutritivne i senzorske karakteristike meda koje mogu biti
povezane sa reakcijama kao Sto je reakcija neenzimskog tamnjenja, katalizovana zagrevanjem i

prouzrokovana uslovima dugotrajnog skladistenja (Martins et al., 2001).

2.5.1. Neenzimsko tamnjenje

Neenzimsko tamnjenje hrane je jedan od Cestih fenomena u hemiji hrane, tokom koga se
formiraju nosioci zute, crvene i1 braon boje 1 razvijaja paleta ukusa (Wang et al., 2001). Proizvodi
reakcije neenzimskog tamnjenja nastaju sporo tokom skladiStenja ili brze na visokim
temperaturama. Neenzimsko tamnjenje u velikom broju slucajeva predstavlja negativnu pojavu
koja dovodi ne samo do promene boje hrane, nego i do drugih promena, poput degradacije
sastojaka hrane (aminokiseline, askorbinska kiselina), smanjenja svarljivosti proteina, a u ¢estim
slucajevima 1 do stvaranja veoma toksicnih jedinjenja (Kim and Lee, 2008). Medutim,
neenzimsko tamnjenje hrane ne predstavlja uvek negativnu pojavu, pa se Cesto uslovi obrade
hrane podesavaju kako bi favorizovali tamnjenje, jer je ono preduslov za prihvatljivost nekih

gotovih proizvoda od strane potrosaca (pekarski proizvodi, peCeno meso, przena kafa).
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Kada se reakcije neenzimskog tamnjenja odvijaju bez prisustva azotnih jedinjenja, one se
nazivaju reakcije karamelizacije, a kada se odvijaju u prisustvu azotnih jedinjenja one se
nazivaju karbonil-amin reakcije ili Maillard-ova reakcija. Dakle,

1. Reakcije karamelizacije: transformacija i degradacija SeCera bez prisustva amino
jedinjenja. Proces karamelizacije obuhvata reakcije enolizacije, izomerizacije,
dehidratacije, fragmentacije i polimerizacije, pri ¢emu nastaju pigmenti svetlozute do
crne boje.

2. Maillard-ova reakcija: reakcija izmedu amino grupa slobodnih aminokiselina/proteina i
karbonilnih grupa redukuju¢ih Secera. Interakcije izmedu ovih grupa dovode do
odigravanja niza reakcija koje su podeljene u 3 faze — inicijalnu, naprednu i finalnu fazu.

Maillard-ova reakciji podrazumeva da redukujuci Seceri reaguju reverzibilno sa aminima
formirajuéi Sifovu bazu, iz koje mozZe nastati N-supstituisani glikozilamin. 1zomerizacija aldoza
stvara aldozilamine, dok izomerizacija ketoza stvara ketozilamine. Sifova baza podleze
konverziji u Amadori jedinjenja, klju¢ne intermedijere u reakciji tamnjenja. Nastanak Amadori
proizvoda odlikuje inicijalnu fazu reakcije neenzimskog tamnjena, tokom koje ne dolazi do
tamnjenja. Aldozilamini podlezu Amadorijevom premestanju prelazec¢i u ketozilamine, dok se
ketozilamini transformiSu u aldozilamine (Heins-ovo premesStanje ili reverzno Amadori
premestanje). Reakcijama dehidratacije nastaju intermedijeri, posebno u sredini ¢ija je pH <5,
derivat furana nastao od heksoza, odnosno 5-hidroksimetilfurfural (HMF) i/ili derivat nastao od
pentoza, furfural (Slika 10). U slu¢aju visih pH vrednosti (pH > 5), reaktivni cikli¢ni proizvodi
(HMF 1 drugi) polimerizuju brzo do tamno obojenih, nerastvornih jedinjenja koja sadrze
kiseonik, $to odlikuje zavr$nu fazu reakcije neenzimskog tamnjenja.

Dakle, HMF se formira kao intermedijer u Maillard-ovoj reakciji i direktnoj dehidrataciji
Secera u kiseloj sredini tokom termicke obrade namirnica ili tokom duzeg skladiStenja (Barra et
al., 2010; Tornuk et al., 2013; Wang et al., 2009). 3-Deoksiozon je poznat kao kljucan
intermedijer u formiranju HMF, a nastaje 1,2-enolizacijom i dehidratacijom glukoze ili fruktoze.
Slika 10 ilustruje alternativan put nastanka HMF u hrani, pod dejstvom toplote i u uslovima
niske vlaznosti, koji podrazumeva formiranje visokoreaktivnog fruktofuranozil katjona, koji se
moze brzo konvertovati u HMF pri niskom pH (pH < 5), kao u slu¢aju meda (Capuano and

Fogliano, 2011).
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Slika 10. Stvaranje 5-hidroksimetilfurfurala

Maillard-ova reakcija prouzrokuje smanjenje nutritivne vrednosti namirnica, jer vodi
destrukciji esencijalnih aminokiselina, na primer, lizina, obzirom da g-amino grupa lizina reaguje
sa Secerima i drugim amino kiselinama, kao Sto su L-arginin i L-histidin (Martins et al., 2001).
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Tamna boja meda moZe da nastane tokom skladistenja, a posledica je povisenih temperatura
skladistenja i sastava meda (Oniir et al., 2018). U nekim slucajevima, med se podvrgava
toplotnoj obradi da bi se inhibirao ili usporio proces njegove kristalizacije ili da bi se blokirao
rast i razvoj mikroorganizama, kao i tokom punjenja ili ekstrakcije, u cilju postizanja
odgovarajucih reoloskih osobina, odnosno tecljivosti (Vaikousi et al., 2009). Primena toplotnog

tretmana meda vodi porastu sadrzaja HMF (Ramirez Cervantes et al., 2000).
2.5.2. 5-Hidroksimetilfurfural

Med se dobija primenom razli¢itih fizickih operacija (presovanje, centrifugiranje, cedenje) i
ezgistira u razli¢itim formama na trziStu (sace, med sa sac¢em, kristalizovani ili granulisani med,
kremasti, termicki obraden med). Sirovi med sadrzi strane materije, kao $to su polen, tragovi
voska, osmotolerantni kvasci i kristali dekstroza hidrata. Med ne podleze fermentaciji 0sim ako
je njegov sadrzaj vlage ispod 17%. Tokom vremena, odnosno skladiStenja, med je sklon
kristalizaciji ukoliko se ne preduzmu mere da se ona spreci (Kabbani et al., 2011). Prerada meda
ukljucuje kontrolisano zagrevanje za uniStavanje kvasca i rastvaranje kristala dekstroze, cedenje
ili filtriranje. Med se obi¢no zagreva na 32—40 °C da bi mu se snizio viskozitet, $to olakSava
ekstrakciju, cedenje ili filtraciju. Navedena temperatura termicke obrade je sli¢na onoj u
koSnicama, te ne deluje na med tokom relativno kratkog perioda obrade. Medutim, postoje
tretmani koji podrazumevaju viSe temperature zagrevanja kako bi se povecala tecljivost meda ili
ostvarila pasterizacija, koje dovode do formiranja degradacionog proizvoda meda — 5-

hidroksimetilfurfurala (Slika 11) (Bulut and Kilic, 2009; Rizelio et al., 2012).

o)
HO \ / \o
Slika 11. Molekulska struktura 5-hidroksimetilfurfurala

5-Hidroksimetilfurfural se formira kao intermedijer u Maillard-ovoj reakciji i direktno,
dehidratacijom Secera u kiseloj sredini (karamelizacija) tokom termickih tretmana meda (Barra et

al., 2010; Martins et al., 2001). U kiselim uslovima, HMF se moze formirati i pri niskim
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temperaturama, iako se njegov sadrzaj drasti¢no povecava sa temperaturom (Kim et al., 2008).
Osim temperature, koli¢ina formiranog HMF zavisi i od pH vrednosti, aktivnosti vode, kao i od
koncentracije dvovalentnih katjona u medijumu (Capuano and Fogliano, 2011).

Ogranic¢ena dostupnost i relativno visoka cena meda prouzrokovali su da se med falsifikuje,
upotrebom jeftinih zasladivaca, poput Sec¢era od Secerne trske ili SeCerne repe, kukuruznog,
fruktoznog ili maltoznog sirupa, kao i invertnog Secera (da Silva et al., 2016; Ghidotti et al.,
2021). Upravo se kvantifikacija HMF u medu prvobitno koristila kao pokazatelj dodavanja
invertnog Se¢era u med. Naknadno je HMF postao marker zagrevanja i neadekvatnog
skladiStenja meda.

Fallico i saradnici (2004) odredivali su sadrzaj HMF u Cetiri vrste sveZeg meda, ustanovivsi
da je iznosio 5,95 mg/kg u medu od citrusa, 1,23 mg/kg u medu od vresjaka, dok je u medu od
eukaliptusa i kestena bio ispod praga detekcije. Isti autori su, takode, ispitivali 1 uticaj razli¢itih
temperatura zagrevanja na sadrzaj HMF, utvrdiv$i da je koli¢ina nastalog HMF u vezi sa
botanickim poreklom meda pri tretmanu na temperaturi 50 °C. Medutim, povecanjem
temperature do 100 °C sve vrste meda podlegle su nastanku znacajnih koli¢ina HMF, koje su
iskljucivo zavisile od vremena zagrevanja. Dodatno, pokazalo se da je nastajanje HMF pri nizim
temperaturama bilo u korelaciji sa pH vredno$¢u meda. Tako, na primer, u kestenovom medu,
koji je imao najviSu pH vrednost, nije doSlo do nastajanja HMF ni nakon 144 h zagrevanja na
temperaturi od 50 °C, dok su u drugim vrstama meda nastale odredene koli¢ine u zavisnosti od
od vremena zagrevanja, udela kiselina i pH vrednosti meda (Fallico et al., 2004).

Bath i Singh (1999) su, takode, zagrevali dve vrste meda na 70 °C tokom 60 minuta, pri
¢emu su zabelezili porast udela HMF sa 4,45 na 7,66 mg/100 g, odnosno sa 1,23 na 3,1 mg/100 g
1 zakljucili da sadrzaj formiranog HMF korelira sa pH vrednos¢u meda.

In vitro toksikoloske studije pokazale su da je HMF u velikim koncentracijama citotoksican,
izaziva iritaciju o¢iju, gornjeg respiratornog trakta, koze i sluzokoze. In vitro eksperimenti na
zivotinjama pokazali su da izloZenost ve¢im koncentracijama HMF moze prouzrokovati
karcinom koze, tumore na bubrezima, kao 1 da povecava ucestalost hepatocelularnih adenoma.
HMF se moze konvertovati u citotoksi¢an i mutageni S5-sulfoksimetilfurfural (Slika 12)
(Capuano and Fogliano, 2011), jedinjenje koje je mutageno po konvencijalnom Ames testu.
Smatra se da je upravo 5-sulfoksimetilfurfural glavni inicijator za nastanak tumora koze, kao i da

je zasluzan za nastajanje oStec¢enja na jetri i bubrezima (Capuano and Fogliano, 2011).
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Slika 12. Molekulska struktura 5-sulfoksimetilfurfurala

Nezeljena dejstva koja prouzrokuje HMF, kao i pokusaji da se spreci kristalizacija meda koja
podrazumeva termicki tretman tokom koga se HMF stvara, rezultirali su eksperimenata kojima
se pokuSava supresirati pojava kristala i nastanak ovog jedinjenja. Stoga su Oniir i saradnici
(2018), kao alternativu termickoj obradi, pokusali da med tretiraju ultrazvuénim talasima i
visokim hidrostatickim pritiskom (high hydrostatic pressure — HHP) i dosli do saznanja da se
prilikom ultrazvucnog tretmana sprecava kristalizacija meda, dok HHP tretman obezbeduje 1 nize
sadrzaje HMF u poredenju sa zagrevanjem. Ultrazvuéni tretman u istu svrhu primenili su i
Quintero-Lira i saradnici (2017), utvrdivsi, takode, da ovaj tretman ne uti¢e na sadrzaj HMF,
mada znacajno deluje na veli¢inu kristala, boju i polifenolni profil meda.

Stoga, HHP tretman moze biti korisan za postizanje stabilnog roka trajanja, a, istovremeno,

sprecava ili minimizira stvaranje HMF i obezbeduje kvalitet i nutritivne karakteristike meda.
2.5.3. Ostale promene komponenti meda

Med je namirnica koja tokom skladiStenja trpi mnoge promene u svom sastavu koje se
obicno deSavaju usled razliCitih hemijskih reakcija, ukljucuju¢i fermentaciju, oksidaciju 1
termic¢ku obradu (Moreira et al., 2010).

Ugljovodonici, iako niskoreaktivna jedinjenja, podlezu smanjenju sadrzaja u medu, S$to je,
najverovatnije, rezultat njihove isparljivosti. Dodatno, oksidativni procesi koji se mogu javiti
tokom skladiStenja pretvaraju ugljovodonike u kiseoni¢na jedinjenja, kao Sto su alkoholi, koji
brzo isparavaju. Povecani sadrzaj alkohola tokom skladiStenja meda moZe biti posledica
njihovog stvaranja oksidativnom degradacijom lipida ili redukcijom koju katalizuje aldehid

reduktaza poreklom iz pcela ili kontaminiraju¢ih mikroorganizama (Moreira et al., 2010).
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Kaskoniene 1 saradnici (2008) su identifikovali etanol u uzorcima meda iz Litvanije, Cije se
prisustvo moze objasniti razvojem kvasca u hrani koja sadrzi Secere, kakav je med. Isti autori
navode da se razliciti aldehidi i ketoni mogu formirati oksidacijom masnih kiselina u medu,
posebno linolne i linolenske kiseline, koji mogu usloviti uzeglost.

Sadrzaji nekih organskih kiselina, ketona i benzena, kao $to su 2-hidroksi-2-propanon,
buterna kiselina, benzil-alkohol ili 2-feniletanol, identifikovanih u svezem medu, rastu sa
povecanjem temperature i vremena skladistenja (Barra et al., 2010). Medutim, niskomolekularne
kiseline, kao Sto su propionska i 2-metilpropionska kiselina, trpe gubitke tokom 6 meseci
skladistenja meda, najverovatnije jer spadaju u jedinjenja kratkih ugljeni¢nih lanaca, $to olakSava
njihovo isparivanje (Moreira et al., 2010).

Kaskoniene i saradnici (2008) su detektovali gubitke volatilnih jedinjenja od ¢ak 30% nakon
samo 3 meseca skladiStenja meda. Suprotno navedenom, med od uljane repice karakterisao je
porast sadrzaja isparljivih materija, najverovatnije prouzrokovan stvaranjem novih jedinjenja.
Ustanovljeno je da promene fizickih karakteristika meda, kao §to su promene konzistencije,
reoloskih svojstava i kristalizacija, mogu imati znacajan uticaj na oslobadanje isparljivih

jedinjenja.

2.6. FARMAKOLOSKO DELOVANJE MEDA

Med se koristi u terapeutske svrhe jo§ od antickih vremena. Rane civilizacije ostavile su
pisane dokumente o koriS¢enju meda kao hrane ili kao simbolu koris§¢enom u religioznim,
magijskim 1 isceliteljskim ritualima. Postoje indicije da se koristio jo§ u starom Egiptu za le¢enje
rana, izazivanje mokrenja, kao i za smanjenje telesne tezine. Galen, veliki rimski lekar, smatrao
je da je med dobar lek za sve vrste trovanja i crevnih bolesti.

Savremena istrazivanja su potvrdila da med ispoljava mnogobrojne pozitivne efekte na
ljudsko zdravlje, te, stoga, danas postoje mnogobrojni komercijalno dostupni proizvodi na bazi
meda, koji se koriste kao terapeutici za prevenciju i le¢enje mnogih bolesti.

Terapeutsko delovanje meda je primarno posledica njegove antioksidativne prirode,
dominantno proistekle iz prisustva, odnosno delotvornosti polifenolnih jedinjenja, pre svega
flavonoida (apigenin, kvercetin, miricetin, pinocembrin, hesperetin) i fenolnih kiselina (kafena,

ferulna, sinigrinska, galna, p-kumarinska kiselina i druge), ali i askorbinske kiseline, karotinoida,
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organskih kiselina, proizvoda Maillard-ove reakcije, aminokiselina, peptida, proteina i selena
(Cornara et al., 2017; Estevinho et al.,, 2008). Flavonoidi upecatljivo doprinose ukupnoj
antioksidativnoj delotvornosti meda, obezbeduju¢i dobrobitno delovanje u slucaju mnogih
bolesti (Alvarez-Suarez et al., 2012), ali je od znacaja i1 antioksidativna aktivnost fenolnih
kiselina prisutnin u medu (Trautvetter et al.,, 2009). Ova jedinjenja smanjuju rizik od
oksidativnog oste¢enja celija ljudskog organizma, koja nastaju delovanjem slobodnih radikala 1
tako sprecavaju ili ublazavaju nastanak mnogih bolesti (Halliwell and Gutteridge, 1989).

Tako je, na primer, antitumorski efekat meda od korijandera, utvrden koris¢enjem EAC
modela sa miSevima (Ehrlich Ascites Carcinoma model), pripisan njegovom antioksidativnom
delovanju/prisustvu polifenola (Hegazi et al., 2014).

Potencijal delovanja polifenola meda u slufaju tretmana niza degenerativnih bolesti
predstavljen je u radu Hossen i saradnika (2017). Medutim, ukupna terapeutska svojstva meda ne
podrazumevaju samo njegovu antioksidativnu prirodu, ve¢ i antibakterijsko, bakteriostatsko,
antiinflamatorno, antimutageno, antitrombic¢ko, antiaterogeno i druga dejstva (Slika 13)
(Alvarez-Suarez et al., 2013; Rao et al., 2016; Talebia et al., 2020).

Mnogobrojna nauc¢na istrazivanja potvrdila su inhibitorni efekat meda na rast i razvoj
bakterija i gljivica. Antibakterijsko dejstvo meda uglavhom podrazumeva inhibiciju rasta i
razvoja gram-pozitivnih bakterija (Sweda, 2017). Tako su, na primer, Saka¢ i saradnici (2022),
ispitujuci antibakterijsko delovanje razlicitih vrsta meda na gram-pozitivne i gram-negativne
bakterije, ustanovili sledecu hijerahiju rezistencije: Escherichia coli > Escherichia coli ATCC
8739 > Enterococcus faecalis > Proteus mirabilis > Staphylococcus aureus, koja potvrduje
znacajno intenzivnije dejstvo meda na gram-pozitivne bakterije. Junie i saradnici (2016) su,
takode, proucavali antimikrobnu aktivnost 10 razli¢itih uzoraka meda 1 ustanovili da su
najosetljivije bakterije na delovanje meda bile Staphylococcus aureus i Staphylococcus
epidermidis. Nemo i Bacha (2021) isticu da je Staphylococcus aureus najosetljivija medu
istrazivanim bakterijama kada je u pitanju antibakterijska aktivnost meda. Sli¢na delotvornost
zabelezena je 1 u istrazivanjima Farkasovske i saradnika (2019) i Szwede (2017). Razlicita
osetljivost gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija na antibakterijsku aktivnost meda
proizilazi iz razlike sastava njihovih celijskih zidova. U poredenju sa gram-negativnim

bakterijama, gram-pozitivne bakterije nemaju spoljnu membranu koja bi stitila peptidoglikanski
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sloj, $to olakSava prodiranje i izaziva oSteCenja prouzrokovana antimikrobnim agensima (Matzen
etal., 2018).

Antioksidativno delovanje Antiobakterijsko delovanje

* Neutralizacija slobodnih + Inhibicija rasta i razvoja
radikala gram-pozitivnih i gram-

¢ Sprecavanje oksidativnog negativnih bakterija
ostecenja Celija

Reaktivane 45 D
vrste —

Antitumorsko delovanje Antiinflamatorno delovanje

* Apoptoticki, antiproliferativni.
imunomodulatorni,
antiinflamatorn i estrogeni
efekta, kao i delovanje inhibitora
faktora nekroze tumora

¢ Stimulacija lucenja inflamatornih
citokina (interleukin 1B i 6) i TNF
(tumor nekroza faktor) iz
monocita, ¢ime se podstice
regeneracija tkiva

Monociti Interleukin 1§

Slika 13. Farmakolosko delovanje meda

Antibakterijska svojstva meda mogu se pripisati individualnom ili sinergetskom delovanju
kiselosti i osmolarnosti meda (Bogdanov, 1997; Bose, 1982), kao i prisustvu vodonik peroksida,
koji se generiSe konverzijom glukoze posredstvom glukoza oksidaze iz meda (Deng et al., 2018).
Medutim, enzim katalaza katalizuje degradaciju vodonik peroksida, te, stoga, med sa visokom
aktivno$¢éu katalaze ima slabo antibakterijsko delovanje. Prisustvo polifenola meda, takode,
doprinosi antibakterijskoj aktivnosti meda (Giines et al., 2017; Leyva-Jimenez et al., 2019).
Dokazano je da metil-siringat ispoljava antiradikalsku aktivnost na superoksid anjon radikale i
tako deluje kao antibakterijski agens u medu (Almasaudi et al., 2017). Takode, utvrdeno je da i
neka druga jedinjenja, poput metilglioksala iz manuka meda, deluju antibakterijski (Szweda,
2017).
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Kandida je gljivica koja prouzrokuje bolesti koze i sluzokoze i visoko je otporna na
antifungalne lekove. Lima i sardanici (2022) su utvrdili da razliite vrste meda iz Brazila
ispoljavaju antifungalnu aktivnost prema kandidi. Smatra se da flavonoidi iz meda mogu biti
potencijalni agensi u suzbijanju kandide.

Med 1 njegovi sastojci poznati su 1 po ispoljavanju antikancerogene aktivnosti razliitim
mehanizmima delovanja, koji podrazumevaju antioksidativne, apoptoticke, antiproliferativne,
imunomodulatorne, antiinflamatorne i estrogene efekte, kao i delovanje inhibitora faktora
nekroze tumora (Waheed et al., 2019). Isti autori navode da su flavonoidi meda (kempferol,
katehin i kvercetin) i fenolne kiseline (kafena i galna kiselina) polifenolne komponente meda sa
najjacom dokazanom antikancerogenom aktivnoscu.

Sakac i saradnici (2022) su ispitivali antiproliferativnu aktivnost razli¢itih vrsta meda na
¢elije raka dojke (MCF7), cerviksa (HeLa), kolona (HT-29) i MRC-5 ¢elije, utvrdivsi da lipov i
livadski med ispoljavaju najjace antiproliferativno dejstvo na sve ispitivane Celijske linije, pri
¢emu je celijska linija HT-29 bila najosetljivija. Antiproliferativnu aktivnost meda i polifenola
meda na razlicite Celijske linije raka zabelezili su i Jaganathan i Mandalin (2009). Uprkos tvrdnji
da polifenoli imaju jednu od presudnih uloga u suzbijanju rasta ¢elija raka, rezultati Sakaceve i
saradnika (2022) dokazuju da i drugi mehanizmi/jedinjenja doprinose ovom fenomenu. Lipov
med se pokazao superiornim, iako je sadrZaj polifenola lipovog meda nizak, odnosno znacajno
nizi u odnosu na med od bosiljka, ¢ija aktivnost u supresiji rasta kancerogenih celija nije
detektovana. Takode, kestenov med je pokazao blagu aktivnost u slucaju Celija raka dojke bez
uticaja na druge ispitivane linije, iako ga odlijuje visok sadrzaj polifenola. Suprotno tome, med
od kestena iz Anadolije je bogat izvor fenola, Ciji je sadrZzaj kompatibilan sa njegovim
citotoksi¢nim dejstvom na celijske linije raka dojke (Seyhan et al., 2017).

Med je delotvoran i1 u tretmanu razli¢itih rana (Pleeging et al., 2022). Istrazivanja pokazuju
da se lekovitost meda u tretmanu rana zasniva na stimulaciji lu¢enja inflamatornih citokina
(interleukin 1B 1 6) i TNF-a (tumor nekroza faktor) iz monocita, ¢ime se podsti¢e regeneracija
tkiva. Med se pokazao vrlo korisnim 1 u le€enju opekotina, jer je vlaZan, deluje antibakterijski 1
ne izaziva lokalnu iritaciju obolelog tkiva (Krishnakumar et al., 2020).

Nizak glikemijski indeks meda omogucava njegovu umerenu konzumaciju u slucaju osoba

obolelih od dijabetesa tipa 1 i 2, jer je ustanovljeno da konzumiranjem meda kod ovih pacijenata
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dolazi do povecanja koncentracije hemoglobina, stimulacije luenja insulina, a usled toga 1 do

smanjenja nivoa Secera u krvi 1 poboljsanja njihovog lipidnog statusa.

2.7. AUTENTICNOST MEDA

Autenti¢nost meda, odnosno odredivanje botanickog 1 geografskog porekla meda,
tradicionalno se sprovodi analizom polena (melisopalinoloska analiza) (Bentabol Manzanares et
al., 2011; La Serna Ramos and Gémez Ferreras, 2011) shodno harmonizovanoj metodi (\Von der
Ohe et al., 2004). Medutim, ova analiza zahteva iskusne poznavaoce botanike i bogatu bazu
podataka o vrstama polena, kao i poznavanje flore odredenog regiona za procenu geografske
autenti¢nosti meda (Ulberth, 2016). Alternativa analizi polena je detekcija genetskog materijala
biljaka koje su pcele koristile u proizvodnji meda. Reakcija lan¢anog umnozavanja (engl.
polymerase chain reaction — PCR) je metoda koja moze da se koristi za karakterizaciju
polenskog profila razli¢itih vrsta meda, kao $to je, na primer, med sa Korzike i iz Galicije (Laube
et al., 2010). Odredivanje niza markera botanickog 1 geografskog porekla meda, kao Sto su
aminokiseline i proteini, aromati¢na jedinjenja, ugljeni hidrati, enzimi (aktivnost enzima),
proizvodi fermentacije, flavonoidi i druga fenolna jedinjenja, minerali i elementi u tragovima,
stabilni izotopi, alifaticne organske kiseline 1 neka druga specifi¢na jedinjenja, takode je korisno
u odredivanju autenti¢nosti meda (Anklam, 1998). Mnoge analiticke tehnike koriste za pracenje
autenticnosti meda: infracrvena spektroskopija (IR), nuklearna magnetna rezonanca (NMR),
fluorescentna spektroskopija (ukljuujué¢i analizu organskih supstanci sa fluorescentnim
svojstvima i neorganskih jedinjenja totalnom refleksijom rendgenske fluorescencije), tankoslojna
hromatografija (TLC), tecna hromatografija (LC), jonoizmenjiva¢ka hromatografija (HPAEC),
gasna hromatografija (GC), masena spektrometrija odnosa stabilnih izotopa (IRMS) i
elektroanaliticke metode (Trifkovi¢ et al., 2017).

2.8. EKSTRAKCIJA BIOAKTIVNIH JEDINJENJA

Ekstrakcija 1 izolacija bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih izvora/proizvoda odvija se
primenom procedura koje podrazumevaju: (1) ekstrakciju (maceracija, destilacija vodenom
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parom, presovanje, infuzija, perkolacija i ekstrakcija po Soxlet-u) i (2) dodatni hemijski tretman
ekstrakata u cilju izolovanja ciljnih jedinjenja u ¢istom obliku (Chemat et al.,, 2012).
Konvencionalni postupci ekstrakcije su ¢esto dugotrajni i zahtevaju koriséenje velikih koli¢ina
organskih rastvarac¢a (ugljovodonika, alkohola, hloroalkana i drugih), obzirom da veliki deo
bioaktivnih jedinjenja nije rastvorljiv u vodi. Tokom primene konvencionalnih postupaka
ekstrakcije moze da dode do degradacije odredenih ciljnih molekula i delimi¢nog gubitka
isparljivih materija (Cravotto et al., 2008), te je, posledi¢no, uprkos velikoj potrosnji energije 1
velikom utroSku rastvaraca, prinos ciljnog jedinjenja Cesto nizak (Chemat et al., 2012). Stoga su
u proteklim decenijama razvijane sigurnije i efikasnije tehnike ekstrakcije, zasnovane na

Koncept zelene hemije prvi put je koris¢en 1991. godine. Ovaj koncept je zasnivan na 12
principa — smernica, koje se koriste u 1) dizajniranju hemijskih proizvoda i procesa koji
smanjuju ili potpuno uklanjaju primenu i nastanak Stetnih i opasnih supstanci koris¢enjem
hemikalija 1 rastvaraca koji su minimalno Stetni ili potpuno bezbedni po ljudsko zdravlje i
zivotnu sredinu, ali i u 2) dizajniranju energetski efikasnih i bezbednih procesa kojima se
olaksava koriS¢enje obnovljivih sirovina (Anastas and Eghbali, 2010). Danas je zelena hemija
prevaziSla oblast hemije i primenjuje se u raznim industrijskim oblastima, kao S$to su
prehrambena tehnologija i biotehnologija. Shodno tome, termin zelena ekstrakcija je uveden da
opiSe tehnike ekstrakcije zasnovane na zelenim i odrzivijim procesima kroz (1) pobolj$anje i
optimizaciju procesa, (2) koris¢enje nenamenske opreme 1 (3) inovacije u procesima, ukljucujuci
alternativne rastvarace (Chemat et al., 2012). Prema principima zelene hemije, izbor
odgovarajueg rastvaraca zasniva se na bezbednosti operatera (toksi¢nost, kancerogenost,
mutagenost, apsorpcija kroz kozu 1 respiratorni sistem), bezbednosti procesa (zapaljivost,
eksplozivnost, isparljivost i stvaranje potencijalnog peroksida), zastiti Zivotne sredine
(ekotoksi¢nost, postojanost, kontaminacija podzemnih voda, uniStavanje ozonskog omotaca) i
odrzivosti procesa (sposobnost reciklaZze i moguénost ponovne upotrebe) (Alfonsi et al., 2008),
Sto zna¢i da zeleni rastvara¢ treba da bude hemijski 1 fizi¢ki stabilan, male isparljivosti,
netoksican ili smanjene toksi¢nosti, biodegradabilan, lak za upotrebu i lak za recikliranje.

Danas su u mnoge separacione postupke uvedene savremene tehnologije ekstrakcije, koje
koriste bezbedne i netoksic¢ne rastvarace (kao $to su etanol, CO,, voda) za ekstrakciju razlicitih

materijala i jedinjenja. Neke od ovih tehnologija su ekstrakcija potpomognuta mikrotalasima
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(microwave accelerated extraction — MAE), ultrazvu¢na ekstrakcija (ultrasound accelerated
extraction — UAE), ubrzana ekstrakcija rastvara¢em (accelerated solvent extraction — ASE) i
tehnologije pod pritiskom, kao Sto su superkriticna ekstrakcija fluidima (supercritical fluid
extraction — SFE) i subkriti¢na ekstrakcija vodom (subcritical water extraction — SVE) (Yilmaz
and Soylak, 2016). Osim prednosti koja se odnosi na upotrebu zelenog i bezbednog rastvaraca za
ekstrakciju, ve¢ina navedenih ekstrakcionih tehnologija je mnogo efikasnija od konvencionalnih
tehnika. Selektivna ekstrakcija u slucaju primene najsavremenijih ekstrakcijskih tehnologija
omogucena je jednostavnom promenom parametara procesa (temperatura, pritisak, protok, snaga
1 drugi parametri), Sto ove tehnike €ini pogodnim za ekstrakciju raznih bioaktivnih jedinjenja

(Gil-Chavez et al., 2013).

2.8.1. Jonske teénosti

Enormni industrijski razvoj, koji u velikoj meri menja stil zivota ljudi Sirom sveta, doveo je
do potrebe za razvojem procesa i pronalazenjem hemijskih supstanci koje ¢e odlikovati
ekonomicnost, odrzivost i odsustvo ili smanjenje negativnog uticaja na zdravlje ljudi i zivotnu
sredinu. Poslednjih decenija nau¢nici u velikoj meri izuc¢avaju klase hemijskih jedinjenja koje ¢e
doprineti smanjenju zagadenja zivotne sredine. Krajem XX 1 pocetkom XXI veka doslo je do
ekspanzije sinteze nove klase jedinjenja — jonskih tec¢nosti (Slika 14). Prema dvanaest principa
zelene hemije, jonske tec¢nosti su najbolji zeleni rastvaraci za upotrebu u hemijskim reakcijama,
koji predstavljaju ,,zelene alternative” uobicajeno koriS¢enim organskim rastvarac¢ima (Anastas
and Kirchhoff, 2002; Hulsbosch et al., 2016).

Jonske teCnosti su organske soli koje se sastoje od asimetriénog organskog katjona i
organskog ili neorganskog anjona sa tatkom topljenja uobicajeno ispod 100 °C i stabilnoséu
u Sirokom temperaturnom opsegu (obi¢no < 400 °C) (Bahrani et al., 2015). Razni organski
katjoni, kao Sto su imidazolijum, sulfonijum, amonijum, piridinijum, fosfonijum, triazolijum,
pirazolijum, gvanidinijum i drugi katjoni, sa razliitim supstituentskim grupama, mogu se
kombinovati sa anjonima od interesa u postupku dizajniranja jonskih tecnosti (Kaur et al., 2022).
Nesimetri¢na i glomazna struktura konstituentskih jona doprinosi da se jonske te¢nosti razlikuju

od konvencionalnih soli, kao $to je, na primer, natrijum hlorid. Jake jonske interakcije izmedu
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katjona i anjona u kristalnoj reSetki neorganskih (konvencionalnih) soli odgovorne su za

znacajno vise tacke topljenja u poredenju sa jonskim tecnostima (Welton, 2004).

/ Katjoni \

,/)Q\Qni 1'1’lsr\'zu-;,(vi

A,

Jonske te¢nosti

» nizak napon pare

» niska tacka topljenja

» neisparljivost

» nezapaljivost

» visoka termicka stabilnost

» dobra elektricna provodljivost

Slika 14. Jonske te¢nosti

Narastajuce interesovanje za jonske tecnosti i njihovu primenu moze se pripisati njihovoj
sposobnosti za gradenje Sirokog spektara intermolekularnih interakcija (jake i slabe jonske,
vodoni¢ne i van der Valsove veze, disperzivne i m-m interakcije), koja doprinosi boljim
solvatacionim svojstvima u poredenju sa konvencionalnim organskim rastvara¢ima (Hejazifar et
al., 2020). Ostala svojstva jonskih tecnosti uklju¢uju nizak napon pare, nezapaljivost,
neisparljivost, visoku termicku stabilnost, kao i dobru elektri¢énu provodljivost. One se smatraju
,,dizajniranim rastvara¢ima‘“ i ,,rastvarac¢ima buduénosti“. Termin ,,dizajnirani rastvara¢i“ koristi
se zbog njihove podesive 1 prilagodljive prirode, uslovljene sposobnoSéu menjanja i1
prilagodavanja njihovih fizicko-hemijskih svojstava varijacijom konstitutivnih jona (Egorova et
al.,, 2017; Ghorbanizamani and Timur, 2018). Osobine jonskih te¢nosti podeSavaju se
varijacijama u odabiru katjona/anjona, supstituentuentskih grupa, funkcionalizovanih alkil grupa,

kao 1 duzine alkil lanca prisutnog u njihovoj strukturi (Giernoth, 2010). Osobine jonskih te¢nosti
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odredene su medusobnim kombinovanjem katjona i anjona i veli¢inom, geometrijom i
distribucijom naelektrisanja. Svojstva kao S§to su kiselost, baznost, meSanje sa vodom 1
nemesljivost, kao i hidrofilna i hidrofobna svojstva, rezultat su udruzenih svojstava katjona i
anjona.

Jonske tecnosti se sastoje iskljucivo od jona 1 njihovo medufazno ponasanje je slozeno,
uslovljeno Kulonovim silama, van der Valsovim vezama, dipol-dipolnim interakcijama,
vodoni¢nim vezama i hidrofobnim silama (Crowhurst et al., 2004; Dong and Zhang, 2012).
Prilikom formiranja jonskih te¢nosti mesanjem jake kiseline sa jakom bazom, proton je veoma
snazno vezan za bazu. U ovoj situaciji, jonska tecnost se sastoji u potpunosti od jona. Medutim,
moze do¢i i do kompleksiranja jona i stvaranja agregata (Nuthakki et al., 2007).

Zbog velikog broja kombinacija i nastanka raznih jonskih te¢nih jedinjenja, klasifikacija ove
grupe jedinjenja je od velikog znacaja. Jonske tecnosti se mogu klasifikovati u nekoliko
kategorija. Na primer, Hajipour i Rafiee (2015) su klasifikovali jonske te¢nosti u jedanaest klasa
— neutralne, kisele, bazne, funkcionalizovane, proti¢ke, hiralne, imobilisane na nosacima, bio-
jonske, polimerizovane i energetske jonske tecnosti i jonske tecnosti sa amfoternim anjonima.
Klasifikacija jonskih te¢nosti je, prema gorenavedenim autorima, izvrSena shodno njihovim
fizickim i hemijskim osobinama (Hajipour and Rafiee, 2015). Drugi uobicajeni metod
klasifikacije jonskih tecnosti je kategorizacija u odnosu na tip katjona ili anjona od kojih se one
sastoje (Buszevska-Forajta et al., 2018). NajceS¢e prisutni katjoni u sastavu jonskih te¢nosti su
imidazolijum, piridinijum, piperidinijum, hinolinjjum, morfolinijum, pirolidinijum 1 njihovi
mono- ili poli-alkil derivati, kao i tetraalkil amonijum ili fosfonijum i trialkil sulfonijum derivati
(Egorova et al., 2017). Vecéina katjona nastaje zamenom heteroatoma protonskom ili alkil
grupom u strukturi jonske teénosti. Dodavanjem R* grupa i H* katjonu sinteti$u se ,,aproti¢ne® i
,proti¢ne* jonske tecnosti (protine nastaju prenosom protona sa Brenstedove kiseline na
Bronstedovu bazu). Osnovna razlika izmedu proti¢nih i aproti¢nih jonskih te¢nosti je u tome §to
su proticne sposobne da formiraju veliku mreZu vodoni¢nih veza zbog postojanja atoma
akceptora i donora protona (Reilly et al., 2017).

Vazna grupa jonskih te¢nosti su i polimerizovane jonske tecnosti. Polimerizovana jonska
tecnost (polymerized ionic liquids — PIL) predstavlja polimer sastavljen od jedinica jonske
tecnosti. Polimerizacija kombinuje prednosti ¢vrste polimerne ,ki¢me™ i svojstva jonskih

te¢nosti, §to rezultira neutralnim polimerom sastavljenim od jedinica sa velikim brojem pozitivno
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ili negativno naelektrisanih grupa (Claus et al., 2018). Ova kategorija jonskih te¢nosti poseduje
obecavajuce karakteristike za Sirok spektar procesa separacije. Pored toga, zapaljivost PIL-ova je
manja u odnosu na ostale jonske te¢nosti, $to ih ¢ini atraktivnom opcijom za gorivne Celije i
uredaje za skladistenje (Yuan et al., 2011).

Na osnovu napretka u sintezi jonskih te¢nosti 1 njihove hemijske strukture i svojstava, mogu

se razmotriti tri generacije (Slika 15).

Prva generacija jonskih / Druga generacija jonskih Treéa generacija jonskih
teénosti ( teénosti | teénosti
il — N | HaN 2
| H N N/\ + X /
T oy \__/ N
5 — ([CH,CO,], R N

»-|| [BE.]) R o

+  Vazne fizicke osobine = Vazne fizitke i hemijske osobine + Vaine Méke, hen‘{ijske_i hhu_h

+ Nestabilne u prisustvu vode i Vazdulm/ \ - Stabilne u prisustvu vode i vazduha / u:b'::)UOMkE te€nosti specificne za

zadal

Slika 15. Primeri jonskih te¢nosti prve, druge i trec¢e generacije

Prva generacija jonskih teCnosti (jonske teCnosti sa 1-butilpiridinijum i 1,3-
dialkilimidazolijum katjonima i halogenidnim anjonima), koja se pojavila po¢etkom 1960-ih,
bila je zanimljiva s obzirom na jedinstvena i podesiva fizicka svojstva predstavnika ove
generacije (viskoznost, gustina, niska isparljivost, provodljivost, termiCka stabilnost,
hidrofobnost). Medutim, ova generacija je imala nedostatke, jer je, izmedu ostalog, bila osetljiva
na prisustvo vode i vazduha. Kao rezultat toga, devedesetih godina proslog veka stvorena je
druga generacija jonskih tecnosti kao odgovor na sve vecu potrebu za rastvaracima sa podesivim
fizickim 1 hemijskim svojstvima. Takve jonske tecnosti, specificne za odredeni zadatak,
sintetizovane su od nezavisno modifikovanih katjona (1-etil-3-metilimidazolijum katjon —
[Emim]") i anjona (halogenidi, nitrati, nitriti, trifluoroacetati, tetrafluoroborati i sulfati), sto je

omogucilo dizajn novih funkcionalnih materijala. Jonske te¢nosti druge generacije bile su u
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stanju da obezbede poboljSanje hemijske reaktivnosti, hiralnog prepoznavanja, solvatacije,
balansa kiseonika, UV blokiranja i visoke gustine energije. Stavise, ova klasa jonskih te¢nosti je
bila stabilnija i bezbednija po zivotnu sredinu, jer se zasnivala na biorazgradivim jonima
(Dominguez de Maria et al., 2011), a bila je predmet nebrojenih studija koje su izvestavale o
njihovoj brojnoj primeni.

Pocetak XXI veka oznacCava pojavu trece generacije jonskih te¢nosti, koje povezuju zeljena
bioloSka svojstva sa odabranim fizicko-hemijskim svojstvima. Ova grupa sadrzi predstavnike
jonskih tec¢nosti koji se koriste u medicini, kao, na primer, farmaceutski aktivhe komponente
(active pharmaceutical ingredients — APIs). Katjoni niske toksi¢nosti i blagotvornih aktivnosti
(antibakterijski, antifungalni, antiholinergicki, lokalni anestetici) i anjoni odredenih svojstava
(emolijensi, vitamini, antibiotici, nesteroidni antiinflamatorni lekovi) koriste se za postizanje
bioloskih svojstava jonskih te¢nosti (Ferraz et al., 2011). Treéu generaciju jonskih te¢nosti
odlikuju neke znacajne prednosti, kao $to su niska cena proizvodnje, jednostavna sinteza i proces
precis¢avanja, lako podeSavanje katjona i anjon, strukturni i funkcionalni integritet API-a i
kontrolisani polimorfizam u poredenju sa prvom i drugom generacijom jonskih te¢nosti (Dias et
al., 2017).

Dodatni faktor koji doprinosi njihovoj upotrebi u ekstrakcijama je i njithova mesljivost sa
vodom i sposobnost formiranja dvofaznih vodenih sistema, $to ih ¢ini idealnim rastvaracima za
ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja, kao 1 modifikatorima mobilne faze, jer poboljSavaju odvajanje
analita u slu¢aju primene te¢ne hromatografije visokih performansi.

Generalno, upotrebom jonskih te¢nosti kao ekstrakcionih medijuma postizu se bolja
selektivnost 1 prinos ekstrakcije u poredenju sa konvencionalnim rastvaraima, uz znacajan

doprinos o¢uvanju Zivotne sredine (Reichardt, 2005).

2.8.1.1. Primena jonskih te¢nosti

Jonske tec¢nosti su zbog svojih jedinstvenih osobina privukle interesovanje industrijske i
akademske zajednice 1 pronasle Siroku primenu u razli¢itim oblastima, kao Sto su hemijska
kataliza, hemijska sinteza, biohemija, fizicka hemija, analitiCka hemija, biotehnologija, farmacija
i medicina (Plechkova and Seddon, 2008). Na slici 16 su shematski prikazane oblasti primene

jonskih te¢nosti.
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Slika 16. Primena jonskih te¢nosti

2.8.1.2. Ekstrakcije jonskim teCnostima

Tokom poslednje dve decenije, jonske te¢nosti su primenjivane u nekoliko razlicitih
ekstrakcionih tehnika, kao $to su mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (solid-phase microextraction —
SPME), disperzivna te¢no-te¢na mikroekstrakcija (dispersive liquid-liquid microextraction —
DLLME), mikroekstrakcija sa jednom kapi (solid-phase dispersive microextraction — SDME) i
sorptivna ekstrakcija uz meSanje (stir bar sorptive extraction — SBSE) (Spietelun et al., 2013;
2014).

Jedna od najvaznijih karakteristika jonskih te¢nosti, koja ih razlikuje od drugih supstanci
koje se koriste kao rastvarati u procesima ekstrakcije, je njihov zanemarljiv pritisak pare.
Takode, vazna osobina jonskih te¢nosti je njihova visoka termicka stabilnost. Dokazano je da se
znacajan deo do sada koriS¢enih jonskih tecnosti razlaze iznad 200 °C, a u nekim slucajevima i
iznad 450 °C (Maton et al., 2013). Visoka termicka stabilnost jonskih te¢nosti je povezana sa

njihovom strukturom, posebno sa anjonom koji formira datu jonsku te¢nost (Holbrey and
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Seddon, 1999). Jonske te¢nosti sa manjim nukleofilnim ili koordinacionim anjonima obic¢no
pokazuju najvecu termicku stabilnost, dok se one sa halogenim anjonima najceS¢e razlazu na
nizim temperaturama. Proucavan je, takode, uticaj katjona na termicku stabilnost jonskih
tecnosti. Za jonske tecnosti sa istim anjonom, termicka stabilnost raste po sledecoj hijerarhiji: 1-
butil-3-metilrpiridinijum [C4C4Pirr] > 1-butil-3-metilimidazolijum [C4CiIm] > N-trimetil-N-
butilamonijum [Ns111] > 1-butil-3-metilrpiperidinijum [C4C4Pi]. DuzZina alkil supstituenta
prisutnog u katjonskoj strukturi nema znacajan uticaj na termicku stabilnost jonske tecnosti
(Awad et al., 2004).

Jedna od najvecih prepreka za primenu jonskih tec¢nosti proizilazi iz njihovog visokog
viskoziteta. Tipican viskozitet jonskih te¢nosti krece se u rasponu od 10 mPas do 500 mPas, §to
je iznad visoziteta klasi¢nih organskih rastvaraca (viskoziteti heksana, benzena i vode na sobnoj
temperaturi iznose 0,3, 0,6 1 0,9 mPas, respektivno). Katjon jonske teCnosti je najvazniji
strukturni faktor koji uti¢e na njen viskozitet, odnosno njegova priroda i veli¢ina su u direktnoj
korelaciji sa viskozitetom jonske te€nosti. Viskoziteti jonskih tecnosti koje imaju istu vrstu
anjona i istu duzinu lanca alkil supstituenta u katjonu rastu na slede¢i nacin za razlicite katjone:
imidazolijum [C,CiIm] < piperidinijum [Pi] < piridinijum [Pirr]. Stavise, viskozitet jonske
teCnosti se povecava sa povecenjem duzine alkil lanca vezanog za katjon (Yu et al., 2012). U
slu¢aju anjona, jonske tecnosti sa velikim 1 nesimetriénim anjonima odlikuje nizi viskozitet od
onih sa nepolarnim i simetri¢nim anjonima (Gardas and Coutinho, 2008). Drugi vazan faktor koji
uti¢e na viskozitet jonske tecnosti je temperatura. Naime, viskozitet jonske tecnosti opada sa
porastom temperature i ova zavisnost ima eksponencijalni oblik (Siqueira et al., 2014).

Povrsinski napon moZze biti vazno svojstvo u viSefaznom procesu. Vrednosti povrSinskog
napona za jonske tecnosti su nesto vece od onih za konvencionalne rastvarace (povr$inski napon
heksana iznosi 18 mN/m), mada ne tako visoke kao u slucaju vode (73 mN/m) (Mackay et al.,
2006). Tip 1 veli¢ina anjona imaju najveci uticaj na povrSinski napon jonskih te¢nosti, koji se
snizava sa povecanjem veli¢ine anjona: tetrafluoroborat [BFs] > heksafluorofosfat [PFs] >
trifluorometansulfonat [CF3SO3] > bis(trifluorometan)sulfonimid [NTf;] (Yu et al., 2012).
Uticaj katjona na povrSinski napon jonskih te¢nosti je zanemarljiv, dok produzenje lanca alkil
supstituenta u katjonu smanjuje njihov povrsSinski napon (Freire et al., 2007).

Rastvorljivost jonskih te¢nosti u vodi je kritican parametar za njihovu upotrebu kao

medijuma za separaciju u tehnikama ekstrakcije. Stoga je vazno poznavati prirodu jonskih
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tecnosti, posebno karakter njihovih interakcija sa razli¢itim jedinjenjima. Jacina interakcija voda-
jon za jonske teCnosti rastvorljive u vodi je uglavnom odredena veliCinom njihovih jona.
Rastvorljivost jonske tec¢nosti u vodi u najve¢oj meri zavisi od anjona, dok je uloga katjona
sekundarna. Hidrofobna priroda anjona raste slede¢im redosledom: bromid [Br] ~ hlorid [CI] <
tetrafluoroborat [BF,;] < heksafluorofosfat [PFs] < bis(trifluorometan)sulfonimid [NTf,] <
bis(pentafluoroetilsulfonil)imid [BETI] (Toh et al., 2006). Uloga katjona zavisi od duzine lanca
alkil supstituenta, jer njegovo produzenje dovodi do povecanja hidrofobnih svojstava jonske
teCnosti (Rilo et al., 2009).

Termin ,,polarnost™ obuhvata sva moguca svojstva odgovorna za interakcije izmedu jonske
te¢nosti i analita prisutnog u uzorku. Polarnost jonske te¢nosti se smanjuje sa veli¢inom anjona,
odnosno sa efektivnom gustinom naelektrisanja. Prisustvo —OH ili —OR grupa u strukturi jonske
teCnosti moze da menja polarnost u Sirokom opsegu.

Cinjenica da su jonske te¢nosti ,,dizajnirani rastvaragi®, koji se mogu dizajnirati koris¢enjem
ogromnog broja anjona, katjona 1 alkil supstituenata u katjonima na nacin da jedinjenja koja se
zele ekstrahovati imaju jak afinitet prema tako osmiSljenim rastvaracima, ¢ini jonske tecnosti
nezamenljivom grupom sredstava za ekstrakciju. U tu svrhu, one se mogu primeniti i kao te¢ni
ekstraktanti, kada zadrzavaju prirodna svojstva jonske tecnosti, i kao ¢vrste/stacionarne faze na
bazi jonskih tecnosti, koje se mogu klasifikovati kao novi sorpcioni materijali koje odlikuju
prirodna svojstva jonskih te¢nosti, ali ih odlikuju i druge atraktivne karakteristike (Espino et al.,
2016).

Za razliku od konvencionalnih rastvaraca, jonske tecnosti se razlikuju jedna od druge po
svojstvima solvatacije, koja u velikoj meri zavisi od njihove hemijske strukture i
medumolekulskih interakcija. Ova specificna svojstva su rezultat prostornog rasporeda jonske
te¢nosti u masi. Ovo dovodi do formiranja domena, koje karakterise razli¢ita polarnost, u kojima
se tokom procesa rastvaranja jedinjenja sakupljaju u oblastima gde mogu da formiraju polarne
(npr. vodoni¢ne veze) ili nepolarne (m-m) interakcije (Zhang et al., 2014). Usled postojanja
izrazite povezanosti izmedu svojstava katjona i anjona 1 mo¢i solvatacije, posebno dizajnirane
jonske tecnosti su u stanju da rastvore definisanu grupu supstanci, kao §to su polarna/nepolarna
jedinjenja, metali, biopolimeri i druge (Sivapragasam et al., 2016). Solvaciona mo¢ jonskih
teCnosti je osnovni aspekt njithove uspeSne primenljivosti kao tenih ekstraktanata. Jonske

teCnosti nerastvorne u vodi mogu se uspes$no primeniti u izolovanju analita iz vodenih uzoraka.
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2.8.1.3. Jonske te¢nosti na bazi holina

Holin pripada klasi kvaternarnih amonijum soli i uvek je povezan sa anjonom suprotnog
naelektrisanja (hlorid, hidroksid, tartarat). Holin (2-hidroksietiltrimetil amonijum hlorid) je jedna
od najvaznijih biorazgradivih, jeftinih i u vodi rastvornih organskih soli. Holin je komponenta
prisutna u organizmu i smatra se dobrom biokompatibilnom komponentom jonskih te¢nosti (Wu
et al., 2020). Holin ([Ch]") (Slika 17) je osnovna komponenta vitamina B, (Zeisel and da Costa,
2009).

|
HO/\/ ™~

Slika 17. Molekulska struktura holina

Holin je u Evropi klasifikovan kao provitamin (Ventura et al., 2014), a americka Uprava za
hranu i lekove (Food and Drug Administration — FDA) i Evropska agencija za bezbednost hrane
(European Food and Safety Authority — EFSA) i druge regulatorne agencije ga smatraju
bezbednim (Mbous et al., 2017). Proizvodnja holin hlorida (ChCI) se vr$i jednostavnom i
efikasnom reakcijom u gasnoj fazi izmedu etilen oksida, trimetilamina i HCI. ,,E faktor Rodzera
Seldona za ovu so je blizu nule, jer se tokom ove reakcije gotovo ne stvaraju otpadni proizvodi
(Sheldon, 2017).

Holin sluzi kao prekursorski molekul za neurotransmiter acetilholin, koji igra ulogu u
mnogim funkcijama, ukljuc¢ujuéi kontrolu pamcenja i misi¢a. Holin se pojavljuje u sastavu
glavnih grupa fosfatidilholina i sfingomijelina, dve klase fosfolipida koje su prisutne u ¢elijskim
membranama. UnoSenje holina hranom moze da podstakne metilovanje, jer preko betain
homocistein metiltransferaze (BHMT) ovaj nutrijent, kao i njegov metabolit, betain, regulisu
koncentracije S-adenozilhomocisteina i S-adenozilmetionina u organizmu. Neki od epigenetskih
mehanizama koji modifikuju ekspresiju gena bez modifikacije genetskog koda zavise od
metilovanja dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) ili histona (Zeisel, 2017).

U poredenju sa jonskim tec¢nostima koje sadrze katjone imidazola ili piridin katjone, jonske

tecnosti sa katjonima holina ([Ch]-jonske tecnosti) imaju nizu toksi¢nost i vecu biorazgradljivost,
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jer je holin komponenta koja je prisutna u bioloSkim sistemima (Petkovic et al., 2010; Santos de
Almeida et al., 2017).

Jonske tec¢nosti na bazi holina se danas Siroko primenjuju u oblasti zelene, odrzive hemije i u
mnogim hemijskim procesima. Poslednjih godina objavljeni su mnogi radovi koji su se fokusirali
na nedavna dostignuca u koris¢enju jonskih te¢nosti na bazi holina u razli¢itim oblastima hemije,
biotehnologije, farmacije, medicine i u separacionim procesima (Gomes et al., 2019).

Klasa bio-jonskih tec¢nosti, kojoj pripadaju i holinske jonske tecnosti, u velikoj meri je
proucavana u pogledu delovanja kao rastvaraca ili katalitickih sredstva za preradu biomase.
Svojstva bio-jonskih te¢nosti, odnosno njihova sposobnost da naruSe snazne intermolekularne
mreze, pre svega vodoni¢ne veze, i da stupaju u interakcije sa hidroksilnim grupama u
strukturama jedinjenja, zajedno sa njihovom niskom toksi¢no$c¢u, ucinila su ih atraktivnim
rastvara¢ima za slabo rastvorne biopolimere. Neke [Ch]-jonske tec¢nosti koje pripadaju klasi
alkanoata pokazale su se efikasnim za selektivno rastvaranje suberina iz rafinisane plute, koji je
nerastvorljiv u mnogim rastvara¢ima (Garcia et al., 2010). Rastvaranje keratina perja
korisSéenjem bio-jonske teCnosti sa holin tioglikolatom takode je uspesno postignuto bez
dodavanja drugih hemikalija (Idris et al., 2013). [Ch]-jonske te¢nosti su naSle primenu i u
selektivnom rastvaranju lignina iz biomase, nakon ¢ega je zaostala masa bogata celulozom, koja
se lako razlaze delovanjem enzima za oslobadanje fermentabilnih Secera. Rastvaraci na bazi
[Ch]-jonskih teCnosti, kao i eutekticke smeSe na bazi ChCl (deep eutectic Solvents —
DES), uspesno su koriS¢eni za dekristalizaciju celuloze i1 funkcionalizaciju katjonskih polimera,
proces od industrijskog znacaja, posebno u uklanjanju kiselih boja iz vodenih efluenata nastalih u
tekstilnoj industriji (Zhang et al., 2012). Dodatno, holin formijat je koris¢en kao efikasno
sredstvo za samopolimerizaciju, koje je bilo u stanju da proizvede gelove na sobnoj temperaturi
bez delovanja svetlosti, toplote ili inicijatora (Winther-Jensen et al., 2009).

Pored eksploatacije bio-jonskih te¢nosti kao rastvaraca i katalizatora, oni su u velikoj meri
koriS¢eni 1 kao aditivi kako bi se nekim materijalima obezbedila poboljSana i zeljena svojstva.
Sposobnost jonskih te¢nosti da formiraju jake vodoni¢ne veze Cini ih atraktivnim neisparljivim
plastifikatorima za prirodne biopolimere, poput skroba (Colomines et al., 2016).

Neke [Ch]-jonske tecnosti su, takode, koris¢ene kao jonski plasti¢ni kristali koje karakterise
protonska provodljivost, te su od znacaja u oblasti elektrohemije i biomedicine (Sharma et al.,
2014).
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U farmaciji i biomedicini bio-jonske te¢nosti se koriste kao stabilizatori za biomolekule, kao
rastvaraci ili kao deo inertnog nosaca za slabo rastvorne lekove (aktivne komponente), kao §to su
API-JT sistemi (Taha et al., 2015a; 2015b; Weaver et al., 2010). Upotreba API-jonskih te¢nosti
se pokazala kao odli¢no resenje u reSavanju problema koji se odnose ne samo na rastvorljivost,
ve¢ 1 na polimorfizam, isporuku, brzinu oslobadanja, rukovanje, terapeutsku efikasnost i
nezeljene reakcije tokom primene (Egorova et al., 2017). Nedavne studije su ukazale na
obecavajuce rezultate u vezi sa razvojem formulacija za transdermalnu isporuku lekovite aktivne
komponente koris¢enjem bio-jonskih tecnosti, izazvanu nepropusnoscéu spoljasnjeg sloja koze
(Tanner et al., 2018). U studiji Banerjee i saradnika (2018) [Ch]-jonske te¢nosti koriS¢ene su za
razvoj visokoefikasane oralne formulacije insulina, a rezultati su pokazali da je postignuto
znaCajno poboljSanje u oralnoj bioraspolozivosti insulina sa izuzetnom efikasnoScu,
biokompatibilno$¢u i dugotrajnom stabilnos¢u, sto ukazuje da je upotreba [Ch]-jonskih te¢nosti

obecavajuca strategija u razvoju oralnih sredstava.

2.8.2. Dvofazni vodeni sistemi

Sredinom pedesetih godina XX veka, Albertsson je predlozio upotrebu dvofaznih vodenih
sistema — DVS (aqueous biphasic systems — ABS) kao alternativu tradicionalnim tehnikama
teCno-tecne ekstrakcije, koje uobicajeno iziskuju koriS€enje isparljivih organskih rastvaraca
(Albertsson, 1958). Dvofazni vodeni sistem se sastoji od dve vodene faze koje se ne mesaju i
zasnovane su na kombinaciji polimer-polimer, polimer-so i so-so. lako su obe supstance
rastvorljive u vodi, one se razdvajaju u dve koegzistirajuce faze iznad odredene koncentracije —
pri ¢emu je jedna faza bogata jednom, a druga faza drugom komponenton.

Pocetkom XXI veka, 2003. godine, RodZers 1 saradnici su utvrdili da dodavanje
koncentrovanog rastvora kalijum fosfata, neorganske soli koja strukturira vodu (kosmotropska
s0), u vodeni rastvor hidrofilne jonske te¢nosti dovodi do efekata isoljavanja i formiranja
dvofaznih vodenih sistema, pri ¢emu je gornja faza bogata jonskom te¢nos$¢u, a donja faza
neorganskim solima. Ovakvi sistemi su zamisljeni kao alternativni sistemi za recikliranje i
koncentrovanje jonskih tecnosti iz vodenih rastvora, kao i za formiranje novih jonskih te¢nosti i

razvijanje novih separacionih tehnika (Gutowski et al., 2003).
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Prednost primenjivosti jonskih te¢nosti u formiranju dvofaznih vodenih sistema posledica je
mogucénosti prilagodavanja polarnosti i afiniteta njenih konstituenata pravilnom manipulacijom
katjona/anjona i njihovim kombinacijama (Earle et al., 2006; Esperanca et al., 2010). Ova
¢injenica znacajno doprinosi prednosti dvofaznih vodenih sistema na bazi jonskih tecnosti s
obzirom na poteSkoce u prevazilazenju ograni¢enog opsega polarnosti sistema na bazi polimera.

Sistemi zasnovani na polimerima obi¢no se sastoje od dve hidrofobne faze i razlika u
polarnosti sustinski zavisi od koli¢ine vode u svakoj od faza. S druge strane, sistem polimer-S0
ima hidrofobnu fazu koju ¢ini polimer 1 hidrofilnu (i vise jonsku) fazu, obi¢no formiranu od soli
visoke gustine naclektrisanja. Ogranicena razlika u polarnosti izmedu dve faze sprecava Siroku
upotrebu sistema na bazi polimera u svrhe ekstrakcije. S druge strane, moguénost podeSavanja
polarnosti ¢ini da jonske te¢nosti mogu ,idealno” da prepokriju ceo opseg hidrofilnosti-
hidrofobnosti (Freire et al., 2012a).

Dvofazi vodeni sistemi na bazi jonskih te¢nosti su do danas kreirani sa amino kiselinama,
ugljenim hidratima, neorganskim/organskim solima, organskim puferima i polimerima (Freire et
al., 2012; Luis et al., 2015). Medu njima, najproucavanija klasa su sistemi jonska te¢nost-so zbog
visoke sposobnosti jona soli da indukuju isoljavanje jonske te¢nosti i konsekventno stvore dve
vodene faze.

Mehanizam isoljavanja zasnovan je na stvaranju kompleksa voda-joni, koji izazivaju
dehidrataciju rastvorene supstance i1 povecanje povrSinskog napona kaviteta u vodenom
medijumu (Freire et al., 2009). Dodavanje soli visoke gustine naelektrisanja u vodene rastvore
jonske teCnosti dovodi do isoljavanja i formiranja faze bogate jonskom tecnos$cu zbog
preferencijalne hidratacije jona soli velike gustine naelektrisanja u odnosu na jone jonske
teCnosti. U prisustvu vode, jonske tecnosti su slabo hidratisane vrste u poredenju sa uobicajenim
neorganskim solima zbog njihovih delokalizovanih jona niske simetrije naelektrisanja. Medutim,
u dvofaznim sistemima jonska te¢nost-so (Slika 18), dve komponente koje formiraju fazu su
jonske, te se moze o¢ekivati izvesna razmena jona. Neves i saradnici (2012) su ustanovili da je u
dvofaznom vodenom sistemu koji se sastoji od jonske teCnosti i jona visoke gustine
naelektrisanja, tj. jakih jonskih vrsta koje vrse isoljavanje, razmena jona izmedu koegzistirajuc¢ih
faza zanemarljiva. U sistemima koji sadrze jonske te¢nosti na bazi kvartarnog amonijum i
fosfonijum jona izrazena je veéa tendencija ka faznom odvajanju u poredenju sa jonskim

teCnostima sa aromati¢nim katjonima (te¢nostima na bazi imidazolijum i piridinijum katjona)
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(Bridges et al., 2007; Passos et al., 2012b). Drugim re¢ima, jonske te¢nosti koje sadrze katjone
¢iji su naelektrisani delovi manje skloni interakciji sa vodom imaju ve¢i kapacitet za fazno

razdvajanje i promovisanje vecih dvofaznih regiona.
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Slika 18. Primer faznog dijagrama za ekstrakcije primenom dvofaznog vodenog sistema

Stoga bi se mogao ustanoviti slede¢i redosled u formiranju dvofaznih sistema:
tetrabutilfosfonijum hlorid [P44][CI] > tetrabutilamonijum hlorid [Nas4][CI] > 1-butil-3-
metilpiridinijum hlorid [C4C,Pirr][CI] > 1-butil-3-metilimidazolijum hlorid [C4C;1Im][CI],
uzimajuci u obzir izrazitu sternu zastitu naelektrisanog dela fosfonijum i1 amonijum katjona sa
cetiri alkil grupe, manji stepen zaStite piridinijjum katjona (naelektrisanje je uglavnom
koncentrisano u sz tercijarnom atomu azota, ali je, takode, delimi¢no delokalizovano u ostatku
aromati¢nog prstena) i mogucnost H-vezivanja u imidazolijum katjonu sa manje sternih smetnji i
gu$¢im naelektrisanjem.

Ustanovljeno je, takode, da rastvorljivost jonskih te¢nosti u vodi, i, posledi¢no, veli¢ina
regiona dvofaznog vodenog sistema, u velikoj meri zavisi od molarne zapremine jonske tecnosti
(Ventura et al., 2011). Veéi katjoni, kao $to su piridinijum i piperidijum (6-atomska

heterocikli¢na jedinjenja), bolji Su za stvaranje DVS od manjih katjona, kao §to su imidazolijum
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ili pirolidinijum katjoni (koji sadrZe prstenove sa 5 atoma). Sterni i entropijski efekti i u manjoj
meri moguce interakcije naelektrisanih jezgara sa molekulima vode su od presudnog uticaja u
slu¢aju katjonskih naelektrisanih jezgara pri formiranju dvofaznih vodenih sistema (Ventura et
al., 2011). Stavise, jonske te¢nosti koje u strukturi poseduju duze boéne alkil lance zahtevaju
manje koli¢ine jonske te¢nosti i soli da bi formirali dvofazni vodeni sistem (Freire et al., 2012b).

S druge strane, ustanovljeno je da je sposobnost anjona da formira dvofazni vodeni sistem
blisko povezana sa ja¢inom formiranja vodoni¢ne veze i sposobnoséu doniranja elektronskih
parova, Sto predstavlja direktan rezultat kompeticije izmedu jona za isoljavanje i jonske tecnosti
u formiranju hidratacionih kompleksa.

Pored izbora pogodnog anjona 1 katjona jonske tecnosti za formiranje dvofaznog vodenog
sistema, znacajnu ulogu ima i izbor odgovarajuce soli za formiranje druge faze. Shahriari i
saradnici (2012) su istrazivali uticaj katjona i anjona soli na formiranje dvofaznih vodenih
sistema 1 doSli do zakljucka da mo¢ isoljavanja u zavisnosti od anjona soli natrijuma prati
slede¢u hijerarhiju: PO4> > CgHs07¥ > HPO,Z = COs% > SO4% =~ SO5% > C4H406% >> HyPO,
> OH > CH3CO, = HSO4 = HCO3 > CI', dok mo¢ uticaja katjona na efekat isoljavanja raste u
nizu: Mg** = Ni** = Sr** > Ca** >> Na* > K* > Cs", §to je u skladu sa poznatom Hofmeister
serijom (liotropna serija). Kada dodate soli sadrze kosmotropske jone, 0dnosno jone sa velikom
gustinom naelektrisanja, molekuli vode se pravilnije rasporeduju oko ovakvih jona i imaju nizu
slobodnu energiju. Tendencija dvofaznog razdvajanja je u skladu sa sposobnoscu jona soli da
formiraju hidratacione komplekse. Sposobnost isoljavanja moze se povezati sa Gibsovom
slobodnom energijom (AnigG) i entropijom (AnigS) hidratacije jona soli. U poredenju sa
haotropnim jonima (joni male gustine naelektrisanja), kosmotropski joni imaju velike negativne
vrednosti AngG zbog formiranja strukturirane vode oko njih. Stoga je lakSe formirati DVS
koris¢enjem kosmotropskih soli umesto haotropnih (Nie et al., 2022).

Ispitivani su, takode, uticaji temperature 1 pH vrednosti na formiranje dvofaznih vodenih
sistema jonska te¢nost-so (Sadeghi et al., 2010; Zafarani-Moattar et al., 2009). Istrazivanja
pomenutih autora su pokazala da sa porastom temperature dolazi do smanjenja dvofazne regije
zato $to se povecava rastvorljivost jonskih te¢nosti i soli u vodi, tako da porast temperature
iziskuje vece koncentracije soli i jonske tec¢nosti potrebne za razdvajanje faza, pa su nize
temperature povoljnije za stvaranje dvofaznih vodenih sistema na bazi jonska tecnost-SO.

Nadalje, razlicite vrste soli uti¢u na promenu pH vrednosti u koegzistiraju¢im fazama dvofaznog
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vodenog sistema na bazi jonskih teCnosti (Zafarani-Moattar et al., 2011). Vecina radova u
literaturi bavila se alkalnim vodenim rastvorima, jer se, generalno, u takvim uslovima lakSe
postize formiranje dvofaznih sistema. Ukoliko se koriste joni soli koji mogu da pretrpe promenu
naelektrisanja pri razli¢itim pH vrednostima, oni ¢e postati protonovani u ve¢oj meri pri nizim
pH vrednostima i, konsekventno, slabije vrste koje se isoljavaju. Broj jonskih te¢nosti koje
podlezu faznoj degradaciji je u velikoj meri smanjen na nizim pH vrednostima (Zafarani-Moattar
etal., 2011).

Prvu primenu dvofaznih vodenih sistema u odvajanju bioloskih molekula, koja se kasnije
pokazala od znacaja u hemijskim, biohemijskim i ¢elijskim bioloskim osnovnim i primenjenim
istrazivanjima, sproveo je Albertsson pre skoro Sest decenija (1958). Od tada, ovi sistemi su
pronasli Siroku primenu u razli¢itim oblastima, kao §to su prehrambena industrija, hemijska
sinteza 1 biomedicinsko inZenjerstvo. Istovremeno posedovanje razliCitih afiniteta molekula
prema dvema nemeSljivim fazama doprinelo je konvencionalnoj primeni ovih sistema u
procesima razli¢itih tipova ekstrakcija, odvajanja, preciSavanja i obogacivanja celijskih
organela, proteina, ugljeni¢nih nanocevi i metalnih jona.

Primena dvofaznih vodenih sistema u separacionim procesima smatra se jednostavnom,
netoksi¢nom, lako prilagodljivom i energetski efikasnom tehnikom odvajanja, koja se primarno
koristi u biotehnolos§kim procesima (Hatti-Kaul, 2001). Belchior i saradnici (2020) su koristili
dvofazne vodene sisteme na bazi jonskih teCnosti sa tetraalkilamonijum katjonom 1 rastvora
kalijum fosfata na razli¢itim pH vrednostima (pH =7, 8, 9 i 13, koris¢enjem K;HPO4/KH,POy ili
K3PO,) kako bi izolovali proteine ovalbumin i lizozim. Wang i saradnici (2022) su razvili
metodu za izolovanje proteina iz jestivog ulja Kkoriste¢i dvofazne vodene sisteme na bazi
hidrofilnih jonskih te¢nosti, a kao sredstvo za isoljavanje koriS¢ena je so K3POg4. Dimitrijevic i
saradnici (2017) su razvili metodu ekstrakcije pesticida (acetamiprida, imidakloprida, simazina,
linurona 1 tebufenozida) razli¢ite polarnosti u jednom koraku koriS¢enjem vodenog dvofaznog
sistema na bazi 1-butil-3(metil ili etil)-supstituisanog imidazolijuma ili pirolidinijuma sa
bromidnim ili dicijanamidnim anjonom i kalijum karbonatom kao sredstvom za isoljivanje.
Freire 1 saradnici (2011) su koristili dvofazni vodeni sistem na bazi jonske tecnosti 1 ugljenih
hidrata u svrhu izolovanja bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih izvora, kao Sto su L-triptofan,

kofein i B-karoten.
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2.8.3. Ekstrakcije HMF

Evropska agencija za standarde kvaliteta usvojila je zvani¢ne analiticke metode za
odredivanje HMF predloZzene od strane Medunarodne komisije za med (International Honey
Commision) — dve spektrofotometrijske metode prema White-u i Winkler-u i HPLC metodu.
Najstarija metoda je ona po Winkler-u, koja se zasniva na merenju UV apsorbancije rastvora
meda u koji su dodate barbiturna kiselina i p-toluidin. Medutim, ona se danas retko koristi zbog
male osetljivosti i specifi¢nosti, kao i zbog kancerogenosti p-toluidina. Metoda po White-u se i
danas koristi i zasniva se, takode, na merenju UV apsorbance rastvora meda sa i bez bisulfita. Sa
druge strane, odredivanje HMF te¢nom hromatografijom visokih preformansi je najpouzdanije.
Ovom metodom se postize odvajanje HMF od drugih jedinjenja koja interaguju prilikom
primene UV metoda (Windsor et al., 2013). Podaci o potencijalnoj toksi¢nosti HMF podsticu
nau¢nu zajednicu da ucini znacajne napore kako bi se uspostavile nove, brze, jeftine i osetljive
metode za odredivanje HMF u medu, sa akcentom na ekoloski prihvatljive i netoksi¢ne
ekstrakcione tehnike koje prethode detekciji.

U vecini radova najéeS¢e koris¢ene metode ekstrakcije HMF iz hrane, pa i iz meda,
uglavnom su se zasnivale na primeni ¢vrsto-tecne ekstrakcije (solid-phase extraction — SPE).
Driffield i saradnici (2005) koristili su SPE za izolovanje HMF iz meda, uz upotrebu toksi¢nih
rastvaraca, acetonitrila 1 metanola, dok je sama procedura zahtevala znacCajan utoSak vremena.
Girkan i Altunay (2015) razvili su metodu predkoncentrovanja i odvajanja HMF primenom
ultrazvuéne ekstrakcije pomoc¢u micela (ultrasonic-assisted cloud point extraction — UA-CPE), a
metoda se zasnivala na selektivnom formiranju kompleksa HMF sa p-nitrohidrazinom u
prisustvu natrijum dodecil sulfata kao pomoc¢nog liganda. Za razliku od SPE, primenom UA-
CPE minimizirana je upotreba toksi¢nih rastvaraca, uz upotrebu malih koli¢ina razblaZenih
rastvora i male zapremine uzorka. Tehnike pripreme uzorka koje se, takode, navode u literaturi
su homogena te¢no-te¢na ekstrakcija (homogenous liquid-liquid extraction — HLLE), te¢no-te¢na
ekstrakcija uz pomoc¢ isoljavanja (salting-out assisted liquid-liquid extraction — SALLE) (Chen et
al., 2019) i disperzivna te¢no-te¢na mikroekstrakcija (dispersive liquid-liquid microextraction —
DLLME) (Madani-Tonekaboni et al., 2015). DLLME se Cesto koristi u predtretmanu uzoraka
meda u postupku odredivanja HMF zbog jednostavnosti, male potroSnje rastvaraca i brzine.

Medutim, kao ekstraktanti u slu¢aju DLLME obic¢no se koriste toksi¢ni 1 isparljivi aromati¢ni ili
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hlorovani organski rastvaraci, koji su Stetni, kako za operatera, tako 1 za Zivotnu sredinu. Takode,
upotreba disperzivnih organskih rastvaraca zahteva i kori$¢enje vece koli¢ine uzorka (Koctrova
etal., 2012).

Dosadasnja istrazivanja bazirana na kori§¢enju zelenih rastvaraca, pre svega jonskih tecnosti,
fokusirana su isklju¢ivo za konverziju biomaterijala (fruktoza, celuloza, saharoza) u HMF,
prekursora za sintezu Sirokog spektra hemikalija i biogoriva (Chinnappan et al., 2016; Jadhav et
al., 2012; Ramli and Amin, 2020).

S obzirom na sve gorenavedeno, kao i na poznavanje potencijala jonskih tec¢nosti kao
ekstragenasa, akcenat u daljim istrazivanjima bi trebalo staviti na razvoj i implementaciju
ekstrakcionih postupaka za izolovanje HMF iz meda, kako bi se, s jedne strane, obezbedila
njegova zdravstvena bezbednost, a sa druge, omogucila dalja primena izolovanog HMF u
razli¢itim granama industrije. Bio-jonske te¢nosti se sagledavaju kao idealan ekstragens u svrhu
obe namene, a dodatno, mogu se ponovo upotrebljavati (reciklirati), S$to sniZava cenu

analize/procesa, kao 1 zagadenje Zivotne sredine.
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3. EKSPERIMENTALNI
DEO

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije uraden je u Nau¢nom institutu za prehrambene
tehnologije u Novom Sadu, Univerzitet u Novom Sadu, Institutu za nuklearne nauke ,,Vinca“,
Univerzitet u Beogradu, Laboratoriji za analiticku hemiju Departmana za hemiju, biohemiju i
zaStitu zivotne sredine Prirodno-matemati¢kog fakulteta u Novom Sadu, Univerzitet u Novom

Sadu i Institutu CICECO — Aveiro Institute of Materials, Aveiro, u Portugalu.
3.1. HEMIKALIJE | RASTVORI

Standardni rastvori Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu i Mn koncentracije 1000 pg/ml nabavljeni su
iz kompanije AccuStandard (New Haven, SAD), a standardi aminokiselina od proizvodaca
Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD).

Najveci broj specifi€nih hemikalija i reagenasa kori§¢enih u eksperimentima nabavljen je od
proizvodaca Sigma-Aldrich Chemicals (Steinheim, Nemacka) i to: D-(+)-glukoza monohidrat
(Cisto¢e > 99,5%), D-(-)-fruktoza (Cisto¢e > 99,5%), Folin-Ciocalteau's reagens, 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil radikal (DPPH"), galna kiselina, katehin, 3-karoten, 2,3,5-trifenil tetrazolium hlorid
i holin-hlorid (¢istoc¢e > 98,5%). Metanol HPLC cisto¢e (HPLC grade), acetonitril (HPLC grade)
i mravlja kiselina za HPLC su nabavljeni iz kompanije Merck (Darmstadt, Germany). Carez | i Il
su proizvedeni u Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Nemacka.

Svi ostali reagensi i hemikalije upotrebljeni u eksperimentalnom radu bili su analiticke

¢istoce, poreklom od razli€itih proizvodaca.
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Voda je preciScena koris¢enjem sistema za preciS¢avanje vode Cristal EKS (Adrona, Riga,
Letonija). Ultra Cista voda je dobijena koris¢enjem Elix UV 1 Simplicity Water Purification

Systema (Millipore, Molsheim, France).

3.2. MATERIJAL

U ovom istrazivanju ispitivani su uzorci meda prikupljeni tokom 2016. godine sa podrucja
Autonomne Pokrajine Vojvodine (15 uzoraka livadskog, 15 bagremovog i 15 suncokretovog
meda), uzorci meda prikupljani tokom 2017. sa podrucja 9 zemalja (Srbija, Albanija, Hrvatska,
Crna Gora, Rumunija, Bugarska, Bosna 1 Hercegovina, Severna Makedonija i Madarska) (100
uzoraka livadskog, bagremovog, suncokretovog i Sumskog meda) i 20 uzoraka specifi¢nih vrsta

meda sa podruc¢ja Zapadnog Balkana prikupljenih tokom 2018. godine.

3.3. METODE

3.3.1. Odredivanje fizicko-hemijskih parametara meda

3.3.1.1. Odredivanje sadriaja vlage

Sadrzaj vlage meren je refraktometrom (Schmidt/Haensch ATR-ST, Labekchange — Die Lab
orgerateborse GmbH, Burladingen, Nemacka). Nekoliko kapi meda stavljeno je na prizmu

refraktometra i rezultat je ocitan direktno sa displeja (AOAC, 2000).

3.3.1.2. Odredivanje slobodne kiselosti

Slobodna kiselost je odredena titrimetrijskom metodom koriS¢enjem rastvora koji sadrzi 10 g
meda rastvorenog u 75 ml destilovane vode bez ugljen dioksida (AOAC, 2000). Rastvor je
titrisan 0,1 mol/l NaOH do pH 8,5. Kiselost je dobijena kao umnozak zapremine 0,1 mol/l NaOH
utroSene za neutralizaciju 10 g meda 1 broja 10, a rezultat je izrazen u miliekvivalentima kiseline

po kg meda (meqg/kg).
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3.3.1.3. Odredivanje elektri¢ne provodljivosti

Elektricna provodljivost merena je potenciometrijskom metodom koris¢enjem 20% v/v
rastvora meda (Bogdanov, 2002). Sadrzaj vlage u uzorcima meda, odreden refraktometrijski,
uziman je u obzir pri razblazivanju. Merenje elektricne provodljivosti sprovedeno je korisS¢enjem
RIAC konduktometra CM 100/E sa ISI 3418 elektrodom (Yellow Springs Instruments Inc.,
Yellow Springs, Ohio, SAD). Mera¢ je kalibrisan standardnim rastvorom 0,1 mol/l KCI
provodljivosti 1413 mS/cm na 20 °C.

3.3.1.4. Odredivanje pH vrednosti

Za odredivanje pH vrednosti kori§¢en je 20% v/v rastvor meda dobijen na gorenavedeni
nacin. Za merenje pH vrednosti koris¢en je SevenEasi™ pH metar (Mettler Toledo, Urdorf,
Svajcarska) sa InLab 427 elektrodom (Mettler Toledo). Pre svakog merenja, elektroda je
kalibrisana kori$¢enjem standarda pH vrednosti 4,01 = 0,02 i 7,01 = 0,02 (Bogdanov, 2002).

3.3.1.5. Odredivanje sadriaja pepela

Sadrzaj pepela odreden je po metodi AOAC (2000). Uzorak meda (5 g) odmeren je i prenet
u prethodno zagrejanu posudu za sagorevanje. Nakon toga, uzorak je spaljen na visokoj
temperaturi (550 °C) u toku 5 h. Posle hladenja na sobnoj temperaturi, dobijena koli¢ina pepela

izmerena je na analiti¢koj vagi (Mettler Toledo ME204, Greifensee, Svajcarska).

3.3.1.6. Odredivanje sadriaja glukoze i fruktoze

Uzorak meda je za odredivanje sadrZzaja glukoze i fruktoze pripremljen kao i za odredivanje
sadrzaja HMF (videti 3.3.1.7.), a potom je alikvot razblazen 2 puta veCom zapreminom
acetonitrila i skladiSten na -18 °C do analize. Neposredno pre analize uzorci su filtrirani kroz
politetrafluoroetilen (PTFE) filtere veli¢ine pora 0,45 um (Rotilabo-Spritzenfilter 13 mm, Roth,
Karlsruhe, Nemacka). Kvantifikacija Secera (glukoza i fruktoza) u medu izvrSena je metodom

tecne hromatografije visokih performansi (high performance liquid chromatography — HPLC).
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HPLC analiza je izvedena koriS¢enjem tecnog hromatografa (Agilent 1200 serija),
opremljenog detektorom rasejanja svetlosti isparavanjem (evaporative light scattering detector —
ELSD), na Agilent Zorbax Carbohydrate 4,6 x 250 mm, 5 mm koloni (Agilent Technologies,
SAD), upotrebom mobilne faze acetonitril:voda (75:25, v/v) pri brzini protoka 1,100 mi/min.
Ukupno vreme trajanja analize bilo je 12 minuta. Temperatura kolone bila je 30 °C, a uzorak
zapremine 10 pl je injektovan kori$¢enjem autosamplera.

Identifikacija glukoze i fruktoze iz meda izvrSena je poredenjem njihovih retencionih
vremena sa retencionim vremenima standarda D-(+)-glukoze monohidrata (>99,5%, Sigma-
Aldrich, Nemacka) i D-(-)-fruktoze (> 99,5%, Sigma-Aldrich, Nemacka). Metoda eksternog

standarda je koriS¢ena za kvantifikaciju Secera.

3.3.1.7. Odredivanje sadriaja 5-hidroksimetilfurfurala

Priprema uzorka: postupak ekstrakcije HMF izveden je prema metodi Rufian-Henares i De
La Cueva (2008), uz modifikacije sprovedene od strane Petisca i saradnika (2014). Deset grama
uzorka je suspendovano u 5 ml smese voda:metanol (70:30). Smesa je meSana vorteksom tokom
1 min, a zatim joj je dodato 2,0 ml Carrez | i Carrez Il rastvora (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Nemacka) 1 centrifugirana je na 5000 o/min (4 °C) tokom 15 min, nakon Cega je supernatant
odvojen u plasti¢nu posudu. Nakon toga, sprovedene su jo§ dve uzastopne ekstrakcije sa po 2 ml
smeSe voda:metanol (70:30), do prikupljanja 10 ml supernatanta. Supernatant je zatim
centrifugiran na 8000 o/min tokom 15 minuta i ostavljen do analize.

HPLC-DAD analiza: Hromatografsko odvajanje i kvantifikacija HMF izvrSena je primenom
HPLC metode koju su opisali Ariffin i saradnici (2014) i Tomasini i saradnici (2012), uz
modifikacije.

Za kvantifikaciju HMF u uzorcima meda koris¢en je te¢ni hromatograf (Agilent 1200 serija,
Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD), sa DAD detektorom i Eclipse KSDB-C18,
1,8 mm, 4,6 x 50 mm kolonom (Agilent). Odvajanje analita je postignuto na temperaturi kolone
30 °C i primenom zapremine injektovanog uzorka od 2 pl. Mobilna faza se sastojala od dva
eluenta, H,O (0,1% HCOOH) (A) i metanola (B), dok je optimalna brzina protoka iznosila

0,75 ml/min. Kori$éeno je izokratsko eluiranje sa odnosom mobilnih faza A:B (90:10, v/v). Za
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detekciju koris¢en je detektor sa nizom dioda (dioda array detector — DAD), ¢ija je talasna

duzina bila podeSena na 284 nm. Ukupno vreme trajanja analize bilo je 10 minuta.

3.3.1.8. Odredivanje boje

Boja uzoraka meda je merena hromametrom (Minolta CR-400, Minolta Co., Osaka, Japan).
Uzorci (20 g) su stavljani u drzace debljine 20 mm i merenje je vr$eno na crno-beloj pozadini na
sobnoj temperaturi (23 = 1 °C).

Rezultati su prezentovani prema CIELab sistemu boja, u kome su koordinate definisane na
slede¢i nacin: L* je koordinata svetloce boje (pri ¢emu 0 oznacava crno, a 100 belo), a* je
crveno-zelena koordinata (pri ¢emu pozitivna vrednost a* oznacava crvenu, a negativna vrednost
a* oznacava zelenu boju) i b* je zuto-plava koordinata (pri ¢emu pozitivna vrednost b* oznacava
Zutu, a negativna vrednost b* oznacava plavu).

Merenja boje uzoraka meda izvrSena su u 5 razlicitih tacaka (1 centralna i 4 ugaone tacke).

3.3.1.9. Odredivanje sadriaja minerala

Sadrzaj minerala u uzorcima meda odreden je primenom atomske apsorpcione spektrometrije
(atomic absorption spectroscopy — AAS). Uzorak meda (5 g) odmeren je u keramicki lon¢ié, koji
je zagrevan na grejnoj ploci, uz postepeno povecavanje temperature. Nakon nestanka dima koji
je isparavao iz uzorka, lon€i¢ je prebacen u pe¢ za zarenje, koja je prethodno zagrejana na 550
°C. Nakon 4 h, lonci¢ je uklonjen iz peci i1 ostavljen da se ohladi. U sledecoj fazi, sadrzaju
lon¢ic¢a je dodato 5 ml 1:1 HNOg3, a potom je lonci¢ sa sadrzajem zagrevan (120-150 °C) da bi
isparila HNO3 i ponovo prebacen u pe¢ za zarenje (550 °C) na dodatno Zarenje tokom 4 h.
Ukoliko nije dobijen ¢ist sivobeli¢asti pepeo, ponovljeno je dodavanje HNOj3 i zagrevanje.
Nakon hladenja, pepeo je rastvoren dodavanjem 10 ml 1:1 HCI i lon¢i¢ je ponovo zagrevan na
100-110 °C sve dok 5 ml HCI nije isparilo. Preostalih 5 ml je prebaceno u odmerni sud od 50 ml
u kome se nalazila odgovarajuca koli¢ina Cs i La i dodata je voda do oznake.

Sadrzaji K, Na, Mg, Zn, Ca, Cu i1 Fe mereni su atomskim apsorpcionim spektrofotometrom
(Varian SPECTRAA-10, SAD), uz parametre (talasna duzina, prorez, stehiometrija plamena)

podesene prema preporuci proizvodaca. Standardni rastvori K, Na, Mg, Zn, Ca, Cu i Fe
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koncentracije 1000 ug/ml nabavljeni su od kompanije AccuStandard (New Haven, SAD). Sve

koris¢ene kalibracione krive su bile u linearnom opsegu (R = 0,999).

3.3.1.10. Odredivanje sadriaja aminokiselina

Analiza aminokiselina u medu vrSena je primenom jonoizmenjivacke hromatografije
koriS¢enjem automatskog analizatora aminokiselina Biochrom 30+ (Biochrom, Cambridge,
Velika Britanija) prema proceduri Spackman-a i saradnika (1958). Razdvojene aminokiseline su
nakon eluiranja podrvrgnute bojenoj reakciji sa ninhidrinom i detektovane fotometrijski na 570
nm i 440 nm (prolin).

Uzorci meda (3—5 g) rastvoreni su u ultra ¢istoj vodi (25 ml). Rastvor meda je filtriran kroz
PTFE filter veli¢ine pora 0,22 um (Plano, Teksas, SAD), a filtrat je prebacen u bocicu (Agilent
Technologies, SAD) i ¢uvan u frizideru do analize. Pikovi aminokiselina (asparaginsa kiselina,
treonin, serin, glutaminska kiselina, prolin, glicin, alanin, cistin, valin, metionin, izoleucin,
leucin, tirozin, fenilalanin, histidin, lizin i arginin) su identifikovani na osnovu vremena
zadrzavanja na koloni u poredenju sa vremenima zadrzavanja standarda aminokiselina
(standardni rastvor aminokiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)). Rezultati su izrazeni u

mg/kg u suvoj materiji.

3.3.2. Odredivanje antioksidativnog potencijala meda

3.3.2.1. Odredivanje sadriaja ukupnih fenola

Za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola (total phenolic content — TPC) koris¢ena je Folin-
Ciocalteuova metoda, opisana u radu Ferreira i saradnika (2009), uz odredene modifikacije.
Uzorak meda (1 g) rastvoren je u 20 ml destilovane vode. U 8 ml vodenog rastvora meda dodato
je 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensa (koncentrovani komercijalni Folin-Ciocalteu reagens
razblazen je destilovanom vodom u odnosu 1:2). Nakon 3 minuta, u smesu je dodat 1,5 ml 25%
natrijum karbonata. Smesa je meSana vorteksom, a epruvete su pokrivene i ostavljene da stoje na
temnom mestu na 25 °C u toku 2 h. Nakon 2 h izmerena je apsorbanca reakcione smeSe na

talasnoj duzini 750 nm u odnosu na slepu probu (Specord M40, Carl Zeiss, Jena, Nemacka).
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Kao standard za konstrukciju kalibracione krive koris¢ena je galna kiselina (1,25—
31,25 mg/ml), a sadrzaj ukupnih fenola je izrazen kao ekvivalent galne kiseline (GAE) (mg
GAE/100 g meda).

3.3.2.2. Odredivanje sadrZaja ukupnih flavonoida

Uzorak meda (0,5 g) rastvoren je u 1 ml destilovane vode. Rastvor meda je pomeSan sa
0,3 ml 5% NaNO,. Nakon 5 minuta, u smesu je dodato 0,3 ml 10% AICI; i smeSa je meSana
vorteksom. Posle 6 minuta, rastvor je neutralisan dodavanjem 2 ml 1 mol/l NaOH. Apsorbanca je
merena na talasnoj duzini 510 nm u odnosu na slepu probu (Specord M40, Carl Zeiss, Jena,
Nemacka) (Zhishen et al., 1999).

Kao standard za konstrukciju kalibracione krive koriséen je katehin (1,25-50,0 mg/ml), a

sadrzaj ukupnih flavonoida je izraZzen kao ekvivalent katehina (CAE) (mg CAE/100 g meda)

3.3.2.3. Odredivanje sadriaja ukupnih karotenoida

Odredivanje sadrzaja ukupnih karotenoida (total carotinoid content — TCC) sprovedeno je
koriS¢enjem metode koju su opisali Ferreira i saradnici (2009), uz odredene modifikacije. Dva
grama uzorka meda pomesana su sa 10 ml n-butanola zasi¢enog vodom. Uzorak je zatim
ostavljen da stoji u mraku na sobnoj temperaturi 18 h. Nakon toga, uzorak je filtriran kroz filter
papir (Whatman, Grade 4 Chr, Velika Britanija). Apsorbanca je merena na talasnoj duZzini
436 nm u odnosu na slepu probu (Specord M40, Carl Zeiss, Jena, Nemacka).

Kao standard za konstrukciju kalibracione krive koris¢en je fB-karoten (0,24-3,84 mg/ml), a

sadrzaj ukupnih karotenoida je izrazen kao ekvivalent -karotena (BCE) (mg BCE/kg meda).

3.3.2.4. Odredivanje antiradikalske aktivnosti na DPPH-

Sposobnost neutralizacije  1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH") odredena je
primenom spektrofotometrijske metode Hatano i saradnika (1988), uz odredene modifikacije.
Uzorak meda (2 g) rastvoren je u 10 ml destilovane vode, centrifugiran (3000 o/min) i filtriran.
Potom je u 0,1 ml serije razblaZzenja meda (25,0, 50,0, 100, 200, 400 i 800 mg/ml) dodato 2,9 ml
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metanola, a nakon toga je u smeSu dodat 1 ml 90 mmol/l metanolnog rastvora DPPH'. Kontrolni
uzorak je umesto rastvora meda sadrzao destilovanu vodu. Reakcione smeSe su meSane
vorteksom i ostavljene da stoje u mraku na sobnoj temperaturi 1 h. Apsorbanca je merena na
talasnoj duzini 517 nm u odnosu na slepu probu (Specord M40, Carl Zeiss, Jena, Nemacka).
Vrednost 1Csp (mg/ml) je definisana kao koncentracija meda koja je bila potrebna da

neutraliSe 50% pocetne kolicine DPPH".
3.3.3. Odredivanje antibakterijske aktivnosti meda

Rastvori meda su pripremljeni razblazivanjem meda sterilnom destilovanom vodom
neposredno pre analize kako bi se se dobio opseg razblazenja (37,5%, 18,7%, 9,3%, 4,6% i
2,3%). Uzorci su inkubirani u mraku na 30 °C tokom 30 minuta. Antibakterijska aktivnost meda
je odredena u odnosu na gram-negativne bakterije — Escherichia coli (ATCC 11229),
Escherichia coli I (klini¢ki soj), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 35554) i Proteus mirabilis |
(klini¢ki soj) 1 gram-pozitivne bakterije — Staphilococcus aureus (ATCC 6538), Staphilococcus
aureus | (klini¢ki soj), Bacillus subtilis (ATCC 6633) i Enterococcus faecalis (ATCC 19433).

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) odredena je modifikovanom mikrodilucionom
analizom (Szweda, 2017).

Cisti sojevi bakterija su subkultivisani na hranljivim agarima na 37 °C tokom 24 h, dok su
suspenzije testiranih sojeva odgovarale McFarlandovoj 0,5 optickoj gustini = 1,5 x 10® CFU/m.

Mikrotitar ploée su inkubirane na 37 °C tokom 18 h, nakon &ega je u svaki bunargié
mikrotitar plo¢e dodato 10 pl 1% rastvora 2,3,5-trifenil tetrazolium hlorida (TTC), koji se
delovanjem dehidrogenaza vijabilnih bakterijskih ¢elija redukuje do formazana crvene boje.
Mikrotitar plo¢e su dodatno inkubirane na 37 °C tokom 2 h, nakon &ega je odredena MIC
vrednost za svaki uzorak meda.

NajniZa koncentracija meda potrebna da spreci pojavu crvene boje formazana smatrana je
MIC vrednoscu.

Odredivanje MIC izvrSeno je u tri ponavljanja 1 tri nezavisna eksperimenta.
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3.3.4. Odredivanje antiproliferativne aktivnosti meda

Za procenu antiproliferativne aktivnosti meda koriS¢ene su humane tumorske linije HelLa
(karcinom grlica materice), MCF7 (adenokarcinom epitela dojke), HT-29 (adenokarcinom
debelog creva) i MRC-5 (normalni fetalni fibroblasti pluca). Celijske linije su uzgajane u
Dulbecco-ovom modifikovanom Eagle's medijumu (DMEM; PAA Laboratories GmbH, Pashing,
Austrija) sa 4,5% glukoze, dopunjenim sa 10% toplotno inaktiviranim fetalnim tele¢im serumom
(fetal calf serum — FCS; PAA Laboratories GmbH, Pashing, Austrija), 100 1U/ml penicilina i
100 pg/ml streptomicina (Galenika, Beograd, Srbija). Celijske linije su kultivisane u bocama od
25 ml (Corning, New York, SAD) na 37 °C u uslovima atmosfere sa 5% CO i visoke vlaZnosti,
subkultivisane dva puta nedeljno. Jednocelijska suspenzija je dobijena koriS¢enjem 0,1% tripsina
(Serva, Hajdelberg, Nemacka) sa 0,04% EDTA.

Uzorci meda i standard (glukoza) su rastvoreni i razblazeni u 0,9% NaCl da bi se dobio
opseg od deset koncentracija (0,15-50 mg/ml). Svi uzorci su filtrirani kroz Millipore (Millek-
GV) membranske filtere veli¢ine pora 0,22 um da bi se postigla sterilnost. Celijske linije su
sakupljene i postavljene u mikrotitarske ploce sa 96 bunarci¢a (Sarstedt, Newton, SAD) pri
gustini zasejavanja od 4-8 x 10° éelija po bunaréi¢u, zapremine 180 pl, prethodno inkubirane u
medijumu sa dodatkom 5% FCS na 37 °C tokom 24 h. Serija razblazenja (20 pl po bunaréiéu) je
dodata u ispitne i kontrolne bunargiée. Mikroploce su zatim inkubirane na 37 °C dodatnih 48 h.
Rast celija je procenjen kori$¢enjem kolorimetrijskog testa sulforhodamina B (SRB) po metodi
Skehan i saradnika (1990), uz odredene modifikacije (Cetojevié-Simin et al., 2008).

Antiproliferativna aktivnost meda na rast ¢elija izraCunava se kao udeo ¢elija u odnosu na
kontrolu, odnosno antiproliferativna aktivnost = (A/A¢)-100 (%), gde je A;apsorbanca uzorka, a
A je apsorbanca kontrole.

Antiproliferativna aktivnost izrazena je kao ICsy vrednost (koncentracija uzorka koja inhibira
rast ¢elija za 50%). Rezultati su izraZzeni kao srednja vrednost + SD za cetiri merenja (n = 4

uzorka i standard) i osam merenja (n = 8 uzoraka i kontrola).
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3.3.4. Odredivanje indeksa relativnog antioksidantnog kapaciteta i indeksa

relativne antibakterijske aktivnosti

Centralna tendencija je najcesce primenjivana metoda za poredenje antioksidativne aktivnosti
kompleksnih uzoraka hrane dobijene primenom razli¢itih metoda odredivanja antioksidativnog
kapaciteta (Sun and Ho, 2001). Uzorci se ocenjuju na oshovu minimalno-maksimalne
normalizacije, koriS¢enjem ekstremnih vrednosti antioksidativnog kapaciteta uzoraka dobijenih
primenom razli¢itih metoda za odredivanje antioksidativnog potencijala. Normalizovane

vrednosti antioksidativnih pokazatelja odredene su koris¢enjem sledeéih jednacina:

maxXx; — Xj
x; =1 maxx; minux;’ vi (1)

l l
u slucaju kriterijuma ,,8to visi, to bolji“ (koji se koriste za sadrzaje fenola, flavonoida i
karotenoida) (1) ili

maxx; — Xj

Xi = mao—ome Vi (2)

Xi maxx; minx;’
i i

u slucaju kriterijuma ,,5to nizi, to bolji* (koji se koriste za vrednosti antiradikalske aktivnosti na
DPPH" i MIC) (2), gde x predstavlja eksperimentalne podatke.

Prosek rezultata razli€itih analiza za odredeni uzorak daje bezdimenzionalnu vrednost koja se
naziva indeksom relativnog antioksidativnog kapaciteta (relative antioxidant capacity index —
RACI). Isti princip je koriS€en 1 pri izraCunavanju relativnog antibakterijskog indeksa (relative

antibacterial index — RAI).
3.3.5. Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti u okviru disertacije izvedeni su u tri nezavisna ponavljanja, osim u slucaju
odredivanja boje uzoraka, koje je obavljeno u 25 ponavljanja, kao i u slucaju odredivanja
antiproliferativne aktivnosti, koje je obavljeno u 4 ponavljanja, a rezultati su izraZeni kao

aritmetiCka sredina + standardna devijacija. Utvrdivanje statisticke znacajnosti razlika izmedu
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aritmetickih sredina sprovedeno je primenom analize varijanse (analysis of variance, ANOVA) i
Tukey HSD (honest significant difference) testa viSestrukih poredenja sa pragom znacajnosti
0,05. Podaci su obradeni primenom softverskih paketa Microsoft Excel 2010 for Windows i
StatSoft Statistica (data analysis software system), version 12.0 (StatSoft Inc., Oklahoma, SAD).

Analiza glavnih komponenti (principal component analysis — PCA) kori$¢ena je za otkrivanje
mogucih korelacija izmedu merenih parametara i za klasifikaciju uzoraka na osnovu njihovog

pozicioniranja u PCA dijagramu.

3.3.6. Modelovanje veStacke neuronske mreze

Viseslojni perceptron (multilayer percepton — MLP), koji se sastoji od tri sloja (ulazni,
skriveni i izlazni sloj), kori$¢en je za uspostavljanje modela predikcije (Hu and Weng, 2009). Pre
izracunavanja, i ulazni i izlazni podaci su normalizovani da bi se poboljsalo ponaSanje vestacke
neuronske mreze (artificial neural network — ANN). Broiden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS)
algoritam je koriS¢en kao interaktivni metod za reSavanje neograni¢enih problema nelinearne
optimizacije u modelovanju ANN (Grieu et al., 2011).

Eksperimentalna baza podataka za ANN je nasumi¢no podeljena na podatke za obuku,
unakrsnu validaciju i testiranje (sa 60%, 20% i 20% eksperimentalnih podataka, respektivno).
Skup podataka za obuku je koris¢en za ciklus ucenja ANN, kao i za procenu optimalnog broja
neurona u skrivenom sloju i teZinskih koeficijenata svakog neurona u mrezi.

Tezinski koeficijenti povezani sa skrivenim slojem grupisani su u matrice Wy i By, dok su
tezinski koeficijenti povezani sa izlaznim slojem grupisani u matrice W, i B,. Neuronska mreza
je obi¢no predstavljena koris¢enjem matri¢ne notacije (Y je matrica izlaznih promenljivih, f; i f;
su prenosne funkcije u skrivenom i izlaznom sloju, respektivno, a X je matrica ulaznih

promenljivih) (Kollo and von Rosen, 2006):

Y = fi(Wo (WX + By) + By) ©)

Elementi matrica W; i W, su odredeni tokom ciklusa uc¢enja ANN, u iteraktivnoj proceduri,

koriS¢enjem algoritma optimizacije da bi se minimizirala greSka izmedu izlaznih vrednosti i
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eksperimentalnih rezultata (Trelea et al., 1997). Koeficijenti determinacije su koriS¢eni kao

parametri za proveru performansi dobijenog ANN modela.

3.3.7. Analiza osetljivosti

Analiza osetljivosti je koriS¢ena za ispitivanje uticaja ulaznih promenljivih u posmatranim
izlazima razvijenog ANN modela (Montafio and Palmer, 2003). Neuronske mreze mogu da
aproksimiraju eksperimentalne rezultate, koji mogu odstupati i/ili biti delimi¢no neprecizni, pa
je, stoga, neophodna analiza osetljivosti kako bi se proverilo da li bi neuronska mreza mogla
pogresno da funkcionise (Taylor, 2005). Stoga su svakoj ulaznoj promenljivoj dodati beskona¢no
(infinitezno) mali iznosi (+0,0001%) u 10 podjednako rasporedenih pojedinacnih tacaka

obuhvacéenih minimumom i maksimumom eksperimentalnih podataka.

3.3.8. Sinteza jonskih teCnosti

Sinteza jonskih te¢nosti na bazi holina sprovedena je potenciometrijskom titracijom. Kao
titraciono sredstvo korisc¢en je vodeni rastvor holin hidroksida (ChOH), ¢ija je koncentracija (¢ =
3,50915 mol/l) odredena titracijom sa standardnim rastvorom dihidrata oksalne kiseline.
Odmerena masa nikotinske, buterne i propanske kiseline rastvorena je u vodi na sobnoj
temperaturi i rastvor je titrisan holin hidroksidom uz prac¢enje promena pH vrednosti. Rastvor je
pretitrisan dodatkom ChOH sa ciljem odredivanja zavrSne tacke titracije. Na osnovu nule drugog
izvoda titracione krive, ocitana je pH vrednost u zavrSnoj tacki titracije 1 podeSena dodatkom
nikotinske, buterne i propanske kiseline da odgovara pH vrednosti u zavrSnoj tacki titracije
(PH[chimico = 7,95; pHichiieug = 10,40; pHichyprop 1= 10,30).

Visak vode je uklonjen uparavanjem na rotacionom vakuum uparivau na temperaturi
vodenog kupatila T = 343,15 K tokom 120 min. Postupak je nastavljen upotrebom jace
(industrijske) vakuum pumpe uz zagrevanje, do potpunog uklanjanja vode. Nakon uparavanja do
konstantne mase, jonske tecnosti su ¢uvane u eksikatoru nad fosfor(V)-oksidom.

Strukture sintetisanih jonskih te¢nosti potvrdene su snimanjem infracrvenih spektara (Slika
Pla—c).
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3.3.9. Odredivanje faznih dijagrama

Konstrukcija binodalnih krivih zasnovana je na metodi titracije do tacke zamucenja na
temperaturi T =298 + 1 K i atmosferskom pritisku. Rastvor kalijum fosfata u 20% rastvoru meda
(osoli = 55%) dodavan je u kapima u rastvor jonske te¢nosti u 20% rastvoru meda (1 = 60%) do
postizanja zamucenja smese, a koli¢ina dodane soli merena je na analitickoj vagi (Mettler Toledo
ME204, Greifensee, Svajcarska) sa mernom nesigurno$éu od 10 g. Potom je u smesu dodavan
vodeni rastvor meda dok smesa nije postala bistra, a koli¢ina dodatog rastvora meda je merena
na analitiCkoj vagi. Nakon svakog dodavanja, smeSa je meSana vorteksom. Ovaj postupak je
ponavljan sve dok nije dobijeno dovoljno ta¢aka za konstruisanje binodalnih krivih. Ternarni

fazni dijagrami su konstruisani koriS¢enjem Mercukove jednacine (4) (Merchuk et al., 1998):

Y = Aexp(BX%> — CX?3) (4)

gde su Y i X maseni udeli jonskih te¢nosti i soli, dok parametri A, B i C odgovaraju konstantama

dobijenim regresijom najmanjih kvadrata.

3.3.10. Priprema ternarnih smesa

Pripremljene su ternarne smese koje sadrze 25% jonske tecnosti, 35% K3PO, 1 40% rastvora
meda. SmeSe su muckane 2 minuta, centrifugirane 10 minuta na 10.000 o/min 1 ostavljene 3 h da
bi se faze uravnotezile. Faze su potom pazljivo razdvojene mikropipetom, a sadrzaj HMF je

odreden po metodi navedenoj u 3.3.1.7. Odredivanje sadrzaja 5-hidroksimetilfurfurala.

3.3.11. Racunarske simulacije

Svi proracuni izvedeni su u softveru Jaguar, koji je implementiran kao deo paketa
Schrodinger Suite 2015. Inicijalna faza je razmatrala geometrijsku optimizaciju svakog
molekula. Optimizacija je izvrSena u fazi implicitne solvatacije u vodi, primenom PBF modela
rastvaraca. Nakon uspeSne optimizacije, kombinovani su optimizovani molekuli jonske te¢nosti i

HMF, a molekulski par je koriS¢en za dalje simulacije. Nakon pocetne geometrijske
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optimizacije, primenjeni su DFT prorac¢uni. KoriS¢eni funkcional je bio B3LIP razmena —
korelacioni funkcional (B3LYP-D3) prac¢en 6-31+G (d,p) osnovnim skupom. Validnost rezultata
proverena je Hessian analizom, koja je pokazala da nema imaginarnih frekvencija koje dokazuju
da su sve optimizovane strukture pravi minimumi. Nekovalentne interakcije (non-covalent
interactions — NCI) u optimizovanim strukturama analizirane su metodom Johnsona i saradnika
(2010). Na osnovu DFT proracuna, izraCunate su energije vezivanja jonskog para (AGpj,) izmedu
svih molekula. Da bi se izbegla greska superpozicije baznog skupa (BSSE), energije vezivanja
(AGpin) su korigovane koris¢enjem standardnog pristupa Boys i Bernardija (1970). Dobijen je

kona¢ni izraz za AGpj, (5):

AGpiy= Egp(I-11) = Epyin (1) — Epip (ID + AZPVE (5)
gde su Ecp(I-11) elektronska energija korigovane protivteze ispitivanog para, a Emin(l) i Emin(11)
su elektronske energije jonskih te¢nosti i HMF u njihovim geometrijama minimalne energije.

Energije vibracija nulte tacke (AZPVE) su izraunate kori$¢enjem skaliranih B3LYP/6-31+G (d)

frekvencija vibracija.
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4. REZULTATI |
DISKUSIJA

4.1. ISPITIVANJE KVALITETA | TERAPEUTSKIH
SVOJSTAVA MEDA

Kvalitet meda regulisan je Codex Alimentarius-om (2001) na medunarodnom nivou, dok je
na nacionalnom on definisan Pravilnikom o kvalitetu meda i drugih proizvoda pcela (2015),
uskladenim sa medunarodnom legislativom. Regulativa propisuje analizu broja polenovih zrna,
senzorska i fizicko-hemijska svojstva meda. U okviru fizicko-hemijskih parametara meda
odreduju se minimalne ili maksimalne koli¢ine u odnosu na parametre zrelosti, ¢istoce i kvara
meda. Zrelost meda sagledava se odredivanjem sadrZaja Secera i vlage, dok se u pogledu Cistoce
analiziraju sadrzaj pepela, elektricna provodljivost 1 sadrZaj nerastvorljivih ¢vrstih materija u
vodi. U svrhu sticanja uvida u starost (skladiStenje ili kvar) meda proverava se sadrzaj HMF,
kiselost i aktivnost dijastaze.

Sagledavanje kvaliteta uzoraka meda sakupljenih u regionu Republike Srbije, sa podrucja
Zapadnog Balkana i iz nekih susednih zemalja sprovedeno je tokom tri uzastopne godine (2016-
2018) i to:

» 2016. godina: 45 uzoraka meda razli¢itog floralnog porekla (bagremov, suncokretov i
livadski med) sa podruc¢ja Autonomne Pokrajine Vojvodine (Republika Srbija);

» 2017.godina: 100 wuzoraka meda razlicitog floralnog porekla (bagremov,
suncokretov, livadski 1 Sumski med) prikupljenih iz devet evropskih zemalja (Srbija,
Albanija, Hrvatska, Crna Gora, Rumunija, Bugarska, Bosna i Hercegovina, Severna
Makedonija 1 Madarska) 1
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» 2018 godina: 20 uzoraka specificnih vrsta meda sa podrucja Zapadnog Balkana
pracenjem fizicko-hemijskih pokazatelja kvaliteta, kao i nekih terapeutskih svojstava
meda (antioksidativna, antibakterijska i antiproliferativna aktivnost).

Na osnovu antioksidativne i antibakterijske aktivnosti uzoraka meda sakupljenih tokom
druge godine istrazivanja (uzorci meda iz 2017. godine) odredeni su novi parametri, indeks
relativnog antioksidantnog kapaciteta (relative antioxidant capacity index — RACI) i indeks
relativne antibakterijske aktivnosti (relative antibacterial index — RAI), koji su posluzili za
odredivanje novodefinisanog svojstva — Moéi meda, namenjenog za predvidanje zdravstvenog
potencijala meda na osnovu lako odredivih parametara kvaliteta meda. Ova predikcija namenjena
je brzom i lakom sagledavanju nekih vidova terapeutskog potencijala meda, s obzirom da je
odredivanje antioksidativnog, antibakterijskog i antiproliferativnog profila meda vremenski

zahtevno i podrazumeva posedovanje sofisticirane i skupe opreme.

4.1.1. Kvalitet uzoraka meda iz Autonomne Pokrajine VVojvodine

Kvalitet uzoraka tri vrste meda (bagremov, suncokretov i livadski med), prikupljanih sa
teritorije Autonomne Pokrajine Vojvodine (Srem, Banat i Backa) tokom 2016. godine, odreden
je ispitivanjem fizicko-hemijskih parametara, mineralnog sastava, parametara boje i
aminokiselinskog profila meda. U tabeli 1 prikazani su parametri fizicko-hemijskog kvaliteta

meda (vlaga, kiselost, pH, pepeo, elektri¢na provodljivost, glukoza, fruktoza i HMF).

4.1.1.1. Fizicko-hemijski pokazatelji kvaliteta meda

Sadrzaj vlage meda zavisi od njegovog botani¢kog porekla, relativne vlaZznosti u regionu i
uslova obrade i skladiStenja (da Silva et al., 2016; Ycel and Sultanoglu, 2013). Nizi sadrzaj
vlage moze dovesti do odigravanja reakcije karamelizacije 1 Maillard-ove reakcije tokom
skladiStenja meda, dok visi sadrzaj vlage moZze izazvati fermentaciju meda i stvaranje siretne
kiseline (Chirifie et al., 2006), $to se smatra nepozeljnim. Sadrzaj vlage moze uticati na mnoge
parametre kvaliteta meda — kristalizaciju, viskoznost, rastvorljivost, ukus, boju 1 druge

pokazatelje kvaliteta (Escuredo et al., 2013).
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Sadrzaj vlage kretao se u rasponu od 13,2-21,3%, 15,6-19,7% i 10,2-24,1% za bagremov,
livadski i suncokretov med, respektivno, iz ¢ega se moze zakljuCiti da su pojedini uzorci
premasili granicu (> 20%) propisanu EU regulativom (Codex Alimentarius, 2001). Uzorci meda
koji nisu ispunjavali kriterijum u pogledu sadrzaja vlage mogli su ispoljiti nestabilnost tokom
skladiStenja 1 biti podlozni kvarenju usled fermentacije kvasaca. lako je u literaturi zabelezeno
variranje u sadrzaju vlage uzoraka meda razli¢itog botaniCkog porekla (Gallina et al., 2010),
ispitivanje sadrzaja ovog parametra u slucaju uzoraka bagremovog, suncokretovog i livadskog
meda, prikupljenih sa teritorije Autonomne Pokrajine Vojvodine tokom 2016. Godine, nije

pokazalo statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu ispitivanih vrsta meda.

Tabela 1. Fizi¢ko-hemijski parametri uzoraka bagremovog, suncokretovog i livadskog meda

prikupljenih sa teritorije Autonomne Pokrajine VVojvodine tokom 2016. godine

Vrsta meda Vlaga Kiselost oH Pepeo pf)l\fgéﬁ}?\r,lgst Glukoza  Fruktoza HMF
0 0 0, 0,
(%) (meg/kg) o) P )6 (mokg)
e L op 166:L82° 0774208' 3995014° 0,08:002° 025:003' 30,1+156' 343:2,08° 257+196"
Ba%:gg‘ov Min 13,2 6,55 3,74 0,05 0,20 27,8 31,7 0,44
(n=15 Max 21,3 13,4 4,19 0,11 0,28 33,1 39,4 8,20
Uzorci prelaze
granice ! 0 i j 0 j i 0
\S/:ggr:‘éasHSD 17,8+1,55% 19,3+1,88° 3,95+0,12° 0,13+0,03" 0,71+0,0,08° 30,6+1,44° 33,71,24° 3,37+2,77"
Li‘ggjki Min 15,6 16,0 3,79 0,08 0,43 28,4 31,8 0,58
(n=15 Max 19,7 22,5 4,19 0,17 0,76 338 36,2 69,5
Uzorci prelaze 0 0 i i 0 ) ) 5
granice
Srednja a b a c b a b a
rednost 4 sp 177%3,18° 19143,19° 3,8840,25° 0,15:0,04° 0,73+0,07° 312+1,52° 359+1,5° 1,19+1,12
Suncokretov Min 10,2 8,30 3,38 0,08 29,4 31,8 0,50
med 0,57
(n=15) Max 24,1 21,5 4,16 0,22 0,83 34,1 36,2 5,14
Uzorci prelaze
granice 3 0 i i 0 i i 0

SD — standardna devijacija; Min — minimalna vrednost; Max — maksimalna vrednost
Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim superskriptom su statisticki razli¢ite (p < 0,05).

Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima koje su prethodno objavili Vanhanen 1 saradnici

(2011) 1 Boussaid i saradnici (2018). Lazarevi¢ i saradnici (2012) su analizirali uzorke meda iz
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Srbije, te stoga vredi istaci da su sadrzaji vlage dobijeni od strane pomenutih autora (bagremov
med 16,48 + 1,3% i suncokretov med 18,07 £+ 1,5%) u skladu sa rezultatima dobijenim u ovim
istrazivanjima (Tabela 1). SadrZaji vlage u uzorcima meda iz Hrvatske (Sari¢ et al., 2008) su,
takode, u skladu sa rezultatima prikazanim u tabeli 1.

Kiselost meda se moze dovesti u vezu sa prisustvom organskih kiselina i drugih jedinjenja u
medu (laktoni, estri 1 neorganski joni) (da Silva et al., 2016). Tokom kvarenja meda dolazi do
fermentacije Secera u organske kiseline, Sto dovodi do povecanja slobodne kiselosti. Maksimalno
dozvoljen nivo kiselosti u medu je 50,00 meg/kg (Codex Alimentarius, 2001) i u pogledu ovog
parametra kvaliteta svi ispitivani uzorci meda su ispunjavali propisani zahtev (Tabela 1). Med sa
najnizom kiselo$¢u bio je bagremov, sa srednjom vrednoscu kiselosti 9,77 + 2,08 meq/kg, dok je
livadski med okarakterisan najvisom srednjom vredno$c¢u kiselosti meda (19,3 + 1,88 meqg/kg),
koja se nije razlikovala od suncokretovog meda (19,1 + 3,19 meq/kg). Lazarevi¢ i saradnici
(2012) su, takode, izmerili najnizu vrednost slobodne kiselosti u bagremovom medu
(11,6 meq/kg), dok je najvisa zabelezena u suncokretovom medu (27,2 meg/kg). Sli¢ne rezultate
slobodne kiselosti meda objavili su i Sari¢ i saradnici (2008), koji su utvrdili postojanje zna¢ajne
razlike u kiselosti izmedu bagremovog i livadskog meda.

Vrednosti pH meda krecu se izmedu 3,2 i 4,5 (Alves et al., 2013; Gomes et al., 2010; Sakac
et al., 2019b), iz Cega proizilazi da prirodna kiselost meda inhibira rast mikroorganizama, s
obzirom da je optimalna pH vrednost za ve¢inu mikroorganizama izmedu 7,2 1 7,4 (Suérez-
Luque et al., 2002). Stoga se moze smatrati da je pH vrednost meda pokazatelj moguceg
mikrobnog kvara. Srednje pH vrednosti uzoraka meda iz Vojvodine bile su kisele, relativno
bliske i kretale su se u rasponu od 3,88 + 0,25 za suncokretov med do 3,99 + 0,14 za bagremov
med (Tabela 1). lako su postojale statisticki znacajne razlike u kiselosti izmedu ispitivanih vrsta
meda, nije bilo varijacija u pH vrednostima (p < 0,05) (Tabela 1). Algarni i saradnici (2016) su,
takode, pokazali da ova dva parametra nisu direktno povezana jedan sa drugim zbog puferskog
delovanja razlicitih kiselina i prisustva minerala. Opseg pH vrednosti uzoraka meda (3,49-4,56)
koji su objavili Lazarevi¢ i saradnici (2012) je u skladu sa rezultatima prikazanim u tabeli 1.

Sadrzaj HMF ukazuje na stepen kvarenja meda uzrokovanog a) jakim i/ili produzenim
termickim tretmanom u svrhu razgradnje kristala meda ili supresije njegove mikrobioloske
kontaminacije (Kabbani et al., 2011) i b) neadekvatnim ili produzenim uslovima skladiStenja

(Oniir et al., 2018). HMF nastaje razgradnjom monosaharida u medu ili tokom Maillard-ove
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reakcije. Codex Alimentarius (2001) definiSe maksimalan nivo od 40,0 mg/kg za HMF u medu
poreklom iz netropskih regiona.

Vecina uzoraka bagremovog, livadskog i suncokretovog meda mogla se smatrati svezim, jer
su njihove srednje vrednosti HMF (Tabela 1) bile nize od 4,12 mg/kg, sadrzaj koji su Tornuk i
saradnici (2013) okarakterisali kao granicu za svez med. Uzorci suncokretovog meda razlikovali
su se u pogledu sadrzaja HMF od druge dve ispitivane vrste meda, ali nije bilo statisticki
znacajne razlike (p < 0,05) u sadrzaju HMF izmedu bagremovog i livadskog meda. U pet
uzoraka livadskog meda detektovan je sadrzaj HMF visi od maksimalno dozvoljenog nivoa, te,
stoga, oni ne ispunjavaju kriterijum definisan Codex Alimentarius-om (2001). Posto se smatra da
je koli¢ina od 10 mg/kg HMF prirodno prisutna u medu (Algarni et al., 2016), ovo znacajno
povecanje sadrzaja HMF u uzorcima livadskog meda moglo bi se pripisati pregrevanju ili
neadekvatnom skladiStenju (Yicel and Sultanoglu, 2013) ili moze biti rezultat falsifikovanja
meda dodavanjem invertnog sirupa (Al-Farsi et al., 2018; Capuano and Fogliano, 2011).

Srednja vrednost sadrzaja glukoze kretala se od 30,1% do 31,2% za sve ispitivane uzorke
meda bez postojanja statisticki zna¢ajnih razlika (p < 0,05) izmedu ispitivanih vrsta meda, dok je
sadrzaj fruktoze varirao izmedu 33,7% 1 35,9% 1 bio je razlicit u slucaju suncokretovog meda
(Tabela 1). Prema Codex Alimentarius-u (2001), ukupni sadrzaj glukoze i fruktoze treba da bude
iznad 60%. Srednja vrednost ukupnog sadrzaja glukoze i fruktoze bila je 64,4% u bagremovom,
64,3% u livadskom 1 67,1% u suncokretovom medu, $to je u skladu sa zahtevima navedene
regulative. Sari¢ i saradnici (2008) naveli su sliéne vrednosti za ukupni sadrzaj glukoze i
fruktoze u uzorcima bagremovog (65,0-75,7%) i livadskog (62,1-76,1%) meda prikupljenim na
teritoriji Hrvatske.

Elektricna provodljivost je uobi¢ajeno odredivan parametar u kontroli kvaliteta meda, koji je
u pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem pepela i kiselo§¢u zbog prisustva jona, organskih kiselina i
proteina (Yucel and Sultanoglu, 2013). Minerali u med dospevaju prvenstveno polenom, pa je,
posledi¢no, elektri¢na provodljivost u korelaciji sa sadrzajem polena u monofloralnim vrstama
meda, odnosno sa botani¢kim poreklom meda (KasSkoniene et al., 2010) 1 moZe posluZiti u
njegovom odredivanju (Terrab et al., 2003). Uzorci bagremovog meda okarakterisani su
najnizom elektricnom provodljivoséu (0,25 = 0,03 mS/cm) (Tabela 1), §to je bilo korisno za
distinkciju ove vrste meda. Ipak, ovaj parametar nije mogao da se iskoristi za razlikovanje

livadskog i suncokretovog meda. Dobijene srednje vrednosti elektrine provodljivosti uzoraka
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meda iz Vojvodine bile su generalno nize od maksimalne vrednosti (0,800 mS/cm) definisane
Codex Alimentarius-om (2001) i slicne rezultatima elektricne provodljivosti meda koje su
prethodno objavili Lazarevié i saradnici (2012) i Sari¢ i saradnici (2008).

Sadrzaj pepela u svim ispitivanim uzorcima meda varirao je izmedu 0,05% i 0,22% 1 razlike
su bile statisticki znacajne (p < 0,05) (Tabela 1), Sto je u slucaju ispitivanih vrsta meda moglo da
ukaze na mogucnost razlikovanja po botanickom poreklu, mada sadrzaj minerala pre svega
ukazuje na geografsko poreklo, jer zavisi od vrste zemljiSta na kome rastu biljke sa kojih je
sakupljan nektar (Karabagias et al., 2014; Suérez-Luque et al., 2005).

Iako Codex Alimentarius (2001) ne definiSe zahteve po pitanju sadrzaja minerala u medu,
uzorci bagremovog, suncokretovog i livadskog meda prikupljeni sa teritorije Autonomne

Pokrajine Vojvodine tokom 2016. godine podvrgnuti su ispitivanju sadrzaja minerala (Tabela 2).

Tabela 2. Sadrzaj minerala uzoraka bagremovog, suncokretovog i livadskog meda prikupljenih

sa teritorije Autonomne Pokrajine Vojvodine tokom 2016. godine

K Na Mg Zn Ca Cu Fe
Vrsta meda
(mg/kg)
Srednja a a a a a
Bagremov  vrednost 239 <50 6,20 0,78 328 <1 1,24
(nnlefs) Min 2338 2,50 0,10 1,67 0,50
- Max 763 22,6 4,50 172 10,8
Srednja b b b
Livadski vrednost 468 <50 20,1 :|.,84a 137 <1 0,79&l
(n”jefs) Min 136 2,50 0,10 8,81 0,50
- Max 755 35,5 6,69 219 1,59
Srednja b b
SUncokretov  yrednost 590° <50 24,5 1,73 162 <1 0,89°
(n”jefs) Min, 217 14,8 0,49 97,1 0,50
- Max. 1192 30,8 9,04 269 5,19

SD - standardna devijacija; Min — minimalna vrednost; Max — maksimalna vrednost
Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim superskriptom su statisti¢ki razli¢ite (p < 0,05).

Sabiranjem sadrzaja pojedina¢no odredenih minerala u medu dobijena je srednja vrednost
ukupnog sadrZaja minerala, koja se kretala od 297 mg/kg (bagremov med) do 793 mg/kg
(suncokretov med), a razlike izmedu ispitivanih vrsta meda bile su statisticki znacajne (p < 0,05).
Dobijene vrednosti su uporedive sa onima koje su dobili Vanhanen i saradnici (2011), koje su se

kretale u rasponu od 126-4060 mg/kg za srednju vrednost ukupnog sadrzaja minerala dobijenu
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za izmerenih 18 pojedinaénih minerala u monofloralnim vrstama meda sa Novog Zelanda.
Najniza srednja vrednost ukupnog sadrzaja minerala u bagremovom medu prethodno je
potvrdena od strane Sariéa i saradnika (2008).

Preovladuju¢i mineral u svim ispitivanim uzorcima meda iz Vojvodine bio je K, slede ga Ca,
Mg, Zn i Fe, dok su Na i Cu bili ispod limita detekcije (LOQ) za te minerale (< 50 i < 1,
respektivno) (Tabela 2). Sli¢an sadrzaj minerala identifikovali su i Algarni i saradnici (2014).
Cinjenica da je kalijum najzastupljeniji mineral u medu (da Silva et al., 2016) potvrdena je i
rezultatima prikazanim u tabeli 2. Najve¢i sadrzaj K identifikovan je u suncokretovom medu
(srednja vrednost 590 mg/kg), dok je najnizi odreden u bagremovom medu (srednja vrednost
239 mg/kg). Suprotno rezultatima prikazanim u tabeli 2, Algarni i saradnici (2014) su ustanovili
da bagremov med iz Saudijske Arabije karakteriSe najveci sadrzaj K u poredenju sa ostalim
ispitivanim vrstama meda, S$to ukazuje da vrsta zemljista utice na profil minerala u medu
(geografsko poreklo meda).

Dobijeni sadrzaji K u uzorcima meda iz Vojvodine u saglasnosti su sa koli¢inama K
detektovanim u uzorcima monofloralnog meda sa Novog Zelanda (Vanhanen et al., 2011), $to
predstavlja 74% ukupnog sadrzaja minerala u livadskom i suncokretovom medu, dok je ovaj
udeo iznosio ¢ak 86% za bagremov med. Vanhanen i saradnici (2011) su utvrdili da je udeo K u
ukupnom sadrZaju minerala 73%, Fernandez-Torres 1 saradnici (2005) navode da on iznosi 72%,
dok su Bogdanov i saradnici (2007) otkrili da sadrZaj K odgovara samo jednoj tre¢ini sadrzaja
ukupnih minerala.

Suncokretov med odlikovao je ne samo najveci sadrzaj K, nego i Ca 1 Mg (srednje vrednosti
162 mg/kg 1 24,5 mg/kg, respektivno) (Tabela 2). Utvrdene srednje vrednosti Ca u uzorcima
suncokretovog i livadskog meda bile su vece od rezultata koje su objavili Vanhanen i saradnici
(2011) i Algarni i saradnici (2014) (7,21-94,3 mg/kg i 63,8-99,9 mg/kg, respektivno). Suprotno
tome, sadrzaj Mg u uzorcima meda iz Vojvodine bio je znatno nizi od rezultata koje su objavili
Algarni i saradnici (2014). Navedeni autori su, takode, ustanovili sadrzaj Na u medu ispod
27 mg/kg, sto je u skladu sa rezultatima sadrzaja Na prikazanim u tabeli 2.

Sadrzaj Fe u uzorcima meda iz Vojvodine (srednje vrednosti 0,79 mg/kg za livadski med i
1,24 mg/kg za bagremov med) bio je znacajno nizi od istog u uzorcima meda iz Saudijske
Arabije (67-98 mg/kg) (Algarni et al., 2014), dok su razlike izmedu sadrzaja Zn bile manje.
Naime, rezultati Algarni i saradnika (2014) kretali su se u opsegu 3,44-5,72 mg/kg, dok su
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sadrzaji Zn u medu iz Vojvodine bili u rasponu od 0,78 mg/kg za bagremov med do 1,84 mg/kg
za livadski med (Tabela 2).

Boja meda je senzorski parametar vazan za potrosace. Prirodna boja meda posledica je
razlicitih faktora, kao Sto su mineralni sastav, botanicko poreklo, uslovi skladistenja, klima 1
drugi i moZe biti korisna u klasifikaciji monofloralnih vrsta meda (Gonzales et al., 1999).
Prirodni med sa ve¢im sadrzajem minerala ima tendenciju da bude tamniji (Gonzalez-Miret et
al., 2005). Podaci u tabeli 3 ilustruju parametre boje ispitivanih uzoraka meda iz Vojvodine.
Srednja vrednost svetloce uzoraka bagremovog meda bila je najveca (73,9 £ 8,90), sto ukazuje
da je ovaj med bio najsvetliji, dok su suncokretov i livadski med bili tamniji, sa L* vrednosc¢u
64,5+ 7,111 57,0 + 6,10, respektivno. Zeleni ton je bio prisutan u svim uzorcima (negativna a*
vrednost), dominantno u medu od suncokreta. Zuti ton (b*) bio je najnizi kod bagremovog meda,

dok su livadski i suncokretov med shodno tom parametru boje pripadali istoj grupi.

Tabela 3. Parametri boje (L*, a* i b*) bagremovog, suncokretovog i livadskog meda
prikupljenih sa teritorije Autonomne Pokrajine VVojvodine tokom 2016. godine

Parametri boje

Vrsta meda
L* a* b*
Srednja
Bagremov vrednost+ SD 73,9 +8,90° -2,24+0,63* 13,9 *4,15%
med )
(h=15) Min 51,6 -2,86 8,45
Max 82,4 -0,67 24,9
Srednja
Livadski  vrednost+SD 57,0+6,10" -1,68+1,15" 31,0 £4,65
med
(n=15)  Min 46,3 -4,28 24,6
Max 68,1 -0,12 40,1
Srednja
Suncokretoy Vrednost+SD  64,5+711° -348+1,15" 29,4 %530
med
(n=15) Min 52,8 -5,47 23,2
Max 76,9 -1,86 40,1

SD — standardna devijacija; Min — minimalna vrednost; Max — maksimalna vrednost
Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim superskriptom su statisticki razlicite (p < 0,05).
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4.1.1.2. Analiza glavnih komponenti (PCA) uzoraka meda iz Autonomne Pokrajine VVojvodine

Nakon odredivanja fizicko-hemijskih parametara meda, primenjena je analiza glavnih
komponenti (PCA) za utvrdivanje sli¢nosti izmedu razli¢itih vrsta meda prikupljenih sa razli¢itih
lokacija teritorije Autonomne Pokrajine VVojvodine tokom 2016. godine. PCA je kori$¢ena da bi
se na reprezentativan i lako saglediv nacin prezentovali odredeni parametari kvaliteta meda i
ispitivani uzorci razli¢itih vrsta meda u dvodimenzionalnom dijagramu. Prema rezultatima sa
slike 19, prvih pet glavnih komponenti imaju sopstvene vrednosti veée od 1. Ovih pet
komponenti opisuju 75,53% varijacije podataka. Medutim, sa dijagrama prikazanog na slici 19
uocljivo je da sopstvene vrednosti po¢inju da menjaju nagib nakon druge glavne komponente, §to
dovodi do zaklju¢ka da samo prve dve glavne komponente (koje opisuju 50,75% varijacije)
mogu da se koriste za adekvatno objasnjenje podataka. Procenat opisane varijanse promenjivih je

uziman u obzir kako bi se procenile korelacije izmedu promenljivih.

6 36.30%

Sopstvene vrednosti

6.75%

! 7.82% 4.09% 3530,

5.64%
0,
0 3.97% 5 73%

1.47%

0.83% 0.37%

110% 05206  0.22%

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Broj sopstvenih vrednosti

Slika 19. Sopstvene vrednosti korelacione matrice

PCA prezentovanih fizi€ko-hemijskih parametara objaSnjava da prve dve glavne komponente
¢ine 50,75% od ukupne varijanse (36,30% 1 14,45%, respektivno) za Sesnaest promenljivih
(vlaga, kiselost, pH, pepeo, provodljivost, glukoza, fruktoza, HMF, L*, a*, b*, K, Mg, Zn, Ca i
Fe) (Slika 20). Shodno PCA dijagramu, negativan uticaj na prvu glavhu komponentu (PC1)

zabelezen je za nekoliko parametara. Doprinos kiselosti je bio 11,5% od ukupne varijanse, dok je
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za pepeo on iznosio 8,80%, za provodljivost 14,5% i za b* 12,4%. Pored toga, doprinosi K, Mg i

Ca ukupnoj varijansi iznosili su 8,5%, 13,9%, odnosno 13,2%, respektivno.

Livadski
3
2
o Bagremov
° 1
2
E o o
el
= 0 2 . 9%
~N
8,1 o o
o
2 o
R
o Fruktoza
3 o
Suncokretov o
4l0
-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5

PC 1: 36,30%
Slika 20. Analiza glavnih komponenti (PCA) bagremovog, suncokretovog i livadskog meda

prikupljenih sa teritorije Autonomne Pokrajine VVojvodine tokom 2016. godine

Parametar boje a* (17,9%) i vlaga (15,9%) ispoljili su pozitivan uticaj na drugu glavnu
komponentu (PC2), dok su parametar boje L* (16,0%), sadrzaj glukoze (13,1%) i sadrzaj
fruktoze (16,8%) pokazali negativan uticaj na drugu glavnu komponentu (PC2).

Chakir 1 saradnici (2016) su, ispitujuéi uzorke razli€itih vrsta meda, ustanovili da su
promenljive koje su upecatljivo doprinosile prvoj glavnoj komponenti (PC1) u PC analizi
kiselost meda, boja, HMF 1 aktivnost dijastaze, dok je elektricna provodljivost znacajno
doprinosila drugoj glavnoj komponenti (PC2). Terrab i saradnici (2002) su dosli do zakljucka da
su sadrzaj vlage, kiselost i sadrzaj prolina najvazniji klasifikacioni faktori, dok Oroian i Ropciuc
(2017) navode da su parametar boje a*, sadrzaj pepela i elektricna provodljivost krucijalni za
razlikovanje vrsta meda primenom PCA. Oroian 1 Ropciuc (2017) su, takode, ustanovili da su
uzorci suncokretovog meda i polifloralne vrste meda bliske u PCA dijagramu, jer polifloralni
med odlikuje prisustvo viSe vrsta polena, Sto se odrazava na njegovu neizdvojenost u PCA
dijagramu. Identi¢an zaklju¢ak mogao bi se izvesti na osnovu PCA dijagrama sa slike 20 kada je
u pitanju polifloralni livadski med. Generalno, iako rezultati PCA analize sa slike 20 idu u prilog

ve¢ publikovanim opservacijama, u PC analizi treba biti oprezan, jer rezultati PCA analize,
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odnosno usmerenost vektora promenljivih, veoma zavise od broja i vrste promenljivih, te ih,
stoga, treba smatrati donekle uporedivima.

Na osnovu PC analize prikazane na slici 20, diverzitet razlicitih vrsta meda moguce je
odrediti na osnovu vrednosti parametra boje L* (negativan doprinos drugoj glavnoj komponenti
PC2), povecanog sadrzaja minerala (Ca, Mg i K) (negativan doprinos prvoj glavnoj komponenti
PC1), povecane vlage meda (pozitivan doprinos prvoj glavnoj komponenti PC1) i na osnovu
vrednosti parametra boje a* (pozitivan uticaj na PC2).

Uzorci bagremovog meda nalaze se na desnoj strani PCA dijagrama i karakteriSe ih najveca
vrednost L*. Na suprotnoj, levoj strani dijagrama, mogu se uociti uzorci suncokretovog meda,
koje odlikuju povecéani sadrzaji Ca, Mg i K. Poveéana vrednost parametra b* i povecan nivo
kiselosti i elektricne provodljivosti su, takode, specificni za uzorke suncokretovog meda u
poredenju sa uzorcima bagremovog meda. Uzorci livadskog meda su pozicionirani izmedu grupe
uzoraka suncokretovog meda i grupe uzoraka bagremovog meda, odnosno smesteni su u gornjem
delu PCA dijagrama. Uzorke livadskog meda odlikuju najve¢i sadrzaji vlage i povecane
vrednosti parametra boje a* u poredenju sa drugim ispitivanim uzorcima meda.

Generalno, PC analiza ispitivanih uzoraka tri vrste meda karakteristicnih za region
Autonomne Pokrajine Vojvodine dovela je do zaklju¢ka da se na osnovu odredenih fizi¢ko-
hemijskih parametara kvaliteta meda uzorci mogu diferencirati na PCA dijagramu, s tim da
uzorci bagremovog meda cine klaster, dok se uzorci suncokretovog i livadskog meda
pozicioniraju jedni do drugih, sa izvesnom moguénoséu distinkcije na osnovu pojedinih
promenljivih.

Na osnovu svega izloZzenog, analizom uzoraka meda prikupljenih sa teritorije Autonomne
Pokrajine Vojvodine tokom 2016. godine zakljuceno je da su za vecinu uzoraka bili ispunjeni
zakonom definisani kriterijumi kvaliteta, osim za Cetiri uzorka u pogledu sadrzaja vlage 1 pet
uzoraka u pogledu sadrzaja HMF, odnosno 20% svih ispitanih uzoraka meda (45) nije bilo u

skladu sa regulativom EU.

4.1.1.3. Aminokiselinski profil uzoraka meda iz Autonomne Pokrajine Vojvodine

Proteini i aminokiseline u medu se pripisuju animalnim i biljnim izvorima, mada je njihovo

poreklo primarno vezano za polen (Escuredo et al., 2013; Sak-Bosnar and Sakac, 2012). Stoga se
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aminokiselinski profil meda moze smatrati karakteristi¢cnim za botani¢ko poreklo meda (Anklam,

1998; da Silva et al., 2016; Hermosin et al., 2003). Postoje radovi koji ukazuju na moguénost

razlikovanja razlic¢itih vrsta meda na osnovu aminokiselinskog profila (Hermosin et al., 2003;
Keckes et al.,, 2013; Rebane and Herodes, 2008; Sun et al., 2017), Sto je bio i razlog da

ispitivanjem uzoraka bagremovog, suncokretovog i livadskog meda prikupljenih sa teritorije

Autonomne Pokrajine VVojvodine tokom 2016. godine bude ustanovljeno da li postoji osnova za

distinkciju ispitivanih uzoraka meda na osnovu njegovog aminokiselinskog sastava.

U tabeli 4 prikazan je aminokiselinski profil uzoraka bagremovog, suncokretovog i livadskog

meda prikupljenih sa teritorije Autonomne Pokrajine VVojvodine tokom 2016. godine.

Tabela 4. Aminokiselinski profil uzoraka bagremovog, suncokretovog i livadskog meda

prikupljenih sa teritorije Autonomne Pokrajine VVojvodine tokom 2016. godine

Aminokiseline

Vrsta meda i broj uzoraka

(ma/kg) Parametri Bagremov  Suncokretov  Livadski
med med med
(15) (15) (15)
Asparaginska Srednja vrednost + SD 30,3+51,4* 0,00+0,00 159355
kiselina Min 0 0,00 0
Max 139 0,00 104
Treonin Srednja vrednost + SD 7,02+151* 000+000 6,49 +14,4°
Min 0 0.00 0
Max 48,0 0,00 41,7
Serin Srednja vrednost + SD 51,3+18,0° 68,7+19,5° 56,8+15,7°
Min 24,6 20,4 21,5
Max 76,2 86,2 75,8
E'Sfl?rr]‘;'“s"a Srednjavrednost+ SD  100+41,3° 413+196° 134 + 110°
Min 13,4 103 12,6
Max 155 638 394
Prolin Srednja vrednost + SD 541 + 180°  745+224° 450 + 91,8
Min 168 279 299
Max 745 931 634
Glicin Srednja vrednost + SD 51,8+30,5* 70,8+23,6% 455+ 252°
Min. 4,40 19,3 20,4
Max. 97,4 95,7 101
Alanin Srednja vrednost + SD 46,8 +252° 109+24,9° 36,4 +18,7°
Min 7,31 80,2 10,4
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Max 80,3 154 75,7
Cistin Srednja vrednost + SD 22,9+10,7* 12,4+565* 38,4 +56,8

Min 13,1 3,80 7,54

Max 41,0 22,0 193
Valin Srednja vrednost + SD 30,4 +13,0° 57,0+316° 30,6+ 23,7°

Min 4,12 19,5 5,69

Max 46,2 117 73,2
Metionin Srednja vrednost + SD 48,7+85,6% 352+245" 30,3+31,8

Min 0 17,7 0

Max 283 86,6 98,4
Izoleucin Srednja vrednost + SD 16,5+857® 329+182° 143+17,3°

Min 0 9,90 0

Max 28,3 67,6 54,8
Leucin Srednja vrednost + SD 253+157° 61,9+405" 37,8+31,3"

Min 0 30,2 3,84

Max 47,4 150 102
Tirozin Srednja vrednost + SD 18,8+ 11,1* 520+771* 72,0+86,8°

Min 8,14 9,05 0

Max 43,5 268 308
Fenilalanin Srednja vrednost + SD 138 +41,7*° 135+29,8° 125+22,6°

Min 97,7 92,4 93,8

Max 226 193 157
Histidin Srednja vrednost + SD 19,9+13,0° 38,1+5,08" 20,3+10,9°

Min 0 29,4 0

Max 45,6 45,0 39,1
Lizin Srednja vrednost + SD 28,3+158% 48,2+9,06° 332+228"

Min 0,02 37,3 0

Max 55,2 63,5 71,7
Arginin Srednja vrednost + SD 18,3+11,3* 13,6+8,42® 155+ 16,6°

Min 0 1.27 0

Max 32,0 27,2 58,3
Ukupne aminokiseline 1195+226  1893+346 1171+ 353

SD - standardna devijacija; Min — minimalna vrednost; Max — maksimalna vrednost
Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim superskriptom su statisti¢ki razlicite (p < 0,05).

Ukupan sadrzaj aminokiselina u ispitivanim uzorcima meda varirao je u zavisnosti od vrste
meda i iznosio je 1171 + 353 mg/kg, 1195 £+ 226 mg/kg i 1893 + 346 mg/kg za livadski,
bagremov i suncokretov med, respektivno (Tabela 4). Skoro sve ispitivane aminokiseline

utvrdene su u medu karakteristicnom za region Vojvodine (sa izuzetkom asparaginske kiseline 1
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treonina u uzorcima suncokretovog meda), ukljucuju¢i aminokiseline koje sadrze sumpor, a koje
nisu detektovane u medu iz Estonije (Rebane and Herodes, 2008) i medu iz Kine (Sun et al.,
2017), dok su identifikovane u medu iz Spanije i Francuske (Cotte et al., 2004; Hermosin et al.,
2003). Ukupan sadrzaj aminokiselina u uzorcima meda sakupljenim u Vojvodini bio je ve¢i nego
u medu iz Estonije i Francuske (Cotte et al., 2004; Rebane and Herodes, 2008).

Dominantna aminokiselina u svim ispitivanim uzorcima meda bila je prolin sa udelom od
oko 46%, 41% i 39% u bagremovom, livadskom i suncokretovom medu, respektivno. Njegov
udeo u ukupnim aminokiselinama manji je od udela navedenog u radu Pawlovske i Armstronga
(1994), koji su ustanovili da 50-85% od ukupnih aminokiselina u medu pripada prolinu. Takode,
Sun i saradnici (2017) otkrili su da prolin ¢ini 50% aminokiselina u medu iz Kine.

Sadrzaj prolina u svim ispitivanim uzorcima meda iz Vojvodine bio je iznad 180 mg/kg
(Tabela 4), koliko je definisano kao minimalni nivo u medu vrhunskog kvaliteta (Hermosin et
al., 2003).

Sadrzaj prolina bio je najve¢i u uzorcima suncokretovog meda u poredenju sa drugim
ispitivanim uzorcima (Tabela 4). Razlike izmedu sadrzaja prolina su statisticki znacajne (p <
0,05) u slucaju livadskog i suncokretovog meda, odnosno bagremovog i suncokretovog meda, ali
nema statisti¢ki znacajne razlike kada se porede srednje vrednosti sadrzaja prolina za bagremov 1
livadski med. Ova konstatacija ukazuje da sadrZaj prolina ne moZe da posluzi u slucaju
ispitivanih vrsta meda za njihovo razlikovanje.

Sadrzaj prolina u uzorcima meda prikupljenim na lokacijama u Vojvodini bio je ve¢i od
ranije utvrdenih sadrZaja navedenih u literaturi. Rebane i Herodes (2008) su utvrdili da je sadrzaj
prolina u polifloralnim vrstama meda iz Estonije 382 + 154 mg/kg, §to je niza vrednost od one
izmerene u uzorcima polifloralnog meda iz Vojvodine (459 + 91,8 mg/kg u livadskom medu)
(Tabela 4).

Pored prolina i druge aminokiseline su prisutne u medu — glutaminska kiselina > fenilalanin
> glicin > serin u uzorcima bagremovog i livadskog meda, dok se suncokretov med odlikovao

vec¢im koli¢inama alanina u odnosu na serin (Tabela 4).
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4.1.2. Kvalitet uzoraka meda iz Srbije i okolnih zemalja

Tokom 2017. godine prikupljeni su uzorci meda razli¢itog floralnog porekla (bagremov,
suncokretov, livadski i Sumski med) sa teritorije devet evropskih zemalja (Srbija, Albanija,
Hrvatska, Crna Gora, Rumunija, Bugarska, Bosna i Hercegovina, Severna Makedonija i
Madarska) 1 ispitivani su njihovi fizicko-hemijski parametri. Pored niza fizicko-hemijskih
parametara odredena je i njihova antioksidativna i antibakterijska aktivnost sa ciljem
identifikacije korelacija koje je trebalo da posluZze u izboru parametara svrsishodnih u proceni
zdravstveno dobrobitnih svojstava meda, izrazenih kao Mo¢ meda. Koriséenje modela vestacke
neuronske mreze omogucilo je da se predvidi Mo¢ meda, dobijena kao prosek indeksa relativnog
antioksidativnog kapaciteta (RACI) i indeksa relativne antibakterijske aktivnosti (RAI).

4.1.2.1. Fizi¢ko-hemijski pokazatelji uzoraka meda iz Srbije i okolnih zemalja

U tabeli 5 prikazani su fizicko-hemijski parametri razli¢itih vrsta meda (bagremov,
suncokretov, livadski i Ssumski med) prikupljenih iz devet evropskih zemalja (Srbija, Albanija,
Hrvatska, Crna Gora, Rumunija, Bugarska, Bosna i Hercegovina, Severna Makedonija i
Madarska) tokom 2017. godine.

Sadrzaj vlage se kretao u rasponu od 15,4-18,7%, 16,2-20,4%, 15,2-20,3% i 15,2-19,1% za
bagremov, livadski, suncokretov i Sumski med, §to znaci da su pojedini uzorci (1 uzorak u grupi
livadskog i 1 uzorak u grupi suncokretovog meda) premasili granicu (> 20%) propisanu EU
regulativom (Codex Alimentarius, 2001). Iako je u literaturi zabelezena varijacija u sadrZaju
vlage izmedu uzoraka meda razliCitog botanickog porekla (Gallina et al., 2010), nije bilo
statistiCki znacajnih razlika (p < 0,05) u ovom parametru izmedu ispitivanih vrsta meda. Dobijeni
rezultati su u skladu sa rezultatima koje su objavili Popek i saradnici (2017) i Oroian i saradnici
(2018).

Slobodna kiselost je rezultat prisustva H donora u medu, odnosno prisustva organskih
kiselina u ravnotezi sa odgovaraju¢im laktonima i nekim neorganskim jonima. Fermentacija
SeCera u organske kiseline dovodi do povecane kiselosti meda. Maksimalno dozvoljen nivo
kiselosti u medu je 50,0 meg/kg (Codex Alimentarius, 2001) i u pogledu ovog definisanog nivoa

jedan uzorak livadskog meda nije ispunio ovaj kriterijum (Tabela 5). Med sa najnizom kiselo$¢u
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bio je bagremov sa srednjom vrednosS¢u kiselosti 16,1 £ 6,28 meq/kg, dok je Sumski med
okarakterisan najviSom srednjom vredno$¢u (38,0 + 5,42 meq/kg).Vrednosti slobodne kiselosti
za livadski med su u skladu sa rezultatima studije Matovica i saradnika (2018), koji su ispitivali
uzorke livadskog i bagremovog meda prikupljene u urbanim sredinama Srbije, dok su Albu i
saradnici (2022) detektovali sli¢ne vrednosti slobodne Kkiselosti suncokretovog meda
prikupljenog u Rumuniji. Derewiaka i saradnici (2021) potvrdili su najvisu vrednost slobodne

kiselosti Sumskog meda u poredenju sa ostalim tradicionalnim i netradicionalnim vrstama meda

iz Poljske.
Tabela 5. Fizi¢ko-hemijski parametri uzoraka bagremovog, livadskog, suncokretovog i
Sumskog meda prikupljenih sa teritorije Srbije i okolnih zemalja tokom 2017. godine
) Elektricna
Vlaga Kiselost B Glukoza  Fruktoza HMF
Vrsta meda pH provodljivost
(%) (meqg/kg) (%) (%) (mglkg)
(mS/cm)
\S/:ggggzﬁw 17,6£0,91° 16,146,28" 4,54:0,46" 0,15:0,05" 20,9+0,89° 33,042,290 152411 3"
Ba?;gg“w Min 15,4 5,27 3,56 0,08 27,9 28,9 0,90
(n=25 Max 18,7 33,5 5,77 0,29 31,8 37,4 46,2
Uzorci prelaze
granice 0 0 i 0 i i !
s::g:éast+SD 17,90,86 22,8+10,4% 4,41+0,44° 0,3240,14* 30,0+1,20° 32,11,72° 27,4+19,8°
'—i‘rﬁfgki Min 16,2 3,50 3,56 0,03 27,8 29,1 0,25
(n=25) Max 20,4 51,7 5,54 0,49 32,9 35,7 84,8
Uzorci prelaze 1 1 i 0 i i 3
granice
\S/rrggrr:f)asuso 17,241 44% 27,7+4,16® 377+057° 0,39+0,05® 31,242,32% 34,6+1,81° 21,4+13,1°
Suncokretov Min 15,2 22,0 3,21 0,27 28,2 30,2 0,89
(nTSS) Max 20,3 38,5 4,96 0,45 33,9 372 478
Uzorci prelaze 1 0 i 0 i i 1
granice
SredNa oo 177+L03° 38,0:542° 451:052° 0514024° 29,94210° 334:2,06” 30,6427 6°
Sumsdki Min 15,2 20,5 3,56 0,11 27,0 30,5 5,32
me
(n=25 Max 19,1 49,3 5,23 1,38 33,0 37,4 150
et R S

SD - standardna devijacija; Min — minimalna vrednost; Max — maksimalna vrednost
Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim superskriptom su statisticki razli¢ite (p < 0,05).
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Srednje vrednosti pH uzoraka meda iz devet evropskih zemalja su Kisele i relativno bliske
(4,54 £ 0,46, 4,51 £0,52 14,41 + 0,44) za bagremov, Sumski i livadski med, respektivno, dok su
uzorci suncokretovog meda imali nesto nizu pH vrednost (3,77 + 0,57) (Tabela 5). Iako su
postojale razlike u kiselosti izmedu ispitivanih vrsta meda, one nisu bile statisticki znacajne (p <
0,05) kada su u pitanju bagremov, livadski i suncokretov med, dok se kiselost Sumskog meda
statistiCki znaCajno razlikovala (p < 0,05) od drugih ispitivanih vrsta meda (Tabela 5).

Elektricna provodljivost uzoraka meda kretala se u rasponu 0,03—1,38 mS/cm (Tabela 5).
Uzorci bagremovog meda okarakterisani su najnizom elektricnom provodljivoséu (0,15 £
0,05 mS/cm), §to je u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima UrSulin-Trstenjaka i saradnika
(2017) i Albu i saradnika (2021), koji su analizirali uzorke bagremovog meda iz isto¢ne
Rumunije. Sumski med je imao visestruko veée vrednosti elektriéne provodljivosti (1,38 mS/cm)
od bagremovog, livadskog i suncokretovog meda. Dobijeni rezultati elektri¢ne provodljivosti su
U skladu sa nacionalnom zakonskom regulativom, koja propisuje vrednosti elektricne
provodljivosti ispod 0,8 mS/cm za bagremov 1 poliflorni med i vise od 0,8 mS/cm za Sumski
med. Visoke vrednosti elektri¢ne provodljivosti Sumskog meda su u skladu sa rezultatima koje su
objavili Vasi¢ i saradnici (2019) i Kus$ i saradnici (2017).

Srednja vrednost sadrzaja glukoze kretala se od 29,9% do 31,2% za sve ispitivane uzorke
meda bez statisticki znacajnih razlika (p < 0,05) izmedu vrsta meda, dok je sadrzaj fruktoze
varirao izmedu 32,1% i 34,6% (Tabela 5). Srednja vrednost ukupnog sadrzaja glukoze i fruktoze
bila je 62,9% u bagremovom, 62,1% u livadskom, 63,3% u Sumskom i 65,8% u suncokretovom
medu, §to je bilo u skladu sa zahtevima Codex Alimetarius-a (2001). Sli¢ne vrednosti za ukupan
sadrzaj glukoze i fruktoze u medu objavili su i Rodriguez-Flores i saradnici (2019) u uzorcima
meda iz Spanije i Nedi¢ i saradnici (2022), koji su okarakterisali uzorke meda sakupljene na
planini Tari u Srbiji.

U uzorcima meda sakupljenim tokom 2017. godine detektovan je sadrzaj HMF visi od
dozvoljenog nivoa (1 uzorak bagremovog, 1 uzorak suncokretovog, 3 uzorka livadskog i 3
uzorka Sumskog meda), te stoga 8% od ukupno ispitivanih uzoraka meda nije ispunjavalo
kriterijum za HMF koji je definisan Codex Alimentarius-om (2001). U pojedinim uzorcima
livadskog 1 Sumskog meda detektovan je izuzetno visok sadrzaj HMF (84,8 mg/kg 1 150 mg/kg,
respektivno), $to je ukazalo na neophodnost kontinuiranog monitoringa u pogledu kvaliteta 1

zdravstvene bezbednosti meda.
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Sadrzaj ukupnih minerala analiziranih uzoraka meda prikazan je u tabeli 6. Dobijena srednja
vrednost ukupnog sadrZzaja minerala kretala se od 140 £ 101 mg/kg (bagremov med) do 1289 +
367 mg/kg (Sumski med), a razlike izmedu ispitivanih vrsta meda bile su statisticki znacajne (p <
0,05). U literaturi je dokumentovano da med koji sadrzi sekret medljike ili ima tamnu boju (npr.
medljika, jela, Sumsko cvece i drugi) karakteriSe veé¢i sadrzaj minerala u odnosu na nektarski
med (Bogdanov et al., 2007). Dobijene vrednosti uporedive su sa podacima koje su objavili
Chessum 1 saradnici (2022), koji su ispitivali Sumski med sa Novog Zelanda. Najnizu srednju
vrednost sadrzaja ukupnih minerala u bagremovom medu potvrdili su Patruica i saradnici (2021),

analizirajuci deset razliCitih vrsta meda iz banatske regije u Rumuniji.

Tabela 6. Sadrzaj ukupnih minerala uzoraka bagremovog, livadskog, suncokretovog i Sumskog

meda prikupljenih sa teritorije Srbije i okolnih zemalja tokom 2017. godine

Ukupni minerali

Vrsta meda
(mg/kg)
Srednja vrednost + SD 140 + 101°
Bagremov )
(n=25) Max 404
H b
Livadski Srednja vrednost + SD 527 £ 257
med Min 62,6
(n=25) Max 1073
Srednja vrednost + SD 309 + 77,8%®
Suncokretov )
med Min 223
(n=25) Max 529
% . Srednja vrednost + SD 1289 + 367°
Sumski
med Min 906
(n=25) Max 2695

SD — standardna devijacija; Min — minimalna vrednost; Max — maksimalna vrednost
Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim superskriptom su statisti¢ki razlicite (p < 0,05).

Podaci u tabeli 7 ilustruju parametre boje ispitivanih uzoraka meda. Srednja vrednost
parametra boje L* uzoraka bagremovog meda bila je najveca (78,5 £ 5,05), Sto ukazuje da je
ovaj med najsvetliji, dok su livadski, Sumski i suncokretov med bili tamniji, sa L* od 75,3 +
4,59, 54,9 + 3,32 i 49,2 + 3,29, respektivno. Zeleni ton je bio prisutan u uzorcim bagremovog,

livadskog i suncokretovog meda (negativha a* vrednost), dominiraju¢i u medu od bagrema.
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Crveni ton (pozitivna a* vrednost) zabeleZen je u Sumskom medu. Udeo Zutog tona (b*) bio je

najnizi kod bagremovog meda, a najvisi u uzorcima Sumskog meda (Tabela 7).

Tabela 7. Parametri boje (L*, a* i b*) uzoraka bagremovog, livadskog, suncokretovog i

Sumskog meda prikupljenih sa teritorije Srbije 1 okolnih zemalja tokom 2017. godine

Parametri boje

Vrsta meda L* - -
Bagremov Srednja vrednost + SD  78,5+5,05" -2,65+0,80*° 18,2 + 8,23
med Min 64,6 -4,61 6,22

(n=25) Max 84,5 -0,91 32,0
Livadski Srednja vrednost+ SD  75,3+4,59° -2,12+0,60° 21,6+ 882"
med Min 64,2 -3,60 10,3
(n =25) Max 81,6 11,22 42,6
Suncokretoy  Srednjavrednost+SD  49,2+329" 255024 30,2+ 1,63°
med Min 42,3 -2,95 26,3
(n=25) Max 56,1 -1,76 35,2
Sumski Srednja vrednost £ SD 54,9 +3,32% 13,1+3,50° 46,5+4,41°
med Min 48,5 9,13 40,9
(n=25) Max 62,3 21,1 56,4

SD - standardna devijacija; Min — minimalna vrednost; Max — maksimalna vrednost
Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim superskriptom su statisti¢ki razlicite (p < 0,05).

4.1.2.2. Antioksidativni kapacitet uzoraka meda iz Srbije i okolnih zemalja

Antioksidantna aktivnost meda pripisuje se primarno polifenolima (Alves et al., 2013).
Poznato je da polifenolna jedinjenja poseduju sposobnost smanjivanja oksidativnih o$te¢enja
delujuéi kao antioksidansi. Oni mogu direktno da neutraliSu slobodne radikale ili da ih uklone
nizom reakcija u sprezi sa delovanjem antioksidativnih enzima (Alvarez-Suarez et al., 2012).

Flavonoidi upecatljivo doprinose ukupnoj antioksidativnoj delotvornosti meda, obezbedujuci
dobrobitno delovanje u slu¢aju mnogih bolesti (Alvarez-Suarez et al., 2012), ali je od znacaja 1
antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina prisutnih u medu (Trautvetter et al., 2009).

U tabeli 8 prikazan je sadrzaj fenola, flavonoida i karotenoida i antiradikalska aktivnost na
DPPH radikale uzoraka bagremovog, livadskog, suncokretovog i Sumskog meda prikupljenih sa

teritorije Srbije i okolnih zemalja tokom 2017. godine.
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Najve¢i sadrzaj ukupnih polifenola detektovan je u uzorcima Sumskog meda (23,0 +
3,87 mg GAE/100 g), dok je med od bagrema odlikovao najmanji sadrzaj ukupnih polifenola
(16,5 = 2,51 mg GAE/100 g) (Tabela 8). Sli¢ne rezultate sadrzaja ukupnih polifenola zabelezili
su Yayinie i saradnici (2022), koji su odredili sadrzaj ukupnih polifenola u rasponu od 17,0
3,87 do 32,1 £ 5,91 mg GAE/100 g u medu iz Etiopije. Rezultati sadrzaja ukupnih polifenola
uzoraka suncokretovog i livadskog meda u saglasnosti su sa rezultatima Pauliuc i saradnika
(2020).

Tabela 8. Sadrzaj fenola, flavonoida i karotenoida i antiradikalska aktivnost na DPPH radikale
uzoraka bagremovog, livadskog, suncokretovog i Sumskog meda prikupljenih sa

teritorije Srbije i okolnih zemalja tokom 2017. godine

Ukupni Ukupni Ukupni DPPH’,
Vrsta meda polifenoli flavonoidi karotenoidi 1Cs
(mg GAE/100 g) (mg CAE/100 g) (mg BCE/kg) (mg/ml)
Srednja vrednost + SD 16,5+251%  415+140° 1,67 +0,23° 313 +82,7°
Bagremov .
med Min 11,1 0,99 1,24 129
(N=25)  Max 224 6,93 2,08 499
Livadski  Srednja vrednost + SD 213+436®  614+221* 2,78+067°  260+583"
med Min 9,87 0,56 1,82 127
(N=25)  Max 28,9 10,8 435 397
Srednja vrednost + SD 221+196® 10,9+120°  3,86+0,23° 322+72,3°
Suncokretov
med Min 17,8 9,25 3,21 202
(N=25)  Max 258 14,0 421 629
Sumski Srednja vrednost + SD 230+387° 114+167° 2,53+0,32° 104 + 79,8
med Min 10,3 7,99 1,84 50,2
(N=25)  Max 27.8 152 3,63 474

SD - standardna devijacija; Min — minimalna vrednost; Max — maksimalna vrednost
Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim superskriptom su statisticki razlicite (p < 0,05).
GAE — ekvivalent galne kiseline; CAE — ekvivalent katehina; BCE — ekvivalent 3-karotena

Sadrzaj ukupnih flavonoida kretao se u rasponu od 4,15 + 1,40 mg CAE/100 g u
bagremovom medu do 11,4 + 1,67 mg CAE/100 g u Sumskom medu (Tabela 8) i bio je nizi u
odnosu na sadrzaje ukupnih polifenola. Anand i saradnici (2018) i Rababah i saradnici (2014) su

ustanovili neSto nize sadrzaje ukupnih flavonoida u ispitivanim vrstama meda iz Australije
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(2,49-5,39 mg CAE/100 g ) i Jordana (0,9-4,6 mg CAE/100 g). Sumski med je okarakterisan
kao izuzetno bogat u pogledu sadrzaja ukupnih flavonoida (10,18 + 1,04 mg CAE/100 g), shodno
rezultatima studije Selvaraju i saradnika (2019), Sto je u skladu sa rezultatima prikazanim u
tabeli 8.

Sadrzaj karotenoida u medu uslovljen je geografskim podrucjem, kao i1 faktorima Zivotne
sredine 1 promenama godiSnjih doba. Ranije publikovane studije pokazale su da je sadrzaj
karotenoida u linearnoj korelaciji sa parametrima boje meda (Boussaid et al., 2018). Rezultati
sadrzaja karotenoida bili su u opsegu od 1,67 + 0,23 do 3,86 + 0,23 mg BCE/kg, sto je u skladu
sa prethodno objavljenim rezultatima (Boussaid et al., 2018; Leyva-Daniel et al., 2017).

Antioksidativna aktivnost uzoraka meda procenjena je DPPH testom 1 znacajno se
razlikovala medu uzorcima (Tabela 8). Antiradikalska aktivnost na DPPH’, izrazena kao ICs
vrednost, kretala se u rasponu od 104 £ 79,8 mg/ml (Sumski med) do 322 + 72,3 mg/ml
(suncokretov med) (Tabela 8). Iako je poredenje dobijenih rezultata sa podacima drugih autora
bilo otezano zbog razlika u nacinu izrazavanja antiradikalske aktivnosti na DPPH" (% inhibicije,
ICs0 vrednosti ili neki drugi), Pogo Mracevi¢ i saradnici (2020) su ustanovili da je Sumski med
antioksidativno najpotentniji, a slede ga livadski med < suncokretov med < bagremov med.
Rezultati antiradikalske aktivnosti na DPPH’, prikazani u tabeli 8, u skladu su sa redosledom
pominjanja gorenavedenih autora, osim uzoraka suncokretovog meda, koji su ispoljili najslabiju
antiradikalsu aktivnost na DPPH" (Tabela 8).

4.1.2.3. Antibakterijska aktivnost uzoraka meda iz Srbije i okolnih zemalja

Antibakterijska svojstva meda mogu se pripisati individualnom ili sinergijskom delovanju
kiselosti i osmolarnosti meda (Bogdanov, 1997; Bose, 1982), kao i prisustvu vodonik peroksida,
koji se generiSe konverzijom glukoze posredstvom glukoza oksidaze iz meda (Deng et al., 2018).
Generisanje vodonik peroksida je dominantan mehanizam kojim med ispoljava bakteriostatsko i
baktericidno dejstvo. Koli¢ina vodonik peroksida proizvedena u medu znacajno korelira sa
minimalnom inhibitornom koncentracijom (MIC) i minimalnom baktericidnom koncentracijom
(MBC). Znacajno smanjenje antibakterijske aktivnosti nakon tretmana meda katalazom, koja
hidrolizuje vodonik peroksid u vodu i kiseonik, potvrduje da je H,O, glavni antibakterijski agens
u medu (Brudzynski, 2020).
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Osmoza se odigrava kao rezultat visoke koncentracije Se¢era u medu. Visok sadrzaj Secera
dovodi do dehidratacije bakterijskih ¢elija koje ne mogu da opstanu u hipertoni¢cnom rastvoru
(Almasaudi, 2021).

Prisustvo polifenola meda doprinosi, takode, antibakterijskoj aktivnosti meda (Gtines et al.,
2017; Leyva-Jimenez et al., 2019). Dokazano je da metil siringat ispoljava antiradikalsku
aktivnost na superoksid anjon radikale i tako deluje kao antibakterijski agens u medu (Almasaudi
et al., 2017). Takode, utvrdeno je da i neka druga jedinjenja, poput metilglioksala iz manuka
meda, deluju antibakterijski (Szweda, 2017).

Ispitivana je antibakterijska aktivnost uzoraka meda na gram-negativne bakterije Escherichia
coli (ATCC 11229), Escherichia coli I (klinicki soj), Proteus mirabilis | (klinicki soj) i
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 35554) i gram-pozitivne bakterije Staphilococcus aureus
(ATCC 6538), Staphilococcus aureus (klinicki soj), Enterococcus faecalis (ATCC 19433) i
Bacillus subtilis (ATCC 6633), a rezultati su izrazeni kao vrednosti minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC) i prikazani su na slici 21.

Svi uzorci meda ispoljili su antibakterijsku aktivnost na ispitivane bakterijske sojeve.
Ispitivani uzorci meda ispoljili su jace inhibitorno dejstvo na gram-pozitivne bakterije, osim u
slu¢aju livadskog meda, koji je ispoljio jako inhibitorno dejstvo protiv Escherichia coli (ATCC
11229) (11,4 £ 4,27 %), §to je u skladu sa rezultatima Pogo Mracevi¢ i saradnika (2020), koji su
dosli do zaklju¢ka da med iz razli¢itth regiona Srbije poseduje upecatljiv antibakterijski
potencijal protiv Escherichia coli.

Svi uzorci meda su ispoljili superioran antibakterijski potencijal protiv Staphilococcus
aureus, dok je najslabija antibakterijska aktivnost ispoljena protiv Proteus mirabilis (Slika 21).
Ovakvi rezultati su u skladu sa istrazivanjem Nemo 1 Bacha (2021), koji su utvrdili da je
Staphilococcus aureus najosetljivija bakterijska vrsta u seriji ispitivanih bakterija kada je u

pitanju antibakterijsko delovanje meda.
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Slika 21. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) uzoraka bagremovog, livadskog,
suncokretovog 1 Sumskog meda prikupljenih sa teritorije Srbije i okolnih zemalja
tokom 2017. godine u slu¢aju testiranih sojeva: m Bacillus subtilis (ATCC 6633),
m Enterococcus faecalis (ATCC 19433), m Staphilococcus aureus (ATCC 6538),
m Staphilococcus aureus, m Escherichia coli (ATCC 11229), m Escherichia coli I,

» Pseudomonas aeruginosa (ATCC 35554) i m Proteus mirabilis |

4.1.2.4. Korelacije izmedu fizicko-hemijskih parametara, antioksidativnih i antibakterijskih

svojstava meda

Procena antioksidativnog potencijala meda izvrSena je na osnovu sadrzaja ukupnih
polifenola, flavonoida i karotenoida, kao i antiradikalske aktivnosti na DPPH™ (Tabela 8).
Pozitivne korelacije su uo¢ene izmedu sadrzaja ukupnih polifenola i flavonoida (r = 0,7135; p <
0,001), dok su negativne Kkorelacije uoc¢ene izmedu sadrzaja ukupnih polifenola ili flavonoida i
antiradikalske aktivnosti na DPPH" (r = -0,3187 i r = -0,3863, respektivno; p < 0,001) (Tabela
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P1). Sli¢ne korelacije izmedu sadrzaja polifenola i flavonoida sa antiradikalskom aktivno$¢u na
DPPH’ primecene su, takode, u slucaju uzoraka meda iz Tunisa (Boussaid et al., 2018), Turske
(Gil and Pehlivan, 2018) i Brazila (Nascimento et al., 2018).

Razmatrajuéi zavisnost izmedu sadrzaja ispitivanih terapeutski aktivnih jedinjenja za koja se
smatra da su potencijalno odgovorna za antibakterijsku aktivnost, izdvojene su sledece negativne
korelacije — sadrzaj ukupnih polifenola i supresija gram-negativnih bakterija: Escherichia coli (r
=-0,5278; p < 0,001) i Escherichia coli I (r = -0,3815; p < 0,001), sadrzaj ukupnih polifenola i
supresija gram-pozitivnih bakterija Staphilococcus aureus | (r = -0,3408; p < 0,001), Bacillus
subtilis (r = -0,4367; p < 0,001) i Enterococcus faecalis (r = -0,2113; p = 0,035) (Tabela P1).
Negativna korelacija izmedu sadrzaja fenola i antibakterijske aktivnosti uocena je, takode,
prilikom ispitivanja uzoraka meda iz Maroka (Bouhlali et al., 2016). Stavise, uodene su
statisticki znacajne korelacije izmedu sadrzaja flavonoida i karotenoida i supresije Pseudomonas
aeruginosa (r =-0,3925 i r = -0,617, respektivno; p < 0,001). Primeceno je, takode, da je sadrzaj
karotenoida u negativnoj korelaciji sa supresijom Proteus mirabilis | (r = -0,5491; p < 0,001).
Izrazita korelacija uocena je i izmedu antiradikalske aktivnosti na DPPH" i supresije Escherichia
coli I (r=0,6021; p <0,001) i Staphilococcus aureus | (r =0,6156; p < 0,001) (Tabela P1).

U cilju pronalaZzenja parametara fizicko-hemijskog profila uzoraka meda (Tabela 5) i
parametara njihove boje (Tabela 7) koji bi se mogli smatrati svrsishodnim u proceni Moci meda,
novodefinisanog svojstva koje oslikava zbirnu antioksidativnu i antibakterijsku aktivnost,
razmatrane su i korelacije izmedu antioksidativne (Tabela 8) i antibakterijske aktivnosti (Slika
21) sa serijom parametara fizicko-hemijskog profila i boje uzoraka meda (Tabela P1).

Statisticki znacajne korelacije (p < 0,001) pronadene su izmedu slobodne kiselosti ispitivanih
uzoraka meda 1 sadrzaja ukupnih polifenola (r = 0,7068), flavonoida (r = 0,7864), antiradikalske
aktivnosti na DPPH" (r = -4752), Bacillus subtilis (r = -0,4890), Staphilococcus aureus (r = -
0,4979), Escherichia coli (r = -0,4705) i Escherichia coli | (r = -0,4119) (Tabela P1).
Ustanovljeno je da je ukupan sadrzaj polifenola u korelaciji sa koordinatama boje meda L* i b*
(r=-0,4534, r = 0,4952; p < 0,001, respektivno), kao $to je i sadrzaj ukupnih flavonoida u tesnoj
vezi sa istim parametrima boje (r = 0,8305, r = 0,7395; p < 0,001, respektivno), §to je uporedivo

sa ranije publikovanih korelacijama ispitivanih uzoraka meda iz Malezije (Kek et al., 2014).
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Visoke vrednosti koeficijenata korelacije izmedu antiradikalske aktivnosti na DPPH" i
parametra boje a* (r = -0,7153; p < 0,001) i b* (r = -0,5708; p < 0,001) u skladu su sa
rezultatima ispitivanih uzoraka meda iz Tunisa (Boussaid et al., 2018).

Pored toga, elektri¢na provodljivost je uslovljena sadrzajem minerala (r = 0,6285; p < 0,001),
koji variraju u zavisnosti od botanickog porekla (Chakir et al., 2016) i proizvoda disocijacije
slobodnih organskih kiselina prisutnih u medu (r = 0,6694; p < 0,001). Ve¢i sadrzaj polifenola
podstice disocijaciju organskih kiselina prisutnih u medu (r = 0,7068; p < 0,001), §to ima za
posledicu intenzivnije heliranja metala (r = 0,5178; p < 0,001) i istovremeni porast

antioksidativne aktivnosti polifenolnih jedinjenja.

4.1.2.5. Izbor parametara modela vestacke neuronske mreze

Odsustvo statisticki znacajne korelacije izmedu sadrzaja glukoze i fruktoze i parametara
antioksidativne aktivnosti eliminisalo je uticaj sadrzaja Sefera na ovu aktivnost. Medutim,
primec¢ena je korelacija izmedu sadrzaja glukoze i antibakterijske aktivnosti na Enterococcus
faecalis (r = 0,2235; p = 0,025) i Escherichia coli I (r = 0,2026; p = 0,043) i izmedu sadrzaja
fruktoze i antibakterijske aktivnosti na Pseudomonas aeruginosa (r = 0,3464; p < 0,001). Sadrzaj
vlage i HMF nije, takode, ispoljio statisticki znacajan uticaj na parametre antioksidativne i
antibakterijske potentnosti. Ovakav rezultat podrzava ranije publikovanu tvrdnju da formiranje
HMF ne utiCe na promene antioksidativne aktivnosti razliitith vrsta meda sakupljenog na
teritoriji Poljske, osim u slucaju meda od lipe (Kowalski, 2013).

U cilju pronalazenja fizi¢ko-hemijskih parametara i parametara boje za razvijanje
statistiCkog modela za lako predvidanje antioksidativnih 1 antibakterijskih svojstava meda,
odnosno svojstva nazvanog Mo¢ meda, uzeti su u obzir dostupnost instrumenata za analizu
uzoraka meda, vreme potrebno za analizu i troskovi analize. Na osnovu navedenog, kao i na
osnovu koeficijenata korelacija, za razvijanje ANN modela odabrani su slede¢i parametri:

slobodna kiselost meda i parametri boje meda L* i a*.
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4.1.2.6. Parametri RACI, RAI i Mo¢é meda

Biraju¢i izmedu razlicitih vrsta meda, potrosa¢ima je od izuzetnog znacaja informacija o
zdravstvenom/terapeutskom potencijalu meda. Deo terapeutskih svojstava bagremovog,
livadskog, suncokretovog i Sumskog meda prikupljenih sa teritorije Srbije i okolnih zemalja
tokom 2017. godine moze se sagledati izraCunavanjem parametra Mo¢ meda. Razlika u
vrednostima RACI, RAI i Moéi meda moze se sagledati na slici 22, sa koje su jasno uocljive
razlike u pojedinim botanickim vrstama meda, uz napomenu da su uzorci Sumskog meda bili

najpotentniji.
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Slika 22. Indeks relativnog antioksidativnog kapaciteta (RACI), indeks relativne antibakterijske
aktivnosti (RAI) i Mo¢ meda uzoraka bagremovog, livadskog, suncokretovog i
Sumskog meda prikupljenih sa teritorije Srbije i okolnih zemalja tokom 2017. godine

4.1.2.7. Analiza glavnih komponenti (PCA)

Na slici 23 prikazana je PCA analiza uzoraka bagremovog, livadskog, suncokretovog i

Sumskog meda prikupljenih sa teritorije Srbije i okolnih zemalja tokom 2017. godine.
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Slika 23. PCA dijagram dobijen na osnovu analize korelacija sadrzaja slobodnih kiselina,

parametara boje meda L*, a* i Mo¢i meda

Analiza glavnih komponenti prezentovanih podataka ukazuje da prve dve komponente ¢ine
89,49% ukupne varijanse (53,14% 1 36,36%, respektivno) u prostoru cetiri promenljive
(slobodne kiseline, parametri boje L* i a* i Mo¢ meda). Imajuéi u vidu PCA analizu, slobodne
kiseline (koje ¢ine 38,1% od ukupne varijanse) i parametar boje a* (33,9%) su ispoljili pozitivan
uticaj na prvu glavnu komponentu (PC1). Nasuprot tome, parametar boje L* (27,2%) negativno
utiCe na prvu glavnu komponentu (Slika 23). Pozitivan uticaj na drugu glavnu komponentu
(PC2) uocen je za parametar boje L* (23,4% od ukupne varijanse) i Mo¢ meda (65,1%).

Najvece vrednosti parametra boje a*, slobodne kiselosti i novog parametra Mo¢ meda uocene
su za uzorke Sumskog meda (Slika 23), dok veée vrednosti parametra boje L* karakterisu uzorke
bagremovog i livadskog meda.

PCA analiza je rezultirala grupisanjem ispitivanih uzoraka meda u dcetiri grupe, koje
odgovaraju botanickom poreklu. Uzorci suncokretovog i Sumskog meda separisani Su U zasebne
klastere, dok se uzorci bagremovog i livadskog meda nisu mogli razdvojiti na osnovu ispitivanih

fizicko-hemijskih parametara.
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4.1.2.8. Model vestacke neuronske mreze (ANN)

Dobijeni optimalni model neuronske mreze pokazao je dobru sposobnost generalizacije za
eksperimentalne podatke i mogao bi se koristiti za precizno predvidanje Moci meda. Prema
performansama ANN, optimalan broj neurona u skrivenom sloju za prora¢un Moc¢i meda bio je
10 (mrezni MLP 3-10-1) za dobijanje visokih vrednosti r? (ukupno 0,856) i niskih vrednosti SOS
(Tabela 9). Termin performanse pokazuje koeficijent determinacije, dok termin greska ukazuje

na nedostatak podataka za model ANN.

Tabela 9. Rezime modela vestatke neuronske mreze (performanse i greske) za cikluse obuke,

testiranja i validacije

Mreza Performanse Greska - L Aktivaciona
Algoritam Funkcija Aktivaciona funkcija za
. . . . za ucenje reske funkcija za skriveni ;a7 sloj

Train. Test Valid. Train. Test Valid.  mreZe £ sloj mreze mrede

MLP 3-10-1 0,856 0,941 0,857 0,003 0,001 0,003 BFGS 12 S0S Logistic Logistic

Train. — ciklus obuke; Test — ciklus testiranja; Valid. — ciklus validacije; SOS — zbir kvadrata

ANN model je prilicno dobro predvideo eksperimentalne vrednosti za Moé meda za Sirok
opseg vrednosti sadrzaja slobodnih kiselina i parametara boje L* i a*. SOS vrednosti dobijene
pomoc¢u ANN modela bile su istog reda veli¢ine eksperimentalnih greski, kao §to je prethodno
objavljeno u literaturi (Basheer and Hajmeer, 2000). Model ANN je sloZzen (51 tezinski
koeficijenti-nulti ¢lanovi) zbog velike nelinearnosti razvijenog sistema (Chattopadhyay and
Rangarajan, 2014). Tabela 10 predstavlja elemente matrice W, i vektora B; (nulti ¢lan), dok su u
tabeli 11 prikazani elementi matrice W, i vektora B, (nulti ¢lan) za skriveni sloj koji se koristi za
proracun u jednacini 3.

Beznacajno malo odstupanje izmedu eksperimentalnih vrednosti i modela ukazalo je da je
model ANN na zadovoljavajuéi na&in predvideo Mo¢ meda. Visok r* ukazao je da je varijacija

uzeta u obzir i da se podaci na zadovoljavajuci nacin uklapaju u predloZeni model.
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Tabela 10. Elementi matrice Wy i vektora B; (prikazani u redu “nulti ¢lan”)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
L* -5,138 13550 4866 21,35 7,121 6,577 2,363 3,858 22,49 6,662
a* -3,305 8452 2,709 13,62 4,459 4378 -0,368 3,155 14,14 4,294
Slobodna kiselost 0,015 -0,248 0,105 -0,531 -0,236 -0,139 -0,312 -0,225 -0,741 -0,243
Nulti ¢lan 0,038 -0,032 0,251 -0054 -0253 0176 1,099 -0,564 -0,196 0,045

Tabela 11. Elementi matrice W5 i vektora B, (prikazani u koloni “nulti ¢lan”)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Nulti ¢lan
Moc¢ meda 1,716 -1284 -29,16 -28,48 -1531 4334 -3,580 10,28 28,52 12,96 -4,963

4.1.2.9. Analiza osetljivosti

Analiza osetljivosti je koriS¢ena za ispitivanje uticaja ulaznih promenljivih u posmatranim
izlazima razvijenog ANN modela (Montafio and Palmer, 2003). Vrednosti osetljivosti su izvodi
prvog reda procenjeni na specifiénim centilnim tackama svake ulazne promenljive. Za svaki ulaz
uzet je prvi izvod u odnosu na deset ravnomerno rasporedenih tacaka sa posmatranim
minimalnim i maksimalnim vrednostima. Ta¢ne vrednosti su izraCunate koris¢enjem Tayler-ove
formule (Turanyi and Tomlin, 2014). Uticaj ulaza na izlazne promenljive, odnosno izracunate
promene izlaznih promenljivih za infinitezimalne promene ulaznih promenljivih, kao 1 vaznost
ulazne promenljive u datoj tacki na ulazu prikazan je na slici 24.

Dobijene vrednosti su odgovarale nivou eksperimentalnih greSaka i pokazale su, takode,
kako vrednosti sadrzaja slobodnih kiselina, kao i parametara boje L* i a* uti¢u na Mo¢ meda.

Kao §to se moze videti na slici 24, male promene u koordinatama boja L* i a* pozitivno su
uticale na Mo¢ meda u Citavom ulaznom prostoru, najintenzivnije na minimumu (a*) i u sredini

(L*) ulaznog prostora.
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Slika 24. Analiza osetljivosti

Dobijeni rezultati ANN modela su pokazali da su uzorci Sumskog meda ispoljili najvece

vrednosti Moci meda (u poredenju sa uzorcima bagremovog, livadskog i suncokretovog meda),

Sto ukazuje da Sumski med ima najveci zdravstveni potencijal. Razvijeni ANN model se moze

primeniti u pocetnom ispitivanju zdravstvenog potencijala meda koris¢enjem jednostavnih

analiza.

4.1.3. Kvalitet uzoraka meda sa podrucja Zapadnog Balkana

Za razliku od 2016. 1 2017. godine, tokom kojih su ispitivane najcesce zastupljene vrste meda

u Srbiji 1 regionu, 2018. godine prikupljeno je 19 uzoraka razlicitih, pretezno specifi¢nih, vrsta

meda (bagrem, lipa, vresak, uljana repica, suncokret, facelija, bosiljak, anis, zalfija, kesten, glog,

lavanda i livadski med) sa podru¢ja Zapadnog Balkana (Republika Srbija, Bosna i Hercegovina i

Severna Makedonija). Uzorci

su analizirani u pogledu fizicko-hemijskih parametara,

antioksidativnog, antibakterijskog i antiproliferativnog dejstva.
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4.1.3.1. Fizi¢ko-hemijski pokazatelji uzoraka meda sa teritorije Zapadnog Balkana

U tabeli

12 prikazani su fizicko-hemijski parametri razli¢itih vrsta meda (bagrem, lipa,

vresak, uljana repica, suncokret, facelija, bosiljak, anis, zalfija, kesten, glog, lavanda i livadski

med) prikupljenih sa podru¢ja Zapadnog Balkana tokom 2018. godine.

Tabela 12. Fizicko-hemijski parametri razli¢itih vrsta meda (bagrem, lipa, vresak, uljana
repica, suncokret, facelija, bosiljak, anis, zalfija, kesten, glog, lavanda i livadski
med) prikupljenih sa podru¢ja Zapadnog Balkana tokom 2018. godine
Elektri¢na .
Vlaga B Kiselost HMF
Vrsta meda pH provodljivost
(%) (meq/kg) (mg/kg)
(mS/cm)
Bagrem 1 17,3 £ 0,10° 3,90 £ 0,019 0,136 + 0,004™ 13,8 + 0,26" 4,02 +0,04™
Bagrem 2 16,4 + 0,35° 4,51 +0,02° 0,114 + 0,003° 16,3 + 0,30¢ 3,23 +0,11%"
Lipa 1 15,8 + 0,06™ 4,62 +0,02%® 0,488 + 0,011" 16,1 + 0,21¢ 7,04 +0,98°
Lipa 2 17,1 + 0,23% 4,72 + 0,02 0,608 + 0,002 14,5 +0,12%" 5,46 + 0,21°
Vresak 1 16,7 £ 0,21% 4,32 +0,11¢ 0,834 + 0,008 39,2 +2,19° 5,41+ 0,17%
Vresak 2 15,6 + 0,21 3,36 + 0,03' 0,809 + 0,008 30,7 + 1,30™ 3,27 +0,06%"
Uljana repica 1 19,4 +0,15° 4,01 + 0,04 0,224 + 0,004' 21,3+ 0,68 2,42 +0,09"
Uljana repica 2 18,4 + 0,26" 4,10 + 0,03° 0,191 + 0,008™ 16,3 + 0,46° 7,15 + 1,00
Suncokret 17,0 + 0,53“ 3,38 + 0,224 0,366 + 0,013’ 28,9 + 1,78 9,41 +0,70°
Facelija 15,0 + 0,21! 3,66 + 0,06' 0,295 + 0,005% 37,2 +2,00° 1,89 + 0,30'
Bosiljak 16,0 + 0,20 3,84 +0,03" 0,413 + 0,007' 27,9 +0,35% 3,14 +0,13"
Anis 16,4 + 0,30°" 4,34 +0,04° 0,879 + 0,009° 31,2+0,89° 5,58 + 0,86°
Zalfija 15,1 0,21 4,07 + 0,06 0,557 + 0,009° 37,7 +1,94° 4,94 +0,84%"
Kesten 16,5 + 0,25° 454+0,11° 1,251 + 0,042° 27,1+ 0,26° 4,43 + 0,427
Glog 19,1 + 0,312 4,41 +0,04% 0,163 + 0,012™ 20,3 + 0,36 8,25+ 0,42°
Lavanda 15,8 + 0,26™ 3,65 + 0,04' 1,040 + 0,054° 38,9+ 1,63° 7,73 +1,01%
Livada 1 14,9 + 0,15' 3,59 + 0,09 0,353 + 0,012 37,8 +2,76° 1,85+ 0,12'
Livada 2 17,4 + 0,40° 3,95 + 0,04™" 0,715 + 0,012° 20,1+ 0,70 3,41 +0,34%"
Livada 3 16,3 + 0,12" 3,50 + 0,15* 0,470 + 0,024" 29,5 + 0,75 1,81 +0,58'

Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim superskriptom su statisti¢ki razlicite (p < 0,05).
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Sadrzaj vlage ispitivanih uzoraka meda kretao se u rasponu od 14,9 + 0,15 do 19,4 + 0,15%,
pri cemu je najveci sadrzaj vlage zabeleZzen u uzorku meda od uljane repice 1, a najmanji u
uzorku livadskog meda 1 (Tabela 12). Svi uzorci meda ispunjavali su kriterijum za sadrzaj vlage
(maksimalno 20%) koji je definisan Codex Alimentarius-om (2001).

Slobodna kiselost je rezultat prisustva H donora u medu, tj. prisustva organskih kiselina u
ravnotezi sa njihovim odgovaraju¢im laktonima 1 nekim neorganskim jonima. Fermentacija
Secera u organske kiseline dovodi do povecane kiselosti meda. Ovaj parametar je ogranicen na
50,0 meqg/kg (Codex Alimentarius, 2001), a svi ispitivani uzorci su ispunili ovaj zahtev (Tabela
12).

Vrednosti pH u ispitivanim uzorcima meda bile su izmedu 3,36 = 0,03 i 4,72 + 0,02, §to je u
skladu sa rezultatima Badolato i saradnika (2017).

Elektricna provodljivost uzoraka meda kretala se od 0,114 do 1,251 mS/cm (Tabela 12).
Bagremov med se odlikovao najnizom provodljivoscéu (0,114 + 0,003 mS/cm), §to je u skladu sa
ranije objavljenim rezultatima za bagremov med i druge vrste svetlog meda (Can et al., 2015).
Nasuprot tome, tamne vrste meda karakteriSe veéa provodljivosti (Algarni et al., 2016), posebno
med od kestena (1,251 + 0,042 mS/cm) (Tabela 12), ¢ija je provodljivost u korelaciji sa visokim
sadrZzajem minerala (Can et al., 2015; Ghidotti et al., 2021). U oba slucaja (bagremov i kestenov
med) elektri¢na provodljivost moZe biti marker botanickog porekla meda. Svi uzorci su bili u
skladu sa zahtevima zakonske regulative (Codex Alimentarius, 2001) osim uzoraka meda od
vreska i kestena, za koje je poznato da imaju vrednosti elektricne provodljivosti iznad 0,8 mS/cm
(Alves et al., 2013) i stoga predstavljaju izuzetke u regulativi o medu (Codex Alimentarius,
2001). Rezultati provodljivosti su u skladu sa ranije objavljenim rezultatima ispitivanja razlicitih
vrsta meda iz Srbije (Pogo Mracevi€ et al., 2020; Lazarevi¢ et al., 2012).

HMF je marker svezine meda. Ovaj proizvod Maillard-ove reakcije je prihvatljiv pri
vrednostima ispod 40 mg/kg za med koji potice iz netropskih regiona (Codex Alimentarius,
2001). Sadrzaj HMF u ispitivanim uzorcima kretao se od 1,81 + 0,58 mg/kg (livadski med 3) do
9,41 + 0,70 mg/kg (suncokretov med) (Tabela 12). Poznato je da je koli¢ina od 10 mg/kg HMF
prirodno prisutna u medu (Algarni et al., 2016), pa se, stoga, ispitivani uzorci meda mogu

okarakterisati kao svezi.
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4.1.3.2. Sadriaj ukupnih fenola i antioksidantni potencijal uzoraka meda sa teritorije

Zapadnog Balkana

Dominantni antioksidansi prisutni u medu su polifenoli (Alves et al., 2013), koji, pored
antioksidativnog delovanja, ispoljavaju i baktericidno, antiinflamatorno, antialergijsko,

antikoagulantno i antikancerogeno dejstvo (Cornara et al., 2017).

Tabela 13. Sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidantni potencijal razli¢itih vrsta meda (bagrem,
lipa, vresak, uljana repica, suncokret, facelija, bosiljak, anis, zalfija, kesten, glog,

lavanda i livadski med) prikupljenih sa podrucja Zapadnog Balkana tokom 2018.

godine
Sadrzaj ukupnih DPPH’,
Vrsta meda polifenola I1Cs
(mg GAE/100 g) (mg/ml)

Bagrem 1 14,4 + 0,49 442 £193°
Bagrem 2 13,5+0,35™ 388 +10,1°
Lipa 1 67,3+2,57" 115+9,00'
Lipa 2 53,7 + 3,37° 223+12,3°¢
Vresak 1 79,3+1,01° 137 +7,55*
Vresak 2 84,0 + 3,83° 156 + 10,3’
Uljana repica 1 11,5+0,70™ 646 + 8,72°
Uljana repica 2 11,9 +0,25"™ 640 + 22 5%
Suncokret 27,5+ 0,50’ 324 +551°
Facelija 89,7 £0,99° 175 + 4,36"
Bosiljak 101 + 2,72 162 +5,29"
Anis 98,7 + 0,90° 186 + 4,04"
Zalfija 90,1+ 1,76° 184 +9,29"
Kesten 88,8 + 1,55° 193+ 11,0
Glog 36,7 +1,34" 415 +14,0°
Lavanda 95,6 + 1,06" 88,2 +2,11"
Livada 1 24,5+ 1,01 266 + 6,03'
Livada 2 26,5 +0,76" 224 +6,11°
Livada 3 16,8 +0,50% 428 + 14,2

Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim superskriptom su statisticki razli¢ite (p < 0,05).
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Razlike u sadrzaju ukupnih polifenola izmedu ispitivanih uzoraka meda bile su statisticki
znacajne (p < 0,05) (Tabela 13) i proizilaze su iz razlika u botanickom i geografskom poreklu
meda (da Silva et al., 2016).

Najveci sadrzaj ukupnih polifenola utvrden je u uzorku meda od bosiljka (101 + 2,72 mg
GAE/100 g), dok je najmanji sadrzaj odreden u uzorku meda od uljane repice 1 (11,5 = 0,70 mg
GAE/100 g) (Tabela 13). Sli¢ni nivoi sadrzaja ukupnih polifenola su dokumentovani u radu Liu i
saradnika (2013), koji su odredili sadrzaj ukupnih polifenola u medu u rasponu od 0,307 £ 0,01
do 0,822 + 0,03 mg GAE/g i u publikaciji Can i saradnika (2015), u kojoj se sadrzaj ukupnih
polifenola kretao izmedu 16,02 1 120,04 mg GAE/100 g. Uzorci bagremovog meda 1 i 2, koji
pripadaju svetlim vrstama meda, bili su siromasni polifenolima, kako je i navedeno u radu
Marica i saradnika (2021) za bagremov med iz regiona Srbije. U kategoriji tamnih vrsta meda
uzorci meda od vreska 1 i 2 odlikovali su se visokim sadrzajima TPC (79,3 + 1,01
mg GAE/100 g i 84,0 =+ 3,83 mg GAE/100 g, respektivno), $to je u skladu sa rezultatima Alves i
saradnika (2013) i Can i saradnika (2015) za med od vreska. Med od anisa karakteriSe visok
sadrzaj TPC (98,7 £ 0,90 mg GAE/100 g) i ovaj rezultat je uporediv sa rezultatima Gl 1
Pehlivana (2018) (113,2 + 0,46 mg GAE/100 g). Uzorci meda od facelije i zalfije bogati su,
takode, polifenolima (Tabela 13). Med od kestena je imao nesto nizi sadrzaj polifenola (88,8 +
1,55 mg GAE/100 g) (Tabela 13) u poredenju sa rezultatom Can i saradnika (2015) (98,26 +
17,77 mg GAE/100 g) i Kaygusuz i saradnika (2016) (52,4-105,0 mg GAE/100 g) za med od
kestena i1z Turske, ali je, uprkos nizem sadrZaju, klasifikovan kao med bogat polifenolima, kao
Sto je i navedeno u radu Can i saradnika (2015). Med od lavande sa lokaliteta na Fruskoj gori bio
je bogatiji u ukupnim polifenolima (95,6 £ 1,06 mg GAE/100 g) u odnosu na istu vrstu meda
koju su ispitivali Can i saradnici (2015) (53,39 £ 23,34 mg GAE/100 g). Uzorci meda od uljane
repice 1 1 2 predstavljaju vrstu meda siromasnu polifenolima. TPC u medu od uljane repice iz
Poljske bio je nesto visi (18,3 + 3,61 mg GAE/100 g ) (Kus et al., 2014). Tako su Piljac-Zegarac i
saradnici (2009) ustanovili da je polifloralni med iz Hrvatske odlikovala najveca srednja
vrednost sadrzaja TP (58,75 mg GAE/100 g) od ukupno dvadeset Sest uzoraka meda razli¢itog
floralnog porekla (11 monofloralnih, 7 polifloralnih i 8 specijalnih), uzorke livadskog meda 1-3
karakterisao je znatno nizi sadrzaj ukupnih polifenola (16,8 + 0,50 do 26,5 + 0,76
mg GAE/100 g), kako je ve¢ ranije utvrdeno u radu Mariéa i saradnika (2021). Rezultati Alves 1
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saradnika (2013) potvrduju, takode, da polifloralne vrste meda svetle boje imaju nizak sadrzaj
ukupnih polifenola.

Antioksidativna aktivnost uzoraka meda procenjena je DPPH testom i1 znadajno se
razlikovala medu uzorcima (Tabela 13). Antiradikalska aktivnost na DPPH", izrazena kao ICsp
vrednost, kretala se u rasponu od 88,2 + 2,11 mg/ml (med od lavande) do 646 + 8,72 mg/ml
(uzorak meda od uljane repice 1) (Tabela 13). Uzorak meda od lipe 1 (geografsko poreklo Fruska
gora) pokazao je izrazitu antiradikalsku potentnost (ICso = 115 + 9,00 mg/ml), kao i uzorak meda
od vreska 1 (ICso = 137 £ 7,55 mg/ml), dok su uzorci bagremovog meda ispoljili nisku
antioksidativnu aktivnost (ICso oko 400 mg/ml). Najslabija antioksidativna aktivnost zabelezena
je u slu¢aju meda od uljane repice (ICso 0ko 640 mg/ml). Iako je poredenje dobijenih rezultata sa
podacima drugih autora otezano zbog razlika u ekspresiji antioksidativne aktivnosti na DPPH’
(% inhibicije, 1Cso vrednosti ili neko drugo), rezultati antioksidativnog potencijala uzoraka meda
od vreska su sliéni rezultatima koji su publikovali Kus i saradnici (2014), koji su ranije ukazali
na visoku antioksidativnu aktivnost meda od vreska. Nasuprot toga, bagremov med je odlikovala
niska antiradikalska aktivnost na DPPH" (Tabela 13), o kojoj, takode, svedoce i Gul i Pehlivan
(2018). Wilczynska (2014) je ustanovila da je bagremov med najmanje potentan med u smislu
antiradikalske aktivnosti na DPPH’, a slede ga zlatica < uljana repica < limeta < nektar-medljika
< polifloralni < heljda < medljika < facelija < vresak. Rezultati antiradikalske aktivnosti na
DPPH" prikazani u tabeli 13 u skladu su sa redosledom koji navodi Wilczynska (2014), osim
uzoraka meda od uljane repice 1 i 2, koji su bili najnizi u pogledu antiradikalske aktivnosti na
DPPH".

Rezultati antioksidativne aktivnosti meda su u korelaciji sa sadrzajem ukupnih polifenola u
uzorcima meda (r = -0,816), Sto potvrduje da je antioksidativna aktivnost meda prvenstveno
posledica prisustva polifenola, $to su navodila i ranija istrazivanja (Giil and Pehlivan, 2018; Kus

etal., 2014).

4.1.3.3. Antibakterijska aktivnost uzoraka meda sa teritorije Zapadnog Balkana

Antibakterijska svojstva meda mogu se pripisati individualnim ili sinergijskim efektima

kiselosti meda, osmolarnosti, prisustvu enzimatski generisanog vodonik peroksida i prisustvu
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polifenola (Giines et al., 2017; Leyva-Jimenez et al., 2019) ili nekih drugih jedinjenja (na primer,

metilglioksala u medu od manuke) (Szweda, 2017).

Ispitivana je antibakterijska aktivnost uzoraka meda na gram-negativne bakterije Escherichia
coli (ATCC 8739), Escherichia coli | (klinicki soj) 1 Proteus mirabilis (klini¢ki soj) i gram-

pozitivne bakterije Staphilococcus aureus (ATCC 25923), Staphilococcus epidermitrain i

Enterococcus faecalis (ATCC 29212), a rezultati su izrazeni kao vrednosti minimalne inhibitorne

koncentracije (MIC) i prikazani su u tabeli 14.

Tabela 14. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, %) razli¢itih vrsta meda (bagrem, lipa,

vresak, uljana repica, suncokret, facelija, bosiljak, anis, Zzalfija, kesten, glog,

lavanda i livadski med) prikupljenih sa podrucja Zapadnog Balkana tokom 2018.

godine u odnosu na testirane sojeve Escherichia coli (ATCC 8739), Escherichia

coli, Proteus mirabilis, Staphilococcus aureus (ATCC 25923), Staphilococcus
epidermidis i Enterococcus faecalis (ATCC 25923)

MIC % u odnosu na razli¢ite sojeve bakterija

Staphylococcus

Enterococcus

Vrsta meda Escherichia coli Escheri_chia Proteus mirabilis aureus Stap_h ylocgc_cus faecalis
(ATCC 8739) coli (ATCC 25923) epidermidis (ATCC 29212)

Bagrem 1 25 25 25 25 12,5 > 25
Bagrem 2 25 25 25 12,5 25 >25
Lipal 25 25 12,5 3,12 6,25 25
Lipa 2 25 25 12,5 12,5 12,5 25
Vresjak 1 25 25 12,5 6,25 12,5 25
Vresjak 2 25 25 25 12,5 12,5 25
Uljana repica 1 >25 >25 >25 >25 >25 >25
Uljana repica 2 > 25 >25 25 25 25 > 25
Suncokret 25 25 12,5 12,5 12,5 25
Facelija 12,5 25 12,5 6,25 3,12 25
Bosiljak 25 25 12,5 12,5 12,5 25
Anis 25 25 12,5 6,25 12,5 25
Zalfija 25 25 25 12,5 12,5 25
Kesten 25 25 25 12,5 12,5 25
Glog >25 >25 25 25 25 25
Lavanda 25 25 25 12,5 12,5 25
Livada 1 25 25 25 12,5 12,5 25
Livada 2 25 25 12,5 6,25 6,25 25
Livada 3 25 25 25 12,5 12,5 25

Odredivanje MIC je izvrSeno u tri ponavljanja.
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Navedeni bakterijski sojevi su odabrani za ispitivanje antibakterijske aktivnosti s obzirom da
se upravo oni smatraju naj¢e$¢im uzro¢nicima ozbiljnih bakterijskih infekcija kod ljudi (Szweda,
2017). Svi uzorci meda su ispoljili antibakterijsku aktivnost na ispitivane bakterijske sojeve
shodno slede¢em nizu rezistentnosti: Escherichia coli > Escherichia coli ATCC 8739 >
Enterococcus Faecalis > Proteus mirabilis > Staphilococcus aureus > Staphilococcus
epidermidis (Tabela 14).

Ispitivani uzorci meda ispoljili su jace inhibitorno dejstvo na gram-pozitivne bakterije. Isti
efekat meda su prethodno registrovali Farkasovska i saradnici (2019) i Szweda (2017). Razlika u
osetljivosti gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija na antibakterijsku aktivnost meda
proizilazi iz razlike u sastavu njihovih celijskih zidova. U poredenju sa gram-negativnim
bakterijama, gram-pozitivne bakterije nemaju spoljasnju membranu za zastitu peptidoglikanskog
sloja, §to olakSava prodiranje antimikrobnih agenasa i izazivanje oSte¢enja (Matzen et al., 2018).

Najjacu antibakterijsku aktivnost ispoljili su uzorak lipovog meda 1 (sa Fruske gore) i uzorci
meda od facelije 1 i 2. Proseéne vrednosti MIC od 3,12% i 6,25% protiv gram-pozitivnih
bakterija Staphilococcus aureus i Staphilococcus epidermidis utvrdene su za lipov med, dok su
uzorci meda od facelije imali MIC vrednosti od 6,25% i 3,12% protiv Staphilococcus aureus i
Staphilococcus epidermidis, respektivno (Tabela 14). Junie i saradnici (2016) su, takode,
ispitivali antimikrobnu aktivnost 10 razli€itih uzoraka meda 1 ukazali da su najosetljivije
bakterije na delovanje meda Staphilococcus aureus i Staphilococcus epidermidis. Nemo i Bacha
(2021) navode da je Staphilococcus aureus najosetljivija bakterijska vrsta u seriji ispitivanih
bakterija kada je u pitanju antibakterijsko delovanje meda. Suprotno navedenim rezultatima,
Dogo Mracevi¢ i saradnici (2020) su u istrazivanjima dosli do zakljucka da med iz razli¢itih
regiona Srbije poseduje superiorni antibakterijski potencijal protiv Escherichia coli u poredenju
sa Staphilococcus aureus. Razlog za postojanje ovakvih razlika moze se pripisati raznolikosti u
botani¢kom i geografskom poreklu raznih vrsta meda. Antibakterijski potencijal lipovog meda
mogao bi se povezati sa metil siringatom, za koji je utvrdeno da je najzastupljenija komponenta u
lipovom medu (Qiao et al., 2020), a poznato je da deluje kao antibakterijski agens ispoljavajuci
antiradikalsku aktivnost na superoksid anjon radikale (Almasaudi et al., 2017). Ranije je
utvrdeno da med od facelije ispoljava najjacu antibakterijsku aktivnost na Staphilococcus aureus
medu ispitivanim vrstama meda, sa prose¢nom vrednoséu MIC od 13,9%, dok su bagremov i

med od uljane repice pokazali slabije delovanje (Bucekova et al., 2019).
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4.1.3.4. Antiproliferativna aktivnost uzoraka meda sa teritorije Zapadnog Balkana

Antiproliferativna aktivnost ispitivana je u Sirokom koncentracijskom opsegu uzoraka meda
(0,15-50 mg/ml). Najaktivniji uzorci bili su uzorak lipovog meda 1 (ICsV"" = 7,46 +
1,18 mg/ml i 1Cs"™* = 12,4 + 2,00 mg/ml) i uzorak livadskog meda 2 (ICsM°™" = 12,0 +
0,57 mg/ml, 1Cs™® = 16,9 + 1,54 mg/ml i 1Cs""?° = 23,7 + 1,33 mg/ml) prema celijskim
linijama humanog adenokarcinoma dojke (MCF7), grlica materice (HeLa) i debelog creva (HT-
29) (Tabela 15). Antiproliferativno najpotentniji uzorci, uzorak lipovog meda 1 i uzorak
livadskog meda 2, uticali su, takode, na rast MRC-5 ¢elija fibroblasta plu¢a sa vrednostima
150" = 9,93 + 0,68 mg/ml i IC5""° = 12,9 + 0,34 mg/ml, respektivno. Celijska linija HT-
29 je bila najmanje osetljiva na ispitivane uzorke meda. Standard glukoze je ispoljio nizi 1
ujednacen efekat na rast ispitivanih ¢elijskih linija sa vrednostima ICsq U rasponu 33-40 mg/ml,
Sto ukazuje da su aktivne komponente u uzorcima meda primarno obezbedile antiproliferativnu

aktivnost, pre nego Secer.
4.1.3.5. Analiza glavnih komponenti (PCA) uzoraka meda sa teritorije Zapadnog Balkana

Analiza glavnih komponenti (PCA) je jasno odvojila (74,20%) uzorke sa visokom
antiproliferativnom aktivno$c¢u (tre¢i kvadrant) od onih sa niskom antiproliferativnom 1 niskom
antioksidativnom aktivno$¢u (oba uzorka bagremovog meda i meda od uljane repice, med od
gloga i livadski med uzorak 3) (Slika 25).

Zanimljivo je da su uzorci sa visokom antiproliferativnom aktivno$¢u imali umerenu
antioksidativnu aktivnost sa srednjim vrednostima sadrZaja ukupnih polifenola. Sli¢ni rezultati,
koji ukazuju da antioksidativna aktivnost nije uvek u korelaciji sa antiproliferativnom
aktivnos$cu, navedeni su i u prethodnim studijama (Boumendjel et al., 2008; Gorinstein et al.,
2009).

Antiproliferativnu aktivnost meda ispoljenu na razlicite ¢elijske linije tumora identifikovali
su 1 Jaganathan 1 Mandalin (2009). Uprkos tvrdnji da polifenoli imaju jednu od klju¢nih uloga u
suzbijanju rasta Celija tumora (Cetojevié-Simin, 2015), rezultati ispitivanja uzoraka meda
prikupljenih tokom 2018. godine ukazali su da drugi mehanizmi/jedinjenja doprinose ovoj

pojavi. Lipov med je odlikovala najveca aktivnost prema istrazivanim c¢elijskim linijama tumora
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(Tabela 15), iako je njegov sadrzaj TP bio mnogo nizi u poredenju sa medom od bosiljka (Tabela

14), ¢ija aktivnost u suzbijanju rasta tumorskih ¢elija nije utvrdena (Tabela 15). Ovi rezultati se

mogu objasniti Cinjenicom da razli¢iti polifenoli ne doprinose podjednako aktivnosti rasta

tumorskih celija. Neke fenolne kiseline, kao Sto su elaginska ili galna kiselina, i flavonoid

kempferol imaju izuzetnu antiproliferativnu aktivnost (ICso = 2 mg/ml), dok je aktivnost ferulne i

siringi¢ne kiseline i flavonoida rutina slaba (Cetojevié-Simin, 2015).

Tabela 15. Efekti uzoraka meda na rast odabranih ljudskih ¢elijskih linija

1Cso (mg/ml)*

Vrsta HeLa MCF7 HT-29 MRC-5
Bagrem 1 > 509 > 50" > 50° > 50"
Bagrem 2 > 50° > 50" 30,4 + 5,95 > 50"
Lipa 1 12,4 + 2,00° 7,46 +1,18° 43,3 + 3,68° 9,93 + 0,68
Lipa 2 25,9 + 1,68° 17,2 +5,24° 41,5 + 2,36" 19,8 +1,38"
Vresjak 1 24,0 + 1,54 18,5+ 0,52° 30,0 + 2,49° 25,2 +0,41°
Vresjak 2 > 50° 40,4 + 8,75° 42,9 + 1,36" > 50"
Uljana repica 1 > 50° 35,8 +10,1° > 50° > 50
Uljana repica 2 > 50° > 50 42,3 + 358" > 50"
Suncokret 24,8 +0,28° 27,7 + 1,95 35,6 + 2,68° 20,7 +2,56°
Facelija > 50° > 50 36,7 +2,16° > 50"
Bosiljak > 509 > 50f > 50° > 50f
Anis 21,0 +0,56° 14,7 +2,42° 28,4 + 6,64° 21,9 +2,58°
Zalfija 35,2 + 7,50° 26,7 + 0,20 34,3+0,82° 45,0 +2,31°
Kesten 40,3+ 1,71 25,6 + 0,27¢ 37,2+ 0,86° 34,8 +0,89¢
Glog > 509 35,1+11,7° 49,0 £ 0,06° 44,7 + 2,28°
Lavanda 20,8 + 2,66° 24,5 +2,52¢ 32,0 +4,93° 17,3+0,53"
Livada 1 > 509 49,0 +0,71° 37,4 +1,30° > 50f
Livada 2 16,9 +1,54° 12,0+ 0,57° 23,7 +1,33° 12,9 + 0,34°
Livada 3 > 509 > 50f > 50° 40,3 + 8,93°
Standard glukoze 40,0 + 3,02f 33,2 +557° 34,5+ 0,44° 39,8 +1,07°

*Vrednosti predstavljaju srednje vrednosti £ SD od Cetiri (n = 4; ispitni uzorci i standard) ili osam (n = 8, kontrola) merenja dobijena u

opsegu koncentracija 0,15-50 mg/ml. Srednje vrednosti unutar svake kolone sa razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05).

HeLa — HeLa c¢elijska linija humanog karcinoma grlica materice; MCF7 — MCF7 ¢elijska linija humanog adenokarcinoma dojke; HT-

29 — HT-29 ¢elijska linija humanog kolorektalnog adenokarcinoma; MRC-5 — MRC-5 ¢elijska linija fibroblasta plu¢a
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Slika 25. Analiza glavnih komponenti (PCA) fizi¢ko-hemijskih parametara, antioksidativnih i
antiproliferativnih aktivnosti na osnovu korelacija komponenti za uzorke meda

prikupljene sa teritorije Zapadnog Balkana tokom 2018. godine

Takode, kestenov med je pokazao slabu aktivnost u slucaju ¢elija tumora dojke bez uticaja na
druge ispitivane linije (Tabela 15), iako je njegov sadrzaj polifenola bio relativno visok (Tabela
14). Nasuprot tome, med od kestena iz Anadolije je okarakterisan kao mocan izvor fenolnih
jedinjenja, ¢iji je sadrzaj u korelaciji sa njegovim citotoksi¢nom dejstvom prema ¢elijama tumora
dojke (Seyhan et al., 2017). 1z tog razloga, neophodno je sprovesti detaljnije ispitivanje
polifenolnog profila razli¢itith vrsta meda i njihove antiproliferativne aktivnosti kako bi se

ustanovio njihov nivo korelacije.
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4.2. Ekstrakcija HMF iz meda primenom jonskih te¢nosti

Sagledavanje kvaliteta uzoraka meda sakupljenih u regionu Republike Srbije, sa podrucja
Zapadnog Balkana i iz nekih susednih zemalja sprovedeno je tokom tri uzastopne godine (2016—
2018) pracenjem fizicko-hemijskih pokazatelja kvaliteta, kao i nekih terapeutskih svojstava
meda (antioksidativna, antibakterijska i antiproliferativna aktivnost) dovelo je do saznanja da je
relativno upecatljiv udeo uzoraka meda karakterisao sadrzaj HMF iznad maksimalno propisanog
(Codex Alimentarius, 2001). Stoga se javila ideja o potrebi da se primenom netoksic¢nih
ekstakcionih tehnika izoluje HMF i dobije med koji bi zadovoljavao zahteve zakonske
regulative. Podaci o potencijalnoj toksi¢nosti HMF, odnosno ¢injenica da se HMF moze
konvertovati u citotoksi¢an i mutageni 5-sulfoksimetilfurfural (Capuano and Fogliano, 2011),
dodatno su podstakli razmisljanja na ovu temu.

Do sada su najcesce koriS¢ene metode ekstrakcije HMF iz hrane, pa i iz meda, uglavnom
zasnivane na primeni ¢vrsto-te¢ne ekstrakcije. Driffield i saradnici (2005) koristili su ekstrakciju
na ¢vrstoj fazi za izolovanje HMF iz meda koriS¢enjem toksi¢nih rastvaraca. Giirkan i Altunay
(2015) razvili su metodu predkoncentrovanja i odvajanja HMF primenom ultrazvuc¢ne ekstrakcije
pomoc¢u micela. U svrhu ekstakcije HMF koriS¢ene su i te¢no-te¢na ekstrakcija uz pomoc
isoljavanja (Chen et al., 2019) i disperzivna te¢no-te¢na mikroekstrakcija (Madani-Tonekaboni et
al., 2015), koja, takode, koristi toksi¢ne 1 isparljive aromati¢ne ili hlorovane organske rastvarace.

Dosadasnja istraZivanja bazirana na koriS¢enju zelenih rastvaraca, pre svega jonskih te€nosti,
fokusirana su isklju¢ivo za konverziju biomaterijala (fruktoza, celuloza, saharoza) u HMF,
prekursor za sintezu Sirokog spektra hemikalija i biogoriva (Chinnappan et al., 2016; Jadhav et
al., 2012; Ramli and Amin, 2020).

Cinjenica da do danas ne postoje literaturni zapisi o ekstrakciji HMF iz meda primenom
jonskih tecnosti stvorila je prostor da se ispita 1) uticaj biodegradabilnih holinskih jonskih
tecnosti na formiranje dvofaznih vodenih sistema i 2) primena ovih sistema za ekstrakciju HMF
iz meda. Ispitan je uticaj anjona sintetisanih holinskih jonskih te¢nosti na gradenje dvofaznih
sistema, kod kojih je kao sredstvo za isoljavanje koris¢ena so K3zPO,. Potom, ispitana je
ekstrakcija HMF u ovim sistemima, a primenom racunarskih simulacija objasnjeni su mehanizmi

ekstrakcije HMF primenom jonskih te¢nosti.

108



Doktorska disertacija Aleksandar Mari¢é

4.2.1. Odredivanje te¢no-te¢ne ravnoteZe dvofaznih vodenih sistema na bazi

holinskih jonskih te¢nosti sa razli¢itim anjonima

U cilju ispitivanja uticaja anjonskog dela biodegradabilnih jonskih te¢nosti na gradenje
dvofaznih vodenih sistema kori§¢ene su sledece jonske te¢nosti — holin hlorid ([Ch][CI]), holin
nikotinat ([Ch][Nic]), holin propanoat ([Ch][Prop]) i holin butirat ([Ch][But]). U tabeli 16
prikazane su hemijske strukture tri sintetisane jonske tecnosti, kao i komercijalno dostupnog
[Ch][CI] (® > 98%). Hemijske strukture sintetisanih jonskih te¢nosti potvrdene su primenom
infracrvene spektroskopije (IR), a korespondirajuci spektri su prikazani u prilogu (Slika Pla-c).
Ravnotezni dijagrami za trokomponentne sisteme (jonska te¢nost + neorganska so + voda)
dobijeni su primenom metode titracije do tacke zamucéenja na sobnoj temperaturi (23 = 1 °C) i
atmosferskom pritisku 0,1 MPa. Kao isoljavaju¢i agens koris¢ena je neorganska so K3PO,4. Fazni
dijagrami dvofaznih vodenih sistema na bazi jonskih te¢nosti i soli prikazani su na slici 26. Fazni
dijagrami su prikazani u jedinicama molaliteta, molovima rastvorene supstance (jonske tecnosti
ili soli) po kilogramu rastvaraca, Sto omogucava poredenje dijagrama dobijenih za razlicite
jonske te¢nosti.

Dobijeni eksperimentalni podaci za konstrukciju binodalne krive su fitovani na osnovu
Mercukove jednacine (jednacina 4) i obradeni primenom regresione analize metodom najmanjih
kvadrata, pri ¢emu du dobijeni parametri Merc¢ukove jednacine A, B i C (Tabela 17). Na osnovu
izraunatih standardnih devijacija 1 regresionih parametara moZe se zakljuciti da su

eksperimentalno dobijene binodalne krive uspe$no fitovane primenom Mercukove jednacine.
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Tabela 16. Hemijske strukture sintetisanih jonskih te¢nosti na bazi holina

Naziv JT IUPAC naziv Skracenica Struktura
2-hidroksi-N,N,N-trimetil T
. . -hidroksi-N,N,N-trimetiletan- e
Holin hlorid 1-aminium hlorid [Ch][CI] HsC rlu—\_ cl
CHj OH
N—
2-hidroksi-N,N,N-trimetiletan- Ha \ /
Holin nikotinat 1-aminium piridin-3- [Ch][Nic] HaC h', i
karboksilat L\ ©
CHg3 o
hidrok | T
. 2-hidroksi-N,N,N-trimetiletan- + HiC
Holin propanoat 1-aminium propanoat [Ch][Prop] HsC EH o ¥o
3 o

Holin butirat

2-hidroksi-N,N,N-trimetiletan-

1-aminium butirat

CHj
Ly

[Ch][But] HaC—N y
(|3H3_\—OH MO,

5.0

4.5 -

4.0 A

3.5 4

3.0 1

JT (mol/kg)

2.5 1

2.0 1

15 -

1.0 4

0.5 -

0.0
0.0

0.5 1.0 15

2.0 2.5

K;PO, (mol/kg)

Slika 26. Fazni dijagrami dvofaznih vodenih sistema sa jonskim te¢nostima na bazi holina i soli
(jonska te¢nost + K3PO,4 + H,0)

[Ch][Prop], A [Ch][But], A [Ch][Nic]i A [Ch][CI]
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Tabela 17. Parametri Mercukove jednadine na osnovu koje su fitovani eksperimentalno

dobijeni podaci faznih dijagrama za ispitivane dvofazne vodene sisteme

Jonska te¢nost Ato Bxo Cto R2
[Ch][CI] 121,4 + 6,64 -0,32 0,019 (7,27 +2,01).10° 0,994
[Ch][Prop] 151,7 + 25,6 -0,42 + 0,058 (6,54 +4,72).10° 0,978
[Ch][Nic] 111,79 + 4,09 -0,24 +0,01 1,82.10°+£6,21.107 0,999
[Ch][But] 83,00 + 1,36 -0,23 + 0,0045 1,69-10° £ 3,07.107 1

o — standardna greska; R® — koeficijent korelacije

Na osnovu faznog dijagrama dobija se uvid u oblast mesljivosti/nemesljivosti faza u
zavisnosti od sastava smese (masenog udela joneke tecnosti i neorganske soli). Ukoliko je kriva
rastvorljivosti bliza koordinatnim osama, odnosno $to je dvofazna oblast $ira, potrebna je manja
koli¢ina soli da isoli odredenu koli¢inu jonske te¢nosti. Eksperimentalni podaci masenih udela
komponenata jonske smeSe potrebnih da bi se nagradio dvofazni vodeni sistem dati su u prilogu
(Tabela P2).

Fazni dijagrami dvofaznih vodenih sistema na bazi holinskih jonskih te¢nosti i soli (Slika 26)
pruzaju uvid u uticaj jonske tecnosti na sposobnost formiranja dvofaznog vodenog sistema.

Kada se so visoke gustine naelektrisanja, kao §to je K3POy, rastvori u vodi, izolovani joni su
okruzeni slojem molekula vode, Sto je fenomen poznat kao hidratacija i efekat isoljavanja
(,,salting-out efekat). Dakle, kada se K3PO,4 doda u vodeni medijum koji sadrzi jonsku teénost,
dve rastvorene supstance se takmice za molekule rastvaraca. Neorganski joni su sposobniji da
formiraju hidratacione komplekse 1, stoga, dolazi do ,,migracije* molekula rastvara¢a od jona
jonske te¢nosti ka jonima neorganske soli, $to posledicno dovodi do razdvajanja dve vodene
faze: faza u kojoj je znacajno veci udeo jonske te¢nosti (JT-faza) i faza u kojoj je znacajno veci
udeo soli (so-faza).

Uslov za formiranje dvofaznog vodenog sistema je da joni jonske tecnosti poseduju
delokalizovano naelektrisanje i, posledi¢no, budu slabo hidratisani u rastvoru. Shodno tome,
holinske jonske tecnosti sa alifaticnim anjonom ili sa potpuno hidrogenizovanim C-atomima
anjona mogu da ostvare fazno razdvajanje uz dodavanje rastvora fosfatne soli.

Poredenjem faznih dijagrama dvofaznih vodenih sistema na bazi holinskih jonskih te¢nosti

koji sadrze istu neorgansku so moguce je analizirati uticaj anjona jonske te¢nosti na sposobnost
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formiranja sistema (Slika 26). Sposobnost ispitivanih jonskih te¢nosti da formiraju dvofazni
vodeni sistem sa K3PO,4 opada slede¢im redosledom: [Ch][But] = [Ch][Prop] > [Ch][Nic] >
[Ch][CI].

Povecanje broja ugljenikovih atoma u jonskoj te¢nosti dovodi do smanjenja njene hidrofilne
prirode, Sto podrazumeva slabiji afinitet prema vodi. Medutim, sa slike 26 se moze uociti da i
[Ch][Nic] gradi dvofazni vodeni sistem, a ta sposobnost se moze pripisati prisustvu aromati¢nog
prstena sa velikim brojem ugljenikovih atoma, koji doprinose efikasnosti formiranja dvofaznih
vodenih sistema. Uzimajuc¢i u obzir vrednosti koeficijenta raspodele n-oktanol-voda (logKow) za
anjone jonskih te¢nosti, kao meru diferencijalne rastvorljivosti date supstance izmedu oktanola i
vode, odnosno meru hidrofobnosti Cetiri jonske te¢nosti na bazi holina, dobijamo slede¢i niz:
logKow([But]) = 0,78 > logKew([Prop]) = 0,25 > logK,w([Nic]) = 0,15 > logKw([Ch][CI]) = -
3,70 (www.chemspider.com). Niz vrednosti logKoy za ispitivane jonske teCnosti slaze se sa
dobijenim kapacitetima za formiranje dvofaznih jonskih sistema sa slike 26, odnosno §to je veca
hidrofobnost jonske te¢nosti, ona se lakSe isoljava kalijum fosfatom.

Uprkos tome, treba naglasiti da je sposobnost jonskih te¢nosti na bazi holina za razdvajanje
faza niza od sposobnosti jonskih te¢nosti koje sadrze druge vrste katjona. Tako se, na primer,
jonske te¢nosti sa hloridnim anjonom, a razli¢itim katjonima, 1-butil-3-metilimidazolijumom, 1-
butil-1-metilpirolidinijumom, tetrabutilfosfonijumom ili tetrabutilamonijumom, lakse isoljavaju
od [Ch][CI]. Ovo je inherentna posledica prisustva tri metil-grupe i hidroksilne grupe na katjonu
holina, koje pojacavaju njegov afinitet prema vodi (Passos et al., 2012a). Prisustvo -OH grupe sa
kojom molekuli vode formiraju jake vodoni¢ne veze i dipol-dipol interakcije 1 odsustvo duzih
hidrofobnih lanaca u molekulu holina dovode do slabljenja hidrofobne solvatacije molekula
(Vranes et al., 2018).

4.2.2. Primena ispitanih dvofaznih vodenih sistema na bazi holinskih

jonskih te¢nosti za ekstrakciju HMF iz meda

Okarakterisani dvofazni vodeni sistemi na bazi jonskih te¢nosti [Ch][CI], [Ch][Nic],
[Ch][Prop] i [Ch][But] i kalijum fosfata primenjeni su za ekstrakciju HMF iz uzoraka meda. Na
osnovu faznih dijagrama (Slika 26) odreden je adekvatan sastav dvofaznih vodenih sistema za

ekstrakciju HMF, koji podrazumeva isti sastav za sve ispitivane sisteme Cije su koordinate na
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dijagramu u nemesljivoj oblasti. Napravljena je serija dvofaznih trokomponentnih sistema
sledeeg sastava: 25% jonska te¢nost, 35% K3PO4 i 40% vodeni rastvor meda (20% v/v), u
kojima je koncentracija HMF bila 5, 10, 20, 40 i 60 mg/kg. Nakon postizanja termodinamicke
ravnoteze, faze su razdvojene, a sadrzaj HMF u jonskoj tecnosti je odreden primenom tec¢ne
hromatografije sa DAD detekcijom (Slika 27). U svim slu¢ajevima, koncentracija HMF u donjoj
fazi (so) bila je ispod granice detekcije (0,1 mg/kg), sto ukazuje na visoke koeficijente raspodele
u gornjoj fazi bogatoj jonskom tec¢nosc¢u. Efikasnost ekstrakcije HMF ekstrahovanog razli¢itim
dvofaznim vodenim sistemima izra¢unata je merenjem koncentracije HMF u fazi bogatoj
jonskom te¢nos¢u. U tabeli 18 prikazane su jednacine prave (zavisnost odgovora detektora od

koncentracije) za HMF i vrednosti koeficijenta korelacije dobijene primenom HPLC-DAD.

Tabela 18. Jednaine prave za odredivanje koncentracije HMF u sistemima sa razli¢itim

holinijumskim jonskim te¢nostima

Jonska te¢nost Jednacina prave R

[Ch][CI] y =13,576x — 14,741 0,9971
[Ch][Nic] y = 29,327x — 14,940 0,9952
[Ch][But] y = 25,410x — 59,656 0,9980
[Ch][Prop] y =19,092x — 48,863 0,9964

Efikasnost ekstrakcije HMF (EEpme) primenom dvofaznih vodenih sistema odredena je

pomocu jednacine:

EEumr(%) = %x 100% (6)

gde su: ¢yt I Cp koncentracije analita u fazi sa jonskom tecno$¢u (gornja faza) i pocetna
koncentracija analita u rastvoru dodatog uzorka, respektivno, a Vyr i Vo su zapremine faze sa
jonskom te¢nos$¢u i rastvora dodatog uzorka, respektivno. Na slici 28 predstavljene su efikasnosti

ekstrakcije HMF izrac¢unate na osnovu jednacine 6.
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Slika 27.

5 mg/kg, m 10 mg/kg,

Hromatogrami HMF detektovanog u fazi sa jonskom te¢noséu (a) [Ch][CI] (b)
[Ch][Nic] (c) [Ch][But] i (d) [Ch][Prop]
20 mg/kg, m 40 mg/kg i = 60 mg/kg HMF

Iz grafika prikazanog na slici 28 moze se uociti da je primenom svih ispitivanih sistema

postgnuta efikasnost ekstrakcije veca od 89%. Potpuna ekstrakcija (EEnuwr = 100%) postignuta je

primenom ekstrakcionog sistema sa [Ch][But], dok je najslabiju sposobnost da ekstrahuje HMF

pokazao sistem sa [Ch][Cl]. Objasnjenje mehanizma ekstrakcije, odnosno tipova interakcija koje

se pri upotrebi dvofaznih vodenih sistema na bazi holinskih jonskih te¢nosti ostvaruju, te

posledi¢no vode odgovarajuc¢im efikasnostima ekstrakcije, moze se dobiti primenom racunarske

simulacije.
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Slika 28. Efikasnost ekstrakcije HMF primenom razli¢itih dvofaznih vodenih sistema

5 mg/kg, m 10 mg/kg, = 20 mg/kg, = 40 mg/kg i = 60 mg/kg HMF

4.2.3. Racunarske simulacije interakcija jonskih te¢nosti sa HMF

Optimizovane strukture sistema jonskih te¢nosti sa HMF, zajedno sa vizuelizacijom
nekovalentnih interakcija (non-covalent interactions — NCI), predstavljene su na slikama 29 i 30.
Na slici 29 prikazane su jonske te¢nosti sa halogenidnim anjonima da bi se razlikovao uticaj i
potencijal razli¢itih katjona za interakcije sa HMF. U svakom sistemu, optimizovane strukture
ukazuju da halogenidni anjoni ne uti¢u na interakcije HMF-jonska te¢nost, poSto su svi anjoni
,»odgurnuti“ od HMF-JT para. Stoga je struktura katjona odlucujuca za tipove interakcija sa
HMF. Kao pocetni korak, sprovedeno je NCI istrazivanje i zakljuceno je da katjoni na bazi
imidazolijuma imaju 3 NCI sa HMF, jednu preko H-veze izmedu H2 imidazolijumovog prstena i
kiseonika keto grupe iz HMF, i dve slabije interakcije izmedu alkil grupa imidazolijumovog
prstena i kiseonika iz HMF. Ako se imidazolijumski prsten zameni holin katjonom, broj NCI se
povecava na 4, sa 2 tipa interakcije vodoni¢ne veze (-OH grupa i atom azota holinijuma).
Najveci broj interakcija sa HMF (6 NCI) dobijen je koriS¢enjem katjona tipa tetrabutilamonijum,

zbog izrazene mogucnosti formiranja disperzivnog tipa interakcija sa alkil bo¢nim lancima.
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Nakon NCI analize izra¢unat je AGpin (u jednacini 5 je naveden | za katjon, dok je Il HMF) i
rezultati su prikazani u tabeli 19. Dobijeni podaci pokazuju da je afinitet imidazolijum katjona
prema HMF najslabiji, dok su vrednosti energije vezivanja za sisteme sa holinom i
tetrabutilamonijum katjonima sli¢ne, $to sugeriSe da je doprinos H-vezivanja ukupnom vezivanju

znacajno veci u odnosu na disperzivne interakcije.
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Slika 29. Geometrijski optimizovan sistem jonskih te¢nosti sa HMF
a) [Bmim][CI] b) [Ch][CI] c) [Na4ss][CI]

Bmim — 1-butil-3-metilimidazolijum; Na444 — tetrabutilamonijum

Tabela 19. Izracunate energije vezivanja izmedu jonskih te¢nosti i HMF

Jonska teénost AGpin (kJ/mol)
[Bmim][ClI] -77,93
[Ch][CI] -89,27
[Na444][CI] -90,61
[Ch][Nic] -108,24
[Ch][Pro] -116,73
[Ch][But] -117,05
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Zbog visoke energije vezivanja 1 najboljih eksperimentalnih rezultata, dalja istrazivanja su
bila usmerena samo ka holin katjonu. U narednoj fazi, ispitan je uticaj razli¢itih anjona na
energiju vezivanja holinskih jonskih te¢nosti, odnosno hloridni anjon se menja nikotinatom,
propanoatom ili butiratom, a dobijeni rezultati su prikazani na slici 30. Iz prikazanih rezultata
uocava se da zamena hloridnog anjona organskim anjonima dovodi do znacajnih interakcija
katjon-HMF. 1z dobijenih rezultata, primeéeno je da su karboksilne grupe u strukturi anjona
najodgovornije za interakcije sa katjonom, prvenstveno N-atomom i hidroksilnom grupom.
Usled ovih uticaja anjona, interakcije izmedu katjona i HMF znacajno slabe, ali se kompenzacija
postize anjon-HMF interakcijama. Posmatraju¢i NCI, ocigledna je razlika izmedu alifaticnog i
aromaticnog anjona, zbog razli¢itog polozaja karboksilne grupe u odnosu na holin. Kod
alifaticnog katjona, karboksilna grupa je pozicionirana izmedu -OH grupe i N-atoma holina,
omogucavajuci snazne interakcije katjona i anjona, Sto posledi¢no dovodi do pretezno disperznih
interakcija izmedu katjona i HMF. Ovo se manifestuje sa 4 NCI izmedu alkil grupa holin katjona
i kiseonika HMF. Interakcija HMF-JT je dodatno ojacana dvema interakcijama izmedu anjona i
HME, rezultujuéi sa ukupno 6 NCI (isto kao u sistemu sa [Ngs44][Cl]). Sa druge strane, prisustvo
nikotinamida kao anjona dovodi do razliite orijentacije anjona zbog sternih smetnji.
Karboksilna grupa je i dalje orijentisana ka -OH grupi holina, §to dovodi do potpunog
isklju¢ivanja -OH grupe 1 N-atoma u interakcijama katjon-HMF. Nikotinamidni prsten takode
Stiti HMF od vecine alkil grupa holin katjona, smanjujuci uticaj disperzionih interakcija izmedu
katjona i HMF (dostupna je samo jedna metil grupa holina). Shodno tome, odlué¢ujuc¢u ulogu u
interakciji [Ch][Nic]-HMF u ovim sistemima ima nikotinamid, §to dovodi do manje izrazene
ukupne interakcije izmedu HMF i jonske tecnosti (5 NCI). Interakcije potpomognute anjonom
izmedu jonske tecnosti i HMF dodatno su potvrdene izraCunatom energijom vezivanja, AGpi,
(Tabela 19). Energije vezivanja imaju skoro iste vrednosti za jonske te¢nosti sa [Pro] i [But],
dok je afinitet HMF prema jonskim tecnostima sa nikotinamid anjonom znacajno manji, Sto

potvrduje prethodne zakljucke.
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Slika 30. Geometrijski optimizovan sistem jonskih te¢nosti sa HMF

a) [Ch][Nic] b) [Ch][Pro] c) [Ch][But]

Dobijeni teorijski rezultati (AGpin) korelirani su sa eksperimentalno odredenom efikasnoscu
ekstrakcije (Slika 31). Iz prikazane korelacije uocava se porast efikasnosti ekstrakcija sa poraséu
apsolutne vrednosti energije vezivanja izmedu jonske teCnosti i HMF. Ova zavisnost prati
kvadratnu funkciju, pri ¢emu se dobija koeficijent korelacije R? od 0,9959, ukazujuéi da procena
AGpin moze da posluzi kao dobar prediktor ekstrakcionog potencijala novosintetisanih jonskih
tecnosti.

Na osnovu racunarskih simulacija interakcija HMF sa jonskim te¢nostima i odredenih
energija vezivanja moze se zakljuciti da je uticaj anjona jonske te¢nosti klju¢an za ekstrakciju
HMF, $to je potvrdeno rezulatima prikazanim u poglavlju 4.2.2. Primena ispitanih dvofaznih
vodenih sistema na bazi holinskih jonskih tecnosti za ekstrakciju HMF iz meda. lIstrazivanja
Berton i saradnika (2021), koji su primenom dvofaznih vodenih sistema na bazi holinskih
jonskih te¢nosti ([Ch][OAc], [Ch][Pro], [Ch][But] i [Ch][Hex]) i neorganske soli ekstrahovali
herbicide uz postignute efikasnosti ekstrakcije vece od 90% potvrduju, takode, ovaj navod.
Sahriari i saradnici (2012) su, takode, primenom sistema zasnovanih na bazi holinskih jonskih

te¢nosti ekstrahovali antibiotike sa velikim prinosima.
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Slika 31. Zavisnost energije vezivanja od efikasnosti ekstrakcije za ispitivane jonske te¢nosti
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5. ZAKLJUCAK

Uzorci meda (2016-2018. godina) karakteristicni za Autonomnu Pokrajinu Vojvodinu,
Republiku Srbiju i okolne zemlje, te Zapadni Balkan ispitivani su u pogledu fizicko-hemijskih
parametara, mineralnog sastava, parametara boje, aminokiselinskog profila, kao i
antioksidativnog, antibakterijskog i antiproliferativnog profila. Vec¢ina ispitivanih uzoraka meda
ispunjavala je zakonom definisane kriterijume kvaliteta. Sporni parametri zbog kojih uzorci
meda nisu bili u skladu sa nacionalnom i EU regulativom su sadrzaji vlage i HMF.

Na osnovu koeficijenata korelacije izmedu niza parametara kvaliteta meda (fizicko-hemijske
karakteristike, antioksidativni i antibakterijski profil) izabrani su lako odredivi parametri —
slobodna kiselost i parametri boje meda L* i a* za razvijanje statistickog modela (ANN modela)
za lako predvidanje antioksidativnih i antibakterijskih svojstava meda, odnosno svojstva
nazvanog Moc¢ meda, koja se odreduje u cilju brze 1 lake predikcije zdravstvenih dobrobiti meda.
Dobijeni rezultati ANN modela su pokazali da su uzorci Sumskog meda ispoljili najvece
vrednosti Moci meda.

Ispitujuéi antioksidativnu, antibakterijsku 1 antiproliferativu aktivnost razli¢itih vrsta meda
ustanovljeno je da je med od bosiljka najbogatiji polifenolima, a med od uljane repice
najsiromasniji. Fruskogorski lipov med i med od facelije odlikovala je najjaca antibakterijska
aktivnost, pre svega prema gram-pozitivnim bakterijama Staphilococcus aureus i Staphilococcus
epidermidis. Najvecu antiproliferativnu aktivnost ispoljili su lipov med sa Fruske gore i livadski
med sa Kosova i Metohije prema ¢elijama raka dojke (MCF7), grlica materice (HeLa) i debelog
creva (HT-29). Utvrdeno je da su bioaktivne komponente iz meda odgovorne za njegovu
antiproliferativnu  aktivnost, ali da ne postoji korelacija izmedu antioksidativne i
antiproliferativne aktivnosti meda.

Ispitivanjem uticaja holinskih jonskih tecnosti (holin hlorid ([Ch][CI]), holin nikotinat
([Ch][Nic]), holin propionat ([Ch][Prop]) i holin butirat ([Ch] [But]) na formiranje dvofaznih
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vodenih sistema poredenjem faznih dijagrama zakljueno je da sposobnost jonskih tecnosti da
formiraju dvofazni vodeni sistem sa K3PO, opada slede¢im redosledom: [Ch][But] =
[Ch][Prop] > [Ch][Nic] > [Ch][CI].

Primenom svih ispitivanih dvofaznih vodenih sistema za ekstrakciju HMF iz meda
postignuta je efikasnost ekstrakcije veca od 85%. Potpuna ekstrakcija (EE = 100%) postignuta je
primenom ekstrakcionog sistema sa [Ch][But], dok je najslabiju sposobnost da ekstrahuje HMF
ispoljio sistem sa [Ch][CI].

Mehanizmi ekstrakcije HMF primenom jonskih tecnosti objasnjeni su na osnovu
optimizovanih struktura sistema jonskih tecnosti sa HMF, zajedno sa vizuelizacijom
nekovalentnih interakcija i na osnovu izracunatih energija vezivanja AGy;n, K0ja moze da posluzi

kao dobar prediktor ekstrakcionog potencijala novosintetisanih jonskih te¢nosti.
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Tabela P1. Korelaciona matrica posmatranih promenljivih

V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 Vi1 V12 V13 V14 V15 V16 V17 V18 V19 V20 V21 V22
Vi -0,025 -0,183 -0,199” -0462* -0,289° 0187 0373° 0181 0,029 -0,152 -0,014 0,087 0,179  -0,011 -0,279° -0452°  -0,38"  0451" 03100 0477
V2 0669* 0,707 0,786 0,177 -0,475" 0,657 -0,606° 0,636° 0,697 -0,489" -0,094  -0,175  -0,498" -0,471* 0,412 0,058 -0,229”  -0,496° 0,443 0,085
V3 0,711* 0,752 0265 -0,460* 0,629 -0518" 0413* 0592 -0,416° -0,149  -0,090  -0,422° -0,446" -0,406" 0,090 0,154  -0536" 0,380" 0,015
\Z} 0,714* 0352" -0,319" 0518 -0453° 0,292° 0,495" -0437" -0,211" -0,200" -0,341" -0,528" -0,382* 0,068 0,043  -0,699° 0,359°  -0,086
V5 0508 -0,386" 0551 -0,831" 0496* 0,740° -0,316" -0,002 -0,224”  -0,364" -0,322° -0,194  0,393" 0,032  -0,778" 0,193  -0,256™
V6 0,100 0015 -0,634" -0,112 0,235 0,193 0,095 0,132 0188 0,122 0146  0618" 0,549  -0,803" -0,346" -0,689"
V7 -0,691* 0221 -0,715* -0571* 0457° 0,095 0,007 0616  0,347* 0602 0,282 0425  -0,106 -0,590" -0,514"
V8 -0,369°  0,824" 0,743* -0,604* -0073  -0,088  -0,632° -0541" -0,690" -0,219”  -0,442*  -0,188  0,666° 0,419
V9 -0,430* -0,675° 0053 -0,143 0,199 0213”7 0142 -0,026 -0,635*  -0,107  0,742* 0064  0437"
V10 0,744  -0529* 0,063 0,037  -0,650* -0,386" -0,588* 0,176  -0555°  -0,028 0,616°  0,464"

Vil -0,409° 0,018 -0,087  -0471* -0,338" -0,374* 0,111 0,319  -0,397* 0391 0,096

V12 0,078 0,305 0,687  0,629° 0642 0,517 0,587* 0,032  -0,869* -0,658"

V13 -0,538" 0,056 0,157 0,228 0,180 -0,057 0,005  -0,171  -0,130

V14 0,145 0,250 0,006 -0,032 0,097 0,216  -0,169  -0,018

V15 0,456" 0,698  0,380" 0,641  -0,011  -0,843" -0,660

V16 0699  0,398" 02217 0244" -0,682" -0,402*

V17 0,535* 0392  -0,062 -0,835" -0,681"

V18 0,626*  -0578" -0,716" -0,859"

V19 -0,352" -0,749* -0,765"

V20 0152  0,641"

V21 0,856"

+Korelacija je statisticki zna¢ajna na nivou p < 0,001; *korelacija je statisticki znacajna na nivou p < 0,01; **korelacija je statisticki znac¢ajna na nivou p < 0,05

Skracenice: V1 — pH; V2 — Kiselost; V3 — Provodljivost; V4 — Polifenoli; V5 — Flavonoidi; V6 — Karotenoidi; V7 — DPPH; V8 — Ukupni minerali; V9 — L*; V10 — a*; V11 —

b*; V12 — MIC% protiv Bacillus subtilis ATCC 6633; V13 — MIC% protiv Enterococcus faecalis ATCC 19433; V14 — MIC% protiv Staphilococcus aureus ATCC 6538;

V15 — MIC% protiv Staphilococcus aureus; V16 — MIC% protiv Escherichia coli ATCC 11229; V17 — MIC% protiv Escherichia coli I; V18 — MIC% protiv Pseudomonas
aeruginosa ATCC 35554; V19 — MIC% protiv Proteus mirabilis I; V20 — RACI; V21 — RAI; V22 — Mo¢ meda
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Tabela P2. Eksperimentalne vrednosti masenih udela za sistem {JT (Y) + K3PO4 (X) + 20 % v/v

rastvora meda} na temperaturi 23 £ 1 °C i pritisku 0,1 MPa

[Ch][CI] [Ch][Prop] [Ch][Nic] [Ch][But]
100Y 100X 100Y 100X 100Y 100X 100Y 100X
64,41 4,07 59,90 5,86 47,10 12,09 61,90 5,04
41,86 9,31 43,13 7,60 42,71 13,78 39,25 9,90
36,12 13,52 34,65 10,49 38,00 16,28 36,54 11,47
29,49 18,54 26,05 18,19 33,34 19,38 33,35 13,63
22,79 24,73 20,77 23,14 30,86 20,94 31,34 15,04
20,58 26,87 15,68 28,51 27,65 23,19 29,88 16,07
18,47 28,90 12,33 32,25 24,79 25,17 28,03 17,79
15,08 32,69 10,21 34,66 23,21 26,40 26,36 19,11
12,83 35,12 8,50 36,84 21,90 27,14 24,95 20,30
10,73 37,50 7,13 38,71 19,93 28,70 23,65 21,40
7,98 41,42 6,16 40,23 19,13 29,25 21,32 23,42

5,12 42,08 17,41 30,52 19,27 25,41
4,28 43,64 15,63 32,00 18,07 26,82
14,43 32,88 16,96 27,88

13,16 34,01 16,09 28,56

12,17 34,88 15,19 29,43

11,14 35,81 14,44 30,32

10,35 36,56 13,75 30,99

9,42 37,47 13,23 31,54

8,73 38,21 12,62 32,17

12,03 32,75

11,64 33,19

11,26 33,58

10,91 33,88

10,44 34,42

10,07 34,82

9,75 35,19

9,41 35,57

8,97 36,12

8,38 36,84

7,79 37,70
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Slika Pla—c. Infracrveni spektri sintetisanih jonskih te¢nosti
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Slika P1la. Infracrveni spektar [Ch][Nic]

3201 (istezanje OH grupe); 1598 (istezanje C=C); 1558 (asimetri¢no istezanje NH); 1478 (CHj
"cik-cak™ vibracija); 1361 (simetri¢no istezanje C=0 iz COQ"); 1192 (istezanje C-OH); 1088
(istezanje C-C-N); 953 (asimetri¢no istezanje C-C-0O); 832 (C-C istezanje); 759, 708 i 696 (C-H

savijanje van ravni)
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Slika P1b. Infracrveni spektar [Ch][Prop]

3190 (istezanje OH grupe); 2966 (simetri¢no istezanje N-CHs); 1560 (asimetri¢no istezanje NH);
1462 (CHj "cik-cak™ vibracija); 1390 (simetricno istezanje COQ"); 1361 (simetri¢no istezanje
C=0 iz COO); 1288 (istezanje C-0); 1087 (istezanje C-C-N); 953 (asimetri¢no istezanje C-C-
0); 866 (C-C istezanje); 614 (N-CHjs istezanje)
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Slika P1c. Infracrveni spektar [Ch][But]

3192 (istezanje OH grupe); 2958 (simetri¢no istezanje N-CH3); 1560 (asimetri¢no istezanje NH);
1479 (CHj3 "cik-cak™ vibracija); 1388 (simetricno istezanje COQO"); 1334 (simetri¢no istezanje
C=0 iz COO); 1305 (istezanje C-0); 1088 (istezanje C-C-N); 953 (asimetri¢no istezanje C-C-
0); 867 (C-C istezanje); 553 (N-CHjs istezanje)
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ILiman Tpermana mojaraka

HazuB mpojexra/ucrpakuBama

[Ipouena kBamMTeTa MEIa M EKCTPAKIUja XUAPOKCUMETIWI(ypdypana u3 Mea jOHCKIM TeIHOCTHMA

Ha3uB nHCTUTYNIH]€/MHCTUTYIIMja Y OKBUPY KOJHX C€ CIIPOBOJIHU HCTPAXKHUBAIHE

a) Hayuynu uncTHTYT 32 ipexpambene TexHonoruje y HoBom Cany, YuusepsureT y HoBom Cany
0) [IpupogHo-maremarnuku Gaxynrer, YHuBep3ureT y HoBom Cany

B) UHCTUTYT 32 HyKIIeapHe Hayke BuHua, YHUBep3uteT y beorpany

r) UuctutyT 3a onkonoryjy Bojsoaune, Cpemcka Kamenuna

) Uucturyr CICECO — Aveiro Institute of Materials, Yausepsurer y Aseupy, ITopryran

Ha3zus nmporpama y okBUpY KOT Ce peau3yje HCTPaKHBabE

JlokTopcke akageMcke crynuje xemuje Ha lIpupomHo-MaTeMaTHukoM (GaKylnTeTy, YHHUBEP3UTET Yy
Hosom Cany.

UctpaxuBama oOyxBaheHa OBOM JOKTOPCKOM JHCEPTALMjOM JAE0 Cy IMPOjeKTa IOA HAa3UBOM
DYHKYUOHATHU NPOU3B0OU HA OA3U HCUMA HaMerbeHU ocobama ca memabonuukum nopemehajuma (TP
31029) ¢unancupanor oj crpaHe MuHHCTapCTBa HayKe, IPOCBETE M TEXHOJIOMIKOT pa3Boja PemyOnuke
Cpbuje y mepuony no 2019. romune. Onx 2020. romuHe UCTpaKMBame je HACTABJbEHO Y OKBHUPY
npojekta 6poj 451-03-68/2020-14/200222 ucror MunucrapcTaa.

1. Omuc momaraka

1.1 Bpcra ctyauje

Yxpamxo onucamu mun cmyouje y oxeupy xoje ce nooayu npuKkynwsajy

JlokTOpCcKa I[I/IceDTaIII/Iia; CKCIICpUMECHTAJIHA CTVJII/Iia

1.2 Bpcre nogaraka
@ KBAaHTUTATUBHU

©) xBanuratnBHM

1.3. Haunn npukymbama mojaTaka
a) aHKeTe, YITUTHUIH, TECTOBU

0) KIMHWYKE MPOTICHE, METUITMHCKH 3aI¥CH, €JICKTPOHCKH 37]PAaBCTBEHU 3aITHCH
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B) TEHOTHITOBH: HABECTH BPCTY

l") AIMUHUCTPATUBHU MOJAIIN: HABECTU BPCTY

@ y3opiu TKrBa: HaBecTH Bpcry. Hela henmjcka nvHMja XyMaHOT KapIMHOMa Tpinha MaTepuile;
MCF7 henujcka auHMja XyMaHor ajxeHokapuuHoMma gojke; HT-29 henmjcka JjauHHM]a XyMaHOT
KOJOpeKTaIHOor axeHokapuraoMa; MRC-5 hennjcka imuunja ¢ubpobiacra nayvha

b)) caumim, otorpaduje: HaBecTH BpCTY

@TGKCT, HaBECTHU BPCTY Operiaca JUTeparype

K) MaIia, HaBeCTH BPCTY

@ OCTAJIO: OITMCATH J1a00paTOPH]CKHU EKCIIEPUMEHTH U MEpPEHha

1.3 ®opmar nogaTaka, ymotpedspeHe cKkaje, KOJIHINHA IT01aTaka

1.3.1 Ynorpe6speHu copTBep U popMaTt JaTOTEKe:
(@ Excel dajn, natoteka .XIsx

b) SPSS ¢ajn, natorexa

(©) PDF ¢ajn, natorexa .pdf
@ Texkcr dajn, naroreka .dox
@ JPG dajn, naroreka .jpeq .tiff

f) Ocraino, naroreka

1.3.2. Bpoj 3anmca (Koa KBaHTUTATHBHUX M0J]aTaKa)

a) Opoj BapujadIi BEIMKH OpPOj

0) Opoj Mepema (MCIIUTaHWKA, TIPOIIeHa, CHUMAaKa U CJI.) BEIHKHU Opoj

1.3.3. IloHOBJbEHA MEpEHa

@

0) He

YKOJIHMKO je 0JIroBOp J1a, OJIrOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak n3Mel)y MOHOBJBEHUX Mepa je AedrHIcaH NPUMEHEHUM MeTo/lamMa
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0) Bapujable Koje ce BHIIE ITyTa Mepe 0JIHOCE ce Ha UCTIUTHBAHE KapaKTEPUCTUKE aHATM3HPAHUX
y30paKa U jeIumhemna

B) HOBE Bep3auje (ajiioBa KojH caJipie MOHOBJHCHA MEPEHa CY IMEHOBAHE Kao

Hamomene:

Ha nu gpopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20poyHy 8aruoHocm nooamaxa?

@ Ja
06) He

Axo je 002060p He, 0bpaznodcumu

2. [Ipukymbame nogaTaka

2.1 Metopnornoruja 3a NpUKyIUbambe/TeHEPUCAbE TOAaTaKa

2.1.1. Y oKkBHpY KOT HCTPAXKUBAUKOT HAIPTA Cy MOJAIN IPUKYILJbCHH?

@ EKCIIEPUMEHT, aHaIu3a PU3MIKO-XEMHU]CKUX KAPAKTEPUCTUKA, aHTUOKCHIATUBHYU KAlaIMTET,
aHTUOAKTEPH]CKA aKTUBHOCT, AaHTUIIPOIUdEPATUBHA AKTUBHOCT, EKCTPAKIIH]ja
xuapokucMetTuidypdypana

(©) KopenaluoHO UCTPAKUBAELE: PErPECHOHA M MYITHBAPU]AHTHA aHAIN32 IPUKYILbEHAX
€KCIIEPUMEHTAIHMX N0/1aTaKa

@ aHaJIM3a TEKCTAa. MPUKYILbalbe MOJaTaKa U3 JIUTEPATYPE

Il) 0OCTajo0, HABECTH IITa

2.1.2 Hasecmu 6pcme MepHUX UHCMPYMEHAma i Cmanoapoe nooamaxa cneyuguunux 3a oopeheny
HAY4HYy OUCYUNIUHY (aKo nocmoje).

HPLC-DAD, UV-Vis criekrpohoToMeTap, aTOMCKH allCOPIIIMOHH CIIEKTPODOTOMETAD, ATOMCKH
AHAJIN3aTOP AMHUHOKHUCEIUHA

2.2 KpayareT mojiataka v CTaHAApIA
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2.2.1. Tperman HenocTajyhux nojgaraka

a) Jla mu matpuma caapxu Henocrajyhe mogarke? I[a@

Axo je OATOBOp [a, OATOBOPUTHU HA CJ'IeJleha InrTama:

a) Komnmxkwu je 6poj Hemoctajyhux momaraka?
0) Jla 1 ce KOPHCHUKY MaTpHIIe IIpernopydyje 3aMeHa HepocTajyhux nogaraka? Jla He
B) AKO je oAroBOp /1a, HABECTH CYTecTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe Hel0cTajyhux mojaraka

2.2.2. Ha xoju HaYMH je KOHTPOJIMCaH KBATUTET noaataka? OnucaTu

KBanmrer nojaraka je KOHTPOIMCAH CTATUCTUYKOM 00paioM 100MjeHuX pe3yarara u nopehemeM
E€KCIEpUMEHTAIIHUX U TEOPU]CKUX MO1aTaKa.

2.2.3. Ha koju Ha4MH je u3BpIIcHa KOHTPOJIA YHOCA [T0jIaTaka y MaTpuIry?

KoHTpona yHOca mofaTka y MaTpUIly U3BEIEHA j€ IPENIEA0M IPOTOKOJIA EKCIEPUMEHTAIHOT pajia U
dunrpupameM noaaraka v Excel dajoBuma, kao v nopeliemeM ca mmojanmma u3 HaydHe JIUTEPATYPE.

3. TpermaH moparaka u npateha gokymeHTraiuja

3.1. TpermaH u yyBame MmojlaTaka

3.1.1. Ilooayu he bumu denonosaru:: 3ajeTHUYKN TOPTAIl CBUX JIOKTOPCKHX JKCEpTaIlHja 1 U3BEITaja
0 BuxoBoj] ouenu Ha YHusepsureruma y Cpouju (NaRDUS) My pemo3suropujyMm JOKTOPCKHX
nuceprannja Yausepsurera y Hosom Caay (CRIS).

3.1.2. URL aopeca

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla mu he nodayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) lla
0) a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o
8) He
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Axo je 002080p He, Hasecmu paznoz

3.1.5. Hlooayu nelie bumu Oenorosauu y penozumopujym, aiu fie oumu yyeanu.

Obpasnogicerve

3.2 Mertanofany u JOKyMEHTAaIl{ja ToJaTaKa

3.2.1. Koju cranmapn 3a MeTanoaatke he OUTH NPUMEHCH?

3.2.1. HaBectn mMeTanogaTke Ha OCHOBY KOjUX CY IMOJAAIH JETIOHOBAHH y PEIIO3UTOPH]YM.

Axo je nompebno, nasecmu memooe Koje ce KOpucme 3a npey3umarbe nooamaxd, aHaiumuixe u
npoyedypanne unpopmayuje, wuxo8o KoOuparve, demasmbHe onuce eapujadau, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHIap/y 3a 4yBame IoaTaKa
3.3.1. o xor nepuopaa he moganu OuTH dyBaHH y peno3utopujymy? HeorpanmueHo

3.3.2. Jla niu he momaru OuTH JenoHoBaHu o mudpom? Jla @

3.3.3. la nu he mudpa Outn goctynHa ogpeheHoM Kpyry uctpakusada? [la @
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3.3.4. la i1 ce mojany Mopajy yKIIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPUCTYIIA MOCIIe U3BECHOT BpeMeHa?

Jla @9

O06paznoxuTi

4. be3bemHOCT IOJaTaKa W 3alITHTA TIOBEPJFUBUX WH(POPMAIIH]ja

Ogaj onesbak MOPA OuTH monymeH ako Balllk NOAAIHM YKJbYYY]y JIMYHE TOIaTKe KOjU Ce OIHOCE Ha
YUECHHKE y UCTPaKUBamY. 3a Apyra HCTPaKHBarmba Tpeda Takolhje pasMOTPHUTH 3aIITUTY M CUTYPHOCT
moJIaTaKa.

4.1 dopmaHu cTaHAapAM 32 CUTYPHOCT HH(pOpMaIHja/moaTaka

HcTpaxknBaun Koju CIIPOBOJE UCIIMTHBAKA C JbYAMMA MOPajy [a ce MPHUIpPKaBajy 3aKOHa O 3aIUTHTH
nomaraka o munocty (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) n
O,lIl"OBapajyheF I/IHCTI/ITYIII/IOHEUIHOF KOACKCa O aKaICMCKOM I/IHTeI‘pI/ITeTy.

4.1.2. [la 1m je ucTpaxuBame 0100pPEHO Ol CTpaHe €TUUKE KoMHcHje? Z[a@

Axo je oarosop [la, HaBeCcTH AaTyM U Ha3UB €THYKE KOMHCH]jE KOja je 0100priIa HCTPaKUBabE

4.1.2. Jla v mojiaIy yKJby4yjy JMUHE MOJATKEe YYSCHUKA Yy UCTPAXKUBAY? )Ia@

AKO je 0aroBOp J1a, HABEIUTE HAa KOjU HAUYWH CTE OCUTYPaJI IOBEPJHUBOCT U CUTYPHOCT MH(pOpManyja
BE3aHMX 32 UCIIUTAHUKE:

a) TTomary HUCY Y OTBOPEHOM TPUCTYITY
0) [Tomanu cy aHOHUMU3UPAHU
1) Ocraio, HaBeCTH IITa

5. JlocTynmHOCT moAaTaka
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5.1. Ilooayu he bumu
@ ) jasHo docmynHu
0) 00OCMYNHU CAMO YCKOM Kpyey ucmpasicusaya y oopehenoj Hayunoj obaacmu

y) 3ameopenu

Axo cy nooayu docmynHu camo yCKOM Kpy2y UCIPAdiCUeaid, Hagecmu noo Kojum YCio8Uuma Moy 0a ux
Kopucme:

Axo cy nooayu docmynHu camo YCKOM Kpyay UCMpaxicudayd, Hagecmu Ha KOju HA4UuH MO2y
npucmynumu no0ayuma:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npukynmsenu nooayu oumu apxusupaHu.

AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHM]aAJIHO — 0€3 IIpepae.

6. Yiore u oaAroBOpHOCT

6.1. Hagecmu ume u npesume u meji aopecy 81acHuUKa (aymopa) nooamaxa

Anexcanmap Mapuh (aleksandar.maric@fins.uns.ac.rs)

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja o0picasa mampuyy ¢ nooayuma

Aunekcanniap Mapuh (aleksandar.maric@fins.uns.ac.rs)

6.3. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe xoja omoeyhyje npucmyn nooayuma Opyum
ucmpaxcueauuma

Aunexcannap Mapuh (aleksandar.maric@fins.uns.ac.rs)
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