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SECERI I ORGANSKE KISELINE KAO POKAZATELJI AUTENTICNOSTI MEDA

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije bio je razvoj, optimizacija i validacija analitickih
metoda za procenu autenticnosti meda zasnovanog na odredivanju profila Secera i organskih kiselina,
kao 1 njihovoj povezanosti sa fizicko—hemijskim parametrima i odnosom stabilnih izotopa ugljenika.
Utvrdena je tacnost, preciznost, robusnost i osetljivost metoda za odredivanje Secera i organskih
kiselina primenom jonske hromatografije. Za obradu i interpretaciju dobijenih podataka primenjene
su multivarijantne statisticke metode. Rezultati su uporedeni sa podacima dobijenim analizom odnosa
stabilnih izotopa ugljenika i visokoefikasnom tankoslojnom hromatografijom.

Rezultati su pokazali da sadrzaj pojedinacnih Secera i1 organskih kiselina znacajno zavisi od biljnog
porekla meda. Bagremov med karakterisali su povisen sadrzaj fruktoze, erloze i maltoze, kao i visok
odnos fruktoze i glukoze u odnosu na druge vrste meda, dok je medljikovac izdvojen kao hemijski
najdistinktivnija vrsta zahvaljujuéi poviSenom sadrzaju trehaloze, rafinoze, izomaltoze i melibioze,
kao 1 limunske, jabucne, izolimunske, maleinske, ¢ilibarne i kininske kiseline. Multivarijantna analiza
potvrdila je da kombinacija profila Secera i organskih kiselina sa fizicko—hemijskim parametrima i
odnosima stabilnih izotopa ugljenika omogucava pouzdanu klasifikaciju medova prema biljnom
poreklu, pri ¢emu su bagremov med i medljikovac pokazali potpuno razdvajanje bez pogresne
klasifikacije (misklasifikacije).

Rezultati potvrduju da Seceri i organske kiseline predstavljaju znacajan izvor informacija za
karakterizaciju meda i procenu njegove autenti¢nosti. Razvijeni integralni analiti¢ki pristup doprinosi
unapredenju postojecih procedura kontrole kvaliteta i autenti¢nosti meda i predstavlja osnovu za dalji
razvoj metoda za otkrivanje prevara na trziStu meda.

Kljuéne re¢i: Med, Autenti¢nost, Seceri, Organske kiseline, Biljno poreklo, Hromatografija,
Validacija metode, Hemometrija

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Analiticka hemija
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SUGARS AND ORGANIC ACIDS AS INDICATORS OF THE HONEY AUTHENTICITY

The subject of this doctoral dissertation was the development, optimization, and validation of
analytical methods for the assessment of honey authenticity based on the determination of sugar and
organic acid profiles, as well as their relationship with physicochemical parameters and stable carbon
isotope ratios. The accuracy, precision, robustness, and sensitivity of the ion chromatography methods
for the determination of sugars and organic acids were established. Multivariate statistical methods
were applied for the processing and interpretation of the obtained data. The results were compared
with those obtained by stable carbon isotope ratio analysis and high—performance thin—layer
chromatography.

The results demonstrated that the content of individual sugars and organic acids significantly depends
on the botanical origin of honey. Acacia honey was characterized by an elevated content of fructose,
erlose, and maltose, as well as a high fructose—to—glucose ratio compared to other honey types,
whereas honeydew honey emerged as the most chemically distinctive type due to elevated levels of
trehalose, raffinose, isomaltose, and melibiose, alongside citric, malic, isocitric, maleic, succinic, and
quinic acids. Multivariate analysis confirmed that the integration of sugar and organic acid profiles
with physicochemical parameters and stable carbon isotope ratios enables reliable classification of
honeys according to their botanical origin, with acacia honey and honeydew honey demonstrating
complete separation without misclassification.

Results confirm that sugars and organic acids represent a significant source of information for honey
characterization and authenticity assessment. The developed integrated analytical approach
contributes to the improvement of current honey quality and authenticity control procedures and
provides a framework for the further development of methods aimed at detecting honey adulteration.

Keywords: Honey, Authenticity, Sugars, Organic acids, Botanical origin, Chromatography, Method
validation, Chemometrics

Scientific field: Chemistry
Scientific subfield: Analytical Chemistry
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1. UVOD

Med je prirodna slatka supstanca koju pcele vrste Apis mellifera proizvode preradom biljnog nektara
ili izluCevina biljnih vasi. Zahvaljuju¢i specificnim senzornim svojstvima, nutritivnoj vrednosti i
prisustvu brojnih bioaktivnih komponenti, med predstavlja jednu od najcenjenijih prirodnih
namirnica. Njegov hemijski sastav je izuzetno slozen i zavisi od brojnih faktora, ukljucujuci biljno 1
geografsko poreklo, klimatske uslove, tip zemljista, vrstu pcela kao i nacin prikupljanja i skladiStenja.
U hemijskom smislu med je presi¢eni vodeni rastvor Se¢era. Dominantnu komponentu meda Cine
monosaharidi, pre svega fruktoza i glukoza, dok su u manjim koli¢inama prisutni disaharidi,
oligosaharidi, organske kiseline, proteini, enzimi, amino—kiseline, minerali, vitamini i fenolna
jedinjenja. Razlike u sastavu i medusobnim odnosima ovih komponenti odgovorne su za specificna
svojstva medova razli¢itog porekla i predstavljaju osnovu njihove hemijske karakterizacije.

Visoka trziSna vrednost meda, ogranicena proizvodnja pojedinih vrsta i rastu¢a potraznja ucinili su
ovu namirnicu jednim od najée$ée falsifikovanih prehrambenih proizvoda na globalnom trzistu.
Krivotvorenje se najéesce sprovodi direktnim dodatkom jeftinijih Secernih sirupa u med ili indirektno,
prihranjivanjem pcela egzogenim izvorima ugljenih hidrata tokom perioda sakupljanja nektara. Takvi
postupci mogu znacajno izmeniti prirodni hemijski sastav meda, pri ¢emu se dobijeni proizvod Cesto
ne razlikuje znacajno od autenticnog meda na osnovu rutinske kontrole kvaliteta analizom osnovnih
fizicko—hemijskih parametara 1 senzorske ocene. Zbog toga procena autenticnosti meda predstavlja
jedan od najvaznijih izazova savremene analitike hrane, §to ima izuzetan ekonomski i regulatorni
znacaj.

Tokom prethodnih decenija razvijen je veliki broj analiti¢kih pristupa za kontrolu autenti¢nosti meda.
Pored tzv. klasi¢nog pristupa koji kombinuje fizicko—hemijsku, senzorsku i polensku analizu,
savremene strategije obuhvataju i odredivanje velikog broja specificnih parametara primenom
sofisticiranih hromatografskih i spektroskopskih tehnika, analize odnosa stabilnih izotopa, kao i
biohemijskih metoda zasnovanih na analizi DNK. Medu njima, analiza odnosa stabilnih izotopa
ugljenika smatra se jednom od najznacajnijih metoda za detektovanje dodatih Secernih sirupa
poreklom od C4 biljaka, kao $to su kukuruz i Secerna trska. Medutim, uprkos zna¢ajnom napretku u
oblasti kontrole autenti¢nosti meda, otkrivanje odredenih oblika krivotvorenja i dalje predstavljaju
ozbiljan analiti¢ki izazov. Posebno se to odnosi na dodatak sirupa poreklom od C3 biljaka, poput
Secerne repe, pirinca ili pSenice, €iji izotopski sastav moZze biti veoma sli¢an sastavu prirodnog meda.
Ovakva ogranicenja ukazuju na potrebu za identifikacijom dodatnih hemijskih pokazatelja koji bi
mogli doprineti unapredenju postojecih pristupa u kontroli autenti¢nosti meda.

Medu komponentama od posebnog znacaja za hemijsku karakterizaciju meda izdvajaju se Seceri 1
organske kiseline. Seceri predstavljaju dominantnu frakciju meda i u najveéoj meri odreduju njegova
osnovna fizicko—hemijska svojstva, dok organske kiseline, iako prisutne u znatno niZim
koncentracijama, imaju vaznu ulogu u formiranju kiselosti, arome, ukusa i ukupne stabilnosti
proizvoda. Dosadas$nja istraZivanja pokazala su da sadrZaj pojedinacnih Secera i organskih kiselina
varira u zavisnosti od biljnog porekla meda, geografskog podrucja proizvodnje i uslova skladiStenja.
Istovremeno, varijacije u njihovom sastavu mogu da predstavljaju i direktnu posledicu neadekvatnog
skladiStenja, spontane fermentacije ili krivotvorenja egzogenim Secerima.

Iako su Seceri 1 organske kiseline relativno dobro prouceni sa aspekta karakterizacije meda, odnosno
odredivanja njegovog hemijskog sastava, njithova primena u proceni autenti¢nosti jo§ uvek
predstavlja aktivnu oblast istrazivanja. Dosadasnji rezultati ukazuju na moguénost povezivanja
pojedinih komponenti sa biljnim poreklom meda, medutim znacaj njihovih medusobnih odnosa 1
potencijal integrisane interpretacije ovih podataka u cilju ocene autenti¢nosti jo§ uvek nisu u
potpunosti provereni, odnosno potvrdeni. Poseban interes predstavlja mogucénost sveobuhvatnog
sagledavanja uticaja velikog broja analitickih podataka primenom savremenih statistickih metoda,

1



Mihajlo V. Jakanovski Doktorska disertacija UvOoD

koje omogucavaju izdvajanje obrazaca 1 veza koje nije moguce uociti analizom pojedinacnih
parametara.

Polaze¢i od znacaja pojedinacnih sastojaka kao parametara kvaliteta i indikatora porekla meda,
analiticke pouzdanosti njihovog odredivanja ali i dovoljno Siroke dostupnosti primenjenih metoda
analize, cilj ove doktorske disertacije bio je ispitivanje potencijala profila Secera i organskih kiselina
kao pokazatelja autenticnosti meda. U tu svrhu razvijene su, optimizovane i validovane metode za
odredivanje pomenutih jedinjenja primenom jonske hromatografije sa elektrohemijskom i
konduktometrijskom detekcijom u uzorcima meda razli¢itog biljnog porekla. Dobijeni rezultati
obradeni su primenom multivarijantnih statistickih metoda radi pronalaZenja obrazaca grupisanja i
parametara koji najviSe doprinose diferencijaciji uzoraka. Dodatno, pouzdanost razvijenog pristupa
procenjena je analizom uzoraka sa dodatim Secernim sirupima, a interpretacija rezultata dopunjena je
i podacima dobijenim primenom visokoefikasne tankoslojne hromatografije i analize odnosa stabilnih
izotopa ugljenika.
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2. OPSTIDEO
2.1. Med

Med je prirodna slatka supstanca koju proizvode medonosne pcele (Apis mellifera) preradom nektara
biljaka, ili iz sokova sa zivih delova biljaka, ili sakupljanjem ekskreta insekata koji se hrane siSuci
sokove sa zivih delova biljaka, koje pcele sakupljaju, preraduju i dodaju sopstvene specificne
supstance, dehidriraju 1 odlazu u ¢elije sa¢a do sazrevanja. Prema poreklu, med se klasifikuje kao
cvetni (nektarni) med i medljikovac 2.

Cvetni ili nektarni med nastaje iz nektara, derivata floemskog i ksilemskog soka koji potice iz
specijalizovanih grupa biljnih Celija koje se nazivaju nektarije. Nektarije se mogu naci u cvetu ili na
delu cveta (floralne) ili se mogu formirati na drugim delovima biljke (ekstrafloralne). Nektar je po
sastavu vodeni rastvor Secera (od 5% do 80%), amino—kiselina, organskih kiselina, proteina, lipida,
minerala i drugih komponenti. Tacan sastav nektara veoma varira u zavisnosti od biljne vrste i uslova
Zivotne sredine °.

Nakon sakupljanja nektara, medonosna pcela ga skladisti u mednoj kesi pri ¢emu dolazi do meSanja
nektara sa sekretima pljuvacnih i hipofaringealnih zlezda. Tokom ovog procesa, sekreti pomenutih
zlezda, koji sadrZe razli¢ite enzime, pocinju hemijski da menjaju nektar. Enzimi kao $to su dijastaza
1 invertaza, razlazu viSe saharide, posebno saharozu, na monosaharide, dok prisutna glukozo—
oksidaza ima ulogu u oksidaciji glukoze do glukonske kiseline i proizvodnji vodonik—peroksida.
Stoga, hemijska transformacija nektara u med zapo&inje neposredno nakon njegovog prikupljanja .

Kombinacijom hidrolize saharoze u glukozu i fruktozu i isparavanjem viska vode dolazi do
sazrevanja nektara u med. Med sadrzi manje od 20% vode, stoga ¢ak 80% ukupne mase nektara mora
da ispari. Kako je prekomerna vlaznost u ¢elijama sacéa Stetna za proizvodnju meda, pcele masuci
svojim krilima ubrzavaju isparavanje vode iz nektara >.

Medljikovac je specificna vrsta meda koja ne poti¢e od nektara i najceSc¢e ga pcele proizvode
prikupljanjem 1 preradom izlu€evina biljnih vasi (Hemiptera) na zZivim delovima biljaka. Rede, drugi
izvor medljikovca je medljika (medna rosa), sladunjav floemski sok koji izluCuju biljke (najcesce
&etinari), pri ¢emu insekti ne deluju kao posrednici * *.

Prema poreklu nektara, cvetni med se moze klasifikovati kao jednocvetni (monoflorni) ili viSecvetni
(poliflorni) u zavisnosti od toga da li dominantno potice od jedne ili viSe biljnih vrsta. Obi¢no se med
klasifikuje kao monofloran kada najmanje 45% ukupnih polenovih zrna potice od jedne biljne vrste.
Monoflorni medovi imaju karakteristicna senzorska svojstva uslovljena dominantnim prisustvom
jedne biljne vrste 1 uglavnom ostvaruju vecu trziSnu vrednost u odnosu na poliflorne medove, koji
nastaju od veéeg broja biljnih vrsta >’

Prema zvani¢nim podacima Saveza pcelarskih organizacija Srbije (SPOS), najzastupljeniji
monoflorni medovi u Srbiji su bagremov (41,70%), suncokretov (29,57%) 1 lipov (4,55%) med, dok
su med od uljane repice (1,81%) 1 med od bagremca (0,38%) manje zastupljeni. Prinosi meda po
godinama za koje SPOS ima kompletne podatke prikazani su u Tabeli 1. Dominacija pojedinih
monoflornih medova u proizvodnji posledica je rasprostranjenosti odgovaraju¢ih medonosnih biljnih
vrsta 1 uslova pase na teritoriji Srbije.
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Tabela 1. Koli¢ina (t) proizvedenih monoflornih vrsta meda u Srbiji u periodu od 2012. do 2022.
godine”

Godina Bagrem Suncokret Lipa Uljana repica  Bagremac Ostali
2012 20433 1757,1 450,6 49.8 34,0 31,7
2013 3052,3 2096,9 3423 48,9 39,6 11,5
2014 547,0 1491,6 101,6 94,4 15,7 8,7
2015 4822,9 1819,2 255,5 85,9 26,0 14,7
2016 597.,5 1583,6 322,6 89,4 18,7 22,8
2017 1474,5 1822,5 85,8 95,6 21,8 242
2018 3626,7 1535,8 298,1 87,4 29,6 72,4
2019 1150,6 1161,9 2443 64,1 6,5 15,6
2020 1849,1 1174,6 209,0 126,1 4,9 4,4
2021 2056,7 1501,9 97,6 137,8 14,4 18,5
2022 3734,6 1755,3 318,0 205,6 18,5 13,2

f;;’jf‘;’f/?) 41,70 29,57 4,55 1,81 0,38 0,40

#Zvani¢ni podaci sa sajta SPOS—a, Ostatak do 100% ¢ine medljikovac, poliflorni i mesane vrste
meda

2.2. Hemijski sastav meda

Med je slozena namirnica koja sadrzi veliki broj razlicitih organskih i neorganskih supstanci od kojih
su ugljeni hidrati 1 voda prisutni u najve¢im koli¢inama. Ugljeni hidrati su glavni sastojci meda i ¢ine
95% njegove suve mase. Medu njima, redukujuéi Seceri glukoza (22—40%) 1 fruktoza (30—44%) su
dominantni monosaharidi, dok je glavni disaharid saharoza, prisutna u manjoj koli¢ini. Osim mono—
i disaharida, u medu su prisutni i visi Seceri poput erloze, rafinoze, melezitoze 1 maltotrioze. Supstance
prisutne u manjoj koli¢ini uklju¢uju amino—kiseline (narocito prolin) 1 proteine (ukljuc¢ujuci enzime),
organske kiseline, vitamine (narocito tiamin (B1), riboflavin (B2), niacin (B3), pantotensku kiselinu
(Bs) 1 piridoksal (Be)), minerale od kojih su kalcijum, magnezijum, kalijum 1 fosfor prisutni u ve¢im
koli¢inama, 1 gvozde, bakar, cink, kobalt, natrijum, mangan, selen, hrom, molibden 1 jod koji su
prisutni u manjim koli¢inama, pigmente, fenolna jedinjenja, kao 1 ve¢i broj isparljivih jedinjenja. lako
je koncentracija fenolnih jedinjenja u medu niska, njihove glavne klase, flavonoidi i fenolne kiseline,
sustinski doprinose antioksidativnom svojstvu meda > 6%,

Hemijski sastav (Tabela 2), boja, aroma i1 ukus meda zavise od biljnog izvora, geografskog podrucja
prikupljanja, klimatskih uslova tokom paSe, pCelinje vrste koja ga proizvodi, kao 1 od primenjene
pcelarske prakse. Zbog uticaja navedenih faktora, sastav meda moze znacajno varirati i kod uzoraka
istog biljnog porekla >7:°.

Medljikovac uglavnom sadrzi vecu koli¢inu oligosaharida u poredenju sa cvetnim medom. Pored
toga, medljikovac je tamnije boje 1 ima znatno vise vrednosti elektricne provodljivosti i slobodne
kiselosti u odnosu na cvetne medove ’.

Odredivanje biljnog i geografskog porekla meda od velikog je znacaja zbog kontrole kvaliteta i
autenti¢nosti proizvoda. Biljno poreklo meda procenjuje se na osnovu zastupljenosti polenovih zrna,
kao i karakteristi¢nih senzorskih i fizicko—hemijskih svojstava ’.
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Tokom skladiStenja med moze pretrpeti promene u sastavu usled fermentacije, oksidacije i izlaganja
poviSenim temperaturama. Dugotrajno skladiStenje i/ili zagrevanje dovode do dehidratacije
monosaharida Majlardovom (eng. Maillard) reakcijom i nastanka 5—hidroksimetilfurfurala (HMF) 3.

Tabela 2. Prose¢an hemijski sastav meda (g/100 g) 012

Parametar Cvetni med Medljikovac
Opseg Prosek Opseg Prosek

Voda 15-20 17,2 15-20 16,3
Monosaharidi

Glukoza 24,0 — 40,0 31,3 19,0 - 32,0 26,1

Fruktoza 30,0 —45,0 38,2 28,0 —40,0 31,8
Disaharidi

Saharoza 0,1 -4,8 0,7 0,1-4,7 0,5

Maltoza 1,44 — 1,86 1,60 - -

Izomaltoza 1,16 — 1,96 1,58 - -

Turanoza 0,02 -0,03 0,03 - -

Trehaloza 0,11 -0,26 0,18 - -

Melibioza 0,09 -0,18 0,13 - -
Trisaharidi

Erloza 0,36 - 0,69 0,51 - -

Rafinoza 0,06 -0,12 0,09 - -

Maltotrioza 1,15-1,29 1,22 - -

Melezitoza 0,26 — 0,39 0,35 - -
Oligosaharidi 3,1 10,1
Ukupni Seceri 60,0 — 80,0 79,7 60,0 — 82,0 80,5
Organske kiseline 0,1-0.,5 0,3 0,2-0,8 0,6
Amino—kiseline 02-04 0,3 0,4-0,7 0,6
Minerali 0,1-0,5 0,2 0,6 -2,0 0,9
Vitamini 0,001 — 0,003 0,002 0,001 — 0,004 0,003
pH vrednost 3,5-4,5 39 45-6,5 5,2

Adaptirano prema Bogdanov et al., 2008; Kamboj et al., 2020; Schievano et al., 2012.
2.2.1. Seéeri

Monosaharidi predstavljaju dominantne Sefere u medu, pri ¢emu su glukoza 1 fruktoza
najzastupljeniji. Osim monosaharida, u medu su u manjim koli¢inama prisutni i razli€iti oligosaharidi.
Na sadrzaj 1 odnos pojedinacnih Sec¢era u medu, izmedu ostalog, uticu sastav prikupljenog nektara
kao i njegovo biljno i geografsko poreklo > 10-13,

Gasnom hromatografijom u medu je identifikovano 16 oligosaharida, ukljucuju¢i 11 disaharida
(maltozu, turanozu, kojibiozu, saharozu, palatinozu, gentiobiozu, celobiozu, izomaltozu,
neotrehalozu, nigerozu i laminaribiozu) i 5 trisaharida, medu kojima su melezitoza, izomaltotrioza,
rafinoza, kestoza i izomelezitoza *. Daljim razvojem analitickih metoda u uzorcima meda
identifikovan je i ve¢i broj tri— i tetrasaharida (Tabela 3) % 13,

Poznato je da izmedu medljikovaca i cvetnih medova postoje razlike u sastavu Sec¢era. Medljikovce
odlikuje veci sadrzaj oligosaharida, uglavnom melezitoze i rafinoze, koji su u cvetnom medu prisutni
u manjim koli¢inama % '% '3, U nekim vrstama meda, poput meda od vreska (Calluna vulgaris),
Siljaste lavande (Lavandula latifolia), francuske lavande (Lavandula dentata), timijana (Thymus
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vulgaris) 1 medljikovca, identifikovani su 1 oligosaharidi kao S§to su panoza, izomaltotrioza,
13

maltotrioza i erloza °.

Koncentracija fruktoze i glukoze, kao i njihov odnos, korisni su pokazatelji za klasifikaciju i procenu
autenti¢nosti monoflornih medova. U vec€ini vrsta meda, fruktoza je Secer prisutan u najvecoj koliCini,
osim u nekim medovima kao $§to su med od uljane repice (Brassica napus) i maslacka (Taraxacum
officinale), kod kojih je sadrzaj glukoze veci od sadrzaja fruktoze, zbog ¢ega ovi medovi pokazuju
veéu sklonost ka kristalizaciji > > 3. Takode, za razlikovanje monoflornih medova mogu se koristiti i
drugi fizicko—hemijski parametri i njihovi odnosi, kao Sto su elektricna provodljivost 1 odnos
glukoza/voda (G/V) °.

Pored monosaharida i disaharida, odredeni visi oligosaharidi mogu biti korisni za ocenu autenti¢nosti
1 biljnog porekla meda. Profil ugljenih hidrata moze biti koristan za karakterizaciju pojedinih
monoflornih medova i medljikovaca, dok je kod poliflornih vrsta meda interpretacija rezultata
otezana zbog sloZenijeg sastava uslovljenog prisustvom nektara razli¢itih biljnih vrsta 3716, Za
odredivanje Secera u medu koriste se razlicite tehnike tecne i gasne hromatografije, spektroskopske i
enzimske metode &7+ 17,

Tabela 3. Seéeri identifikovani u medu

Naziv SloZenost — Tip* Struktura Reference

HO @)
OH
Glukoza Monosaharid — R Ho™ “Ion 11,14, 16, 18-24
OH
(0]
Fruktoza Monosaharid — R HO %OH H. 14,16, 18725

HO  OH
HO 0]
OH
Manoza Monosaharid — R . 14,16
° onosaharid HO “/OH
OH
HO/,' o
Ksiloza Monosaharid — R 11,14
HOY Y~ “OH
OH
HO//: O
Arabinoza Monosaharid — R . 14,16
HOV OH
OH
HO//: O
Riboza Monosaharid — R . 14,16
bo onosaharid HOY Y~ “OH
OH

*Tip (R — redukujuéi $ecer; N — neredukujuéi Seéer)
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Tabela 3. Nastavak
Naziv SloZenost — Tip* Struktura Reference
HOy,,
Disaharid — N //,/ 11,14, 16, 17,25-27
OH
11,16, 17,27, 28

Saharoza

Disaharid — N
HO)T

Trehaloza
HO “\\
n H
Disaharid - R 11,16,17, 19, 25-27,29

Maltoza
(Maltobioza)
OH
HO,, A\OH
Disaharid — R HO N 11,14, 16, 19, 20, 30, 31
’/OH
OH

Melibioza
OHOH'
11, 14,16, 19, 26, 27, 31
’OH

Disaharid — R
Ho\‘
\\\\
14,16, 19,27, 32

Turanoza

Disaharid — R

Kojibioza

*Tip (R — redukujuéi $ecer; N — neredukujuéi Secer)
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Tabela 3. Nastavak
Naziv SloZenost — Tip Struktura Reference
i HO
Palatinoza Disaharid — R Ho o OaO .\ OH
(Izomaltuloza)
HO

Gentiobioza

v~ YOH
OH
OH
HO//, \\\OH
Disaharid — R HON Yo Oﬁ\\OH
HOY Y YOH
OH
. . . 16, 32
Celobioza Disaharid — R
OH
HO,, A\OH
[zomaltoza Disaharid — R HO” Yo OIOJ;\\\OH 11,16, 17,19, 26-28
HOY " YOH
OH
_/
. . . \OH -
Nigeroza Disaharid - R 14,16,19,32-34
’/OH
Laminariboza Disaharid — R

|||\

C)I“

*Tip (R — redukujuéi Secer; N — neredukujuéi Secer)

16, 20, 32

14,16, 19-21, 32,33

16,17,19-21, 32,34
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Tabela 3. Nastavak

Naziv SloZenost — Tip* Struktura Reference
_/OH
. . OH A 16, 19, 20,32
Maltuloza Disaharid — R P{I 0 19,20,
HOHO' = © oH
OH OH
HO
aoH < OH
o <
Melezitoza Ho\)j‘ P 11,14, 16,17, 19, 25,
- Trisaharid — N EG!
(Melicitoza) HO CNR\® ’ 2
HO
HOY "7oH
OH
OH
11, 14, 16,17, 21,27,
Rafinoza Trisaharid — N 30
Kestoza Trisaharid — N 16,19,20,27, 32
11,14, 16,17, 19,27,
Erloza Trisaharid — N 5% OH 35
HO, =
“—* “OH
o
HOY Y
~OH

*Tip (R — redukujuéi Secer; N — neredukujuéi Secer)
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Tabela 3. Nastavak

Naziv SloZenost — Tip* Struktura Reference
OH
OH
H O///" R\
0
OH OH
HO,, a0
Maltotrioza Trisaharid — R 11,16, 17,1921, 32
N o OH
Ho” " WOH
o}
OH
OH

OH
[zomaltotrioza Trisaharid — R Ho” Yo Om\\ OH 14,16, 17, 19,32
HO Y

oH

OH

HOT\/COH

. ) HO OO\ N Y, oy 16, 17,20, 21, 34
Panoza Trisaharid — R /\/V\{V\/o ,17,20,21,
O\\‘ ‘ . 4

H “/OH HO
OH OH OH
Stahioza Tetrasaharid — N ‘\ (k/& 14,16
(_)H OH
. Hou ' 11,16, 17,19
Maltotetroza Tetrasaharid — R y S
Y Y OH
=\ =\

*Tip (R — redukujuéi $eéer; N — neredukujuéi Seéer)

2.2.2. Organske Kkiseline

Organske kiseline, iako prisutne u koli¢inama manjim od 0,5%, doprinose fizicko—hemijskim 1
senzorskim karakteristikama meda. Njihov sadrZaj povezuje se sa antioksidativnim 1 antimikrobnim
svojstvima meda, a moZe ukazivati 1 na promene nastale tokom fermentacije 1 skladistenja. Organske
kiseline poticu direktno iz nektara ili nastaju enzimskim procesima tokom sazrevanja meda. Pojedine
organske kiseline, poput mravlje i oksalne kiseline, koriste se 1 u tretmanima protiv grinje Varroa
destructor u pcelinjim drustvima, zbog Cega njihovi ostaci mogu biti prisutni u medu. Fizicko—
hemijska svojstva, kao §to su boja, ukus, pH—vrednost, kiselost i elektri¢na provodljivost meda, usko
su povezana sa sadrzajem organskih kiselina. Zbog toga organske kiseline mogu posluziti i kao
pokazatelji biljnog i geografskog porekla meda * 2% 313637,

Prvobitno se smatralo da su mravlja i limunska kiselina dominante u medu, medutim, ustanovljeno je
da je glukonska kiselina najzastupljenija organska kiselina **. Ona nastaje oksidacijom glukoze
dejstvom enzima glukozo—oksidaze, koji pCele dodaju tokom sazrevanja meda, ali 1 aktivnoScu
bakterija roda Gluconobacter spp. prisutnih u digestivnom traktu pcela % %%, Sadrzaj glukonske
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kiseline zavisi od stepena zrelosti meda, pri ¢emu duze zrenje doprinosi povecanoj aktivnosti
glukozo—oksidaze i intenzivnijem formiranju glukonske kiseline 3.

U sastav meda iz razli¢itih regiona sveta ulaze kiseline kao sto su glukonska, limunska, izolimunska,
asparaginska, buterna, sir¢etna, fumarna, galakturonska, mravlja, glutaminska, glutarna, glukonska,
glikolna, glioksilna, a—hidroksiglutarna, o—ketoglutarna, jabu¢na, mle¢na, malonska, metilmalonska,
2—oksopentanska, propionska, pirogrozdana, kininska, Sikiminska, ¢ilibarna, vinska, oksalna i druge

(Tabela 4) > 22,

Profil organskih kiselina predstavlja jedan od parametara koji moze doprineti proceni autenti¢nosti i
karakterizaciji meda. Za odredivanje organskih kiselina u medu koriste se razlicite tehnike gasne i

te¢ne hromatografije, kao i enzimske metode 3'.

Tabela 4. Organske kiseline u medu

(2—oksopropanska) C3 — Zasiéena

Naziv Duzina niza/Tip Struktura Reference
0]
(nll/e[:i:zgl?a) C1 — Zasi¢ena )J\ 3844
H OH
O
Sir¢etna .y 38, 40, 44
(ctanska) C2 — Zasic¢ena T
OH
0]
Glioksilna ., 40
(oksoetanska) 2 - Zasitena O\)J\
OH
(e}
Glikolna ., 44, 45
(Hidroksietanska) C2 - Zasicena HO\)k
OH
(0]
Oksalna C2 — Zasiéena HO\’H‘\OH 39,42, 45
(0]
O
Mleéna . 38,40-42, 44,
—hidroksipropanska B
2-hidroksipropansk C3 — Zasic¢ena OH 45
OH
0]
(I;rr(());;l;);lstf) C3 — Zasi¢ena \)J\ 40,41
OH
O
Pirogrozdana 41,42
OH
(e]
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Tabela 4. Nastavak

Naziv Duzina niza/Tip Struktura Reference
O 0
Malonska . .
(propandikiselina) C3 — Zasi¢ena M
HO OH
0 0
Metilmalonska . 3
(2-metilpropandikiselina) C4 — Zasicena H OJI\KU\OH
O
Buterna - N .
(butanska) C4 — Zasi¢ena /\)J\
OH
(0]
Asparaginska ”
., 3
((28)—2- C4 — Zasi¢ena on

aminobutandikiselina)

Jabucna
(2-hidroksibutandikiselina)

Cilibarna
(butandikiselina)

Vinska
(2,3—
dihidroksibutandikiselina)

Fumarna
((E)-But—2-endikiselina)

Maleinska
((2)-But—2—endikiselina)

C4 — Zasicena

C4 — Zasicena

C4 — Zasicena

C4 — Nezasi¢ena

C4 — Nezasi¢ena

(@)

Z

T
N

HO
OH

{

o
o
T

HO
OH

5

o
T
o

HO
OH

1

O
o
T

HO
OH

2%:

T
©)

a

22,38-40, 42, 44, 46,
47

22,38-40, 4447

22,40,45,47

22,40, 45, 46

40, 46
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Naziv Duzina niza/Tip Struktura Reference
@) 0]
Glutarna ., 42,44
(pentandikiselina) 5~ Zasicena )J\/\/U\
HO OH
0]
2—Oksopentanska

Glutaminska
((28)-2-

aminopentandikiselina)

C5 — Zasi¢ena

C5 — Zasicena

o 41
NH,
0] O
a—Hidroksiglutarna . 3
(2-hidroksipentandikiselina) ~ *> ~ Zasicena HOWOH
OH
O O
a—Ketoglutarna . 45
(2-oksopentandikiselina) ~ ©° 2SN g OH
0]
OH OH o]

Glukonska \/k/z\)L 39-42, 44, 45,
(QR3S4R5R)-2,3.4,56-  C6—Zasiéena  © 7
pentahidroksiheksanska)

Galakturonska
((2S73R74S>5R)_273>475_ s 41,42
tetrahidroksi—6— 6 - Zasicena
oksoheksanska)
Limunska 22,37,39-42,
(2-hidroksipropan—1,2,3— C6 — Zasicena )J\/\)J\ 44, 46,47, 47
trikarboksilna) HO OH
OH
O OH
o XY o
Izolimunska
(1-hidroksipropan—1,2,3— C6 — Zasiéena 22,41
trikarboksilna) HO OH
OH
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Tabela 4. Nastavak

Naziv Duzina niza/Tip Struktura Reference
H OH O

Glukuronska
((2S,3R,45,5R)-2,3,4,5—
tetrahidroksi—6—
oksoheksanska)

o

C6 — Zasicena 41,42

Kininska HO’///,,
(1R,3R,4S,5R)-1,3,4,5— "y, OF 2, 41,42, 45

_ .y 7, ////
tetrahidroksicikloheksan C7 - Zasicena OH

W

karboksilna) HOV
OH
Sikiminska HO//,,,' oH
((3R,4S,5R)-3,4,5— B . 22,45
trihidroksicikloheks 1 C ~ T\ezasicena

enkarboksilna) o™

OH

2.2.3. Amino—Kiseline, proteini i enzimi

Amino—kiseline 1 proteini prisutni u medu su biljnog 1 Zivotinjskog porekla. Uglavnom poticu iz
nektara i polena biljaka, dok odredeni deo amino—kiselina 1 proteina potice iz sekreta pcela koji se
dodaju tokom sazrevanja meda. Amino—kiseline su u medu prisutne u relativno malim koli¢inama 1
¢ine manje od 1% njegove mase. Najzastupljenija amino—kiselina u medu i polenu je prolin sa 50—
85% mase ukupnih amino—kiselina. SadrZaj prolina moze se koristiti kao parametar ocene sazrevanja
meda kao i u kontroli njegove autenti¢nosti, buduci da nize koncentracije mogu ukazivati na dodatak
Secernih sirupa ili nedovoljnu zrelost meda >°. Osim prolina, u medu su identifikovane i druge amino—
kiseline, ukljucujuéi glutaminsku i asparaginsku kiselinu, glutamin, histidin, glicin, treonin, alanin 1
arginin > 3748,

Deo proteina prisutnih u medu ¢ine enzimi, medu kojima su invertaza, o— 1 f—glukozidaza, katalaza,
fosfataza, dijastaza i glukozo—oksidaza. Dijastaza pripada grupi amilolitickih enzima koji ukljucuju
o— 1 f—amilazu koje ucestvuju u hidrolizi skroba. o—Amilaza vrSi hidrolizu o—D—(1—4) lanaca
skroba, proizvode¢i dekstrine dok P—amilaza hidrolizuje lanac skroba na krajevima formirajuci
maltozu. Glukozo—oksidaza konvertuje prisutnu glukozu u o6-glukolakton koji se naknadno
hidrolizuje u glukonsku kiselinu. Pored 6—glukolaktona, glukozo—oksidaza proizvodi i vodonik—
peroksid koji doprinosi antimikrobnim svojstvima meda °.

2.2.4. Minerali

Minerali su u medu prisutni u relativno malim koli¢inama, pri ¢emu medljikovci uglavnom sadrze
viSe minerala od cvetnih medova. Sastav minerala u medu zavisi od biljnog 1 geografskog porekla,
kao 1 od karakteristika zemlji$ta na kojem rastu medonosne biljke. Profil minerala ¢esto se koristi kao
jedan od parametara za karakterizaciju i razlikovanje medova razli¢itog porekla * > ** 4 Brojne
studije pokazale su da biljno poreklo znac¢ajno utice na sadrzaj pojedinih elemenata u medu. Tako su
Pisani i saradnici ° analizom italijanskih medova razli¢itog biljnog porekla utvrdili znadajne razlike
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u sastavu minerala medu ispitivanim uzorcima °. Pored karakterizacije porekla, odredivanje

elemenata u medu moze biti znacajno i za procenu izlozenosti zagadujuéim supstancama iz zivotne
sredine, naro&ito potencijalno toksi¢nim elementima kao §to su olovo, kadmijum, Ziva i arsen °.

Kalijum je najzastupljeniji element u medu €ineci tre¢inu ukupnog sadrzaja minerala. Pored kalijuma,
medu zastupljenijim elementima nalaze se natrijum, kalcijum i magnezijum dok su gvozde, bakar,
cink, mangan, selen, jod, kobalt i nikl prisutni u manjim koli¢inama **¥. Na elementalni sastav meda
mogu uticati i materijali koji dolaze u kontakt sa medom tokom njegovog izdvajanja, prerade i
skladistenja >°.

2.2.5. Isparljive komponente

Senzorska svojstva meda, kao Sto su ukus, aroma i boja, znac¢ajno utiu na percepciju kvaliteta i
prihvatljivost proizvoda kod potrosaca. Biljno poreklo meda jedan je od najvaznijih faktora koji
odreduju njegova senzorska svojstva. Aroma meda rezultat je prisustva razli¢itih isparljivih organskih
jedinjenja (eng. Volatile Organic Compounds, VOCs). Budu¢i da njihov sastav zavisi od biljnog
porekla, profil isparljivih jedinjenja Cesto se koristi za karakterizaciju i razlikovanje pojedinih vrsta
meda. Ova jedinjenja mogu poticati iz nektara i medljike, ali i nastajati tokom sazrevanja i
skladistenja meda > 3.

Savremene analiticke metode kao $to je gasna hromatografija spregnuta sa masenom spektrometrijom
(GC-MS) omogucile su identifikovanje velikog broja isparljivih organskih jedinjenja u medu
razli¢itog biljnog porekla. Monoflorni medovi, za razliku od poliflornih, imaju karakteristicnije
profile isparljivih jedinjenja zbog dominantnog porekla od jedne biljne vrste. Isparljive komponente
meda pripadaju razli¢itim klasama jedinjenja, medu kojima su najzastupljeniji aldehidi, ketoni,
alkoholi, estri, ugljovodonici i karboksilne kiseline. Pojedina isparljiva jedinjenja, narocito odredeni
aldehidi i alkoholi, mogu nastati kao posledica mikrobioloske aktivnosti, skladiStenja ili izlaganja
poviSenim temperaturama, te se koriste kao pokazatelji promena kvaliteta meda. Nasuprot tome,
odredena isparljiva jedinjenja povezana su sa specificnim biljnim poreklom i mogu posluziti kao
markeri pojedinih vrsta monoflornih medova. Pored biljnog porekla, profil isparljivih jedinjenja moze
pruziti informacije i o geografskom poreklu meda °.

2.2.6. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja predstavljaju grupu sekundarnih metabolita Siroko rasprostranjenih u biljkama.
Imaju vaznu ulogu u brojnim fizioloSkim procesima, ukljucujuéi oprasivanje, odbranu od biotickog
stresa, kao i formiranje boje i drugih senzorskih svojstava biljaka ' %2,

Sastav 1 sadrZzaj fenolnih jedinjenja u medu u velikoj meri zavise od njegovog biljnog porekla.
Fenolna jedinjenja prisutna u nektaru i polenu prenose se u med tokom njegovog nastajanja i
doprinose njegovim antioksidativnim 1 antimikrobnim svojstvima. Fenolna jedinjenja prisutna u
medu uglavnom pripadaju grupama flavonoida i fenolnih kiselina. Medu najces¢e identifikovanim
flavonoidima su kvercetin, luteolin, kempferol, apigenin, pinocembrin 1 galangin, dok su medu
fenolnim kiselinama zastupljene kafeinska, cimetna i siringinska kiselina !0 134833,

2.3. Biljno i geografsko poreklo meda

S obzirom na sve vecu trziSnu vrednost monoflornih medova zasti¢enog geografskog porekla, javlja
se potreba za definisanjem jedinstvenih hemijskih parametara kao markera odredenog geografskog i
biljnog porekla meda *!. Med se klasifikuje kao monofloralan kada sadrzi najmanje 45% polenovih
zrna jedne biljne vrste, sa izuzetkom odredenih medova koji imaju nedovoljno zastupljena (lavanda,
zalfija, planika, itd.) ili prezastupljena zrna polena (facelija, uljana repica, kesten, eukaliptus, itd.).
Zbog jedinstvenih senzorskih svojstava monoflorni medovi €esto su trazeniji od poliflornih, pri ¢emu
ova svojstva direktno proizilaze iz njithovog biljnog porekla, koje primarno odreduje kvalitet meda.
Pored biljnog, geografsko poreklo predstavlja vazan faktor u diferencijaciji meda, s obzirom na to da
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klimatski 1 pedoloski uslovi odredenog podrucja direktno oblikuju njegove karakteristike. Ova dva
faktora su u uskoj vezi, jer je floristicki sastav direktno uslovljen geografskim regionom. U pojedinim
podrucjima, pcelinja paSa je izrazito usmerena na dominantnu biljnu vrstu, Sto rezultira medom
karakteristi¢nog fitohemijskog profila. Tipi¢an primer je podrucje Fruske gore, gde rasprostranjenost
lipe omogucava proizvodnju monoflornog lipovog meda sa visokim udelom polenovih zrna ove vrste
(Cesto 1 znacajno vise od 60%), Sto ga izdvaja kao proizvod prepoznatljivog geografskog i biljnog
porekla 3!

Hemijski sastav se koristi za razlikovanje geografskog i biljnog porekla meda. Sadrzaj minerala moze
posluziti za potvrdivanje geografskog porekla, s obzirom na to da odrazava karakteristike zemljista,
ali 1 stepen zagadenja zivotne sredine. lako su zagadujuce supstance, poput toksi¢nih metala i
pesticida, predlozene kao indikatori specificnih geografskih podruéja, u praksi nisu pokazale veéi
znacaj %37, Kada je re¢ o organskim kiselinama, rezultati do kojih su dosli Del Nozal i saradnici
sugeriSu da bi kvantitativni odnosi limunske, glukonske, jabucne, kininske i pirogrozdane kiseline
mogli posluziti kao osnova za diferencijaciju meda po biljnom poreku. Isparljiva jedinjenja prisutna
u medu veoma se tesko izdvajaju iz slozenog matriksa, kao takva ne pruzaju dovoljno informacija o
geografskom poreklu, ali mogu biti od koristi prilikom utvrdivanja biljnog porekla meda *’. Da Silva
i saradnici ° navode da se odredene isparljive komponente mogu koristiti kao biljni markeri; tako su
jedinjenja sumpora, diketoni i alkani karakteristicni za med od eukaliptusa, dok su heksanal i heptanal
glavne komponente arome meda od lavande °. Enzimska aktivnost i proizvodi fermentacije pruzaju
informacije o uslovima skladiStenja, ali nemaju poseban znacaj za otkrivanje porekla meda. S druge
strane, proteini i amino—kiseline predstavljaju korisne indikatore, pri ¢emu su razlicite studije
pokazale da profil amino—kiselina omogucava uspeSnu diferencijaciju medova na osnovu
geografskog porekla °*. Osim navedenih hemijskih parametara, melizopalinoloska analiza ima
fundamentalan doprinos u utvrdivanju biljnog porekla meda.

lIako se tradicionalno analiticki parametri poput elektri¢ne provodljivosti i profila Secera rutinski
koriste za osnovnu diferencijaciju biljnog porekla meda (npr. razlikovanje medljikovca od cvetnih
medova), sve sloZeniji zahtevi trZiSta 1 kontrole kvaliteta zahtevaju napredniji pristup. Poslednjih
godina, za precizno utvrdivanje biljnog i geografskog porekla uspesno se primenjuju savremene
analiticke tehnike u kombinaciji sa multivarijantnom hemometrijskom analizom. Ovakav pristup
omogucava da se Sirok opseg fiziCko—hemijskih parametara (Seceri, elektri¢na provodljivost, opticka
rotacija, amino—kiseline, proteini, organske kiseline 1 isparljive komponente) iskoristi za pouzdanu
klasifikaciju uzoraka. Pri tumacenju rezultata neophodno je iskljuciti parametre poput sadrzaja HMF—
a 1 aktivnosti dijastaze, s obzirom na to da su podlozni promenama usled zagrevanja i nacina
skladiStenja, te ne predstavljaju pouzdane markere porekla. Primena hemometrijskih metoda na
navedene parametre omogucava jasno razlikovanje monoflornih medova, zahvaljujuéi specificnom
hemijskom profilu koji potice od nektara dominantne biljne vrste. S druge strane, diferencijacija
poliflornih medova predstavlja znatno ve¢i analiticki i1zazov upravo zbog odsustva izrazene

dominacije jedne biljne vrste, Sto rezultira visoko—varijabilnim 1 preklapaju¢im hemijskim profilima
31,37, 55

2.4. Autenti¢nost meda

Kontrola autenti¢nosti hrane je proces verifikacije uskladenosti proizvoda sa podacima navedenim na
deklaraciji 1 predstavlja jedan od klju¢nih aspekata osiguranja kvaliteta 1 integriteta hrane.
Autenticnost, izmedu ostalog, obuhvata potvrdu porekla (vrste, geografsko ili genetsko), postupka
proizvodnje (konvencionalni, organski, tradicionalni sistem) i primenjene tehnologije obrade
(zraCenje, zamrzavanje, termicki tretman). Potreba za ovom vrstom kontrole posebno je izrazena kod
proizvoda visoke trziSne vrednosti, koji su usled svojih specificnih karakteristika ¢esta meta laznog
oznaCavanja 1 falsifikovanja. Potvrda autenti¢nosti je od sustinskog znaaja sa ekonomske tacke
gledista, jer se na taj nacin izbegava nelojalna konkurencija koja moze destabilizovati trziSte, odnosno
poremetiti regionalnu i nacionalnu ekonomiju. UsaglaSenost sa medunarodnim i nacionalnim
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standardima neophodna je za dokazivanje porekla i obezbedivanje potpune sledljivosti u sistemu
kontrole kvaliteta hrane % 10- 1337 56.57,

Pogresno oznacavanje i krivotvorenje meda postali su problem globalnih razmera. Krivotvorenje se
najces¢e sprovodi razblazivanjem vodom, dodavanjem Secera i/ili razli¢itih Secernih sirupa kao i
prekomernim prihranjivanjem pcela sirupima ili veStaCkim medom. Falsifikovanje meda
podrazumeva takode i namerno pogre$no ozna¢avanje njegovog biljnog i geografskog porekla % 1013
37.56-58 U cilju otkrivanja falsifikata i potvrde autenti¢nosti meda, danas se razvija i primenjuje veliki
broj savremenih analiti¢kih metoda 3. Znacaj i aktuelnost ove problematike najbolje ilustruje podatak
da je broj objavljenih nau¢nih radova na temu autenti¢nosti meda u poslednjoj deceniji u stalnom
porastu (Slika 1).
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Slika 1. Broj objavljenih radova na temu autenti¢nosti meda u periodu od 2013-2026. godine (Izvor:
Scopus, januar 2026; klju¢na rec: ,,honey authenticity”™)

Zahvaljuju¢i jedinstvenim karakteristikama, nutritivnoj vrednosti, funkcionalnim svojstvima i
prepoznatljivom ukusu, med ima znatno visu trziSnu vrednost od rafinisanih zasladivaca. S obzirom
na to da ugljeni hidrati predstavljaju dominantnu komponentu meda, njegovo falsifikovanje se
primarno zasniva na dodavanju jeftinijih industrijskih sirupa, koji su formulisani tako da u velikoj
meri oponasaju prirodni hemijski profil meda. U tu svrhu najces¢e se upotrebljavaju proizvodi kao
$to su pirin¢ani sirup (eng. Rice Syrup, RS), kukuruzni sirup (eng. Corn Syrup, CS), visokofruktozni
kukuruzni sirup (eng. High—Fructose Corn Syrup, HFCS), glukozni sirup (eng. Glucose Syrup, GS),
saharozni sirup (eng. Sucrose Syrup, SS), invertni sirup (eng. Invert Syrup, 1S) kao 1 visokofruktozni
inulinski sirup (eng. High—Fructose Inulin Syrup, HFIS) 7-31:,

U zavisnosti od puta fotosinteze, biljke se dele u tri grupe. C3 biljke vrse fiksaciju ugljen—dioksida u
jedinjenje koje se daljom transformacijom razlaze na dve C3 ugljeni¢ne jedinice; ovakav proces
poznat je kao Kalvin—Bensonov fotosintetski ciklus (eng. Calvin—Benson). Za razliku od njih, Ha¢—
Slak (eng. Hatch—Slack) fotosintetski ciklus obuhvata biljke koje vrSe fiksaciju ugljen—dioksida
formiraju¢i intermedijer sa Cetiri ugljenicne jedinice. Biljke koje vrSe fotosintezu na ovaj nacin
poznate su kao C4 biljke. Odredeni tip biljaka ima moguénost da zbog svog specificnog metabolizma
ucestvuje 1 u C3 i u C4 fotosintetskom ciklusu. Metabolic¢ki put ovakvih biljaka naziva se CAM put
(eng. Crassulacean Acid Metabolism) **°’.

Dodatak Secernih sirupa dobijenih od C4 biljaka (kukuruz, Secerna trska) lakSe se otkriva jer se njihov
odnos stabilnih izotopa ugljenika (**C/!2C) znatno razlikuje od izotopskog profila prirodnog meda.
Nasuprot tome, sirupi poreklom od C3 biljaka (kao $to su Secerna repa, pirinac, pSenica i cikorija)
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odlikuju se izotopskim sastavom koji je veoma slican medonosnim biljkama. 1z tog razloga se
krivotvorenje ovim vrstama sirupa znatno teze dokazuje, buduci da njihov dodatak ne menja u
znacajnoj meri ukupni izotopski odnos ugljenika u medu 7.

Falsifikovanje meda (Slika 2) dodavanjem Secernih sirupa moze dovesti do narusavanja njegovih
prirodnih hemijskih i biohemijskih karakteristika, Sto se najées¢e ogleda u izmeni enzimske aktivnosti
1 porastu sadrzaja HMF-a. Donedavno se visok sadrzaj HMF—-a ¢esto koristio kao marker za detekciju
prisustva invertnih sirupa. Medutim, s obzirom na to da se koncentracija ovog jedinjenja u medu
moze znacajno povecati i prirodnim putem — usled dugotrajnog skladistenja ili termickog tretmana —
validnost HMF-a kao pouzdanog indikatora falsifikovanja danas se smatra upitnom 3!,

Pored dodavanja sirupa, falsifikovanje obuhvata i meSanje skupljih vrsta meda sa znatno jeftinijim
medom drugog biljnog porekla. Kao tipian primer izdvaja se falsifikovanje bagremovog meda
dodatkom meda od uljane repice. Takode, na trziStu je sve prisutniji vid krivotvorenja koji
podrazumeva meSanje meda bezubodnih pcela (Meliponini) sa medom medonosne pcele (Apis
mellifera). S obzirom na kompleksnost metoda falsifikovanja, primena metabolomickog pristupa u

cilju identifikacije specificnih markera autenti¢nosti od presudnog je znacaja za otkrivanje falsifikata
7,59

Polen
Seéeri
Organske kiseline
Amino-kiseline
Proteini
Minerali
Isparljive
komponente
Fenolna jedinjenja

Geografsko

Botanicko

Autenti€nost
meda o - - —
Mesanje medova Poliflorni med = Medljikovac

(nizi kvalitet i Med od uljane repice - Bagremov med
niZza cena) Bezubodna p&ela > Medonosna pcela

Nepravilno
skladistenjeii
rukovanje Direktno
{dodatak) Skrobni sirupi: CS,

Falsifikovanje HFCS, GS, SS
Secernim Invertni sirupi

Specifiéni
markeri

sirupima Indirektno Drugi: HFIS
(prihrana pcela)

Slika 2. Sematski prikaz autenti¢nosti meda: specifi¢ni markeri porekla i najéeséi oblici falsifikovanja
29,31,36

2.5. Secerni sirupi

Saharozni sirup je koncentrovani vodeni rastvor saharoze, komercijalno dobijen pretezno iz Se€erne
trske ili Se¢erne repe. Zahvaljujuéi visokoj dostupnosti i niskoj ceni, ovaj sirup predstavlja jedan od
najceS¢e upotrebljavanih zasladivaca u kontekstu falsifikovanja pcelinjih proizvoda. Njegova
zloupotreba zabeleZena je u oba ranije opisana oblika krivotvorenja — kako kroz direktno dodavanje
u finalni proizvod, tako 1 indirektno, usled neadekvatne pcelarske prakse i prekomernog
prihranjivanja pé&ela 376,

Kukuruzni sirup 1 visokofruktozni kukuruzni sirup (HFCS) su bezbojne, viskozne te¢nosti bez mirisa,
koji se dobijaju hidrolizom kukuruznog skroba. Na osnovu masenog udela fruktoze, komercijalni
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visokofruktozni sirupi se klasifikuju u tri osnovne kategorije: HFCS—42 (42% fruktoze), HFCS—55
(55% fruktoze) i HFCS-90 (90% fruktoze). Zahvaljujuéi znatno nizoj ceni i lakSoj proizvodnji, HFCS
danas u velikoj meri zamenjuje upotrebu tradicionalnog saharoznog i invertnog sirupa na trzistu.
Upravo zbog ovih ekonomskih prednosti, kao i moguénosti da oponasaju prirodni ugljenohidratni

profil meda, kukuruzni sirupi predstavljaju jedne od najces¢ih sirupa koji se koriste za krivotvorenje
meda %370,

Invertni sirup se dobija hidrolizom saharoze na njene monosaharidne komponente, glukozu i fruktozu
(Slika 3). Sam postupak inverzije sprovodi se zagrevanjem rastvora saharoze u prisustvu kiselina
(poput limunske i jabuéne), baza ili specifi¢nih enzima, pre svega invertaze ° ¢2. U kontekstu
falsifikovanja meda, hidroliza se naj¢es¢e vrsi u kiseloj sredini, budu¢i da se upotrebom organskih
kiselina postize pH—vrednost sirupa koja je veoma bliska prirodnoj kiselosti meda !. S obzirom na
to da njegov ugljenohidratni sastav oponaSa profil prirodnog meda, invertni sirup nalazi Siroku
primenu u industriji hrane i piéa, a posebno u proizvodnji tzv. vestatkog meda % 7. Otkrivanje
falsifikovanja narocito je otezana kada se upotrebljava invertni sirup dobijen iz Secerne repe, s

obzirom na to da on ima izotopski sastav gotovo identi¢an sastavu prirodnog meda *°’.
( A ( )
OH OH CH,OH
o
) Invertaza 0
HO HO OH CH,OH
OH OH OH
© CH,0OH L Glukoza  OH L Frukioza )
Saharoza OH

Slika 3. Enzimska hidroliza saharoze katalizovana invertazom

Pirin€ani sirup se dobija postupkom hidrolize pirin¢anog skroba i danas predstavlja jedan od najcesce
koris¢enih sirovina za falsifikovanje meda, naroCito na azijskom trziStu. Specifi¢nost ovog sirupa
ogleda se u njegovom ugljenohidratnom sastavu, koji je u potpunosti izgraden od glukoznih jedinica;
on se pretezno sastoji od maltotrioze (52%) 1 maltoze (45%), uz manji udeo slobodne glukoze (3%).
Sli¢no Secernoj repi, pirina¢ pripada grupi C3 biljaka. Shodno tome, prisustvo pirinanog sirupa ne
menja u znacajnoj meri prirodni izotopski profil meda, §to detekciju ovakvog vida krivotvorenja Cini
izuzetno zahtevnom %7,

Maltozni sirup je preciSceni 1 koncentrovani hidrolizat skroba, u ¢ijem sastavu udeo maltoze varira
izmedu 40% 1 90%. Iako je primarno namenjen prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, ovaj sirup
se neretko koristi kao sirovina za krivotvorenje meda. Njegove specifiCne fizi€ko—hemijske 1
senzorske karakteristike, pre svega odsustvo boje, blag ukus, visoka termicka stabilnost i nizak
viskozitet, omogucavaju lako sjedinjavanje sa medom. Na ovaj naCin ne naruSavaju se prirodna
tekstura i vizuelni identitet originalnog proizvoda, $to zna¢ajno oteZava detekciju falsifikata .

2.6. Analiticke metode za proveru autenti¢nosti meda

Kontrola autenti¢nosti meda zahteva specifican pristup, pre svega zbog izrazene prirodne
varijabilnosti njegovog hemijskog sastava. Istovremeno, pojava sve sofisticiranijih nacina
krivotvorenja uslovila je potrebu za uvodenjem i prilagodavanjem brojnih instrumentalnih tehnika u
sisteme redovne kontrole. Trenutno postoji nekoliko zvani€nih smernica i preporuka na nivou
globalnog zakonodavstva koje reguliSu autenti¢nost meda, medutim, ne postoje zvani¢ne metode koje
bi omogudéile potpuno usaglasen pristup resavanju ovog problema & !'7- 3% 5% Trenutna kontrola
autenti¢nosti meda oslanja se na upotrebu najsavremenijih analitickih tehnika, nau¢nih dostignuca i
kriterijuma kvaliteta a u cilju razlikovanja autenti¢nih od krivotvorenih uzoraka.
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Analiticke tehnike (Slika 4) koje se primenjuju za kontrolu autenti¢nosti meda obuhvataju uobicajene
hromatografske (HPAEC, HPLC, HPTLC i GC) i spektroskopske tehnike (IR, Raman, UV i 'H
NMR), kao i spregnute instrumentalne tehnike poput UPLC-HRMS i EA-IRMS/LC-IRMS.
Navedene tehnike temelje se ili na specifi¢nosti detekcije odredenih supstanci (markera) ili
profilisanja u cilju otkrivanja falsifikata 17 36.50.59,

Analiticke tehnike u

kontroli autenti¢nosti

meda

HPAEC — CD
c-C NIR 8C NMR Elektroforetske

HPLC - DAD
HPL%_ s FTIR 1D/2D - NMR Biosenzori
HBLO - ECD FTIR— ATR 8C EA-IRMS Senzorske
_ Raman PCLC-IRMS PCR
HPTLC 18C LC— HRMS

GC-FID UHPLC/Q-TOF
GC-MS

Hemometrijski alati
(diskriminacionei
klasifikacione tehnike)

Slika 4. Analiti¢ke tehnike i alati koji se koriste za kontrolu autenti¢nosti meda & 7- 17-36. 50,39

2.6.1. Visokoefikasna anjonsko—izmenjivacka te¢na hromatografija

Jonska hromatografija (eng. lon Chromatography, IC) obuhvata metode razdvajanja jona primenom
teCne hromatografije na koloni, integrisane sa sistemom za kontinuiranu detekciju i kvantifikaciju u
proto¢nom sistemu (online detekcija). Jonoizmenjivacki proces predstavlja njen dominantan
mehanizam razdvajanja, a zasniva se na reverzibilnoj stehiometrijskoj reakciji izmedu jona u rastvoru
1 jonogenih grupa stacionarne faze. Ove grupe, koje elektrostatickim silama vezuju kontra—jone,
kovalentno su vezane za povriinu nerastvornog ¢vrstog polimernog nosaca, odnosno smole %% ¢4,

U zavisnosti od naelektrisanja, jonski izmenjiva¢i u jonskoj hromatografiji se dele na anjonite
(pozitivno naelektrisane grupe koje izmenjuju anjone), katjonite (negativno naelektrisane grupe koje
izmenjuju katjone) i cviterjonske izmenjivace. Za ove izmenjivae su, posredstvom slabih
elektrostati¢kih interakcija, vezani joni suprotnog naelektrisanja (kontra—joni), koji tokom analize
stupaju u reverzibilnu zamenu sa jonima analita prisutnim u rastvoru. Mehanizam jonske izmene
(Slika 5) moze se prikazati slede¢im ravnoteznim reakcijama za anjonit (1) i katjonit (2), pri ¢emu
R*Y~ predstavlja jonogenu grupu, Y ~/* odgovaraju¢i kontra—jon, dok je X ~/* prisutni jon analita iz

smese %364,

RYY~ + X~
RTY"+ X*

R*X~+ Y™ ()
R°XT+Y* (2

—
(—
—
(—
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Slika 5. Shematski prikaz mehanizma jonske izmene

Jonogene grupe anjonita su pozitivno naelektrisane i po svojoj hemijskoj strukturi najcesce
predstavljaju amonijum—jone ili razliite alkilamonijum—soli. Funkcionalne grupe zasnovane na
upotrebi amonijum—jona imaju najveéi prakti¢ni znacaj za odvajanje anjona tehnikom jonske
hromatografije. Njihova visoka hemijska stabilnost i veoma veliki broj mogucih supstituenata na
atomu azota omogucavaju izuzetnu strukturnu raznovrsnost ovih izmenjivaca. Najjednostavniji oblik
jonoizmenjivaca je kada su za atom azota (pored veze sa samom polimernom osnovom) vezani
iskljuc¢ivo atomi vodonika, ¢ime na povr$ini smole nastaje primarna amonijum—grupa. Medutim, pri
visSim pH-vrednostima eluenta, amonijum—jon se moze deprotonovati, usled cega grupa gubi
pozitivno naelektrisanje, Sto rezultuje smanjenjem ukupnog kapaciteta izmene. Zbog ove direktne
zavisnosti kapaciteta od kiselosti sredine, ovakve grupe se klasifikuju kao slabo bazni anjoniti.
Zamenom atoma vodonika alkil-grupama, prvenstveno se formiraju sekundarne, zatim tercijarne
amonijum-soli koje su i1 dalje deprotonabilne usled prisustva dva ili jednog atoma vodonika u svojoj
strukturi. Zamenom svih atoma vodonika alkil-grupama, nastaju kvaternerne amonijum-soli. S
obzirom na to da ove grupe ne podlezu deprotonovanju, njihov kapacitet jonske izmene nezavisan je
od pH—vrednosti rastvora, ¢ime se dobijaju jako bazni anjoniti. Strukturno najvaznije funkcionalne
grupe savremenih anjonita (Slika 6) izvedene su iz trimetilamina i 2—dimetiletanolamina, pa se

prakti¢no sve komercijalno dostupne anjonske kolone danas baziraju na jednoj od ove dve grupe %
64

A | |

N N/\ N/\/OH

R/\/ ’ R/\/ | + R/\/ ‘ +

TMA EDMA DMEA

| OH

+ OH
R/\/N/\/ /\;N/\/OH
OH R
OH
DEMA TEA

Slika 6. Strukture jonogenih grupa anjonita na bazi amonijum—soli; trimetilamin (eng.
Trimethylamine, TMA), etildimetilamin (eng. Ethyldimethylamine, EDMA), dimetiletanolamin (eng.
Dimethylethanolamine, DMEA), dietanolmetilamin (eng. Diethanolmethylamine, DEMA) i
trietanolamin (eng. Triethanolamine, TEA)

Katjoniti se odlikuju prisustvom negativno naelektrisanih jonogenih grupa pri ¢emu se u jonskoj
hromatografiji najceS¢e koriste materijali na bazi silika gela modifikovani sulfonskim grupama. Iako
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ovakve stacionarne faze pokazuju visoku hromatografsku efikasnost, njihova primena je ograni¢ena
kada je re¢ o istovremenom odredivanju alkalnih i zemnoalkalnih metala, prevashodno usled
izrazenih razlika u afinitetu vezivanja ovih jona %% ¢4,

Cviterjonski (eng. Zwitterionic) izmenjivaci (Slika 7) primenjuju se kada je neophodno postici
selektivno razdvajanje kompleksnih jedinjenja iz slozenih matriksa. Specifi¢nost ovih stacionarnih
faza ogleda se u tome $to na svojoj povrsini istovremeno sadrze 1 negativno i pozitivno naelektrisane
jonogene grupe u ekvivalentnim koli¢inama (najces¢e kombinaciju jako kiselih i jako baznih
funkcionalnih grupa). Zahvaljuju¢i ovakvoj strukturi, ovi izmenjiva¢i su u ukupnom zbiru
elektroneutralni S§to im omogucéava ostvarivanje specificnih interakcija sa analitima i pruza
jedinstvenu hromatografsku selektivnost % ¢4,

S04 SOy

SOy

NRs*

A B C

Slika 7. Tipovi jonskih izmenjivaca: (A) katjonski izmenjiva¢ sa negativno naelektrisanim
funkcionalnim grupama, (B) anjonski izmenjiva¢ sa pozitivnho naelektrisanim funkcionalnim
grupama i (C) cviterjonski izmenjiva¢ sa negativnim i pozitivnim funkcionalim grupama.

Jonski hromatograf sastoji se iz rezervoara mobilne faze, degazera za uklanjanje rastvorenih gasova
iz eluenta, pumpe koja obezbeduje kontinuiran protok eluenta kroz sistem, eluent—generatora i
sistema za injektovanje uzorka. Samo razdvajanje analita deSava se na hromatografskoj koloni, nakon
cega efluent prolazi kroz supresor (koji je neophodan ukoliko se primenjuje konduktometrijska
detekcija) i stize do detektora. U jonskoj hromatografiji naj¢esée se primenjuju konduktometrijski ili
elektrohemijski detektori, dok se celokupan proces prati i analizira pomocu integrisanog sistema za
obradu podataka. Shematski prikaz osnovnih komponenti jonskog hromatografa dat je na Slici 8

64
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mobilne faze

Eluent .
— U ——— —> BEGIEISGI ——— el Detektor
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Slika 8. Shematski prikaz delova jonskog hromatografa

Eluent—generator (eng. Reagent—Free lon Chromatography Eluent—Generator, RFIC-EG) deo je
sistema jonskog hromatografa namenjen za elektroliticku, inline proizvodnju eluenata visoke cCistoce
(poput hidroksida, karbonata, bikarbonata ili metansulfonske kiseline). Za njegovo optimalno
funkcionisanje neophodan je isklju¢ivo konstantan dotok ultraciste vode. Sistem automatski generiSe
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eluent u koncentracijama koje zada operater, omogucavajuci izvodenje preciznog gradijentnog
eluiranja ¢ak 1 prilikom koriS¢enja standardnih izokratskih pumpi, Sto predstavlja njegovu izuzetnu
analiticku prednost. Elektroliticki proces dobijanja eluenta (Slika 9) odvija se u komori gde su anoda
1 katoda medusobno razdvojene jonoizmenjivackom membranom. Primenom kontrolisane elektricne
struje dolazi do elektrolize vode pri ¢emu se na katodi oslobadaju hidroksidni—joni, a na anodi
hidronijum—joni. Prisutna membrana sprecava njihovu rekombinaciju u vodu, ali istovremeno
omogucéava usmerenu migraciju kontra—jona (na primer, Kt jona iz odgovarajuéeg rezervoara
elektrolita) ka hidroksidnim jonima, ¢ime se formira gotov eluent, poput kalijum—hidroksida. Budu¢i
da se koncentracija ovako dobijenog rastvora menja isklju¢ivo modulacijom ja¢ine primenjene struje,
sistem omogucava trenutne i kontinuirane promene sastava mobilne faze tokom trajanja jednog
ciklusa. Ovakav pristup u potpunosti eliminiSe potrebu za manuelnom pripremom eluenata iz
koncentrovanih rastvora kiselina i baza. ® %, Prilikom upotrebe RFIC-EG sistema, nezaobilazna
komponenta pozicionirana nakon pumpe, a pre samog generatora eluenta jeste mala anjonsko—
izmenjivacka kolona (eng. Continuously Regenerated Trap Column, CRTC). Njena osnovna uloga je
uklanjanje tragova neZeljenih jona iz vode (karbonata, hidrogenkarbonata 1 drugih), koji bi ulaskom
u analiti¢ku kolonu doveli do formiranja nepravilnih pikova ili do podizanja bazne linije. Ova kolona
se kontinualno regeneriSe elektrolizom (zato je i u nazivu continuously regenerated), tako da nije
potrebno hemijsko obnavljanje smole.

Gasni ventil N Pt anoda
N (H,0 > 2H" + 150, + 2¢)
Rezervoar sa &

kalijumovim
elektrolitom

KOH+ H
e M—> l l Degazer e

Pt katoda
(2H,0 +2e" > 2HO" + H,)

lzvor struje

Slika 9. Shematski prikaz rada eluent—generatora

Uvodenje uzorka u hromatografski sistem vrsi se pomocu injekcionog ventila (Slika 10). Savremeni
injekcioni ventili najceS¢e su dizajnirani sa Sest portova (Sestokraki ventili) i funkcioniSu u dva
osnovna radna polozaja (load 1 inject). U poloZzaju za punjenje (eng. load), injekciona petlja se
ispunjava rastvorom uzorka. Prebacivanjem ventila u polozaj za injektovanje (eng. inject), tok
mobilne faze preusmerava se kroz petlju, ¢ime se uzorak potiskuje mobilnom fazom do pretkolone,
a zatim i do analiti¢cke kolone ® %4, Prilikom unoSenja rastvora, samo se precizno definisana
zapremina uzorka zadrZava u injekcionoj petlji, dok se viSak kontinuirano odvodi u otpad. Nakon §to
je petlja ispunjena, ventil se prebacuje u inject polozaj. Ovim potezom, tok mobilne faze preusmerava
se kroz petlju, potiskujuci zadrzani uzorak i prenosec¢i ga direktno na hromatografsku pretkolonu 1
analiticku kolonu na kojoj se deSava sam proces razdvajanja 34,
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Injekciona Injekciona
petlja petlja

Uzorak.._ _.- Kolona

Uzorak.._ _.-Kolona

Otpad =~ “~Pumpa Otpad ~~ ~Pumpa

Load pozicija Inject pozicija
ventila ventila

Slika 10. Shematski prikaz funkcionisanja Sestokrakog ventila jonskog hromatografa

Visokoefikasna anjonsko—izmenjivacka te¢na hromatografija (eng. High—Performance Anion—
Exchange Chromatography, HPAEC) je tehnika koja omogucava selektivno razdvajanje i eluiranje
ugljenih hidrata (pKa. ~ 12—14) 1 organskih kiselina (pKa ~ 2—10). Pomenute klase jedinjenja se pri
visokim pH—vrednostima ponasaju kao slabe kiseline, odnosno prelaze u svoje anjonske oblike. U
izrazito baznim uslovima njihovo razdvajanje se deSava na anjonsko—izmenjivackim kolonama sa
kvaternernim—amonijum grupama vezanim za specifine Cestice nosaca. Pri tome je redosled
retencije analita u direktnoj korelaciji sa porastom njihove kiselosti, odnosno sa smanjenjem njihovih
pK, vrednosti 7% 6366,

Najvazniji strukturni parametri koji odreduju hromatografsko razdvajanje ugljenih hidrata na koloni
su broj hidroksilnih grupa, stepen polimerizacije, polozajna izomerija i anomerija. S obzirom na to
da monosaharidi po pravilu poseduju viSe potencijalno jonizabilnih hidroksilnih grupa, njihova
parcijalna jonizacija pri visokim pH—vrednostima je klju¢na za retenciju. Uzimajuéi glukozu kao
referentni primer, redosled opadanja kiselosti, odnosno afiniteta za deprotonovanje, njenih
hidroksilnih grupa je slede¢i: 1-OH >2—-OH > 6—OH > 3—OH > 4—-OH. Komercijalno najzastupljenije
kolone za HPAEC analizu ugljenih hidrata (Tabela 5) proizvodi kompanija Termo FiSer (Thermo
Fisher Scientific, SAD), Ciji asortiman obuhvata Sirok opseg stacionarnih faza — od onih
optimizovanih za razdvajanje monosaharida, do kolona specijalno dizajniranih za razdvajanje visih
oligo— i polisaharida 7> 666,

Za razdvajanje monosaharida najces¢e se koriste kolone CarboPac PA1 i CarboPac PA10, koje
pokazuju visoku selektivnost za odvajanje mono— 1 disaharida. Eluiranje ovih ugljenih hidrata
uglavnom se vr§i pomocu rastvora natrijum-hidroksida ili kalijum-hidroksida u rasponu
koncentracija od 10 do 30 mM. Osnovni nedostatak manuelne pripreme ovakvih mobilnih faza ogleda
se u visokom riziku od pojave tzv. karbonatne smetnje. Naime, usled apsorpcije atmosferskog ugljen—
dioksida dolazi do formiranja natrijum— ili kalijjum—karbonata, ¢iji se anjoni pri vrednostima pH ~ 12
izuzetno snazno vezuju za jonoizmenjiva¢ u koloni. Ovo kompeticiono vezivanje direktno dovodi do
pada selektivnosti, pomeranja retencionih vremena 1 drasticnog smanjenja rezolucije. Pomenuti
problem se danas najefikasnije prevazilazi upotrebom elektrohemijskih eluent—generatora, gde je
mogucnost karbonatne smetnje u potpunosti eliminisana zahvaljujuéi in situ generisanju mobilne faze
u zatvorenom sistemu. S druge strane, kolone poput CarboPac PA100 i CarboPac PA200 specijalno
su dizajnirane za razdvajanje oligosaharida sa stepenom polimerizacije do 85 jedinica. S obzirom na
to da visi oligosaharidi ostvaruju znatno snaZnije interakcije sa stacionarnom fazom, za njihovo
eluiranje viSe nije dovoljna isklju¢ivo upotreba hidroksida, ve¢ je neophodna primena eluenata sa
ve¢om elucionom snagom. Iz tog razloga razdvajanje oligosaharida, po pravilu, podrazumeva
uvodenje natrijum—acetata u gradijent mobilne faze. Dodatak acetatnog jona ne samo da omogucava
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efikasnije eluiranje, ve¢ znacajno doprinosi boljoj rezoluciji, ve¢oj ta¢nosti analize 1 postizanju nizih

granica detekcije

63, 64

Tabela 5. Specifikacije analiti¢kih kolona koje se primenjuju za analizu ugljenih hidrata HPAEC—
PAD metodom*

Kolona

Specifikacije

Uzorci Primena

CarboPac
MA1

CarboPac
SA10

CarboPac
PA1

CarboPac
PA10

CarboPac
PA20

CarboPac
PA100

Makroporozni polimerni nosac¢ pre¢nika
Cestica 7,5 um (vinilbenzen—
hlorid/divinilbenzen) modifikovan alkil—
kvaternernim amonijum—grupama
(stepen umrezenosti 15%)

Makroporozni polimerni nosac pre¢nika
Cestica 6 pm (kopolimer etilvinilbenzena
1 divinilbenzena, stepen umrezenosti
55%) modifikovan Cesticama
kvaternernog amonijum-lateksa
precnika 55 nm (stepen umreZenosti
4,5%)

Makroporozni polimerni nosac pre¢nika
Cestica 10 um (polistiren umrezen
divinilbenzenom, stepen umrezenosti
2%) modifikovan Cesticama
kvaternernog amonijum-lateksa
prec¢nika 500 nm (stepen umrezenosti
5%)

Makroporozni polimerni nosac pre¢nika
cestica 10 um (kopolimer
etilvinilbenzena i divinilbenzena, stepen
umrezenosti 55%) modifikovan
Cesticama kvaternernog amonijum—
lateksa prec¢nika 460 nm (stepen
umrezenosti 5%)

Makroporozni polimerni nosac pre¢nika
Cestica 4 pm (kopolimer etilvinilbenzena
i divinilbenzena, stepen umrezenosti
55%), modifikovan Cesticama
kvaternernog amonijum—lateksa
prec¢nika 130 nm (stepen umrezenosti
5,2%)

Makroporozni polimerni nosac pre¢nika
Cestica 8,5 pm (kopolimer
etilvinilbenzena i divinilbenzena, stepen
umrezenosti 55%), modifikovan
Cesticama kvaternernog amonijum—
lateksa precnika 275 nm (stepen
umrezenosti 6%)

Fukoza, N—acetil(D)—

Prehrambeni glukozamin, N—acetil-(D)—
proizvodi i galaktozamin, manoza,
fizioloski uzorci glukoza, galaktoza,

neutralni oligosaharidi

Prehrambeni s caharidi i disaharidi
proizvodi i .
. . u roku od 10 minuta
biogoriva
. Monosaharidi, disaharidi i
Prehrambeni . L s g
oizvodi linearni polisaharidi
p (izokratski)
Prehrambeni Monosaharidi, disaharidi,

glukozamin, galaktozamin,
sijalinska kiselina
(izokratski)

proizvodi, lekovi i
biljni proizvodi

Hrana,
osvezavajuca
pica, farmateutski ~ Monosaharidi i disaharidi
proizvodi i

biogoriva
. Oligosaharidi razlicite
Prehrambeni ? .
: . veli¢ine, naelektrisanja,
proizvodi

grananja i povezanosti

*Podaci preuzeti sa sajta zvani¢nog zastupnika prodaje
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Tabela 5. Nastavak”

Kolona Specifikacije Uzorci Primena

Makroporozni polimerni nosa¢ prec¢nika

Cestica 5,5 um (kopolimer etilvinilbenzena i Oligosaharidi razlicite

. . . . veliCine,
CarboPac divinilbenzena, stepen umrezenosti 55%), Prehrambeni naelekirisania
PA200 modifikovan Cesticama kvaternernog proizvodi L va,
. . grananja i povezanosti
amonijum-lateksa precnika 43 nm (stepen . ..
umreZenosti 6%) (visoka rezolucija)
Makroporozni polimerni nosa¢ pre¢nika Monosaharidi,

Cestica 4 pm (kopolimer etilvinilbenzena i
CarboPac divinilbenzena, stepen umrezenosti 55%), Prehrambeni
PA210 modifikovan Cesticama kvaternernog proizvodi
amonijum-lateksa prec¢nika 43 nm (stepen

disaharidi, trisaharidi,
tetrasaharidi i
pentasaharidi (visoka

g . luci
umrezenosti 6%) rezolucija)
) Superporozni polimerni n.osgé‘ precnika . Heterogeni
CarboPac Cfe§t1.ca 4 um (kopolimer etllvmllb.enzgna i biologki i Kompleksni
PA300 d1V1n1!benzena, step.en umrez;postl 55%) sa prehrambeni oligosaharidi
vezanim kvaternernim—amonijum grupama. proizvodi

“Podaci preuzeti sa sajta zvani¢nog zastupnika prodaje

Razdvajanje jedinjenja HPLC—om u kombinaciji sa elektrohemijskom detekcijom pokazalo se kao
veoma produktivna kombinacija za jedinjenja koja poseduju elektroaktivne grupe poput ugljenih
hidrata. Konvencionalna amperometrijska detekcija zasniva se na primeni konstantnog potencijala
(DC amperometrija), a najces¢e se izvodi na radnim elektrodama od zlata, platine ili staklastog
ugljenika. Primenom DC amperometrije uspesno se detektuju aromati¢na jedinjenja poput fenola,
aminofenola, kateholamina 1 srodnih biogenih amina. Kod ovih molekula rezonantna stabilizacija n—
elektronskog sistema stabilizuje intermedijere anodne oksidacije usled Cega se snizava energija
aktivacije neophodna za deSavanje elektrohemijske reakcije. Za uspeSnu primenu DC amperometrije
od presudnog je znacaja da povrSina radne elektrode ostane inertna, uz ocuvanu sposobnost
nesmetane razmene elektrona sa analitom. 1z tog razloga staklasti ugljenik predstavlja najzastupljeniji
materijal radne elektrode pri radu sa konstantnim potencijalom. Medutim, ovakav tip elektroda je
neadekvatan za analizu ugljenih hidrata, s obzirom na to da alifati¢na jedinjenja ne pokazuju
elektrohemijski odziv na inertnim povrSinama. Kako bi se omogucila oksidacija aldehidnih 1
primarnih alkoholnih grupa prisutnih u strukturi ugljenih hidrata, neophodna je primena elektroda sa

izraZzenim elektrokatalitickim svojstvima, poput platine ili zlata, u strogo baznim uslovima (pH ~ 12)
63, 64

Elektrokataliticka aktivnost zlatnih elektroda najslabije je izraZzena u kiseloj sredini (pri niskim pH—
vrednostima). U takvim uslovima, one se prevashodno koriste za oksidaciju i detekciju jedinjenja
sumpora, usled njihovog izuzetno visokog afiniteta vezivanja za zlato. S druge strane, prilikom
analize ugljenih hidrata intermedijerni proizvodi oksidacije analita snazno se i nepovratno adsorbuju
na povrsini elektrode. Ovo kontinuirano nagomilavanje oksidacionih produkata dovodi do brze
pasivizacije (trovanja) radne povrSine elektrode, Sto za posledicu ima drastiCan pad osetljivosti i
konacan gubitak elektrohemijskog odziva. Navedeni problem inaktivacije elektrode uspes$no se
prevazilazi primenom pulsne amperometrijske detekcije (PAD), odnosno uvodenjem pulsnog
talasnog potencijala %4,
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Pulsna amperometrijska detekcija (PAD) inicijalno je razvijena za analizu prostih alkohola na
platinskim elektrodama u protocnim sistemima, i to primenom repetitivnog talasa u tri koraka. Kako
bi se ocuvala visoka elektrokataliticka aktivnost radne povrSine, faza anodne detekcije analita
naizmeni¢no se smenjuje sa fazama ciS¢enja i reaktivacije elektrode. U tu svrhu se nakon detekcije
prvo primenjuje visoko pozitivan potencijal, kojim se vrSi oksidativno uklanjanje (desorpcija)
nagomilanih proizvoda, a zatim sledi nagli prelazak na negativniji potencijal, ¢ime se povrSina
elektrode od plemenitog metala reduktivno regenerise. Primenom pulsnog potencijala uspesno se, i
sa visokom taéno$éu, postize detekcija polarnih alifati¢nih jedinjenja 3%,

| Eoksidacija (EQ)

Potencijal (E)

Eredukcija (ES)

|

Vreme (t)

Slika 11. Izgled pulsnog potencijala detekcije ugljenih hidrata pomoéu PAD ¢ ¢4
Kombinovanjem visokoefikasne anjonsko—izmenjivatke te€ne hromatografije 1 pulsne
amperometrijske detekcije (HPAEC-PAD), uz primenu stacionarnih faza na bazi kvaternernih
amonijum polimera pri visokim vrednostima pH, predstavlja analiticki pristup od posebnog znacaja
za analizu ugljenih hidrata. Osetljivost PAD detekcije alditola, mono—, oligo— i polisaharida na radnoj
zlatnoj elektrodi dostiZe svoj maksimum upravo u izrazito baznoj sredini (pH > 12) %64,

Detekcija ugljenih hidrata primenom PAD (Slika 11) postize se ciklic(nom promenom potencijala
radne elektrode kroz tri klju¢na stupnja (£, E2 1 E3). U prvom koraku, na elektrodi se uspostavlja
potencijal detekcije analita (E;), pri ¢emu dolazi do oksidacije analita i merenja strujnog odziva.
Nakon toga, potencijal se prebacuje na visu vrednost, odnosno na potencijal oksidacionog ¢is¢enja
(E2), gde dolazi do potpune oksidacije i desorpcije svih ¢vrsto adsorbovanih meduproizvoda na
povrsini zlatne elektrode. Konac¢no, potencijal se naglo spusta na izrazito nisku, redukcionu vrednost
(E3). Ovaj korak rezultuje redukcijom nagradenih metalnih oksida u elementarni metal, ¢ime se radna
povrsina elektrode u potpunosti obnavlja i priprema za naredni ciklus merenja 6% ¢4,

Sadrzaj organskih kiselina u hrani se odreduje primenom HPAEC kuplovanom sa
konduktometrijskom detekcijom (eng. Conductometric Detection, CD). Analiti¢ki sistem za ovu
namenu zahteva primenu eluent—generatora, hromatografskih kolona specificno dizajniranih za
odvajanje organskih kiselina, kao i supresora ¢ija je uloga uklanjanje pozadinske provodljivosti
mobilne faze. Za razliku od CarboPac kolona Ciji je opseg primene znatno Siri, za razdvajanje 1
odredivanje organskih kiselina u praksi se najces¢e primenjuju dva tipa IonPac kolona. Kompanija
Thermo Fisher Scientific u tu svrhu nudi kolone IonPac AS11 1 IonPac AS15, ¢ija se stacionarna faza
bazira na makroporoznom polimernom nosacu (kopolimer etilvinilbenzena 1 divinilbenzena, stepen

umreZenosti 55%), modifikovanom alkanol-kvaternernim amonijum grupama > ¢4,
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Supresor, u kombinaciji sa konduktometrijskom detekcijom, predstavlja nezaobilaznu komponentu u
savremenim sistemima za jonsku hromatografiju, budu¢i da obezbeduje znacCajno povecanje
osetljivosti merenja, prevashodno pri analizi anjona. Osnovna uloga tehnologije supresije ogleda se
u istovremenom smanjenju visoke pozadinske provodljivosti mobilne faze i1 pojacavanju
konduktometrijskog signala samog analita. Nakon zavrSenog hromatografskog razdvajanja efluent
prolazi kroz supresorsku ¢eliju sa ugradenim jonoizmenjivackim membranama, u kojoj se odvija
selektivna razmena jona. Na taj nacin se pozadinska provodljivost drasticno snizava, bazna linija
detektora se stabilizuje, ¢ime pouzdana detekcija jona i na izuzetno niskim koncentracionim nivoima
(u tragovima) postaje moguéa 676,

U analizi anjona primenjuju se dva osnovna tipa supresora: dinamicki regenerisani supresori (eng.
Dynamically Regenerated Suppressors, DRS) 1 samoregeneriSuci supresori (eng. Self~Regenerating
Suppressors, SRS). Dinamicki regenerisane supresore karakteriSe veca robusnost i pouzdanost u
poredenju sa membranskim samoregeneriSu¢im sistemima. Medutim, njihov rad zahteva upotrebu
dodatnih mehanickih sklopova za preusmeravanje tokova i periodi¢nu regeneraciju, $to narusava
kontinuitet analitiCkog procesa. Regeneracija ovih supresora zasniva se na hemijskom principu, pri
cemu se koristi eksterni rastvor regeneranta (najCeS¢e razblazeni rastvor kiseline ili baze). Tok
regeneranta prolazi kroz supresor paralelno sa tokom efluenta, ¢ime se obnavlja jonoizmenjivacka
smola. Ovaj koncept, iako jednostavan i ekonomski povoljniji, bio je karakteristi¢an pretezno za
starije generacije sistema za jonsku hromatografiju. Nasuprot njima, membranski samoregeneriSuci
§to ih ¢ini veoma pogodnim za rutinsku upotrebu. Njihovo funkcionisanje zasniva se na
elektrohemijskom principu: unutar samog supresora procesom elektrolize kontinuirano se generisu
H* joni (za analizu anjona) ili HO™ joni (za analizu katjona), koji obnavljaju jonoizmenjivacku
smolu. U zavisnosti od namene, ovi uredaji se dele na anjonske (ASRS) 1 katjonske supresore (CSRS).
Posebna prednost SRS supresora (Slika 12) ogleda se u tome $to u jednom uredaju integriSu tri
procesa: kontinuirana supresija, elektrohemijska regeneracija i1 degaziranje ¢ime se dodatno
unapreduju performanse sistema. Ovakav dizajn eliminiSe potrebu za spoljnim regenerantima i
dovodima vode. Pored uobicajene neutralizacije eluenta i snizavanja pozadinske provodljivosti, §to
je karakteristika 1 konvencionalnih DRS uredaja, SRS sistemi poseduju i sposobnost uklanjanja
ugljen—dioksida iz mobilne faze. Na taj nacin pozadinska provodljivost karbonatno—
hidrogenkarbonatnih mobilnih faza svodi se gotovo na nulu, $to rezultuje boljim odnosom signal—
Sum, smanjenim interferencijama u ranim eluiranim pikovima i omogucava izvodenje gradijentnih
razdvajanja uz minimalno pomeranje bazne linije %% 7%,

Pri procesu kontinuirane supresije efluent (mobilna faza 1 joni analita), nakon izlaska iz analiticke
kolone, podleze reakcijama kiselinsko—bazne neutralizacije unutar supresorske celije. Ova celija je
ispunjena jako kiselim katjonskim izmenjivatem u vodoni¢nom (H%) obliku, §to omogucava
selektivnu zamenu katjona iz mobilne faze i uzorka protonima iz smole. Ukoliko se koristi
hidroksidna mobilna faza, prisutni kontrajoni (npr. Na* ili K*) razmenjuju se sa H* jonima iz
supresorske celije, pri ¢emu nastaje voda izuzetno niske provodljivosti. U slu¢aju primene
karbonatnih ili hidrogenkarbonatnih mobilnih faza, procesom supresije dolazi do formiranja ugljene
kiseline, koja se naknadno uklanja iz sistema u obliku gasovitog CO,. Istovremeno, anjoni analita se
u prisustvu oslobodenih hidronijum—jona prevode u svoje odgovarajuce kiseline. S obzirom na to da

su nastale kiseline jaki elektroliti, one obezbeduju visok i jasan konduktometrijski odziv na detektoru
63, 67-69

HY*+X - HX (3)
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Kod samoregeneriSu¢ih supresora, elektrohemijska regeneracija se ostvaruje kontinuiranim
propustanjem elektricne struje kroz supresorsku ¢eliju tokom rada, uz neophodan uslov neprekidnog
protoka mobilne faze. U ovakvim uslovima dolazi do elektrolize vode, pri ¢emu se na anodi
oslobadaju hidronijum joni (H;0%) i gasoviti kiseonik (0,), dok se na katodi formiraju hidroksidni—
joni (HO™) 1 gasoviti vodonik (H,). Usmereni tok protona sa anode migrira kroz katjonsko—
izmenjivacko punjenje supresora, potiskujuéi katjone iz mobilne faze (npr. Na™ ili K*), kao i katjone
iz samog uzorka, ka katodi. Usled ovog procesa hidroksidni i karbonatni joni iz efluenta reaguju sa
hidronijum—jonima grade¢i vodu, odnosno ugljenu kiselinu, koje se potom eliminisu iz sistema preko
anode. Na ovaj na¢in SRS supresor omogucava neprekidnu in situ regeneraciju smole bez potrebe za
dodavanjem eksternih hemijskih reagenasa. Posebnost SRS sistema ogleda se i u dizajnu sigurnosnog
mehanizma koji dozvoljava napajanje Celije isklju¢ivo u prisustvu protoka tec¢nosti; u odsustvu
protoka, elektri¢no napajanje se automatski prekida. Ovakav rezim rada znacajno doprinosi sigurnosti
i efikasnosti instrumenta, minimizuje rizik od ostecenja ¢elije i sprecava nepotrebnu potrosnju
energije %679,

A(+) Hy0 > 2H* +-0, + 2e~ (4)

K (—)2H,0 +2e~ - 2HO™ + H, (5)

@ X u KOH eluentu @

KOH,

HZO i 02 KOH = K*+ HO-

H*+HO - H,0

H*i X uH,0

® )

H,0 Detektor H,0

Slika 12. Shematski prikaz rada ASRS supresora

Nakon prolaska kroz supresor efluent koji sadrzi neutralisanu mobilnu fazu — ukljucujuci 1 ugljenu
kiselinu u slu€aju primene karbonatno—hidrogenkarbonatnih mobilnih faza — usmerava se ka komori
za degaziranje. Tok tecnosti prolazi kroz specijalizovanu membranu (u obliku cevi), pri ¢emu se
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nestabilna ugljena kiselina razlaze na gasoviti ugljen—dioksid i vodu. Generisani CO, potom
selektivno difunduje kroz hidrofobnu gas—propusnu membranu, dok te¢na faza sa drasticno
smanjenim sadrzajem rastvorenih gasova nastavlja svoj tok ka detektoru. Ovaj proces kljucno
doprinosi stabilizaciji bazne linije, znacajnom smanjenju Suma i eliminisanju hromatografskih
interferencija kod analita sa kra¢im retencionim vremenima, §to u krajnjem ishodu rezultuje znatnim
poboljsanjem preciznosti, osetljivosti i pouzdanosti detekcije 63 679,

Zahvaljujucéi izuzetnoj rezoluciji pri razdvajanju izomera, HPAEC-PAD predstavlja tehniku izbora
za detaljno profilisanje ugljenih hidrata u medu. Iako su dominantni monosaharidi i disaharidi klju¢ni
za definisanje opsSteg kvaliteta, dosadasnja istrazivanja ukazuju na to da upravo specifi¢an profil
oligosaharidna poseduje najve¢i analiticki potencijal. Ovaj profil moze posluziti kao jedinstven
hromatografski ,,otisak prsta” (eng. Fingerprint). Njegovom integracijom sa naprednim
hemometrijskim alatima (poput analize glavnih komponenti, linearne diskriminantne analize ili
vestackih neuronskih mreza), moze se modovati razlikovanje cvetnih medova od medljikovaca, kao
i utvrdivanje biljnog porekla ispitivanih uzoraka. Pored karakterizacije porekla, profil oligosaharida
se intenzivno proucava i u kontekstu detekcije krivotvorenja. lako HPAEC—PAD omogucava
prepoznavanje dodataka Seéernih sirupa (HFCS, invertni sirupi) bogatih maltooligosaharidima cak i
pri udelima od 5%, glavni analiticki izazov i1 dalje ostaju visokofruktozni sirupi u kojima je
zastupljenost oligosaharida znacajno smanjena. Zbog ovakvih ograni¢enja izolovanih
instrumentalnih tehnika, pouzdana procena autenti¢nosti meda zahteva kompleksniji pristup, u kojem

se hromatografski profil Se¢era korelise sa dodatnim fizi¢ko—hemijskim parametrima kvaliteta % 7> 2
21,25,30, 33, 34, 59, 70

2.6.2. Visokoefikasna te€na hromatografija

Visokoefikasna te¢na hromatografija (eng. High—Performance Liquid Chromatography, HPLC)
predstavlja jednu od najzastupljenijih analitickih tehnika za karakterizaciju i1 kontrolu autenti¢nosti
meda. U rutinskoj analizi profila Secera najcesce se primenjuje HPLC spregnut sa detektorom indeksa
refrakcije (eng. Refractive Index, RI). lako je ovaj pristup jednostavan, isplativ i precizan za
identifikovanje mono—, di— 1 oligosaharida (sa stepenom polimerizacije do 7 monosaharidnih
jedinica), njegova primena ima ogranic¢enja kada je u pitanju detektovanje dodatka pojedinih Secernih
sirupa. Zbog toga se fokus savremenih analitickih postupaka pomera ka identifikovanju jedinstvenih
hemijskih markera. Tako je, na primer, primenom te¢ne hromatografije sa detektorom sa nizom dioda
(eng. Diode Array Detector, DAD; HPLC-DAD) uspes$no identifikovano jedinjenje 2—acetilfuran—
3—glukopiranozid. S obzirom na to da je ovo jedinjenje karakteristicno iskljucivo za pirin€ani sirup i
nije prisutno u autenti¢nom medu, ono predstavlja pouzdan specifican marker za detektovanje ovog
oblika falsifikovanja % 7- 2628, 30,46, 59, 7174,

Znacajan iskorak u utvrdivanju autenti¢nosti meda postignut je sprezanjem te¢ne hromatografije sa
masenom spektrometrijom. Razvoj tehnika visoke (eng. High—Resolution Mass Spectrometry,
HRMS) 1 niske rezolucije (eng. Low—Resolution Mass Spectrometry, LRMS) omogucio je izuzetno
precizno profilisanje sastava meda. Ultraefikasna te¢na hromatografija (UPLC) u sprezi sa hibridnim
(UHPLC-LTQ OrbiTrap MS) ili kvadrupolnim masenim spektrometrima (UHPLC-DAD-MS/MS)
rutinski se koristi za kvantifikovanje fenolnih jedinjenja poput hrizina, siringinske kiseline,
kvercetina 1 miricetina. Korelacijom prisustva ovih specificnih markera sa fiziCko—hemijskim
parametrima, omogucena je pouzdana diferencijacija meda u odnosu na njegovo geografsko 1 biljno
poreklo .

Pored analize ugljenih hidrata i fenola, tecna hromatografija predstavlja nezamenljiv alat i za
odredivanje organskih kiselina u medu. lako su rane metode zahtevale ekstrakciju Secera na ¢vrstoj
fazi pre hromatografskog razdvajanja kiselina, uvodenjem sofisticiranih reverzno—faznih (eng.
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Reversed—Phase, RP) 1 jonoizmenjivackih kolona, danas je omogucena znatno brza i direktna
kvantifikacija Sirokog opsega organskih kiselina. Savremeni trendovi se kre¢u i u pravcu razvoja
sistema poput tecne hromatografije spregnute sa masenom spektrometrijom odnosa izotopa (LC—
IRMS). Ipak, evidentno je da nijedna izolovana instrumentalna tehnika ne moze pruziti kompletnu
analiticku sliku. Pouzdana potvrda autenticnosti meda danas iskljucivo zavisi od kombinacije vise
komplementarnih metoda i identifikovanja profila specificnih markera koji jedinstveno karakteriSu
odredeni tip meda 3646,

2.6.3. Visokoefikasna tankoslojna hromatografija

Tankoslojna hromatografija (eng. Thin—Layer Chromatography, TLC) predstavlja analiticku tehniku
Cija je primena u kontroli autenticnosti meda dugo bila ograni¢ena. Medutim, kontinuiranom
optimizacijom njenih analitickih performansi razvijena je visokoefikasna tankoslojna hromatografija
(eng. High—Performance Thin—Layer Chromatography, HPTLC), koja danas postaje izuzetno vazan
alat u ovoj oblasti. Razvoj naprednih adsorbenata, automatizovanih sistema za nanoSenje uzoraka i
sofisticiranih softvera za obradu slika ucinio je HPTLC visoko konkurentnom tehnikom. Njene
glavne prednosti u odnosu na sisteme za hromatografiju u koloni (HPLC i GC) ogledaju se u
jednostavnoj pripremi uzorka, niskoj ceni analize i moguénosti simultane analize velikog broja
uzoraka pod identicnim uslovima. Ipak, ova tehnika poseduje i odredena analiticka ograni¢enja. Zbog
slabije rezolucije pri analizi sloZenih ugljenih hidrata, HPTLC pristup nije adekvatan za strukturnu
analizu oligosaharida sa stepenom polimerizacije ve¢im od deset. Pored toga, jedan od najvec¢ih
izazova pri detekciji krivotvorenja predstavlja rizik od laZzno pozitivnih rezultata, koji mogu nastati
usled delimiéne ili potpune hidrolize prirodno prisutnih oligo— i polisaharida iz meda - 7576,

Hromatografsko razdvajanje Secera na tankom sloju primarno je uslovljeno njihovom izrazito
hidrofilnom prirodom. Nakon jednostavne ekstrakcije vodom ili polarnim organskim rastvaracem,
razdvajanje se odvija na osnovu interakcija izmedu polarnih hidroksilnih grupa analita i stacionarne
faze (najCesce silika gela, amino—modifikovanog silika gela ili celuloze). U takvim normalno—faznim
(eng. Normal-Phase, NP) sistemima, retencija analita je obrnuto proporcionalna njegovoj
molekulskoj masi 1 polarnosti, strukturno slozeniji ugljeni hidrati ostvaruju jace medumolekulske
interakcije sa stacionarnom fazom 1 samim tim se sporije kre¢u. S obzirom na to da ugljeni hidrati ne
apsorbuju UV svetlost, kljucni korak analize je posthromatografska hemijska derivatizacija radi
vizuelizacije. U rutinskoj praksi se najceS¢e primenjuju reagensi na bazi anilin—difenilamina u
ortofosfornoj kiselini ili anisaldehida u sumpornoj kiselini. Pored njih, za specificne klase Secera
uspesno se koriste 1 rastvori naftol-rezorcinola, cerijum(IV)-sulfata, olovo(IV)—-acetata sa
dihlorofluoresceinom, kao i vanadijum(V)—oksida .

Znacajno prosSirenje mogucnosti ove metodologije postize se sprezanjem visokoefikasne tankoslojne
hromatografije sa masenom spektrometrijom (HPTLC-MS). Ovakav hibridni pristup omogucava da
se, neposredno nakon razdvajanja na ploci, analiti podvrgnu direktnoj masenoj detekciji primenom
jonskih izvora poput elektrospreja (eng. Electrospray lonization, ESI) ili matriksom potpomognute
laserske desorpcije/jonizacije (eng. Matrix—Assisted Laser Desorption/lonization, MALDI), u
kombinaciji sa analizatorima vremena preleta (eng. Time of Flight, TOF) ili kvadrupolima (Q). Za
razliku od ranih metoda detekcije falsifikovanja meda visokofruktoznim sirupima, koje su se oslanjale
iskljuc¢ivo na vizuelnu detekciju specifi¢nih obojenih zona sa vrednostima retardacionog faktora iznad
0,35 %, savremeni pristupi odlikuju se znatno vis§im stepenom analiticke pouzdanosti ®. Prakti¢na
primenljivost ovog pristupa demonstrirana je u radu Puskasa i saradnika 77, koji su uspe$no
optimizovali 1 validovali preciznu HPTLC metodu za brzu kvantifikaciju dominantnih monosaharida
i saharoze u medu. Shodno tome, primena HPTLC tehnike predstavlja izuzetno efikasan i ekonomski
isplativ alat za rutinsku analizu velikog broja uzoraka. Ovakav pristup omogucava preliminarnu
detekciju potencijalno falsifikovanih uzoraka, ¢ime se obezbeduje racionalnija upotreba znatno
kompleksnijih 1 skupljih instrumentalnih sistema koji pruzaju dublju strukturnu analizu, poput
HPAEC-PAD ili IRMS %787
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2.6.4. Masena spektrometrija odnosa izotopa

Masena spektrometrija odnosa izotopa (eng. Isotope Ratio Mass Spectrometry, IRMS) predstavlja
sofisticiranu analitiCku tehniku specijalizovanu za odredivanje sastava stabilnih izotopa elemenata.
Za razliku od konvencionalnih masenih spektrometara, IRMS instrumenti ne skeniraju Sirok opseg
masa karakteristi¢nih jona, ve¢ vrSe izuzetno precizna merenja finih razlika u masi stabilnih izotopa.
U analitici hrane ova tehnika se primarno koristi za prac¢enje varijacija u odnosu lakih izotopa, kao
$to su 1°C/12C, 0/'°0, 2H/'H, '"N/'*N i S/*2S. Pouzdano merenje odnosa izotopa zahteva upotrebu
univerzalnih standarda radi eliminacije slucajnih 1 sistematskih gresaka. Koncentracija stabilnih
izotopa izrazava se kao odnos manje zastupljenog i zastupljenijeg izotopa, odnosno kao relativno
odstupanje ovog odnosa u uzorku u odnosu na standardni materijal. Rezultati se iskazuju u promilima
(%0) primenom delta notacije (8). S obzirom na to da su uzorci po pravilu osiromaseni teskim
izotopom u poredenju sa standardom, dobijene & vrednosti su uglavnom negativne >% 8082,

Analiza stabilnih izotopa ugljenika predstavlja jednu od najpouzdanijih tehnika za kontrolu
autenti¢nosti, a UdruZenje zvani¢nih analitickih hemicara (eng. Association of Official Analytical
Chemists, AOAC) preporuCuje je kao referentnu metodu za detektovanje falsifikovanja meda
Secerima poreklom iz C4 biljaka. Metoda se zasniva na razlici u fotosintetskom putu medonosnog
bilja, koje primarno pripada C3 biljkama, i kukuruza ili Se¢erne trske kao C4 biljaka ¢iji Se€erni sirupi
se Cesto koriste za krivotvorenje meda. Princip metode ogleda se u tome da je odnos *C/>C u
autenti¢nom medu gotovo identi¢an odnosu izotopa u iz njega izolovanoj proteinskoj frakeiji, koja
sluzi kao interni standard. Ukoliko razlika §'*C izmedu meda i njegove proteinske frakcije premasuje
1%o, to nedvosmisleno ukazuje na dodatak C4 Secera u udelu ve¢em od 7%. Medutim, savremeni
izazov predstavlja falsifikovanje meda pirin¢anim sirupom kao i sirupima poreklom od drugih C3
biljaka, ¢ije prisustvo konvencionalnom IRMS analizom nije moguce direktno detektovati 337> 3% 83
87

Vrednost §'°C direktno odrazava izotopski *C/>C odnos biljke. Standardne vrednosti za C3 biljke
variraju u opsegu od -22%o do -33%o, dok se 8'3C vrednosti C4 biljaka kreéu od -10%o do -20%o % 8,
Budu¢i da je odnos *C/'?C u nektaru medonosnog bilja ujednacen, sve vrednosti 8'*C u medu koje
su pozitivnije od definisanih granica smatraju se indikatorom falsifikovanja. Za rutinsku analizu
izotopa ugljenika najcesce se primenjuje elementali analizator u sprezi sa IRMS detektorom (EA—
IRMS) 35-37:59:8391 ‘g gbzirom na to da metode falsifikovanja postaju sve sloZenije, detekcija dodatih
C3 sirupa predstavlja izuzetan analiticki izazov koji zahteva primenu visoko sofisticirane
instrumentalne opreme, odnosno kuplovanih ehnika poput gasne i te¢ne hromatografije spregnute sa
masenom spektrometrijom odnosa izotopa (GC-IRMS i LC-IRMS) 83887 Glavni tehnologki izazov
pri uvodenju LC-IRMS interfejsa ostaje efikasno uklanjanje te€ne mobilne faze koja ne sme dospeti
u visoki vakuum masenog spektrometra 3.

Potvrdu ovih trendova pruzaju savremena istraZzivanja usmerena na definisanje preciznijih kriterijuma
autenti¢nosti. Tako su, na primer, Dong i saradnici ® primenom EA-IRMS i LC-IRMS tehnika
uporedili komercijalne uzorke i pokusali da standardizuju §'*C vrednosti, defini§uéi ostrije granice
za autenti¢ne medove. S druge strane, Kabanero i saradnici ®* su dokazali da konvencionalna EA—
IRMS metoda nije dovoljno osetljiva za detekciju malih udela (5% do 10%) sirupa od Secerne trske.
Ipak, pracenjem specifi¢nih medusobnih odnosa 8'°C vrednosti izolovanih monosaharida (glukoze i
fruktoze) i saharoze, omogucena je znatno preciznija detekcija dodatih egzogenih Sedera 3> 83 84.92.93,
Pored analize ugljenih hidrata, Kavasima i saradnici ** su nedavno primenili EA-IRMS i LC-IRMS
i za odredivanje profila organskih kiselina u medu, dok su Din¢a i saradnici *° ispitali moguénost
kombinovanja IRMS tehnike (merenjem odnosa §'30/!%0) sa nuklearnom magnetnom rezonancijom
(NMR) u cilju postizanja obuhvatnije kontrole autenti¢nosti.
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2.6.5. Gasna hromatografija

Gasna hromatografija (eng. Gas Chromatography, GC) predstavlja dominantnu tehniku za
karakterizaciju isparljivih komponenti meda, koje su direktan indikator njegovog biljnog i
geografskog porekla. Dominantne klase jedinjenja u isparljivoj frakciji obuhvataju furane, aldehide,
estre, ketone, alkohole, karboksilne kiseline, terpene i derivate pirena. Zbog niske stabilnosti i niske
koncentracije ovih analita, konvencionalne tehnike ekstrakcije te¢no—tecno ili cvrsto—tecno cesto daju
nedovoljan prinos. Savremeni analitiCki pristup zasniva se na upotrebi headspace Cvrsto—tecne
mikroekstrakcije (HS—SPME) ili dinamicke ekstrakcije (purge and trap), koje omogucavaju
efikasnije izolovanje. Pri proceni autenti¢nosti, prednost se daje masenoj detekciji visoke (GC—
HRMS) ili niske rezolucije (GC-LRMS) *°. U tom kontekstu, primena hemometrijskih metoda, poput
OPLS-DA i OPLS-HCA, omoguéila je Aliferisu i saradnicima ° preciznu diskriminaciju medova na
osnovu biomarkera, potvrduju¢i HS—SPME-GC-MS kao robustan alat za klasifikaciju isparljive
frakcije.

S druge strane, GC tehnike su primenljive i za analizu profila Secera, uz neophodnu prethodnu
derivatizaciju. Za razliku od analize isparljivih komponenti, ovde se fokus pomera ka identifikaciji
specifiénih markera falsifikovanja, poput dianhidrida fruktoze (DFA). Ovi pseudo—disaharidi nastaju
procesima karamelizacije pri zagrevanju Secernih sirupa, te njihovo odsustvo u autenti¢nom medu
(ukoliko nije termicki tretiran) omogucéava njihovu upotrebu kao markera za detektovanje visoko—
fruktoznog kukuruznog sirupa (HFCS) 7 *. Dodatno, analiza profila inulotrioze pokazala se kao
pouzdan indikator prisustva invertnih $eéernih sirupa u udelima od 5% do 20% *°.

Metodoloski razvoj gasne hromatografije omogucio je znatno detaljniju karakterizaciju sastava Secera
u medu, pomerajuéi granice od rutinskog profilisanja ka identifikaciji strukturno kompleksnih
oligosaharida. Pocetni koraci u ovoj oblasti, poput rada Matea i saradnika 4, bili su fokusirani na
odredivanje profila Secera u razli¢itim biljnim vrstama meda (lavanda, suncokret, eukaliptus i
medljikovac). Daljim tehnoloskim usavrsavanjem, Sanz i saradnici °’ su primenom GC-MS tehnike
identifikovali specifi¢ne di— 1 trisaharide koji do tada nisu bili detektovani primenom standardnih GC
metoda. Znacajan pomak nacinili su Kote i saradnici 2, koji su porede¢i LC i GC metode, ukazali na
to da ove tehnike, za razliku od standardnih izotopskih metoda, omogucavaju detekciju Sireg opsega
dodatih Secernih sirupa u komercijalnim uzorcima, ¢ime su ove metode pozicionirali kao ozbiljnu
alternativu izotopskoj analizi. U kasnijim studijama, Ruiz Matut i saradnici *® su progirili analiti¢ki
opseg karakterizacijom 25 trisaharida, od kojih je 12 potvrdeno kori§¢enjem referentnih standarda,
dok je naknadnom optimizacijom metoda omogucéena 1 analiza tetrasaharida, ¢ime je znatno
produbljeno poznavanje kompleksnog sastava Seéera u medu °%. Zahvaljujuéi visokoj rezoluciji,
mogucnosti identifikacije strukturno srodnih jedinjenja 1 kompatibilnosti sa naprednim masenim
detektorima, gasna hromatografija danas predstavlja jednu od znacajnijih analitickih platformi za
odredivanje biljnog porekla i1 detekciju falsifikovanja meda.

2.6.6. Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza (eng. Capillary Electrophoresis, CE) predstavlja elektroanaliticku tehniku
¢ija se primena u analizi meda zasniva na efikasnom razdvajanju polarnih analita. Osnovne prednosti
ove tehnike su dobra rezolucija, kratko vreme trajanja analize, minimalna potroS$nja reagenasa i
jednostavna priprema uzorka. Radi postizanja vece osetljivosti i selektivnosti pri odredivanju ugljenih
hidrata, organskih kiselina i1 fenolnih jedinjenja, tehnike CE se u aktuelnim istraZivanjima sprezu sa
masenom spektrometrijom (CE-MS) 731 39.40.99,

Unapredenje CE metoda za analizu organskih kiselina u medu ostvareno je kontinuiranom
optimizacijom uslova razdvajanja. U prvim studijama 3!, metoda je primenjivana za identifikaciju
limunske kiseline i neorganskih anjona, dok je dalje usavrSavanje elektroforetskih parametara
omogucilo karakterizaciju slozenijih sistema. Primenom optimizovanih uslova postignuta je
odgovarajuca rezolucija pri razdvajanju kompleksnih smeSa nearomati¢nih organskih kiselina
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(oksalne, mravlje, jabucne, Cilibarne, pirogrozdane, siréetne, mle¢ne, limunske i glukonske), uz
vreme analize u opsegu od 4 do 14 minuta !”-3!. Dobijeni parametri validacije metodepotvrdili su da
kapilarna elektroforeza predstavlja pouzdanu i robusnu analiticku tehniku za rutinsku analizu
sloZzenih matrica sa visokim sadrzajem Secera. Daljim proSirenjem analitickog opsega razvijeni su
protokoli koji omogucavaju simultano odredivanje 14 alifati¢nih organskih kiselina u vremenskom
intervalu od svega 10 minuta. Unapredenje osetljivosti i selektivnosti metode rezultovalo je prvom
uspesnom detekcijom malonske 1 glikolne kiseline u cvetnom medu i medljikovcu, kao 1 prvom
kvantifikacijom mleéne kiseline u medljikoveu #7.

Pored odredivanja organskih kiselina, kapilarna elektroforeza se uspesno primenjuje i za analizu
ugljenih hidrata u medu, najceS¢e u kombinaciji sa elektrohemijskom detekcijom. Analiticke
performanse ove tehnike znacajno su unapredene primenom modifikovanih radnih elektroda,
ukljucujuéi elektrode od ugljenicne paste modifikovane nano—nikl(I)-oksidom (nano—NiO), kao 1
grafen—kobalt mikrosferama "> *°. Takve elektrode obezbeduju efikasnu i stabilnu elektrokataliti¢ku
oksidaciju ugljenih hidrata, uz niske granice detekcije i zadovoljavajucu selektivnost za odredivanje
Secera u medu, pre svega glukoze, fruktoze i saharoze " *°. Pored navedenih jedinjenja, omoguéena
je 1identifikacija drugih ugljenih hidrata, uklju¢ujuéi manitol i laktozu, ¢ime se proSiruju moguénosti
primene CE u proceni autenti¢nosti i otkrivanju potencijalnog falsifikovanja meda " *°. Dodatno,
razvijeni su postupci koji omogucavaju simultano odredivanje HMF-a i profila Secera, Sto pruza
moguénost istovremenog pracenja sastava ugljenih hidrata i stepena termicke degradacije meda u

okviru jedne analize !7.

2.6.7. Nuklearno—magnetna rezonancija

Nuklearna magnetna rezonancija (eng. Nuclear Magnetic Resonance, NMR) predstavlja jednu od
najnaprednijih analiti¢kih tehnika koja poslednjih decenija zauzima sve znacajnije mesto u kontroli
autenti¢nosti hrane. Njena kljucna prednost ogleda se u moguénosti simultane detekcije, strukturne
karakterizacije 1 kvantifikacije velikog broja jedinjenja prisutnih u slozenim smeSama, bez potrebe za
prethodnim razdvajanjem ili prec¢iS¢avanjem analita. Za razliku od ve¢ine hromatografskih metoda,
NMR omoguc¢ava dobijanje sveobuhvatnog otiska prsta uzorka tokom jednog eksperimenta, pri cemu
snimanje '"H NMR spektra traje svega nekoliko minuta. Ovakav pristup posebno je znacajan za
analizu meda, jer omogucava istovremeno profilisanje Secera, organskih kiselina, fenolnih jedinjenja,
terpena 1 drugih metabolita uz minimalnu pripremu uzorka. Medutim, sloZzenost generisanih spektara
zahteva primenu naprednih multivarijantnih statistickih metoda, kao §to su PCA, HCA i OPLS-DA,
radi izdvajanja relevantnih informacija i identifikacije obrazaca povezanih sa autenti¢nosS¢u. Razvoj
instrumenata sa snaznijim magnetnim poljima, ve¢om osetljivos$¢u i boljom spektralnom rezolucijom
dodatno je podstakao primenu 1D i 2D NMR tehnika kao mo¢nih alata za autentifikaciju sloZenih
matriksa hrane 7> 12 38 30, 58,59, 100106

Primena NMR spektroskopije u analizi meda dominantno je usmerena na diferencijaciju biljnog
porekla i simultanu kvantifikaciju karakteristi¢nih sastojaka. Kombinacija "H NMR i heteronuklearne
spektroskopije viestrukih veza (‘H-'>*C HMBC) sa modelima prepoznavanja obrazaca omoguéila je
uspesnu klasifikaciju medova razli¢itog biljnog porekla, ukljucujuci bagremov, kestenov, citrusni,
eukaliptusov i poliflorni med '°!. Potencijal NMR metodologije dodatno je potvrden primenom 'H
1D NMR 1 2D HSQC spektroskopije, pri ¢emu je identifikovano 19 razli¢itih saharida i omogucena
diskriminacija medova poreklom sa visih nadmorskih visina u odnosu na ostale vrste ', Pored
neciljanog profilisanja, NMR omogucéava i direktnu kvantifikaciju bez koraka razdvajanja ili
koncentrovanja. Tako je primenom 'H NMR spektroskopije uspesno odredeno 13 jedinjenja,
ukljucujuéi glukozu, fruktozu, organske kiseline, amino—kiseline, etanol i HMF, u okviru jednog
analitickog postupka *%. Ovakva sposobnost simultanog odredivanja velikog broja hemijskih markera
predstavlja jednu od najznacajnijih prednosti NMR pristupa u odnosu na konvencionalne analiticke
tehnike.
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Pored odredivanja biljnog porekla, NMR pokazuje izuzetan potencijal u otkrivanju falsifikovanja
meda dodatkom razli€itih Secernih sirupa. Komparativne studije zasnovane na 1D i 2D NMR
tehnikama pokazale su da obe metodologije omogucavaju pouzdanu diskriminaciju autenti¢nih 1
falsifikovanih uzoraka, pri ¢emu je 1D NMR ostvario ve¢i prediktivni kapacitet (95,2%) u odnosu na
2D pristup (90,5%) '°*. Iako 2D NMR pruza detaljnije strukturne informacije, brzina analize,
jednostavnija obrada podataka i visoka tac¢nost ¢ine 1D NMR metodom izbora za rutinski skrining.
Posebno znacajan doprinos NMR metodologije ogleda se u moguénosti detekcije falsifikovanja
visokofruktoznim kukuruznim sirupima (HFCS) poreklom od C3 biljaka, ¢ime se prevazilaze neka
od ograni¢enja tradicionalnih izotopskih metoda *°. Ipak, uprkos izuzetnim analiti¢kim
performansama i Sirokom spektru primena, visoki troskovi nabavke, odrzavanja i eksploatacije
opreme i dalje predstavljaju glavni faktor koji ogranicava Siru primenu NMR tehnologije u rutinskoj
kontroli autenti¢nosti meda .

2.6.8. Metagenomska analiza (metabarkoding DNK markera)

Metode za procenu autenti¢nosti meda zasnovane na analizi dezoksiribonukleinske kiseline (DNK)
predstavljaju jednu od najperspektivnijih grupa savremenih bioloskih pristupa za odredivanje porekla
1 otkrivanje falsifikovanja meda. Njihova primena zasniva se na izolovanju i amplifikaciji nukleinskih
kiselina iz izuzetno kompleksne matrice bogate Se¢erima, polisaharidima i polifenolima, koji mogu
znac¢ajno inhibirati lan¢anu reakciju polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR). Zbog toga
je optimizacija postupka ekstrakcije kljuéni preduslov za uspe$nu analizu. Dosadasnja istrazivanja
pokazala su da primena razli¢itih predtretmana, ukljuujuéi dijalizu radi uklanjanja Secera,
koncentrovanje na membranama odgovaraju¢e poroznosti 1 modifikovane CTAB
(cetiltrimetilamonijum—bromid) protokole, omogucava izolovanje DNK fragmenata dovoljnog
kvaliteta za amplifikaciju i sekvencionu analizu. Dodatna unapredenja, poput razlaganja pri nizim
temperaturama i precipitacije alkoholima pod uslovima koji favorizuju renaturaciju DNK, doprinose
poveéanju prinosa i oéuvanju integriteta geneti¢kog materijala % 108111,

DNK izolovana iz meda predstavlja zbirni geneticki materijal poreklom od biljaka, polena,
mikroorganizama i samih pcela, ¢ime se formira jedinstveni ,,otisak prsta” karakteristi¢an za dati
uzorak. Na toj osnovi razvijeno je DNK metabarkodiranje, koje kombinuje univerzalne genske
markere (rbcL, trnL, trnH-—psbA, ITS2) sa tehnologijama sekvenciranja sledece generacije (eng.
Next—Generation Sequencing, NGS), omogucavajuci simultanu identifikaciju velikog broja taksona
bez prethodnog poznavanja sastava uzorka. U poredenju sa hemijskim i1 konvencionalnim
melizopalinoloSkim pristupima, DNK metabarkodiranje obezbeduje vecu taksonomsku rezoluciju,
viSu analiticku propusnost 1 moguénost identifikacije biljnih vrsta koje proizvode male koliine
polena ili ostavljaju samo tragove drugih bioloSkih komponenti. Efikasnost ove metodologije
potvrdena je uspesnom identifikacijom velikog broja biljnih vrsta, uklju¢uju¢i endemske taksone, kao
i preciznijim odredivanjem biljnog porekla u odnosu na klasi¢ne mikroskopske metode % 193114,

Uprkos znacajnim prednostima, DNK metabarkodiranje poseduje i odredena ogranic¢enja. Metoda
nije strogo kvantitativna, buduéi da broj sekvencionih o€itavanja zavisi od broja kopija ciljnih gena,
efikasnosti razlaganja polenovih zrna, uspeSnosti PCR amplifikacije i drugih eksperimentalnih
faktora. Zbog toga se za povecanje analitiCke pouzdanosti preporucuje simultana primena vise
genskih markera, kao i koriS¢enje lokalno razvijenih referentnih baza podataka. U savremenoj
analitickoj praksi DNK metabarkodiranje se ne posmatra kao zamena za melizopalinoloske ili
hemijske metode, ve¢ kao njihova komplementarna nadogradnja. Integracija genetickih,
melizopalinoloskih i hemijskih podataka omogucava najkompletniju procenu autenti¢nosti, porekla i
eventualnog falsifikovanja meda, pri ¢emu ukljucivanje biljnih, gljiviénih 1 bakterijskih komponenti
znacajno unapreduje rezoluciju i interpretativnu vrednost dobijenih rezultata >% 108114,
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2.7. Validacija analitickih metoda

Validacija analiticke metode predstavlja sistematski proces kojim se uspostavljaju dokumentovani
dokazi da je odredeni metodoloski postupak pouzdan, precizan i adekvatan za definisanu analiticku
primenu. Ovim procesom uspostavlja se sledljivost rezultata i osigurava striktna kontrola nad mernom
nesigurnosc¢u. Za razliku od verifikacije, koja podrazumeva potvrdu da ve¢ standardizovana metoda
funkcioniSe u specificnim uslovima konkretne laboratorije, validacija se primenjuje u sluc¢ajevima
kada se razvija nova metoda, kada se postojeca metoda primenjuje na drugaciji matriks ili kada dolazi
do promene instrumentacije. Validacija se sprovodi pre pocetka rutinske primene metode, narocito za
nestandardne, modifikovane ili preuzete metode, a njen cilj je definisanje klju¢nih performansi kao
Sto su selektivnost, linearnost, granice detekcije i1 kvantifikacije, radni opseg, tacnost, preciznost i
robusnost. Validacija podrazumeva prethodnu optimizaciju metode i koris¢enje razlicitih alata kao
Sto su slepe probe, standardni i referentni materijali, spajkovani uzorci i statisticka obrada podataka.
Proces se zavrsava validacionim izvestajem koji dokumentuje sve relevantne informacije. Jednom
validovana metoda zadrZava taj status sve dok se koristi u istim eksperimentalnim uslovima 4% 115120,

Selektivnost analiticke metode predstavlja njenu sposobnost da pouzdano detektuje i kvantifikuje
ciljani analit u prisustvu drugih komponenti (matriks supstanci, necistoca itd.), pri ¢emu analitic¢ki
signal potice isklju¢ivo od analita od interesa. Specifi€nost se smatra posebnim slu¢ajem selektivnosti
— odnosi se na idealnu situaciju u kojoj analiticka metoda reaguje isklju¢ivo na jedan analit, bez
uticaja bilo kakvih interferencija. Drugim refima, metoda je specifi¢na kada pokazuje potpunu
selektivnost prema ciljanom analitu. Selektivnost zavisi od prirode analita, sastava matriksa i same
analiticke tehnike, a posebno je vazna kod analiza u tragovima. Moguénosti za njeno unapredenje
ukljucuju izbor selektivnijih metoda, uklanjanje interferencija, njihovo maskiranje ili prethodno
odvajanje analita od interesa. Kod hromatografskih tehnika selektivnost se izrazava preko rezolucije
(Rs), koja izrazava stepen razdvajanja pikova i racuna se na osnovu retencionih vremena (7r) 1 Sirina
pikova (w) (jednacina 6); vrednosti Rs > 1,5 ukazuju na potpuno razdvojene komponente (pikove).
Kao jedan od osnovnih parametara validacije, selektivnost je od klju¢ne vaZnosti za tacnost 1
pouzdanost analitickog postupka 15120,

Rg = 2(r2 - IR1) 6)
wy + wy
Linearnost opisuje sposobnost analiticke metode da obezbedi proporcionalan odnos izmedu izlaznog
signala i koncentracije analita u definisanom opsegu merenja. Za procenu linearne zavisnosti najéesce
se primenjuje metoda linearne regresije. Pirsonov koeficijent korelacije (eng. Pearson correlation
coefficient, r) koristi se za procenu jacine linearne veze izmedu dve promeljive, dok koeficijent
determinacije (R?) pokazuje koji deo varijabilnosti izlaznog signala moZe da se objasni promenama
koncentracije analita. Iako se vrednosti R? veée od 0,9900 &esto smatraju pokazateljem
zadovoljavajuce linearnosti, visok stepen korelacije ne garantuje nuzno postojanje stvarne linearne
funkcionalne zavisnosti. Stoga je, pored vizuelne procene kalibracione prave, preporucljivo sprovesti
dodatne statisticke testove kao Sto su analiza varijanse (eng. Analysis of Variance, ANOVA),
Studentov ttest (eng. Student's t—test), FiSerov F—test (eng. Fisher F—test) i analiza reziduala.
Vrednosti ¢ 1 F' parametara izracunavaju se prema odgovaraju¢im jednacinama 7 1 8, a zatim se

uporeduju sa kriticnim vrednostima za izabrani nivo poverenja i odgovarajuci broj stepeni slobode
115-120

A2 _ (n-2)
t= N 7 F= — 8)
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Kod rtesta, broj stepeni slobode iznosi v =n — 2, dok se za F—test odreduje kao vi=11v, =n -2,
gde je n broj tacaka koje definiSu kalibracionu pravu. Ako je izraCunata vrednost testa veca od kriticne
vrednosti, nulta hipoteza se odbacuje, Sto ukazuje na postojanje statisticki znac¢ajne korelacije izmedu
analitickog signala i koncentracije analita. Reziduali predstavljaju razliku izmedu eksperimentalno
dobijene y—vrednosti i vrednosti koje predvida regresioni model za odredenu koncentraciju analita.
Grafik reziduala predstavlja zavisnost vrednosti reziduala od nezavisno promenljive. Ukoliko je
njihova raspodela nasumicna i centrirana oko nule, pretpostavka o linearnoj zavisnosti se potvrduje.
U slucaju prisustva trenda ili odstupanja, preporucuje se primena ponderisane linearne regresije.
Linearnost se najceS¢e procenjuje merenjem standardnih rastvora na najmanje Sest nivoa
koncentracija (u opsegu od 50% do 150% ocekivane vrednosti), uz najmanje tri ponavljanja po nivou,
nakon Cega se graficki prikazuje zavisnost signala od koncentracije. Za razliku od korelacije, koja
meri stepen povezanosti, regresija opisuje oblik te zavisnosti, §to je klju¢no za pravilno definisanje
opsega validnosti metode i pouzdano kvantifikovanje analita. U regresionoj analizi, standardna
greSka kalibracionog modela (Syx), poznata 1 kao standardna devijacija reziduala, predstavlja meru
rasipanja eksperimentalnih tacaka oko regresione linije (jednacina 9). Ovaj parametar pokazuje
koliko dobro regresioni model opisuje posmatrane podatke — Sto je njegova vrednost manja, to je
poklapanje modela sa eksperimentalnim podacima bolje 115120,

Yie (vi=Pi)?
n-2

Sy/x = ©)

Granica detekcije (eng. Limit of Detection, LOD) 1 granica kvantifikacije (eng. Limit of
Quantification, LOQ) predstavljaju vazne parametre validacije, usko povezane sa nivoom Suma
mernog sistema. Odnos signal/Sum (eng. Signal-to—Noise ratio, S/N) opisuje proporcionalnost
analitickog signala u odnosu na prosec¢an nivo Suma i moze posluziti kao osnova za procenu LOD i
LOQ. Granica detekcije oznacava najnizu koncentraciju analita koja se sa statistickom znacajnoscu
moze pouzdano detektovati, 1 obicno se definiSe kao signal koji je tri puta veci od standardne
devijacije Suma, dok je granica kvantifikacije najniZza koncentracija koja se moZe kvantitativno
odrediti sa prihvatljivom tacnosc¢u i precizno§c¢u, najcesce postavljena na desetostruku vrednost Suma.
Postoji viSe metoda za odredivanje ovih parametara (vizuelna procena, metoda na osnovu slepih
proba, graficka metoda, metoda nagiba kalibracione krive itd.). Metoda na osnovu nagiba
kalibracione krive koristi se kod instrumentalnih tehnika i podrazumeva ra¢unanje LOD i LOQ prema
jednacinama 101 11, gde je Syx standardna greSka kalibracionog modela, a b nagib kalibracione krive.
S obzirom na razlike u primenljivosti i ta¢nosti, izbor metode odredivanja LOD i LOQ zavisi od
prirode analiti¢ke tehnike i raspoloZive opreme 15120,

LOD = 32—” (10) LOQ = % (11)

Odredivanje linearnosti i granice kvantifikacije predstavlja osnovu za definisanje mernog opsega
analiticke metode, odnosno intervala koncentracija analita u kojem merni sistem daje tacne, precizne
1 pouzdane rezultate. U idealnim uslovima, opseg merenja se definiSe kao interval izmedu LOQ i
najvise koncentracije analita pri kojoj je o€uvana proporcionalnost izmedu koncentracije 1 analitickog
odziva. Medutim, u praksi se ¢esto ne ispituju krajnje granice metode, ve¢ se radni opseg suzava 1
prilagodava realnim koncentracijama analita koje se ocekuju u uzorcima. Tako, kod metoda koje se
koriste za kvantifikovanje, prema ICH (eng. International Council for Harmonisation, Medunarodni
savet za harmonizaciju) smernicama, preporucuje se da radni opseg obuhvata interval od 80% do
120% ocekivane koncentracije analita. Nasuprot tome, kod metoda namenjenih za odredivanje
necisto¢a, donja granica radnog opsega moze odgovarati LOQ vrednosti ili 50% maksimalno
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dozvoljene koncentracije necistoce (u zavisnosti od toga koja je vrednost veca), dok se kao gornja
granica uzima 120% maksimalno dozvoljene koli¢ine date necistoce '!>121,

Osetljivost predstavlja odnos izmedu promene analitickog signala i odgovarajuée promene
koncentracije analita, odnosno izrazava sposobnost metode da uoci male promene u koncentraciji. U
praksi se osetljivost odreduje kao nagib kalibracione krive (b), pri cemu veéi nagib ukazuje na vecu
osetljivost metode. Iako osetljivost nije obavezni parametar u postupku validacije analiticke metode,
moze biti od znacaja pri izboru metode u zavisnosti od zahteva analize, narocito kada je potrebno
pouzdano detektovati male razlike u koncentraciji. Ovaj parametar, za razliku od granice detekcije 1
kvantifikacije, ne definiSe minimalnu merljivu koncentraciju, ve¢ najmanju razliku izmedu
koncentracija koju je metoda sposobna da razlikuje ''>120,

Preciznost je mera medusobne bliskosti rezultata ponovljenih merenja istog uzorka pod unapred
definisanim uslovima. Odnosi se na rasipanje rezultata oko srednje vrednosti, a izrazava se
standardnom devijacijom (s, jednaCina 12), relativnom standardnom devijacijom (RSD) odnosno
koeficijentom varijacije (CV, jednacina 13). Preciznost je povezana sa slucajnim greskama i meri se
analizom varijabiliteta dobijenih rezultata. U zavisnosti od uslova u kojima se merenje sprovodi,
razlikuju se tri nivoa preciznosti — ponovljivost (eng. Repeatability), unutarlaboratorijska preciznost
(intermedijerna reproduktivnost) i reproduktivnost (eng. Reproducibility). Ponovljivost oznacava
preciznost u uslovima kada su svi faktori konstantni — ista laboratorija, analiti¢ar, instrument, reagensi
i kratak vremenski interval merenja. Tipi¢an primer je ponovljeno izvodenje klasi¢ne titracije istog
uzorka u roku od 30 minuta. Rezultati se izrazavaju standardnom devijacijom ponovljivosti (s;) i
relativnom standardnom devijacijom ponovljivosti (RSD;). Unutarlaboratorijska preciznost obuhvata
Sire uslove unutar jedne laboratorije — razliciti dani, analiti¢ari, instrumenti ili serije reagenasa (duzi
vremenski interval). Standardna devijacija 1 RSD u ovom slucaju se oznacavaju kao s; 1 RSD1. Ovaj
nivo preciznosti daje uvid u pouzdanost metode tokom dugotrajnijeg koriS¢enja u realnim
laboratorijskim uslovima. Reproduktivnost procenjuje varijabilnost rezultata izmedu razliitih
laboratorija, analitiara i opreme. Oznacava se kao sg i RSDr. Ovaj parametar se najcesce procenjuje
kroz kolaborativne (medulaboratorijske) studije 1 predstavlja najvisi (opsti) nivo procene preciznosti

1157120'
n .92
S = /Z—Fln(’_“l %) (12) RSD (%) =

Ponovljivost, kao jedna od komponenti preciznosti, definiSe se kao stepen slaganja rezultata dobijenih
pri analizi 6 do 15 nezavisnih uzoraka, pri cemu svaki uzorak prolazi kroz celu analiticku proceduru
—ukljucujuéi pripremu uzorka, izvodenje analize i oCitavanje rezultata. Na osnovu dobijenih rezultata
izraCunavaju se standardna devijacija ili relativna standardna devijacija koje kvantifikuju
ponovljivost metode. Analogno se raunaju vrednosti za intermedijernu preciznost (s;, RSDy) i
reproduktivnost (sg, RSDg) '>712°,

100 (13)

KRilw

Granice ponovljivosti (eng. Repeatability limit, r), intermedijerne preciznosti i reproduktivnosti (R)
predstavljaju maksimalnu prihvatljivu razliku izmedu dva rezultata dobijenu analizom istog uzorka
pri uslovima ponovljivosti, na odgovaraju¢em nivou poverenja (jednacina 14):

r=2,8"s, (14)

Za procenu prihvatljivosti vrednosti RSDr koristi se Horvicova (eng. Horwitz) jednacina (15), gde je
RSDr n teorijski predvidena relativna standardna devijacija reproduktivnosti, a C je koncentracija
analita izraZzena kao bezdimenzioni maseni udeo (npr. 1% = 0,01; 1 ppm = 107) 122,
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RSDg yy (%) =21 7021029 = 015 (15)

HorRat parametar predstavlja odnos eksperimentalno odredene relativne standardne devijacije
reproduktivnosti (RSDgR) i relativne standardne devijacije reproduktivnosti predvidene Horvicovom
jednacinom (RSDrn) (jednacina 16). Pri uslovima reproduktivnosti, prihvatljive vrednosti HorRat
parametra su izmedu 0,5 i 2. HorRat(r) parametar se koristi za procenu rezultata studija ponovljivosti
i predstavlja odnos eksperimentalno dobijene relativne standardne devijacije ponovljivosti (RSD;) i
relativne standardne devijacije reproduktivnosti izracunate pomoc¢u Horvicove jednacine (RSDrg n).
Prihvatljive vrednosti su izmedu 0,31 1,3 1?2,

RSDy

HorRat =
RSDR i

(16)

Tacnost se definise kao bliskost slaganja izmerene vrednosti i1 stvarne (referentne) vrednosti merene
veli¢ine, dok se pouzdanost odnosi na bliskost proseka beskonacnog broja ponovljenih merenja i
referentne vrednosti. U savremenoj terminologiji pojam facnost zamenjen je pojmom pouzdanost,
dok se tacnost jednog merenja pojednostavljeno naziva tacnost. Pouzdanost opisuje uskladenost
rezultata analiticke metode sa stvarnim vrednostima, pri ¢emu na nju najvise utice sistematska greska
metode. Tacnost predstavlja kombinaciju pouzdanosti i preciznosti — $to su rezultati pouzdaniji i
precizniji, to je pojedinacno merenje tacnije. Istinitost (eng. Trueness) oznacava stepen slaganja
prosecne vrednosti serije merenja sa referentnom vrednos¢u, dok preciznost izrazava medusobnu
bliskost rezultata ponovljenih merenja i posledica je sluc¢ajnih greSaka. Sistematska greska ili bias je
osnovni faktor koji uti¢e na istinitost, a ukupna ta¢nost uzima u obzir oba tipa greSaka. U praksi,
tacnost se najcesce odreduje metodom spajkovanja (eng. Spike), pri Cemu se uzorcima poznatog ili
nepoznatog sastava dodaje poznata koli¢ina standardnog rastvora analita. Na osnovu analitickog
prinosa (eng. Recovery) to jest odnosa izmedu izmerene 1 dodate kolicine analita procenjuje se stepen
uskladenosti merenja sa ocekivanim vrednostima (jednacina 17). Tako, na primer, za koncentracioni
opseg merenja reda veli¢ine 10" (npr. mg/kg), preporucene vrednosti analitickog prinosa nalaze se u
uzem rasponu, obi¢no od 60% do 115%, u skladu sa zahtevima za analize u tragovima, gde su
tolerancije nesto Sire zbog veée verovatnoce greske pri niskim koncentracijama '!-120,

Cspajkovanog uzorka =100 (17)

Recovery (%) =
Cnespajkovanog uzorkat Cdodata

Robusnost predstavlja meru pouzdanosti analiticke metode da u prisustvu blagih, ali namernih
varijacija eksperimentalnih uslova, kao §to su promena temperature, pH—vrednosti, sastava rastvaraca
ili CistoCe reagensa. Ispitivanje robusnosti ima za cilj da proceni u kojoj meri takve promene mogu
uticati na krajnji rezultat analize. Ukoliko 1 male fluktuacije izazivaju znafajna odstupanja u
rezultatima, neophodna je stroga kontrola uslova merenja tokom primene metode. S druge strane,
fleksibilnost metode odnosi se na njenu sposobnost da daje pouzdane rezultate u razliCitim
laboratorijskim okruZenjima i pri variranju uslova primene. Dok se robusnost najces¢e ispituje unutar
jedne laboratorije, kroz kontrolisane promene faktora kao §to su temperatura, pH—vrednost, reagensi
ili uslovi hromatografskog razdvajanja, fleksibilnost se procenjuje putem medulaboratorijskih studija
koje ukljucuju Siri opseg promenljivih uslova. Zajednicki cilj ispitivanja robusnosti i fleksibilnosti
jeste potvrda prakti¢ne primenljivosti i otpornosti metode u realnim analitickim scenarijima 15120,

2.8. Statisticka obrada rezultata

Savremene analiticke metode pruzaju moguénost za vrlo lako prikupljanje velikog broja podataka, te
se veliki znaCaj pridaje odabiru statistiCke metode koja se koristi za interpretaciju dobijenih rezultata.
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Deskriptivna statistika je oblast statistike koja se bavi prikupljanjem i organizacijom prikupljenih
numeri¢kih podataka u cilju pruzanja osnovnih informacija grupisanja podataka oko odredenih
vrednosti ili o prirodi njihovog rasipanja. Mere centralne tendencije su veli¢ine oko kojih se rezultati
nekog merenja grupiSu (aritmeticka sredina, medijana, moda, geometrijska i harmonijska sredina),
dok rasipanje podataka opisuju mere varijabiliteta (raspon, standardna devijacija, varijansa,
koeficijent varijacije i interval varijacije) '2* 4. Grafitko prikazivanje rezultata predstavlja slikovit
nacin prikazivanja podataka prikazanih u tabelama. Naime, graficko prikazivanje rezultata uglavnom
sumira tabelarne podatke na pregledniji nacin te omogucava potpuniju analizu i moguénost lakSeg
uocavanja pravilnosti i izvodenja verodostojnijih zaklju¢aka '3!. U okviru ove doktorske disertacije
rezultati su graficki prikazivani pomocu Stapicastih, kruznih i rasutih grafikona.

Inferencijalna statistika predstavlja deo statistike koji razvija i primenjuje statisticke metode kojima
se donose zakljucci o vrednostima parametara nekog skupa merenja. Statisticko zaklju€ivanje se u
inferencijalnoj statistici vrsi kroz ocenjivanje i testiranje statistickih hipoteza. Prvenstveno se definiSe
nulta hipoteza koja oznacava odsustvo statistiCke znacajnosti, odnosno pretpostavlja da je rezultat
testiranja posledica slu¢ajnog dogadaja. Nakon definisanja nulte hipoteze vrsi se statisticko testiranje,
pri ¢emu se nulta hipoteza zadrzava ili odbacuje. U cilju provere definisanih hipoteza koriste se
parametrijski 1 neparametrijski testovi znacajnosti, ¢iji rezultati ukazuju da li treba prihvatiti ili
odbaciti nultu hipotezu sa odredenim stepenom verovatnoce. Parametrijski testovi se oslanjanju na
pretpostavku da podaci podlezu normalnoj (Gausovoj) raspodeli i u obzir uzimaju numericke
parametre prilikom testiranja. Ukoliko se s odredenom verovatno¢om ne moze utvrditi raspodela
podataka nekog obelezja, koriste se neparametrijski testovi, pri ¢emu je interpretacija rezultata

neparametrijskih testova kompleksnija od interpretacije rezultata analognih parametrijskih testova >
124

Skupovi podataka dobijeni hromatografskim tehnikama sadrze veliki broj korisnih informacija. Usled
postojanja velikoj broja podataka, uocCavanje pravilnosti medu podacima i njihova obrada
prvenstveno zahteva smanjivanje njihove dimenzionalnosti. U odnosu na nacin na koji se vrsi obrada,
multivarijantna analiza se moZe podeliti na klasifikacionu, koja dodeljuje objekte unapred
definisanim grupama i na diskriminativnu, kojom se razli¢iti skupovi objekata mogu odvojiti 3¢ 123,
U okviru ove doktorske disertacije koriS¢ena je multivarijantna analiza varijanse, analiza glavnih
komponenata, kao i tehnike diskriminante analize, poput regresije metodom delimi¢nih najmanjih
kvadrata.

2.8.1. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata (eng. Principal Component Analysis, PCA) je matematicki algoritam
koji za cilj ima smanjenje dimenzionalnosti podataka pri ¢emu zadrZava vec¢inu varijabiliteta skupa
podataka. PCA je najceSce primenjivana hemometrijska tehnika koja izracunava linearne latentne
varijable duz kojih je varijabilitet podataka maksimalan 2128, PCA se moZe posmatrati i kao metoda
koja izraunava i projektuje nov koordinatni sistem formiran od ortogonalnih latentnih varijabli pri
c¢emu se koriste samo najinformativnije dimenzije. Latentne varijable PCA predstavljaju optimalno
rastojanje objekata u visokodimenzionalnom prostoru. Pravac koji najbolje opisuje varijabilitet
podataka je latentna varijabla maksimalnog varijabiliteta (projektovane vrednosti podataka na
latentnoj promenjivoj) i oznacava se kao prva glavna komponenta (PC1). Druga glavna komponenta
(PC2) definiSe se kao ortogonalni pravac prema PCI1 i ima ulogu da opiSe maksimalni varijabilitet
preostalih (neopisanih) podataka. Sve dalje latentne varijable opisuju varijanse podataka koje nisu
obuhvacene sa prve dve glavne komponente i normalne su u odnosu na njih. Glavne komponente koje
nisu informativne, jer opisuju mali broj podataka, se odbacuju '?% 1?°. Grafi¢ko prikazivanje rezultata
PCA od sustinskog je znaCaja za grupisanje podataka odnosno za uocavanje postojanja spoljnih
vrednosti. Nakon PCA analize formira se grafik skorova najcesce prve dve glavne komponente kojim
se opisuje maksimalan varijabilitet podataka. Za identifikaciju varijabli koje najviSe uticu na
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grupisanje podataka na PCA grafiku, odnosno na pozicioniranje uzoraka na grafiku skorova, formira
se grafik vektora koeficijenata latentnih varijabli (eng. loading vector).

2.8.2. Diskriminantna analiza delimi¢nih najmanjih kvadrata

Regresija delimi¢nih najmanjih kvadrata (eng. Partial Least Squares regression, PLS) je
hemometrijska tehnika koja se koristi za modelovanje odnosa izmedu velikog broja nezavisnih
varijabli (x—matrice) i1 jedne ili viSe zavisno promenljivih (y—matrica). Od originalnih podataka
formira se manji broj novih latentnih promenljivih koje istovremeno objaSnjavaju maksimalni
varijabilitet izmedu nezavisnih varijabli 1 imaju najveéu povezanost sa zavisno promenljivom.
Kombinacijom PLS regresije sa diskriminantnim pristupom (eng. Partial Least Squares Discriminant
Analysis, PLS—DA) dobija se linearni model pomocu kojeg se vrsi klasifikacija uzoraka i odabir
varijabli koje dovode do razlike izmedu klasifikovanih uzoraka. Klasifikaciona i predikciona
sposobnost modela ocenjuje se na osnovu koeficijenta determinacije (R?) i korena kvadratnog
odstupanja (eng. Root Mean Square Error, RMSE), pri ¢emu vrednosti koeficijenta determinacije

bliske jedinici i niske vrednosti RMSE ukazuju na visok kvalitet i predikcionu moé modela %3 12
131

2.8.3. Priprema i obrada slika hromatograma

Komercijalno dostupni softver Imagel (https://imagej.en.softonic.com/download) koristi se za
obradu slike hromatograma i ima funkciju prevodenja slike u matricu numerickih podataka koji se
mogu upotrebiti prilikom multivarijantne analize podataka. Kori§¢enje ImageJ podrazumeva obradu
slike hromatograma u smislu rotacije, obeleZzavanja povrsina slike hromatograma od interesa, isecanje
traka razdvojenih uzoraka i standarda, podele slike kroz crveni, plavi i zeleni kanal kod hromatograma
¢ije su zone obojene ili na sivi kanal kod jednobojnih hromatograma i na kraju graficko prikazivanje
zavisnosti intenziteta dobijenih boja. Varijable numerickih podataka predstavljaju intenzitete
razdvojenih zona u funkciji R vrednosti '%°.

Pre sprovodenja multivarijantne analize, neophodna je dodatna obrada sirovih podataka dobijenih iz
hromatograma 1 slika, kako bi se osigurala njihova tacnost i uporedivost. Ovi postupci ukljucuju
poravnanje, normiranje, centriranje i skaliranje podataka, a mogu se izvesti pomocu algoritama
implementiranih u softverima kao $to su PLS ToolBox u okviru MATLAB paketa i ImageJ.

Poravnanje pikova (eng. Warping procedure) predstavlja klju¢ni korak u obradi podataka, narocito u
slucaju kada dolazi do pomeranja hromatografskih zona usled promena eksperimentalnih uslova
(fluktuacija temperature 1 vlaZnosti, neravnomerno =zasi¢enje kade parama mobilne faze,
instrumentalna nestabilnost ili analiticke greSke). Primena metoda kao §to su korelacija optimizacije
savijanja (eng. Correlation Optimized Warping, COW) 1 poravnanje signala (eng. Peak alignment)
omogucava uskladivanje Rr vrednosti traka i njihovo dovodenje u istu referentnu tacku. Ovim
postupkom se osigurava konzistentnost podataka, Sto je klju¢no za konstrukciju pouzdanih statistickih
modela u okviru multivarijantne analize. Normiranje podataka se koristi za eliminaciju nezeljenih
efekata koji nastaju usled razlika u koli¢ini uzorka, osetljivosti instrumenta, vremena merenja ili
drugih eksperimentalnih faktora. Normiranjem se podaci dovode na zajedni¢ku skalu. Najcesce
koriS¢ena tehnika normiranja je standardna normalna promenljiva (eng. Standard Normal Variate,
SNV), kojom se omogucava bolja uporedivost spektralnih podataka. Centriranje podataka, koje
podrazumeva njihovo svodenje na istu jedinicu, moze se vr$iti u odnosu na srednji intenzitet signala
(eng. Mean centering) ili u odnosu na medijanu (eng. Median centering). Opcija centriranja u odnosu
na srednju vrednost se preporucuje kada su sve varijable izrazene u istim jedinicama. Opcija
autoskaliranja, koja podrazumeva svodenje podataka na jedini¢nu standardnu devijaciju i nultu
aritmeti¢ku sredinu, se koristi u slu¢aju kvantitativnih podataka '3,
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Uzorci meda

U periodu od 2022. do 2024. godine prikupljeno je ukupno 138 uzoraka meda, direktno od pcelara,
putem Pogona za prikupljanje i plasman meda pcelara SPOS—a ili posredstvom InovalLab —
Laboratorije za ispitivanje autenticnosti hrane Inovacionog centra Hemijskog fakulteta u Beogradu.
Analizirani skup (Tabela 6) Cinili su uzorci bagremovog, lipovog, suncokretovog, meda od uljane
repice 1 medljikovca.

Tabela 6. Biljna vrsta i broj analiziranih uzoraka meda

Biljna vrsta meda Broj analiziranih uzoraka
Bagremov med (Robinia pseudoacacia) 74
Lipov med (Tilia cordata) 18
Suncokretov med (Helianthus annuus) 10
Med od uljane repice (Brassica napus) 10
Medljikovac (Honeydew) 26
Ukupno 138

Biljno poreklo meda, preliminarno deklarisano od strane proizvodaca, verifikovano je primenom
integrisanog analitickog pristupa koji je obuhvatao melizopalinolosku analizu, odredivanje
standardnih fiziCko—hemijskih parametara i1 analizu odnosa stabilnih izotopa ugljenika. U
klasifikaciju autenti¢nih uzoraka uvrS¢eni su isklju¢ivo oni medovi koji su bili u potpunosti usaglaSeni
sa kriterijumima definisanim u Pravilniku o kvalitetu meda i drugih proizvoda péela 2, i &ija su
senzorna svojstva bila karakteristicna za deklarisanu biljnu vrstu.

Za potrebe optimizacije 1 validacije hromatografskih metoda za odredivanje profila Secera 1 organskih
kiselina pripremljen je zbirni uzorak (eng. collective sample, CS) homogenizacijom alikvota
autenti¢nih uzoraka bagremovog meda. Eksterna verifikacija autenti¢nosti ovog zbirnog uzorka
sprovedena je u referentnoj laboratoriji Intertek (Bremen, Nemacka), nakon ¢ega je uzorak koris¢en
u daljim postupcima optimizacije.

U cilju unapredenja detekcije prisustva Secernih sirupa primenom HPTLC 1 HPAEC—PAD tehnika,
formiran je nezavisan set od 30 komercijalnih uzoraka meda, koji nije pripadao primarnom
eksperimentalnom skupu. Kao referentni materijali za simulaciju prisustva egzogenih Secera
koriS¢eni su sirupi razlicitog sastava: visokomaltozni, bombonski, skrobno—glukozni i fruktozni sirup
(Industrija skroba ,,Jabuka”, Panc¢evo, Srbija), dok je invertni sirup obezbeden od strane laboratorije
InovaLab.

Uzorci su po prijemu u laboratoriju oznaceni i skladiSteni na sobnoj temperaturi, zasti¢eni od
svetlosti. Pre svakog analitickog postupka izvrSena je homogenizacija uzoraka mehanickim
mesSanjem u originalnoj ambalazi.

3.2. Reagensi i materijali

Za pripremu svih ekstrakata, rastvora i standarda koriS¢ena je ultracista voda provodljivosti 0,055
uS/cm (ThermoFisher TKA MicroPure, Niderelbert, Nemacka). Filtriranje ekstrakata vrSeno je
primenom najlonskih filtera za Spriceve poroznosti 0,22 um (Supelco, Sigma—Aldrich, Sent Luis,
Misuri, SAD).
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Svi standardi ugljenih hidrata primenjeni za identifikovanje i1 kvantifikovanje (glukoza, fruktoza,
saharoza, trehaloza, turanoza, melibioza, maltoza, izomaltoza, erloza, melezitoza, rafinoza i
gentiobioza), kao i1 standardi organskih kiselina (limunska, izolimunska, fumarna, maleinska,
malonska, jabu¢na, kininska, Sikiminska, glukuronska, galakturonska i ¢ilibarna kiselina u obliku
komercijalnog kita) nabavljeni su od proizvodaca Supelco/Sigma—Aldrich (Sent Luis, Misuri, SAD).
Pored navedenih, standard 5—hidroksimetil-2—furaldehida (HMF) nabavljen je od istog proizvodaca
(Sigma—Aldrich).

Kalijum—jodid, natrijum-hlorid, elementarni jod, natrijum—acetat, fuksin, siréetna kiselina,
difenilamin, anilin i aceton nabavljeni su od kompanije Merck (Darmstat, Nemacka). Skrob je
nabavljen od proizvodaca Fisher Chemical (Pensilvanija, SAD), dok je natrijum—volframat
obezbeden od strane Carlo Erba Reagents (Milano, Italija). Za pripremu eluenta u jonskoj
hromatografiji koriS¢eni su rastvor natrijum—hidroksida (50%) 1 natrijum—acetata trihidrata (Sigma—
Aldrich), dok je kalijum—hidroksid generisan in situ primenom eluent—generatora (Dionex EGC III
KOH, kat. broj 074532, Thermo Fisher Scientific). Standardna ampula natrijum-hidroksida (0,1
mol/L Titrisol) nabavljena je od kompanije Merck.

Kalibracija i1 pracenje rada instrumenata sprovedeni su primenom sertifikovanih referentnih
materijala: konduktometrijski standard kalijum—hlorida (1413 puS/cm £ 1% (25 °C)) proizveden od
strane LLG—Labware (Vilmington, Delaver, SAD), sertifikovani standard glukoze (BCR—657)
obezbeden od strane Instituta za referentne materijale i merenja (Gil, Belgija) i1 standard kofeina
(IAEA—-600) dobijen od Medunarodne agencije za atomsku energiju (Bec, Austrija). HPTLC analize
sprovedene su na plo¢ama sa silika—gelom kaao stacionarnom fazom (20 x 10 cm; serijski broj
105548, Merck, Darmstat, Nemacka).

3.3. Melizopalinoloska analiza

Izolovanje polenovih zrna iz meda izvrSeno je u skladu sa standardnim melizopalinoloSkim
postupkom. Uzorak od 10 g meda rastvoren je u 25 mL hladne ultraciste vode uz kontinuirano blago
mesanje. Dobijeni rastvor je potom centrifugiran na 1000 min™' (rpm) tokom 10 minuta. Nakon
centrifugiranja, supernatant je paZljivo uklonjen dekantovanjem, a dobijeni sediment je
resuspendovan u 20 mL ultraciste vode u cilju uklanjanja zaostalih mikrokristala i drugih rastvorljivih
primesa. Sekundarno centrifugiranje sprovedeno je pod identicnim uslovima, nakon cega je
supernatant ponovo odbagen '3 134,

Priprema mikroskopskih preparata sprovedena je koriS€enjem glicerinskog gela prethodno
termostatiranog na 40 °C. Mikroskopska predmetna stakla su takode prethodno zagrejana na grejnoj
ploci. Celokupan izolovani sediment polena kvantitativno je prenet pomocu pipete na predmetno
staklo, u okviru definisane povrSine dimenzija 22 x 22 mm, gde je ravnomerno rasporeden
mikrolopaticom. Preparat je inkubiran na grejnoj plo¢i tokom 1 h radi potpunog isparavanja
rastvarac¢a. Nakon toga je na prethodno zagrejano pokrovno staklo naneta kap glicerinskog gela sa
dodatkom fuksina (u svrhu kontrastnog bojenja polenovih zrna). Pokrovno staklo je postavljeno na
sediment uz striktno izbegavanje formiranja vazdu$nih mehuri¢a, nakon ¢ega je preparat dodatno
zagrevan tokom 5 minuta u cilju fiksiranja i u¢vrs¢ivanja medijuma.

Mikroskopska identifikacija 1 kvantifikacija polenovih zrna sprovedene su primenom optickog
mikroskopa (Leica DM1000 — Leica, Vetzlar, Nemacka; Slika 13) pod uvecanjem koje omogucava
jasnu vizuelizaciju specificnih morfoloskih karakteristika ekstrastrukture zrna. Nakon preliminarnog
identifikovanja prisutnih taksona, prebrojavanje je vrSeno do registrovanja najmanje 500 polenovih
zrna po uzorku. U slucajevima uocene nehomogenosti ili izraZzenih varijacija u distribuciji unutar
preparata, sprovedeno je dodatno prebrojavanje paralelnih vidnih polja radi povecanja statisticke
pouzdanosti 1 preciznosti dobijenih rezultata.
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Slika 13. Mikroskop Leica DM1000 (Leica)
3.4. Fizicko—hemijski parametri

3.4.1. Odredivanje sadrzaja vode

Sadrzaj vode u uzorcima meda odreden je refraktometrijskom metodom u skladu sa zvani¢nim
preporukama Medunarodne komisije za med (eng. International Honey Commission, ITHC) ¥,
Princip metode zasniva se na direktnoj zavisnosti indeksa refrakcije od masenog udela suve supstance
u ispitivanom uzorku. Maseni udeo vode izracunat je konverzijom izmerenih vrednosti indeksa
refrakcije primenom standardnih referentnih vrednosti (Tabela 7). Merenja su sprovedena
koriS¢enjem automatskog digitalnog refraktometra (RX—7000a, Atago, Tokio, Japan; Slika 14).
Kalibracija instrumenta vrSena je dejonizovanom vodom nakon ¢ega je povrSina merne prizme
pazljivo suSena. Nakon kalibracije homogenizovani i bistri uzorci meda ispitani su nanoSenjem male
koli¢ine uzorka na povrsinu prizme, a indeks refrakcije je ocitavan isklju¢ivo nakon termostatiranja
sistema na 20 °C. Merenja su izvedena u duplikatu dok je za proracun sadrzaja vode (18) koriS¢ena
srednja vrednost oc¢itanog indeksa refrakcije.

1,73190-log(RI-1
W = sRIZD (18)
0,002243

(&aracar]

Slika 14. Digitalni refraktometar RX—7000a. (Atago)
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Tabela 7. Sadrzaj vode (g/100 g) u medu u zavisnosti od vrednosti indeksa refrakcije (na 20 °C)

Sadrzaj Indeks Sadrzaj Indeks Sadrzaj Indeks Sadrzaj Indeks

vode refrakcije vode refrakcije vode refrakcije vode refrakcije
13,0 15,044 16,2 14,961 194 14,880 22,6 14,800
13,2 15,038 16,4 14,956 19,6 14,875 22,8 14,795
13,4 15,033 16,6 14,951 19,8 14,870 23,0 14,790
13,6 15,028 16,8 14,946 20,0 14,865 23,2 14,785
13,8 15,023 17,0 14,940 20,2 14,860 234 14,780
14,0 15,018 17,2 14,935 20,4 14,855 23,6 14,775
14,2 15,012 17,4 14,930 20,6 14,850 23,8 14,770
14,4 15,007 17,6 14,925 20,8 14,845 24,0 14,765
14,6 15,002 17,8 14,920 21,0 14,840 24,2 14,760
14,8 14,997 18,0 14,915 21,2 14,835 24.4 14,755
15,0 14,992 18,2 14,910 214 14,830 24,6 14,750
15,2 14,987 18,4 14,905 21,6 14,825 24,8 14,745
15,4 14,982 18,6 14,900 21,8 14,820 25,0 14,740
15,6 14,976 18,8 14,895 22,0 14,815 - -
15,8 14,971 19,0 14,890 22,2 14,810 - -
16,0 14,966 19,2 14,885 22,4 14,805 - -

3.4.2. Odredivanje elektri¢ne provodljivosti

Elektri¢na provodljivost meda odredena je konduktometrijskom metodom, u skladu sa zvani¢nim
preporukama IHC—-a '*°. Odmerena je masa uzorka koja odgovara masi od 20,0 g anhidrovanog meda,
nakon ¢ega je rastvorena u ultracistoj vodi. Dobijeni rastvor je kvantitativno prenet u odmerni sud
zapremine 100 mL 1 dopunjen ultrac¢istom vodom do crte. Alikvot rastvora prebacen je u ¢asu visoke
forme, u koju je uronjena konduktometrijska ¢elija (Cond 7110 TetraCon 325, WTW, Vilhem,
Nemacka; Slika 15), nakon cega je o€itana vrednost elektricne provodljivosti izrazena u mS/cm.
Kalibracija instrumenta sprovedena je primenom sertifikovanog konduktometrijskog standarda
kalijum—hlorida deklarisane provodljivosti od 1413 uS/cm £ 1% (pri 25 °C). S obzirom na to da se
referentne vrednosti elektriéne provodljivosti meda izraZavaju na 20 °C, izvrSena je temperaturna
konverzija dobijenih rezultata. Korekcija je sprovedena primenom propisanog faktora, tako Sto je
izmerenoj vrednosti dodato 3,2% za svaki °C ukoliko je temperatura merenja bila niza od 20 °C,
odnosno oduzeto 3,2% za svaki °C ukoliko je temperatura merenja bila visa od 20 °C.

-

Slika 15. Konduktometar TetraCon 325 (WTW)
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3.4.3. Odredivanje slobodne Kiselosti

Slobodna kiselost meda odredena je titrimetrijskom metodom u skladu sa zvani¢nim preporukama
IHC-a '%. Uzorak mase 5,0 g meda kvantitativno je prenet u ¢asu zapremine 100 mL i rastvoren u
40 mL ultraciste vode. Dobijeni rastvor je uz kontinualno meSanje na magnetnoj mesalici titrovan
standardnim rastvorom natrijum—hidroksida (0,1 mol/L) do postizanja pH-vrednosti 8,30. Za
pracenje promene pH—vrednosti koris¢ena je kombinovana staklena elektroda (LL Ecotrode Plus
WOC, kat. broj ME0000060262100, Metrohm, Herisau, Svajcarska; Slika 16). Prikupljanje i obrada
podataka sprovedene su primenom softvera Titrino, integrisanog uz automatski titrator (716 DMS
Titrino, Metrohm). IzraCunavanje slobodne kiselosti izvedeno je primenom jednacine (19):

Slobodna kiselost = LNaOH CNaoH (g,

Myzorka

pri ¢emu je Vy,on zapremina standardnog rastvora natrijum-—hidroksida utroSenog za titrovanje
analita do zavrs$ne tacke (pH = 8,30), dok Cy oy 0znacava tacnu koncentraciju standardnog rastvora
izrazenu u mol/L. Za titraciju je koriS¢en komercijalno dostupni standard natrijum-hidroksida
(Titrisol ampula natrijum—hidroksida, 0,1 mol/L). Rezultati odredivanja slobodne kiselosti izrazeni
su u miliekvivalentima kiseline po kilogramu meda (meq/kg).

Slika 16. Automatski titrator LL Ecotrode Plus WOC (Metrohm)

3.4.4. Odredivanje sadrzaja S-hidroksimetilfurfurala

Sadrzaj 5-hidroksimetilfurfurala (HMF) u medu odreden je u skladu sa harmonizovanom metodom
IHC-a '¥. Uzorak mase 5,00 g meda kvantitativno je prenet u ¢asu i rastvoren u 15 mL ultradiste
vode. Dobijeni rastvor je potom kvantitativno prenet u odmerni sud zapremine 25 mL i dopunjen
ultra¢istom vodom do crte. Alikvot ovako pripremljenog rastvora filtriran je kroz najlonski filter
poroznosti 0,45 pm neposredno pre injektovanja u sistem za visokoefikasnu te€nu hromatografiju
(HPLC) opremljen UV detektorom (Waters 1500 Series HPLC Pump, Waters 2487 Dual A
Absorbance Detector, Milford, SAD; Slika 17). Za hromatografsko razdvajanje komponenti
koriS¢ena je reverzno—fazna analiticka kolona Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 X 150 mm). Kao mobilna
faza koriS¢ena je smeSa ultraCiste vode i metanola u zapreminskom odnosu 90:10 (v/v), pri
konstantnom protoku od 1,0 mL/min (izokratski). Injekciona zapremina iznosila je 20 pL, dok je
detekcija analita vrSena pracenjem apsorbancije na talasnoj duzini od 285 nm. Kvantifikacija HMF—
a sprovedena je metodom eksterne kalibracije. Pre analize uzoraka, injektovana je kalibraciona serija
standardnih rastvora HMF-a u koncentracionom opsegu od 1 do 15 mg/L. Sadrzaj HMF-a u
ispitivanim uzorcima izracunat je primenom jednacine (20), a finalni rezultati odredivanja izrazeni
su u mg/kg meda.

Sadriaj HMF = Ayzorka * Muzorka (20)

46



Mihajlo V. Jakanovski Doktorska disertacija EKSPERIMENTALNI DEO

Slika 17. Sistem za visokoefikasnu te¢nu hromatografiju Waters 1500 Series

3.4.5. Odredivanje aktivnosti dijastaze

Aktivnost dijastaze u medu odredena je spektrofotometrijskom metodom u skladu sa zvani¢nim
preporukama IHC—a !¥. Princip metode zasniva se na hidrolizi standardnog rastvora skroba pod
dejstvom enzima iz uzorka meda. Formiranje kompleksa izmedu preostalog, nehidrolizovanog skroba
i dodatih jodidnih jona (elementarni jod i kalijum—jodid) rezultuje plavim obojenjem, €iji se intenzitet
linearno smanjuje srazmerno aktivnosti enzima. Pradenjem smanjenja apsorbancije reakcione smese
u definisanim vremenskim intervalima dobijaju se parametri linearne zavisnosti pomocu kojih se
izraCunava t,, — vreme neophodno za postizanje specifi¢ne vrednosti apsorbancije od 0,235. Aktivnost
dijastaze izrazava se u dijastatskim jedinicama (Goteove jedinice), pri cemu jedna jedinica odgovara
aktivnosti enzima prisutnog u 1 g meda koja hidrolizuje 0,01 g skroba tokom intervala od 1 h pri
temperaturi od 40 °C. Dijastatski broj (eng. Diastase Number, DN) izraCunava se primenom jednacine

(21):

DN = B’tﬂ @1)

Priprema uzorka sprovedena je rastvaranjem 5,0 g meda u 10 mL ultraciste vode uz dodatak 2,5 mL
acetatnog pufera (pH = 5,30). U odmerni sud zapremine 50 mL prvo je preneto 3 mL rastvora
natrijum-hlorida (y = 29 g/L), nakon ¢ega je kvantitativno prenet rastvor meda sa puferom, te je
odmerni sud dopunjen ultrac¢istom vodom do crte. Pre analize je odredena plava vrednost, u cilju
definisanja tacne zapremine ultraiste vode koju je neophodno dodati u reakcionu smeSu kako bi
pocetna apsorbancija kompleksa bila u opsegu od 0,745 do 0,770. Sva spektrofotometrijska merenja
sprovedena su primenom UV-Vis spektrofotometra (Cintra 6, GBC Scientific Equipment, Bresid,
Australija; Slika 18). U vodeno kupatilo, prethodno termostatirano na 40 °C, postavljeni su
erlenmajeri koji su sadrzali po 10 mL ultraciste vode, 10 mL rastvora skroba i 10 mL rastvora uzorka
meda. Nakon postizanja zadate temperature, alikvot od 5 mL rastvora skroba kvantitativno je prenet
u rastvor meda uz istovremeno zapocinjanje merenja vremena. Smanjenje apsorbancije praceno je
sukcesivno u definisanim vremenskim intervalima sve dok izmerena vrednost nije opala ispod zadate
granice od 0,155.

- . Q@ cihoe
Slika 18. Spektrofotometar Cintra 6 (GBC)
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3.5. Odredivanje odnosa stabilnih izotopa ugljenika

Izolovanje proteina iz uzoraka meda izvedeno je u skladu sa zvanicnom AOAC 998.12 (1999)
metodom, uz modifikacije opisane kod Vasi¢ i saradnika '*® !*7. Uzorak meda mase oko 10-12 g
kvantitativno je prenet u kivetu za centrifugiranje i rastvoren u 4 mL ultraciste vode, uz kontinualno
mesanje do potpune homogenizacije. U cilju talozenja proteina rastvoru je dodato 2 mL vodenog
rastvora natrijum—volframata (masenog udela 10%) 1 2 mL rastvora sumporne kiseline (koncentracije
0,335 mol/L). Nakon izdvajanja flokula, kivete su dopunjene ultra¢istom vodom. Suspenzija je
homogenizovana primenom vorteks mesalice (RX3 Vortex Mixer, VELP Scientifica, Usmate Velate,
Italija) u trajanju od 1 min, a zatim inkubirana u vodenom kupatilu na 80 °C do pojave vidljivih
heterogenih koagulata. Nakon toga, dobijena smesa je centrifugirana pri 1500 min™! tokom 5 minuta
(Centrifuge SL16, Thermo Fisher Scientific, Osterode am Harc, Nemacka), pri ¢emu je supernatant
pazljivo dekantovan 1 odbacen. Postupak ispiranja taloga dodatkom po 50 mL ultraCiste vode 1
naknadnog centrifugiranja ponovljen je pet puta, sve do dobijanja potpuno bistrog supernatanta.
Izolovani proteinski precipitat susen je u suSnici (ST-05, Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska) na 80 °C
tokom no¢i.

Odnos stabilnih izotopa ugljenika u uzorku meda i izolovanoj proteinskoj frakciji odreden je
primenom masene spektrometrije odnosa stabilnih izotopa spregnute sa elementalnim analizatorom
(EA-IRMS). Merenja su sprovedena na masenom spektrometru Delta V Plus (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Nemacka) koji je preko interfejsa ConFlo IV spregnut sa elementalnim
analizatorom Flash 2000 (Thermo Fisher Scientific; Slika 19). Analiza je uradena u skladu sa AOAC
998.12 metodom, uz modifikacije opisane kod Vasi¢ i saradnika *% 37, Odvage od oko 0,2 do 0,6 mg
meda i izolovane proteinske frakcije, odmerene su direktno u kalajne kapsule (5 x 3,5 mm). Kapsule
su potom hermeticki zatvorene preklapanjem i presovane radi potpunog istiskivanja vazduha. Ovako
pripremljeni uzorci pozicionirani su u autosampler elementalnog analizatora. U procesu sagorevanja
uzoraka nastaje ugljen—dioksid (C0O,), a detektovanje i izraCunavanje izotopskog odnosa vrSeni su
pracenjem jonskih struja pri m/z vrednostima 44, 45 1 46. Sve analize su sprovedene u dva nezavisna
ponavljanja u okviru istog analiti¢kog ciklusa.

Slika 19. Sistem za odredivanje odnosa stabilnih izotopa spregnut sa elemental analizerom EA-IRMS
(Thermo Electron Corporation)
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3.6. Profil Secera

3.6.1. Optimizacija hromatografskih uslova

Optimizacija hromatografskih uslova za analizu profila Secera obuhvatila je definisanje optimalnog
sastava i gradijentnog programa mobilne faze. Mobilna faza sastojala se od ultraciste vode (eluent A)
1 degaziranog rastvora natrijum-hidroksida koncentracije 300 mmol/L (eluent B). Protok mobilne
faze odrzavan je konstantno na 0,7 mL/min tokom celokupne analize. Pre svakog injektovanja
hromatografski sistem je kondicioniran poc¢etnim sastavom mobilne faze primenjenog programa u
trajanju od 20 minuta. Ispitivani su slede¢i gradijentni programi:

Program 1: 0,0-5,0 min (85% A, 15% B); 5,0-5,5 min (85 — 83% A, 15 — 17% B); 5,5-12,0 min
(83% A, 17% B); 12,0-12,5 min (83 — 80% A, 17 — 20% B); 12,5-18,0 min (80% A, 20% B); 18,0—
18,5 min (80 — 70% A, 20 — 30% B); 18,5-25,0 min (70% A, 30% B); 25,0-25,5 min (70 — 60%
A, 30 — 40% B); 25,5-35,0 min (60% A, 40% B).

Program 2: 0,0-4,0 min (82% A, 18% B); 4,0-4,1 min (82 — 78% A, 18 — 22% B); 4,1-18,0 min
(78% A, 22% B); 18,0-18,5 min (78 — 70% A, 22 — 30% B); 18,5-25,0 min (70% A, 30% B); 25,0—
25,5 min (70 — 60% A, 30 — 40% B); 25,5-35,0 min (60% A, 40% B); 35,0-35,1 min (60 — 82%
A, 40 — 18% B).

Program 3: 0,0-3,0 min (85% A, 15% B); 3,0—18,0 min (75% A, 25% B); 18,0-18,5 min (75 — 70%
A, 25 — 30% B); 18,5-25,0 min (70% A, 30% B); 25,0-25,5 min (70 — 60% A, 30 — 40% B);
25,5-35,0 min (60% A, 40% B); 35,0-35,1 min (60 — 85% A, 40 — 15% B).

Program 4: 0,0-2,5 min (82% A, 18% B); 2,5-3,0 min (82 — 75% A, 18 — 25% B); 3,0-18,0 min
(75% A, 25% B); 18,0-18,5 min (75 — 70% A, 25 — 30% B); 18,5-25,0 min (70% A, 30% B); 25,0—
25,5 min (70 — 60% A, 30 — 40% B); 25,5-35,0 min (60% A, 40% B); 35,0-35,1 min (60 — 82%
A, 40 — 18% B).

Program 5: 0,0—18,0 min (75% A, 25% B); 18,0-18,5 min (75 — 70% A, 25 — 30% B); 18,5-25,0
min (70% A, 30% B); 25,0-25,5 min (70 — 60% A, 30 — 40% B); 25,5-35,0 min (60% A, 40% B);
35,0-35,1 min (60 — 75% A, 40 — 25% B).

Program 6: 0,0-3,0 min (75% A, 25% B); 3,0-3,1 min (75 — 70% A, 25 — 30% B); 3,1-25,0 min
(70% A, 30% B); 25,0-25,5 min (70 — 60% A, 30 — 40% B); 25,5-35,0 min (60% A, 40% B); 35,0—
35,1 min (60 — 75% A, 40 — 25% B).

Program 7: 0,0—1,0 min (75 — 65% A, 25 — 35% B); 1,0-24,9 min (65% A, 35% B); 24,9-25,0 min
(65 — 60% A, 35 — 40% B); 25,0-35,0 min (60% A, 40% B); 35,0-35,1 min (60 — 75% A, 40 —
25% B).

Na osnovu komparativne analize dobijenih hromatograma utvrdeno je da gradijentni Program 4
obezbeduje optimalnu rezoluciju pojedina¢nih Se¢era. Shodno tome, navedeni gradijent usvojen je za
sva dalja hromatografska odredivanja, dok je detaljna diskusija o optimizacionim parametrima
prikazana u poglavlju ,,Rezultati 1 diskusija“.

3.6.2. Validacija metode

Validacija razvijene HPAEC-PAD metode za odredivanje profila Secera obuhvatila je ispitivanje
sledecih parametara: linearnosti, granica detekcije (LOD) i1 kvantifikacije (LOQ), ta¢nosti (procena
analitickog prinosa) i preciznosti (ponovljivost i reproduktivnost), u skladu sa Eurachem vodicem
(eng. Eurachem guides, https://www.eurachem.org/index.php/publications/guides) 1 protokolima
Nordijsko—Baltickog komiteta za analizu hrane (NMKL protokol br. 6) (eng. Nordic—Baltic
Commiittee on Food Analysis, vodi¢ za razvoj metoda, https://www.nmkl.org/resources/method-

development/) 13141,
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Linearnost metode evaluirana je primenom metode linearne regresije, analizom zavisnosti
integraljene povrsine hromatografskih pikova od koncentracije za pet taaka kalibracione krive.
Tac¢nost metode utvrdena je odredivanjem analitickog prinosa, spajkovanjem. Uzorci meda mase 2,0
g razblazeni su u 20 mL ultraiste vode, nakon ¢ega su obogaceni standardnim rastvorima
pojedinacnih Secera na tri nivoa koncentracije (75%, 100% 1 125% u odnosu na ciljnu koncentraciju).
Za svaki nivo dodatka sprovedeno je Sest nezavisnih merenja (n = 6), ukupno 18 merenja po nivou.
Na osnovu odnosa povrsSina pikova neobogacenih i obogacenih uzoraka, izraCunati su analitiCki
prinosi, standardna devijacija i relativna standardna devijacija 122 138141,

Preciznost metode (ponovljivost i reproduktivnost) procenjena je kroz seriju ponovljenih merenja
istog uzorka meda. Ponovljivost (RSDy) i reproduktivnost (RSDr) odredene su analizom tri nezavisna
merenja istog uzorka tokom tri uzastopna dana (Sest ponavljanja dnevno, ukupno 18 merenja).
Preciznost je iskazana kroz vrednosti RSD;, RSDr-1 1 Horvicov (Horwitz) odnos (HorRat) za svaki
identifikovani Secer 122 138141,

Kalibracioni rastvori pripremljeni su iz osnovnih (stok) standardnih rastvora (1000 mg/L) glukoze,
fruktoze, saharoze, trehaloze, turanoze, melibioze, maltoze, izomaltoze, erloze, melezitoze, rafinoze
1 gentiobioze. Za glukozu 1 fruktozu kalibracioni opseg iznosio je 20—100 mg/L, dok je za ostale
Secere primenjen opseg od 1-20 mg/L. Pripremljene kalibracione serije injektovane su u sistem za
jonsku hromatografiju radi definisanja analiti¢kih karakteristika metode.

3.6.3. Analiza profila Secera

Priprema uzoraka za odredivanje profila Sefera obuhvatila je odmeravanje oko 2,0 g meda i
rastvaranje u 20 mL ultraciste vode. Dobijeni rastvor kvantitativno je prenet u odmerni sud zapremine
100 mL 1 dopunjen ultradistom vodom do crte. Alikvot rastvora proceden je kroz najlonski filter
poroznosti 0,22 um i kori§¢en kao osnovni rastvor za dalja razblazivanja. Za odredivanje sadrzaja
glukoze i1 fruktoze osnovni rastvor je razblazen 100 puta (1 mL rastvora dopunjen do 100 mL
ultra¢istom vodom), dok je za odredivanje profila oligosaharida primenjeno razblazenje 25 puta (2
mL rastvora dopunjeno do 50 mL). Pripremljeni uzorci preneti su u kivete (vijale) i autosamplerom
injektovani u sistem za jonsku hromatografiju.

Identifikacija i kvantifikacija Secera sprovedena je primenom sistema za visokoefikasnu anjonsko—
izmenjivacku hromatografiju sa pulsno—amperometrijskom detekcijom (HPAEC—PAD) Dionex ICS
3000 (Dionex, Sanivejl, Kalifornija, SAD; Slika 20). Hromatografski sistem ¢inili su: kvaternarna
gradijentna pumpa, zastitna kolona (pretkolona) CarboPac PA100 (4 x 50 mm, guard), analiticka
kolona CarboPac PA100 (4 x 250 mm) termostatirana na 30 °C, autosampler sa injekcionom petljom
zapremine 25 pL 1 elektrohemijski pulsno—amperometrijski detektor. Detektorski sistem obuhvatao
je Ag/AgCl referentnu elektrodu i radnu zlatnu elektrodu, uz primenu standardizovanog pulsno—
amperometrijskog programa za detekciju ugljenih hidrata (carbohydrates standard quad). Mobilna
faza sastojala se od ultraciste vode (eluent A) 1 degaziranog rastvora natrijum-hidroksida
koncentracije 300 mmol/L (eluent B), uz protok od 0,7 mL/min. Primenjen je slede¢i gradijentni
program: 0,0-2,5 min (82% A, 18% B); 2,5-3,0 min (82 — 75% A, 18 — 25% B); 3,0—18,0 min
(75% A, 25% B); 18,0-18,5 min (75 — 70% A, 25 — 30% B); 18,5-25,0 min (70% A, 30% B); 25,0—
25,5 min (70 — 60% A, 30 — 40% B); 25,5-35,0 min (60% A, 40% B). Pre svakog injektovanja,
hromatografski sistem je kondicioniran s pocetnim sastavom mobilne faze (82% A, 18% B) tokom
20 minuta. Softverski paket Hromeleon (eng. Chromeleon, verzija 6.7) koriS¢en je za prikupljanje i
obradu podataka. Sadrzaj Secera izrazen je u jedinicama g/100 g meda. Sva merenja sprovedena su u
dva nezavisna ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost sa pridruzenom mernom
nesigurnoscu.
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Slika 20. Sistem za jonsku hromatografiju Dionex ICS 3000 (Dionex)

3.6.4. Kvalitativna analiza profila Se¢era primenom visokoefikasne tankoslojne hromatografije

Priprema uzoraka za kvalitativnu analizu Secera podrazumevala je rastvaranje 1,0 g meda, odnosno
sirupa, u 10 mL ultradiste vode. Uzorci sirupa su nakon rastvaranja dodatno razblazeni 10 puta
(finalna koncentracija 1% w/v). Svi ekstrakti filtrirani su kroz najlonske membranske filtere
poroznosti 0,45 um pre nanosenja na staklene ploce silika—gela.

Kao derivatizaciono sredstvo za vizuelizaciju ugljenih hidrata koriS¢en je anilin—difenilamin—
fosforna kiselina reagens (DPA reagens). Reagens je pripremljen rastvaranjem 2 g difenilamina i 2
mL anilina u 100 mL acetona uz pazljivo dodavanje 10 mL fosforne kiseline uz konstantno mesanje
do postizanja potpune homogenosti. Pripremljeni reagens skladisten je u tamnoj staklenoj ambalazi
na temperaturi od -20 + 2 °C 8,

Hromatografsko razdvajanje izvedeno je na aluminijumskim HPTLC plocama prevucenim silika—
gelom 60 (Art. 105548, 20 x 10 cm, Merck, Darmstat, Nemacka). NanoSenje uzoraka (0,5 uL za
ekstrakte meda; 0,7 uL za ekstrakte sirupa) vrSeno je primenom uredaja za automatsko nanoSenje
Linomat 5 (CAMAG, Mutenc, Svajcarska, Slika 21). Uzorci su naneti u obliku traka $irine 6 mm, na
udaljenosti od 8 mm od donje ivice plo¢e i 10 mm od bo¢nih ivica. Razvijanje hromatograma
sprovedeno je u staklenoj kadi za razdvajanje (20 x 10 cm) prethodno zasi¢enoj parama mobilne faze
(sistem acetonitril/voda/sir¢etna kiselina u odnosu 7:2,5:0,5, vA/v) tokom 15 minuta. Nakon
zavrSetka razvijanja i suSenja ploca u struji vazduha, izvrSena je derivatizacija uranjanjem u DPA
reagens primenom uredaja za uranjanje (Chromatogram immersion device, CAMAG). Ploce su
termostatirane na 105 °C tokom 5 minuta radi vizuelizacije razdvojenih zona. Snimanje slike
hromatograma je izvrSeno pod vidljivim svetlom pomoc¢u mobilnog telefona (Samsung S21, Samsung
Electronics), opremljenog kamerom od 64 megapiksela, 1 sauvano u JPEG formatu za dalju obradu.
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Slika 21. Sistem za visokoefikasnu tankoslojnu hromtografiju (CAMAG)
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Kvalitativna analiza profila Secera u ekstraktima meda sprovedena je i visokoefikasnom anjonsko—
izmenjivackom hromatografijom, uz modifikaciju procedure opisane u odeljku 3.6.3. Mobilna faza
sastojala se iz ultraCiste vode (eluent A), degaziranog rastvora natrijum—hidroksida (300 mmol/L,
eluent B) i degaziranog rastvora natrijum—acetata (500 mmol/L, eluent C). Protok mobilne faze
odrzavan je konstantno na 0,7 mL/min. Primenjen je gradijentni program preuzet iz studije Lazarevi¢
K. *2:0,0-5,0 min: 85% A, 15% B, 0% C, 5,0-12,0 min: 83% A, 15% B, 2% C, 12,0-20,0 min: 81%
A, 15% B, 4% C 1 20,0-30,0 min: 60% A, 20% B, 20% C. Pre svakog injektovanja, hromatografski
sistem je kondicioniran sa pocetnim sastavom mobilne faze (85% A, 15% B, 0% C) tokom 20 minuta.

3.7. Profil organskih kiselina

3.7.1. Optimizacija hromatografskih uslova

Optimizacija hromatografskih uslova za odredivanje profila organskih kiselina obuhvatila je
definisanje optimalnog gradijentnog programa mobilne faze. Mobilna faza se sastojala od ultraCiste
vode 1 kalijum-hidroksida generisanog in situ primenom eluent—generatora. Protok kroz
hromatografski sistem odrzavan je konstantno na 1,0 mL/min. Ispitivani su slede¢i gradijentni
programi menjanja koncentracije KOH:

Program 1: 0,0-13,75 min (25 mmol/L KOH); 13,75-15,0 min (25 — 30 mmol/L. KOH); 15,0-25,0
min (30 mmol/L KOH); 25,0-30,0 min (30 — 50 mmol/L KOH); 30,0-46,0 min (50 mmol/L KOH);
46,0-51,0 min (50 — 25 mmol/L KOH); 51,0-60,0 min (25 mmol/L KOH).

Program 2: 0,0-12,9 min (10 mmol/L KOH); 12,9—-13,0 min (10 — 25 mmol/L KOH); 13,0—17,9 min
(25 mmol/L KOH); 17,9-18,0 min (25 — 30 mmol/L KOH); 18,0-25,0 min (30 mmol/L KOH); 25,0—
30,0 min (30 — 50 mmol/L KOH); 30,0—65,0 min (50 mmol/L KOH); 65,0—-70,0 min (50 — 10
mmol/L KOH).

Program 3: 0,0—15,0 min (10 mmol/L KOH); 15,0—17,9 min (10 — 30 mmol/L KOH); 17,9-25,0 min
(30 mmol/L KOH); 25,0-30,0 min (30 — 50 mmol/L KOH); 30,0—55,0 min (50 mmol/L KOH); 55,0—
60,0 min (50 — 10 mmol/L KOH); 60,0-70,0 min (10 mmol/L KOH).

Program 4: 0,0-0,1 min (25 mmol/L KOH); 0,1-1,0 min (25 — 5 mmol/L KOH); 1,0-16,0 min (5
mmol/L KOH); 16,0—19,0 min (5 — 30 mmol/L KOH); 19,0-27,0 min (30 mmol/L KOH); 27,0-30,0
min (30 — 50 mmol/L KOH); 30,0-55,0 min (50 mmol/L KOH); 55,0—60,0 min (50 — 25 mmol/L
KOH).

Program 5: 0,0-0,5 min (25 — 10 mmol/L KOH); 0,5-15,0 min (10 mmol/L KOH); 15,0-18,0 min
(10 — 30 mmol/L KOH); 18,0-26,0 min (30 mmol/L KOH); 26,0-30,0 min (30 — 50 mmol/L KOH);
30,0-55,0 min (50 mmol/L KOH); 55,0-60,0 min (50 — 25 mmol/L KOH); 60,0-70,0 min (25
mmol/L KOH).

Program 6: 0,0-0,5 min (25 — 10 mmol/L KOH); 0,5-16,0 min (10 mmol/L KOH); 16,0-18,0 min
(10 — 30 mmol/L KOH); 18,0-29,0 min (30 mmol/L KOH); 29,0-32,0 min (30 — 50 mmol/L KOH);
32,0-58,0 min (50 mmol/L KOH); 58,0-60,0 min (50 — 25 mmol/L KOH); 60,0-70,0 min (25
mmol/L KOH).

Program 7: 0,0-0,5 min (25 — 10 mmol/L KOH); 0,5-12,5 min (10 mmol/L KOH); 12,5-17,0 min
(10 — 25 mmol/L KOH); 17,0-30,0 min (25 mmol/L KOH); 30,0-35,0 min (25 — 50 mmol/L KOH);
35,0-55,0 min (50 mmol/L KOH); 55,0-60,0 min (50 — 25 mmol/L KOH); 60,0-70,0 min (25
mmol/L KOH).

Na osnovu komparativne analize hromatograma utvrdeno je da gradijentni Program 6 obezbeduje
optimalno razdvajanje pojedinacnih organskih kiselina. Sva dalja odredivanja sprovedena su
primenom ovog gradijenta, dok je detaljna diskusija o parametrima optimizacije prikazana u
poglavlju ,,Rezultati 1 diskusija“.
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3.7.2. Validacija metode

Validacija metode odredivanja profila organskih kiselina uradena je po proceduri opisanoj u odeljku
3.6.2. Za potrebe kvantifikacije koriS¢eni su osnovni (Stok) standardni rastvori, pripremljeni
rastvaranjem referentnih standarda organskih kiselina (limunska, izolimunska, maleinska, jabucna,
kininska, Sikiminska, glukuronska, galakturonska i ¢ilibarna kiselina) u ultracistoj vodi, tako da je
finalna koncentracija svakog osnovnog rastvora iznosila 1000 mg/L. U cilju pravljenja standardne
serije 1 konstrukcije kalibracione prave osnovni rastvori su sukcesivno razblazivani. Za kininsku i
Sikiminsku kiselinu primenjen je kalibracioni opseg od 4 do 40 mg/L, za limunsku kiselinu opseg od
10 do 100 mg/L, dok su radni standardni rastvori preostalih ispitivanih kiselina pripremljeni u
koncentracionom opsegu od 1 do 10 mg/L. Ovako pripremljene serije radnih standardnih rastvora
injektovane su u sistem za jonsku hromatografiju radi definisanja validacionih parametara metode.

3.7.3. Analiza profila organskih Kkiselina

Priprema uzoraka za odredivanje profila organskih kiselina obuhvatila je odmeravanje oko 2,5 g meda
i rastvaranje u ultracistoj vodi. Dobijeni rastvor kvantitativno je prenet u odmerni sud zapremine 25
mL 1 dopunjen ultrac¢istom vodom do crte. Dobijeni rastvor je zatim profiltriran kroz najlonski
membranski filter poroznosti 0,22 um, direktno u kivete i pomocu autosamplera injektovan u
injekcionu petlju jonskog hromatografa.

Identifikacija i kvantifikacija organskih kiselina u ekstraktima meda sprovedene su primenom sistema
za visokoefikasnu jonoizmenjiva¢ku hromatografiju (jonsku hromatografiju) — Dionex ICS 3000
(Dionex, Sanivejl, Kalifornija, SAD; Slika 20). Hromatografski sistem ¢inili su: izokratska pumpa,
eluent—generator za in situ generisanje kalijum—hidroksida (EGC III KOH RFIC), zastitna pretkolona
IonPac AG15 (4 x 50 mm) za dodatno uklanjanje interferencija, analiticka kolona IonPac AS15 (4 x
250 mm) termostatirana na 30 °C, autosampler sa injekcionom petljom zapremine 10 pL,
samoregenerisSuci supresor (ASRS 600, Dionex) i konduktometrijski detektor. Radna struja supresora
bila je automatski prilagodena trenutnoj koncentraciji kalijum-hidroksida u eluentu. Mobilna faza
sastojala se od ultraciste vode 1 in situ generisanog KOH, ¢ija je koncentracija varirala od 10 do 50
mmol/L. Protok kroz hromatografski sistem odrZavan je konstantno na 1,0 mL/min, uz primenu
sledeceg optimizovanog gradijentnog programa: 0,0-0,5 min (25 — 10 mmol/L KOH); 0,5-16,0 min
(10 mmol/L KOH); 16,0—-18,0 min (10 — 30 mmol/L KOH); 18,0-29,0 min (30 mmol/L KOH); 29,0—
32,0 min (30 — 50 mmol/L KOH); 32,0-58,0 min (50 mmol/L KOH); 58,0-60,0 min (50 — 25
mmol/L KOH); 60,0—70,0 min (25 mmol/L KOH). Softverski paket Hromeleon (verzija 6.7) koris¢en
je za prikupljanje 1 obradu podataka. Sadrzaj svih razdvojenih i kvantifikovanih organskih kiselina
izrazen je u jedinicama mg/kg meda. Sva odredivanja sprovedena su u dva nezavisna ponavljanja, a
finalni rezultati su prikazani kao srednja vrednost sa pridruZenom mernom nesigurnoscu.

3.8. Statisticka obrada rezultata

Statisticka analiza dobijenih rezultata obuhvatila je izratunavanje parametara deskriptivne statistike,
primenu analize varijansi i Sefeovog post hoc testa, digitalnu obradu slika hromatograma uz
prevodenje u matrice podataka, multivarijantnu analizu na osnovu fizi¢ko-hemijskih parametara,
izotopskog odnosa ugljenika, profila Secera i organskih kiselina, kao 1 matrice dobijene obradom slike
hromatograma.

IzraCunavanje parametara deskriptivne statistike 1 njihovo graficko predstavljanje izvedeno je u
programu Microsoft Olffice Excel (programski dodatak Analysis toolpack, Microsoft Corporation,
Redmond, SAD). Za analizu varijanse i Sefeov post hoc test koriséen je softverski paket IBM SPSS
Statistics 20 (IBM Corp., Armonk, Njujork, SAD). U cilju sagledavanja detaljnije strukture podataka,
identifikovanja obrazaca grupisanja i utvrdivanja specificnosti objekata uradena je multivarijantna
analiza koriS¢enjem softvera MATLAB 7.12.0 (R2011a) (MathWorks INC, Masacusets, SAD).
Analiza glavnih komponenata (PCA) 1 parcijalna regresija najmanjih kvadrata sa diskriminantnom
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analizom (PLS-DA) sprovedene su primenom programskog dodatka PLS ToolBox, v.6.2.1
statistickog paketa MATLAB (Eigenvector Research, Inc.). Prisustvo spoljasnjih vrednosti
(odstupajucih opservacija, eng. outliers) tokom PCA analize evaluirano je na osnovu Hotelingove
(Hotelling) T? i Q-statistike, uz nivo znadajnosti od 95%. Klasifikacioni PLS-DA modeli razvijeni
su koriS¢enjem SIMPLS algoritma. Optimalna sloZenost i pouzdanost PLS—DA modela osigurana je
primenom Cetvorostruke unakrsne validacije (eng. Cross—Validation, CV) zasnovane na metodi
,venecijanera” (eng. Vemetian blinds). Pre izvodenja multivarijantne analize svi podaci su
autoskalirani. Procena kvaliteta dobijenih modela vrSena je na osnovu koeficijenata determinacije za
kalibraciju (R%a), unakrsnu validaciju (R%cv) i predikciju (R%pred), kao i na osnovu odgovarajuéih
greSaka modela: kvadratnog korena srednje greSke kalibracije (RMSEC), unakrsne validacije
(RMSECV) i predikcije (RMSEP).

Digitalna obrada slika HPTLC hromatograma uradena je u programu ImageJ. Dobijene varijable su
predstavljene kao intenziteti signala (izrazene u pikselima) u funkciji rastojanja (Rp vrednosti) za
svaki uzorak ponaosob. Predtretman hromatografskih signala, sproveden primenom algoritama
implementiranih u softverskom paketu PLS ToolBox, v.6.2.1 statistickog paketa MATLAB,
obuhvatao je poravnanje, normiranje i centriranje podataka. Poravnanje signala, izvedeno je
primenom metode korelacije optimizacije savijanja, normiranje koriS¢enjem standardne normalne
promenljive, dok je za centriranje odabrano srednje centriranje.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Ova doktorska disertacija obuhvata razvoj, optimizaciju i unapredenje metoda visokoefikasne te¢ne
hromatografije sa ciljem preciznije i pouzdanije procene autenti¢nosti meda razliCitog biljnog
porekla. U okviru istrazivanja analizirani su uzorci pet biljnih vrsta meda: bagremov, lipov i
suncokretov med, med od uljane repice i medljikovac.

U cilju utvrdivanja biljnog porekla i potvrde autenti¢nosti prikupljenih uzoraka meda istrazivanje je
zapoceto sprovodenjem melizopalinoloske analize kojom je preliminarno definisano biljno poreklo.
Ova analiza je omogucila klasifikaciju uzoraka na osnovu prisustva karakteristicnih polenovih zrna i
bila je osnov za dalju ocenu autenti¢nosti. Nakon toga je pristupljeno odredivanju fizicko—hemijskih
parametara u skladu sa Pravilnikom o kvalitetu meda i drugih proizvoda péela 2, ¢ime je izvriena
dodatna karakterizacija uzoraka. Konac¢na potvrda autenti¢nosti sprovedena je odredivanjem odnosa
stabilnih izotopa ugljenika meda 1 izolovanog proteina, standardnom AOAC 998.12 metodom, koja
omogucava detekciju potencijalnog krivotvorenja dodatkom egzogenih Secera i SeCernih sirupa
poreklom od C4 biljaka 4.

Druga faza istrazivanja ukljucila je analizu profila Secera i organskih kiselina autenticnog seta
podataka metodom visokoefikasne te¢ne hromatografije — jonske hromatografije, a u cilju
identifikovanja karakteristicnih hemijskih markera specifi¢nih za svaku ispitivanu biljnu vrstu meda.

U okviru istrazivanja primenjena je i visokoefikasna tankoslojna hromatografija za razdvajanje i
profilisanje Seera u uzorcima meda, sa ciljem brze procene moguceg prisustva egzogenih Secera,
posebno onih poreklom od C4 biljaka. Dobijeni hromatografski profili uporedeni su sa rezultatima
dobijenim visokoefikasnom anjonsko—izmenjivackom te€nom hromatografijom i analizom odnosa
stabilnih izotopa ugljenika u medu i izolovanom proteinu. Ovaj pristup omogucava efikasno skrining
(eng. screening) testiranje koje moze posluziti kao brza preliminarna metoda za detekciju dodataka
razli¢itih egzogenih Secera, Secernih sirupa 1 potencijalnog krivotvorenja. Kombinovanjem
analitickih tehnika sa hemometrijskim metodama unapredena je procena autenti¢nosti meda.

4.1. Melizopalinolos$ka analiza

Biljno poreklo dostavljenth uzoraka monoflornth medova verifikovano je primenom
melizopalinoloske analize. Na osnovu identifikovanja i kvantifikovanja karakteristicnih polenovih
zrna specifi€nih za odredene biljne vrste, uzorci su klasifikovani prema dominantnom biljnom izvoru
nektara. U okviru analize 138 uzoraka meda (Tabela 6), identifikovano je prisustvo polena 38 biljnih
vrsta koje pripadaju razli¢itim taksonomskim familijama, ukljucujuéi: Fabaceae, Rosaceae, Fagaceae,
Asteraceae, Salicaceae, Poaceae, Boraginaceae, Brassicaceae, Tiliaceae, Apiaceae, Geraniaceae,
Compositae, Fumariaceae, Ericaceae, Chenopodiaceae, Polygonaceae, Cannabaceae, Betulaceae,
Hydrophyllaceae, Simaroubaceae, Balsaminaceae i Lamiaceae '**. Odredivanje biljnog porekla
svakog uzorka zasnovano je na morfoloskim karakteristikama 1 prisustvu specifi¢nih formi polena
(Slika 22) 133 134 14419 "N osnovu dobijenih rezultata, potvrdena su slede¢a dominantna biljna
porekla meda: bagremov (Robinia pseudoacacia, 74 uzorka), lipov (7ilia cordata, 18 uzoraka),
suncokretov (Helianthus annuus, 10 uzoraka), uljana repica (Brassica napus, 10 uzoraka).
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Slika 22. Izgled polenovog zrna karakteristicnog za biljnu vrstu: A) Bagrem B) Lipa C) Suncokret
D) Uljana repica

4.1.1. Bagremov med

Prema odredbama Pravilnika o kvalitetu meda i drugih proizvoda p&ela Republike Srbije 2, minimalni
udeo polenovih zrna vrste Robinia pseudoacacia u nerastvornom delu meda mora iznositi najmanje
20% kako bi se mogao klasifikovati kao monoflorni bagremov med.

Svi analizirani uzorci bagremovog meda (Prilog 1, uzorci B1 — B74) imali su sadrzaj polenovih zrna
bagrema iznad 20%, Sto ukazuje na validnost oznake njihovog biljnog porekla kao monoflornog
bagremovog meda. Osim prisustva karakteristicnih polenovih zrna bagrema, u nerastvornom delu
ovih uzoraka bila su prisutna i polenova zrna vrsta Rosaceae, Prunus sp., Fabaceae, Brassica napus,
Poaceae, Fagaceae 1 Salix sp., dok je ukupan udeo polenovih zrna vrsta koje su pojedinac¢no bile
zastupljene sa manje od 2,5% u odnosu na ukupni broj identifikovanih polenovih zrna iznosio zbirno
oko 8,8% (Slika 23).

= Robinia psendoacacia
(Fabaceae)

= Rosaceae type (Rosaceae)

= Prunus sp. (Rosaceae)

= Fabaceae type (Fabaceae)

= Brassica napus (Brassicaceae)

17.7 = Poaceae type (Poaceae)

Fagaceae type (Fagaceae)

Salix sp. (Salicaceae)

Ostalo (biljne vrste < 2.5 %)

Slika 23. Relativna zastupljenost dominantnih polenovih zrna uzoraka bagremovog meda

ProseCan sadrzaj polenovih zrna vrste Robinia pseudoacacia u analiziranim uzorcima iznosio je
22,4%, §to odgovara podacima iz literature !4+ 146-149. 151 ‘Morfoloske karakteristike polenovih zrna
posmatrane mikroskopom (Slika 24) takode su bile u saglasnosti sa opisima koje navode prethodni
autori, potvrdujuéi tipi¢na morfoloska svojstva ove biljne vrste 4% 151,
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Slika 24. Mikroskopski prikaz polenovih zrna iz dva razlicita polja uzorka bagremovog meda

4.1.2. Lipov med

Na osnovu odredbi Pravilnika o kvalitetu meda i drugih proizvoda p&ela Republike Srbije 2, med se
moze klasifikovati kao monoflorni lipov med ukoliko u njegovom nerastvornom delu sadrzaj
polenovih zrna vrste 7Tilia cordata (lipa) iznosi najmanje 25%, odnosno najmanje 15% u slu¢ajevima
kada su jasno izrazena karakteristicna senzorna svojstva tipi¢na za ovu vrstu meda (miris, ukus i
boja).

Svi analizirani uzorci lipovog meda (Prilog 1, L1 — L18) imali su sadrzaj polenovih zrna lipe iznad
25%, sto ukazuje na validnost oznake njihovog biljnog porekla kao monoflornog lipovog meda. Osim
prisustva karakteristicnih polenovih zrna lipe, u nerastvornom delu ovih uzoraka bila su prisutna i
polenova zrna vrsta Helianthus annuus, Rosaceae, Prunus sp., Fabaceae, Brassica napus, dok je
ukupan udeo polenovih zrna vrsta koje su pojedinacno bile zastupljene sa manje od 4,0% u odnosu
na ukupni broj identifikovanih polenovih zrna, iznosio zbirno oko 3,2% (Slika 25).

= Tilia cordata (Tiliaceae)

= Helianthus annuus
(Compositae)

= Rosaceae type (Rosaceae)

= Prunus sp. (Rosaceae)

= Fabaceae type (Fabaceae)

Brassica napus (Brassicaceae)

Ostalo (biljne vrste < 4.0 %)

Slika 25. Relativna zastupljenost dominantnih polenovih zrna uzoraka lipovog meda

ProseCan sadrzaj polenovih zrna vrste Tilia cordata u analiziranim uzorcima iznosio je 61,6%, Sto
odgovara podacima iz literature '32. Morfoloske karakteristike polenovih zrna (Slika 26), takode su
bile u skladu sa opisima navedenim od strane drugih autora ! 152, odnosno tipi¢nim morfoloskim
svojstvima ove biljne vrste.
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Slika 26. Mikroskopski prikaz polenovih zrna iz dva razliita polja uzorka lipovog meda

Uzorci L1 1 L2, dobijeni od pcelara koji su koristili pcelinju pasu na podruc¢ju Fruske gore, sadrzali
su u proseku 90% polenovih zrna vrste Tilia cordata. Ovakav rezultat potvrduje biljnu Eistocu 1
autenti¢nost ovih uzoraka i u potpunosti je u saglasnosti sa zahtevima za dobijanje oznake zasti¢enog
geografskog porekla ,FruSkogorski lipov med“. Naime, Fruskogorski lipov med karakteriSu
specifi¢na svojstva koja proizilaze iz obimne i homogenizovane medonosne pase lipove Sume na
Fruskoj gori. Lipa, kao najzastupljenija i najznacajnija medonosna vrsta u ovom regionu, zauzima
povrsinu od priblizno 12000 hektara. Proizvodnja ovog meda odvija se u okviru zasSti¢enog podrucja
Nacionalnog parka Fruska gora, pri ¢emu se vrcanje meda vrsi isklju¢ivo na lokaciji same pase, §to
dodatno doprinosi ofuvanju njegovog karakteristicnog sastava. Uslov za deklarisanje meda kao
Fruskogorskog lipovog meda jeste sadrzaj polenovih zrna lipe od najmanje 60%, pri cemu pojedini
uzorci imaju i udeo veci od 90%, §to ovaj proizvod Cini jedinstvenim u pogledu biljne Cistoce.
Zahvaljujué¢i specificnim ekoloSkim, geografskim 1 tradicionalnim uslovima proizvodnje,
fruskogorski lipov med nosilac je oznake zaStiCenog geografskog porekla i predstavlja jedan od
najvrednijih medova proizvedenih u Srbiji.

4.1.3. Suncokretov med

Prema vazeéim propisima ' 2, med se moze klasifikovati kao monoflorni suncokretov med ukoliko
sadrzaj polenovih zrna vrste Helianthus annuus u njegovom nerastvornom delu iznosi najmanje 40%.

Svi analizirani uzorci suncokretovog meda (Prilog 1, S1 — S10) sadrzali su vise od 40% polenovih
zrna vrste Helianthus annuus, $to potvrduje validnost njihovog biljnog porekla 1 klasifikaciju kao
monoflorni suncokretov med. Pored karakteristi¢nih polenovih zrna suncokreta, u nerastvorljivom
delu ovih uzoraka identifikovana su i polenova zrna drugih biljnih vrsta, uklju¢uju¢i Rosaceae,
Trifolium repens, Amorpha fructicosa, Fagopyrum esculentum, Poaceae 1 Prunus sp. Ukupan udeo
polenovih zrna biljaka koje su pojedinacno bile zastupljene sa manje od 4,5% u odnosu na ukupni
broj identifikovanih polenovih zrna iznosio je zbirno oko 15,2% (Slika 27).

Prose€an sadrzaj polenovih zrna vrste Helianthus annuus u analiziranim uzorcima iznosio je 42,8%,

Sto, zajedno sa njihovim morfoloSkim karakteristikama (Slika 28), odgovara navodima iz literature
151,153
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= Helianthus annuus
(Compositae)

= Rosaceae type (Rosaceae)
= Trifolium repens (Fabaceae)

42.8 « Amorpha fructicosa
(Fabaceae)

= Fagopyrum esculentum
(Polygonaceae)

= Poaceae type (Poaceae)

Prunus sp. (Rosaceae)

Brassica napus (Brassicaceae)
Ostalo (biljne vrste < 4.5 %)

Slika 27. Relativna zastupljenost dominantnih polenovih zrna uzoraka suncokretovog meda
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Slika 28. Mikroskopski prikaz polenovih zrna iz dva razliita polja uzorka suncokretovog meda

4.1.4. Med od uljane repice

Prema Pravilniku o kvalitetu meda i drugih proizvoda p&ela Republike Srbije 2, uslov za klasifikaciju
meda od uljane repice kao monoflornog je sadrzaj polenovih zrna vrste Brassica napus u njegovom
nerastvornom delu od najmanje 60%.

Svi analizirani uzorci meda od uljane repice (Prilog 1, R1 — R10) sadrzali su viSe od 60% polenovih
zrna vrste Brassica napus, ¢ime je potvrdena validnost njihove klasifikacije kao monoflornog meda
od uljane repice. Pored karakteristicnih polenovih zrna uljane repice, u nerastvorljivom delu ovih
uzoraka identifikovana su i polenova zrna drugih biljnih vrsta, ukljucuju¢i Fabaceae, Rosaceae,
Prunus sp., Robinia pseudoacacia. Ukupan udeo polenovih zrna biljaka koje su pojedinacno bile
zastupljene sa manje od 1,5% u odnosu na ukupni broj identifikovanih polenovih zrna iznosio je
zbirno 5,9% (Slika 29).

Prose€an sadrzaj polenovih zrna vrste Brassica napus u analiziranim uzorcima koji je iznosio 78,8%
1 njihove morfoloske karakteristike (Slika 30) odgovaraju literaturnim navodima za monoflorni med
od uljane repice 131 154155,
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= Brassica napus (Brassicaceae)

= Fabaceae type (Fabaceae)

= Rosaceae type (Rosaceae)

= Prunus sp. (Rosaceae)

Robinia pseudoacacia
(Fabaceae)

Ostalo (biljne vrste < 1.5 %)

Slika 29. Relativna zastupljenost dominantnih polenovih zrna uzoraka meda od uljane repice

L

Slika 30. Mikroskopski prikaz polenovih zrna iz dva razlicita polja uzorka meda od uljane repice

4.1.5. Medljikovac

Usled odsustva polenskih elemenata medonosnih biljaka, utvrdivanje biljnog porekla medljikovaca
nije bilo moguce. Analizom 26 uzoraka medljikovca (Prilog 1, M1 — M26) detektovana su brojna
karakteristi¢na svojstva medljike, ukljuujuéi prisustvo spora plesni, hifa gljiva 1 algi, dok je
identifikovani polen poticao od biljaka koje ne predstavljaju znacajne izvore nektara '°% 157 Ovakav
polenski profil je u skladu sa poznatim karakteristikama medljikovaca 2, 150, s obzirom na to da oni
ne poticu iz nektara medonosnih biljaka ve¢ iz izlu€evina insekata (Hemiptera) koji se hrane biljnim
sokovima ili samih biljnih sokova. Autenti¢nost medljikovaca stoga je utvrdena na osnovu fizicko—
hemijskih parametara propisanih Pravilnikom o kvalitetu meda i drugih proizvoda péela 2, kao i
rezultata analize stabilnih izotopa ugljenika u medu, sprovedene prema smernicama zvani¢éne AOAC
998.12 metode '*.

4.2. Kontrola kvaliteta uzoraka

Nakon melizopalinoloSke analize, kontrola kvaliteta ispitivanih uzoraka obuhvatala je odredivanje
parametara propisanih Pravilnikom o kvalitetu meda i drugih proizvoda péela 2, kao i odredivanje
odnosa stabilnih izotopa ugljenika u medu saglasno zvani¢noj AOAC 998.12 metodi '**. Uzorci meda
koji nisu ispunjavali kriterijjume definisane navedenim propisima i metodoloSkim preporukama
smatrani su neautenticnim te su iskljuceni iz deskriptivno—statisticke analize fizicko—hemijskih
parametara, odnosa izotopa ugljenika kao i1 odredivanja granica prihvatljivosti sadrzaja pojedinac¢nih
Secera 1 organskih kiselina, te 1 iz multivarijantne analize podataka.

4.3. Fizicko—hemijski parametri

Fizicko—hemijski parametri relevantni za ocenu kvaliteta 1 bezbednosti meda obuhvataju sadrzaj
vode, elektricnu provodljivost, slobodnu kiselost, aktivnost dijastaze, sadrzaj 5-—
hidroksimetilfurfurala, kao 1 sadrzaj pojedinacnih Secera (glukoze, fruktoze i saharoze), njihov zbir
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(glukoza + fruktoza) i medusobni odnos (fruktoza/glukoza). Opseg prihvatljivih vrednosti ovih
parametara regulisani su Pravilnikom o kvalitetu meda i drugih proizvoda péela 2, kao i preporukama
Codex Alimentarius—a ' i relevantne Evropske direktive '°®. Rezultati analize fizi¢ko—hemijskih
parametara uzoraka, izraZeni kao srednja vrednost + proSirena merna nesigurnost, prikazani su u
Prilogu 1, dok su u Tabeli 8 predstavljeni parametri deskriptivne statistike (za autenti¢ne uzorke) za
svaku analiziranu biljnu vrstu meda, ukljucuju¢i minimalne i maksimalne vrednosti, aritmeticke
sredine, medijane 1 standardne devijacije ispitivanih parametara.

Svi uzorci meda kod kojih je utvrdena neuskladenost sa Pravilnikom 2 u pogledu fizi¢ko—hemijskih
parametara i rezultata analize odnosa stabilnih izotopa ugljenika (Poglavlje 4.4), iskljuceni su iz seta
podataka za deskriptivno—statisticku analizu, graficko prikazivanje i multivarijantnu analizu.

4.3.1. Sadrzaj vode

Prema Pravilniku o kvalitetu meda i drugih proizvoda p&ela Republike Srbije 2, kao i odgovaraju¢im
medunarodnim regulativama ! 13® maksimalno dozvoljeni sadrzaj vode u medu koji se stavlja u
promet iznosi 20%.

Sadrzaj vode u monoflornim vrstama meda znacajno varira u zavisnosti od sezone sakupljanja,
klimatskih uslova i1 primenjene pcelarske prakse. Kao jedan od klju¢nih parametara kvaliteta sadrzaj
vode utice na fizicko—hemijska svojstva meda, ukljuujuéi njegovu viskoznost i sklonost ka
kristalizaciji. Pove¢an sadrzaj vode moze dovesti do nepozeljnih procesa poput fermentacije i

granulacije ¢ime se umanjuje stabilnost meda i njegova otpornost na kvarenje tokom skladistenja >
142, 151

Uzorci meda, analizirani u okviru ove studije, pokazali su sadrzaj vode ispod maksimalno dozvoljene
granice $to ukazuje na njihovu autenticnost u pogledu ovog parametra kvaliteta. Najvisi sadrzaj vode
zabelezen je kod uzorka bagremovog (19,6%) i meda od uljane repice (19,2%). Sadrzaj vode u
analiziranim uzorcima varirao je u granicama karakteristiénim za ispitivane biljne vrste meda i
pokazao je pretezno simetricnu raspodelu podataka (Slika 31). NajSiri opseg zabelezen je kod
bagremovog meda (14,8 — 19,6%), dok su nesto uze vrednosti detektovane u uzorcima lipovog (15,2
— 18,1%) 1 suncokretovog meda (15,4 — 17,8%) kao 1 medljikovca (15,0 — 17,8%). Uzorci meda od
uljane repice izdvojili su se blago poviSenim rasponom, koji se nalazio u intervalu od 16,4% do
19,2%. Dobijen sadrzaj vode za sve posmatrane klase u potpunosti je uskladen sa literaturnim
vrednostima medova poreklom iz Srbije 4% 15% 160 Hrvatske 4% 1% 161 Rumunije 2% 16> 19 Severne
Makedonije '**, Gréke 195, Madarske '°°, Francuske '’ i Spanije %7 168,
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Slika 31. Sadrzaj vode u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine 1 medijane b) medijane
sa opsezima

4.3.2. Elektri¢na provodljivost

U skladu sa vazeé¢im propisima % ¥ nektarni med koji se stavlja u promet, osim odredenih

izuzetaka, mora imati elektricnu provodljivost manju od 0,800 mS/cm, dok je za medljikovac
propisana donja granica elektri¢ne provodljivosti od 0,800 mS/cm.
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Elektri¢na provodljivost je jedan od standardnih parametara u rutinskoj kontroli kvaliteta meda 1 jedan
od indikatora njegovog biljnog porekla. Ovo fizicko—hemijsko svojstvo zavisi od prisustva jonogenih,
odnosno jonizabilnih sastojaka kao Sto su minerali, organske kiseline, amino—kiseline 1 proteini, koji
u vodenim rastvorima omogucavaju provodenje elektri¢ne struje. Medovi tamnije boje generalno
pokazuju vecu elektricnu provodljivost u poredenju sa svetlijim vrstama meda, Sto se uglavnom
pripisuje njihovom vecem sadrzaju mineralnih supstanci. Razlicita istrazivanja potvrduju vaznost
ovog parametra u diferencijaciji medova razli¢itog biljnog porekla, pri cemu na vrednosti elektricne
provodljivosti dodatno mogu uticati specifican cvetni izvor meda, sadrzaj organskih kiselina i
proteina, kao i uslovi i duzina skladistenja 13! 16,

Svi analizirani uzorci nektarnih medova u okviru ovog istrazivanja imali su elektri¢nu provodljivost
manju od 0,800 mS/cm (Slika 32), ¢ime su zadovoljili kriterijum definisan vazeéim propisima.
Najnize vrednosti elektricne provodljivosti utvrdene su kod uzoraka bagremovog meda (0,111
mS/cm) i meda od uljane repice (0,125 mS/cm), dok je najvisa vrednost medu monoflornim vrstama
zabeleZena kod lipovog meda (0,795 mS/cm). U poredenju sa lipovim i suncokretovim medom,
bagremov i med od uljane repice pokazuju nize vrednosti ovog parametra, $to je u skladu sa njihovim
hemijskim profilom i ranijim navodima iz literature (Tabela 8) ',

Najnize vrednosti elektricne provodljivosti zabelezene su kod bagremovog meda (0,111 — 0,198
mS/cm) 1 meda od uljane repice (0,125 — 0,254 mS/cm), dok su nesto Siri opsezi i vece vrednosti ovog
parametra detektovane u uzorcima suncokretovog (0,265 — 0,712 mS/cm) i lipovog meda (0,297 —
0,795 mS/cm). Nasuprot nektarnim vrstama, medljikovac karakteriSe znacajno veca vrednost
elektricne provodljivosti, koja prema vaze¢im zakonskim propisima mora biti iznad 0,800 mS/cm. S
obzirom na to da pet uzoraka iz ove grupe (Prilog 1, uzorci M6, M10, M19, M20 i M23) nije
ispunjavalo navedeni kriterijum, oni su iskljuceni iz dalje statisticke obrade. Kod preostalih uzoraka
medljikovca, zabeleZena je elektricna provodljivost u opsegu od 0,815 do 1,380 mS/cm. Dobijeni
opsezi za sve ispitivane vrste meda u potpunosti su uskladeni sa literaturnim podacima poreklom iz
Srbije 142,159,160 Hryatske 13> 161170 Severne Makedonije 164, Rumunije 2 Madarske '°°, Greke 199,
Francuske '*’, Spanije '’ i drugih evropskih zemalja '
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Slika 32. Elektri¢na provodljivost u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmetic¢ke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima

4.3.3. Slobodna kiselost

U skladu sa vaze¢im propisima
kiselosti ve¢u od 50 meq/kg.

12158 'med koji se stavlja u promet ne sme imati vrednost slobodne

Slobodna kiselost predstavlja vazan parametar u oceni svezine i kvaliteta meda, jer tokom skladiStenja
dolazi do porasta njene vrednosti usled fermentacije Sec¢era u organske kiseline. Nivoi slobodne
kiselosti meda su uslovljeni prisustvom razli¢itih organskih kiselina (vinska, limunska, oksalna,
sir¢etna 1 druge) koje poticu iz biljnog nektara, izlu¢evina pcela ili nastaju usled biohemijskih procesa
tokom sazrevanja i skladiStenja meda. Osim toga, na ovaj parametar znacajno utiCu sezona
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sakupljanja kao i geografsko poreklo meda 6% 162

kao dodatni pokazatelj autenti¢nosti.

na osnovu ¢ega slobodna kiselost moze posluziti

Rezultati analize pokazali su da su svi ispitivani uzorci meda ispunjavali zahteve vazecih propisa u
pogledu maksimalne dozvoljene slobodne kiselosti, izuzev uzorka L11 1 M12, kod kojih su
zabelezene vrednosti vec¢e od 50 meq/kg. Zbog toga navedeni uzorci nisu ukljuceni u statisticku
obradu.

Bagremov med je pokazao najnize vrednosti slobodne kiselosti koje su bile u opsegu 6,5 — 10,8
meq/kg saglasno vrednostima koje su prijavili autori u analizama medova iz Srbije (7,8 — 29,6; 10,1
— 24,6) %159 Hrvatske (9,4 — 12,8; 8,2 — 12,9; 10,4 — 11,0) 146 147 161 'Rymunije (7,1 — 13,3) %,
Francuske (6,3 — 11,4) ', Malezije (9,8 — 10,1) '*° kao i u studiji evropskih monoflornih medova
(7,8 — 14,6) '°!. Sli¢ne karakteristike ispoljili su i uzorci meda od uljane repice, kod kojih su vrednosti
slobodne kiselosti varirale u opsegu od 7,6 do 13,7 meq/kg (Slika 33).

U poredenju sa prethodno navedenim tipovima, lipov med, suncokretov med i medljikovac pokazali
su vise vrednosti slobodne kiselosti. Uzorci lipovog meda imali su vrednosti u opsegu 5,5 — 27,2
meq/kg, sliéno literaturnim podacima za uzorke iz Srbije (8,2 — 26,2; 17,0 — 21,8) 4% 15° Rumunije
(15,2 — 16,4) ?° i u studiji evropskih monoflornih medova (13,1 — 28,5) '*!. Suncokretov med je
pokazao nesto veci raspon vrednosti slobodne kiselosti (16,1 — 29,1 meq/kg), a medljikovci su imali
najvecu kiselost (22,7 do 42,7 meq/kg) saglasno rezultatima ispitivanja uzoraka iz Srbije (23,4 —
32,5) 1%, Hrvatske (14,3 — 56,8; 14,2 — 45,7) 137164 Makedonije (38,1 — 53,5) '®*, Rumunije (8,8 —
42,4) %, Greke (23,7 —33,7) 19, Francuske (14,6 — 30,5) '%7 i drugih evropskih zemalja (20,4 — 31,6)
151
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Slika 33. Slobodna kiselost u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima

4.3.4. Aktivnost dijastaze

Sadrzaj HMF-a 1 aktivnost dijastaze su klju¢ni pokazatelji svezine meda, kao 1 uslova obrade 1
skladistenja !"! te se Siroko koriste u oceni kvaliteta i autenti¢nosti meda.

Rezultati analize pokazuju da su svi ispitivani uzorci imali aktivnost dijastaze ve¢u od 8 DN, pri cemu
su kod uzoraka medljikovaca uocene znatno vise vrednosti u poredenju sa nektarnim medovima.

Aktivnost dijastaze u analiziranim uzorcima pokazala je pretezno simetri¢nu raspodelu (Slika 34) i
varirala je u zavisnosti od biljnog porekla meda. Kod nektarnih vrsta zabeleZene su vrednosti u
uporedivim opsezima: u bagremovom medu zabeleZen je raspon od 10,8 do 24,9 DN, lipovom od
13,1 do 21,3 DN, medu od uljane repice od 13,0 do 22,1 DN, dok su u uzorcima suncokretovog meda
izmerene vrednosti od 12,7 do 28,7 DN. Ocekivano, najvece vrednosti dobijene su kod medljikovaca,
u rasponu od 12,7 do 39,1 DN, ¢ime se dodatno potvrduje visok enzimski potencijal karakteristi¢an
za ovu vrstu. Dobijeni rezultati aktivnosti dijastaze u potpunosti su uskladeni sa raspolozivim
literaturnim navodima za ispitivane vrste meda 2% 142 146, 155, 159168
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Slika 34. Aktivnost dijastaze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima

4.3.5. Sadrzaj Secera

Prema Pravilniku o kvalitetu meda i drugih proizvoda p&ela Republike Srbije 2, kao i medunarodnim
standardima !°%, minimalna dozvoljena vrednost zbira glukoze i fruktoze u nektarnim medovima
iznosi 60 g/100 g, dok je za medljikovce propisana niza granica od najmanje 45 g na 100 g meda.
Istim pravilnikom je definisana i maksimalna dozvoljena koncentracija saharoze, koja za vecinu
nektarnih medova ne sme prelaziti 5 g/100 g, dok se za bagremov med dozvoljava do 10 g/100 g
saharoze !. Rezultati analize svih ispitivanih uzoraka pokazali su uskladenost sa vazeéim propisima.

Sadrzaj glukoze (Slika 35) pokazao je sli¢an trend varijabilnosti, sa najniZzim uo¢enim vrednostima u
medljikovcu (21,5 — 33,5 g/100 g) i bagremovom medu (25,2 — 28,3 g/100 g), dok su nektarne vrste
poput lipovog (27,3 — 35,6 g/100 g), suncokretovog (30,4 — 38,7 g/100 g) i meda od uljane repice
(30,1 — 38,8 g/100 g) pokazale vece opsege ovog parametra. Sadrzaj fruktoze u ispitivanim vrstama
meda varirao je u specificnim opsezima karakteristi¢nim za njihovo biljno poreklo (Slika 36). Najvise
vrednosti zabelezene su kod bagremovog meda (41,1 — 43,2 g/100 g), dok su nesto nize koncentracije
zabeleZene kod suncokretovog (35,5 — 40,2 g/100 g), lipovog (34,5 — 40,5 g/100 g) i meda od uljane
repice (32,9 — 39,6 g/100 g). U uzorcima medljikovca sadrzaj fruktoze varirao je u rasponu od 29,8
do 40,0 g/100 g. Ukupan zbir glukoze i fruktoze (Slika 38) iznosio je izmedu 63,01 79,0 g/100 g za
nektarne vrste meda, dok je kod medljikovaca taj raspon bio od 49,0 do 70,0 g/100 g. Svi izmereni
sadrzaji fruktoze i1 glukoze, kao i1 njihov zbir, u potpunosti su uskladeni sa raspolozivom literaturom
i vaze¢im standardima za evropske monoflorne medove 2% 142 146, 155, 1597168, 170, 171,
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Slika 35. Sadrzaj glukoze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima

Medutim, neki uzorci bagremovog meda (B61 — B74) pokazali su nizak odnos F/G, manji od 1,4 §to
dovodi u pitanje njihovu autenti¢nost s obzirom na hemijski profil Secera evropskih monoflornih
medova !, Zbog toga su ti uzorci iskljuceni iz seta autenti¢nih uzoraka i dalje statisticke i
multivarijantne analize.

64



Mihajlo V. Jakanovski Doktorska disertacija REZULTATI I DISKUSIJA

>
=~

45.00

40.00 +
35.00 40.0
30.00 = 380 —
25.00
20.00 S 360
15.00 34.0
10.00 * 100
300 30.0

0.00

Fruktoza (g/100g)
Fruktoza (g/100g)

Bagrem Lipa Suncokret  Uljana repica Medljikovac 28.0

B Aritmeticka sredina  @Medijana W Bagrem M Lipa B Suncokret M Uljana repica M Medljikovac

Slika 36. Sadrzaj fruktoze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima

Nizak sadrzaj saharoze (Slika 37) utvrden je kod vecine ispitivanih biljnih vrsta meda, pri cemu je
najvisa kvantifikovana vrednost od 1,5 g/100 g detektovana kod medljikovaca, §to je saglasno
raspolozivim literaturnim navodima za ispitivane vrste meda 2% 142 146, 155, 1597168 " Dyetalinija
razmatranja o distribuciji di— i oligosaharida prikazana su u poglavlju 4.5.
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Slika 37. Sadrzaj saharoze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmetiCke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima

Ponasanje meda u procesu kristalizacije u najve¢oj meri zavisi od njegovog sastava, pre svega od
sadrZaja pojedinacnih Secera i1 vode. Odnosi F/G 1 G/V predstavljaju klju¢ne pokazatelje u predikciji
sklonosti meda ka kristalizaciji 2> 2% 14 160- 168/ 7boo manje rastvorljivosti u toku kristalizacije najpre
se iz rastvora izdvaja glukoza dok fruktoza, kao rastvorljiviji Secer, ostaje u rastvoru. Medovi sa F/G
odnosom manjim od 1,11 karakterisu se brzom kristalizacijom, dok oni sa vrednostima ve¢im od 1,33
ostaju stabilni u te¢nom obliku tokom duZeg vremenskog perioda. Odnos G/V takode ima izraZen
uticaj na kinetiku kristalizacije; vrednosti manje od 1,7 povezane su sa usporenom kristalizacijom ili
odsustvomkristalizacije, dok odnos ve¢i od 2,0 ukazuje na intenzivan i potpun proces kristalizacije.
Vece vrednosti F/G odnosa su povezane sa smanjenom sklono$¢u meda ka kristalizaciji. Sadrzaj vode,
koji zavisi od sezonskih i klimatskih faktora, dodatno uti¢e na fizicka svojstva meda, ukljucujuci
viskozitet, teksturu 1 brzinu kristalizacije. Osim monosaharida, 1 prisustvo manje zastupljenih Secera
poput saharoze i1 maltoze, kao i nerastvorljivih cCestica, moze dodatno uticati na dinamiku
kristalizacije. Sagledavanjem odnosa F/G 1 G/V, zajedno sa sadrzajem vode i prisustvom sekundarnih
komponenata, moguce je dobiti sveobuhvatan uvid u kristalizaciono ponaSanje meda, Sto ima

znacajne implikacije na njegovu tehnolosku obradu, senzorna svojstva i trzi§nu vrednost 2% 2% 149 160,
168
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Slika 38. Suma glukoze i fruktoze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine 1 medijane
B) medijane sa opsezima

Odnos fruktoze 1 glukoze u analiziranim uzorcima (Slika 39) bagremovog meda varirao je u opsegu
od 1,53 do 1,65. Aritmeticka sredina i medijana iznosile su 1,58. Kod uzoraka lipovog meda, odnos
F/G bio je u intervalu od 1,03 do 1,38, sa aritmeti¢kom sredinom od 1,17 i medijanom od 1,18. Ove
vrednosti potvrduju i podaci iz literature autora iz Hrvatske '** 17, Rumunije - '®° i drugih evropsklh
zemalja ! 172, Neki uzorci lipovog meda pokazali su izrazenu kristalizaciju, $to se moZe povezati sa
nizim vrednostima F/G odnosa. Suncokretov med karakterisao je nizak odnos F/G koji je bio u
rasponu od 1,03 do 1,25 sa aritmetickom sredinom 1,13, odnosno medijanom 1,10. Uzorci meda od
uljane repice pokazali su slican trend, sa F/G odnosom u intervalu od 1,01 do 1,15, aritmetickom
sredinom 1,06 i medijanom 1,04. Zbog niskih vrednosti F/G odnosa, ovi uzorci su se u najve¢oj meri
nalazili u ¢vrstom (kristalnom) agregatnom stanju. U skladu sa dobijenim rezultatima, sli¢ne
vrednosti za lipov, suncokretov i med od uljane repice navode i autori iz Srbije '®°, Hrvatske 0+ 17,
Rumunije % % i ostalih evropskih zemalja '°! 12, Kod medljikovca je utvrden odnos F/Gu opsegu
od 1,22 do 1,55. Aritmeticka sredina iznosila je 1,39, dok je medijana bila 1,37. Ovi uzorci su u
najvecem broju slu¢ajeva bili u te€nom stanju, sa minimalnim prisustvom kristala. Sli¢ne vrednosti
za ovaj tip meda navode i autori iz Hrvatske 37 1% 170 Rumunije 2% '°, Spanije ** 137 1% i drugih
evropskih zemalja %1172,
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Slika 39. Odnos fruktoze i glukoze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine 1 medijane
B) medijane sa opsezima

Odnosi F/G 1 G/V su u korelaciji, jer medovi koji prema F/G odnosu pokazuju tendenciju ka
kristalizaciji, obi¢no imaju i poviSene vrednosti G/V odnosa (Slika 40). Ova zakonitost jasno je
potvrdena u naSem istrazivanju, gde su najviSe vrednosti G/V odnosa zabeleZene upravo kod
suncokretovog i meda od uljane repice, objasnjavajuci njihov brz prelazak u kristalno stanje.
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Slika 40. Odnos glukoze i vode u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima

4.3.6. Sadrzaj HMF-a

Sadrzaj HMF—a predstavlja jedan od klju¢nih parametara za procenu sveZine meda, s obzirom na to
da ga u svezem medu nema ili je prisutan u jako maloj koli¢ini, dok se njegova koncentracija
povecava usled zagrevanja ili dugotrajnog skladiStenja. Prekoracenje propisanih granica najcesce je
rezultat neenzimskih transformacija koje uklju¢uju dehidrataciju fruktoze i1 glukoze u kiselim
uslovima, kao 1 Majlardovu reakciju. Dinamika formiranja ovog jedinjenja, koje nastaje u
namirnicama sa visokim sadrzajem ugljenih hidrata, direktno je uslovljena specifiénim hemijskim
sastavom meda, pri ¢emu je od presudnog znacaja ukupan sadrzaj Secera i njithovi medusobni odnosi,
bududéi da je fruktoza nekoliko puta reaktivnija od glukoze. Pored profila Seéera, brzina ovih reakcija
izrazito zavisi od pH—vrednosti. Shodno tome, medovi sa nizim pH—vrednostima pokazuju prirodno
vecu tendenciju ka ubrzanom formiranju HMF—a, ¢ak i pri nizim temperaturama.

U svim analiziranim uzorcima meda sadrzaj HMF—-a (Prilog /) je bio znacajno ispod propisane
maksimalne granice od 40 mg/kg % 138, ¢ime je potvrdena njihova sveZina i autenti¢nost u pogledu
ovog parametra kvaliteta. NajviSa izmerena vrednost HMF-a zabeleZzena je u jednom uzorku
suncokretovog meda i iznosila je 11,4 mg/kg, Sto je znatno niZze od zakonske grani¢ne vrednosti.
Dobijeni rezultati ukazuju na to da su svi analizirani uzorci meda proizvedeni 1 skladisteni u skladu
sa tehnoloskim 1 higijenskim standardima koji omogucéavaju ocuvanje kvaliteta i svezine proizvoda.

4.3.7. Analiza fizicko—hemijskih parametara

U cilju sagledavanja potencijala fizicko—hemijskih parametara za diferencijaciju meda prema biljnom
poreklu uradena je analiza glavnih komponenata (PCA) na eksperimentalnim podacima. Dobijeni
model se sastojao od tri glavne komponente (PC1 — PC3), koje zajedno objasnjavaju 82,72% ukupne
varijabilnosti medu uzorcima. Prva glavna komponenta (PC1) obuhvata 36,77% ukupnog
varijabiliteta, dok druga (PC2) 1 tre¢a (PC3) objasnjavaju dodatnih 33,00% 1 12,94%, redom. Preostali
deo varijabilnosti, sadrZzan u komponentama viSeg reda, nije pokazao zna¢ajan doprinos modelovanju
strukture podataka.

Na grafiku skorova latentnih varijabli (Slika 41A) uoc€avaju se tri jasno izdvojena klastera. Uzorci
bagremovog meda grupisani su u okviru negativnih vrednosti duz prve dve komponente (PC1 i PC2),
Sto ukazuje na njihovu hemijsku specifi¢nost u odnosu na ostale vrste. Uzorci medljikovea formiraju
zaseban klaster sa pozitivnim skorovima duz PC1 i negativnim duz PC2. Tre¢i klaster, koji obuhvata
uzorke lipovog, suncokretovog i meda od uljane repice, karakteriSu pozitivne vrednosti duz obe
komponente, sugeriSu¢i njthovu medusobnu sli¢nost u analiziranim parametrima.

Analizom grafika skorova latentnih varijabli (Slika 41C), uocen je zna€ajan doprinos pojedinih

parametara u diferencijaciji uzoraka. Sadrzaj fruktoze, saharoze i odnos fruktoze prema glukozi,

pozicionirani u negativnim kvadrantima duz PC1 i PC2, imaju klju¢nu ulogu u razdvajanju

bagremovog meda od ostalih. S druge strane, parametri poput slobodne kiselosti, aktivnosti dijastaze

1 elektricne provodljivosti, locirani u pozitivnom delu PC1 1 negativhom delu PC2, doprinose
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razlikovanju medljikovca od drugih ispitivanih vrsta meda. Parametri kao Sto su sadrzaj vode,
koncentracija glukoze i odnos glukoze i vode usmereni su ka pozitivnim vrednostima PC2, ¢ime
doprinose grupisanju uzoraka lipovog, suncokretovog i meda od uljane repice.
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Slika 41. Analiza glavnih komponenata za fizicko—hemijske parametre: A) grafik skorova latentnih

varijabli B) skorovi latentnih varijabli duz PC1 C) grafik vektora latentnih varijabli D) grafik vektora
latentnih varijabli za PC1

lako fizicko—hemijski parametri predstavljaju osnovu za ocenu kvaliteta 1 bezbednosti meda, rezultati
PCA analize ukazuju da oni, sami po sebi, nisu dovoljni za pouzdanu klasifikaciju prema biljnom
poreklu. Stoga se za unapredenje diferencijacije preporucuje ukljucivanje dodatnih analitickih

pokazatelja, kao §to su odnosi izotopa '*C/!*C, profil $ecera i organskih kiselina, o ¢emu ée detaljnije
biti re¢i u narednim poglavljima.
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Tabela 8. Parametri deskriptivne statistike fizicko—hemijskih parametara uzoraka meda
Parametar Elektri¢na Slobodna  Aktivnost Glukoza Fruktoza
Biljna vrsta deskriptivne Sadri:lj provodljivost Kiselost dijastaze HMF Glukoza Fruktoza Saharoza + Glukoza
meda statistike vode (%) (mS/cm) (meq/kg) (DN) (mg/kg) (g/100g) (g/100g) (g/100g) f;/lilgt)oz? Glukoza / Voda
Xmin 14,8 0,111 6,5 10,8 0,3 25,2 41,1 0,27 66,3 1,53 1,35
Kmax 19,6 0,198 10,8 24,9 4,9 28,3 432 0,59 71,5 1,65 1,86
Bagrem x 16,2 0,155 8,2 17,4 2,8 26,7 42,2 0,47 68,9 1,58 1,65
X 16,2 0,151 7,9 17,1 2,9 26,7 42,4 0,48 69,0 1,58 1,64
s 0,9 0,024 1,0 3,5 1,5 0,6 0,5 0,06 1,0 0,02 0,09
Xiin 15,2 0,297 5,5 13,1 0,5 27,3 34,5 0,02 64,9 1,03 1,63
Xmax 18,1 0,795 27,2 21,3 7.4 35,6 40,5 0,64 74,8 1,38 2,20
Lipa x 16,4 0,569 15,3 17,1 4,2 31,8 37,1 0,39 68,9 1,17 1,95
x 16,2 0,578 14,3 17,4 4,5 32,1 36,8 0,45 69,1 1,18 2,01
s 0,9 0,150 6,2 2,2 2,5 24 1,7 0,20 3,0 0,11 0,19
KXmin 15,4 0,265 16,1 12,7 0,3 30,4 35,5 0,03 66,6 1,03 1,73
Xmax 17,8 0,712 29,1 28,7 11,4 38,7 40,2 0,33 79,0 1,25 2,40
Suncokret ¥ 16,5 0,377 214 19,7 53 338 37,8 0,11 71,6 1,13 2,06
x 16,2 0,351 19,8 18,0 5,2 33,8 38,2 0,07 70,5 1,10 2,03
s 0,9 0,136 4,5 5,6 3,5 3,1 1,8 0,10 43 0,09 0,27
KXimin 16,4 0,125 7,6 13,0 0,3 30,1 32,9 0,05 63,0 1,01 1,74
Xmax 19,2 0,254 13,7 22,1 7,6 38,8 39,6 0,73 78,4 1,15 2,30
Uljana repica x 17,3 0,191 11,2 18,6 3,6 33,9 35,7 0,20 69,6 1,06 1,96
X 17,0 0,199 11,9 19,4 3,0 33,1 35,2 0,16 67,6 1,04 1,90
s 0,9 0,046 2,5 3,2 2,5 32 2,3 0,22 54 0,05 0,20
Xiin 15,0 0,815 22,7 12,7 0,6 19,3 29,8 0,00 49,0 1,22 1,26
Kimax 17,8 1,380 42,7 39,1 7,1 30,0 40,0 1,51 70,0 1,55 1,77
Medljikovac % 16,3 1,068 32,3 25,9 2,6 25,0 34,5 0,29 59,5 1,39 1,53
x 16,4 1,075 32,1 27,8 1,8 254 34,7 0,06 59,7 1,37 1,54
s 1,0 0,186 5,1 7.9 2,1 2,6 2,9 0,49 52 0,09 0,12
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4.3.8. Studija stabilnosti odabranih fizicCko—hemijskih parametara na primeru uzoraka
bagremovog meda

Zbog obezbedivanja autenti¢nosti 1 oCuvanja kvaliteta meda, neophodno je izvrSiti sveobuhvatnu
procenu njegovih fizicko—hemijskih i senzorskih karakteristika. Navedeni parametri znacajno uticu
na zrelost 1 Cistocu svezeg meda, te je od klju¢nog znacaja pratiti promene koje mogu nastupiti tokom
procesa skladistenja. Faktori kao $to su temperatura, relativna vlaznost vazduha, prisustvo kiseonika
1 izlozenost svetlosti mogu znacajno uticati na stabilnost meda i dovesti do promena u njegovom
sastavu i svojstvima. Tokom skladiStenja dolazi do razgradnje (hidrolize) Seéera, formiranja HMF—a,
smanjenja aktivnosti enzima poput dijastaze i invertaze, porasta ukupne kiselosti, snizenja pH—
vrednosti, hidrolize fenolnih jedinjenja, kao i promena u boji, §to sve zajedno moze uticati na
nutritivni i senzorski kvalitet proizvoda > 16,

Tokom perioda skladiStenja u trajanju od dvanaest meseci pracena je promena fizicko—hemijskih
parametara kod uzoraka autenticnog bagremovog meda (Prilog 2). Merenja su realizovana u
pocetnom (nultom) mesecu, a zatim nakon devet i dvanaest meseci skladiStenja (Slika 42). Rezultati
ukazuju na trend povecanja slobodne kiselosti kod vecine analiziranih uzoraka, pri ¢emu je izuzetak
zabelezen kod uzorka B14, kod kojeg je vrednost slobodne kiselosti u dvanaestom mesecu bila niza
u odnosu na onu iz devetog meseca. Postojanje statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima
provereno je pomocu Studentovog t—testa, pri ¢emu je dobijena vrednost ¢ = 2,54 premasila kriti¢nu
vrednost 7 = 1,98, uz nivo znacajnosti p = 0,01 <0,05. Ovo ukazuje na postOJanJe statisti¢ki znacajne
razlike izmedu srednjih vrednosti slobodne kiselosti u pocetnoj i zavrsnoj fazi ispitivanja. Na osnovu
ukupnog povecanja tokom analiziranog perioda izraunata je prosecna mese€na stopa povecanja
slobodne kiselosti, koja iznosi 0,42%. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima prethodnih
istrazivanja koje su objavili i drugi autori > 160173174,

12.0(

11.00

‘M«llllli|||||||||l|||||.l|‘|1|m|||||||||||«“|Ni

8§ 910111213 14151617 18 1920 21 22 23 2 72829303132333 ) 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 S

l Ina kiselost (meq/k

HJul 2022, BApril 2023, ®Jul 2023

Slika 42. Slobodna kiselost u nultom momentu, nakon 9 meseci 1 nakon 12 meseci

U okviru ovog istrazivanja pracena je i promena pH—vrednosti vodenih rastvora i slobodne kiselosti
uzoraka bagremovog meda u istim vremenskim intervalima (Prilog 3). Poznato je da izmedu slobodne
kiselosti i pH—vrednosti postoji obrnuta korelacija, s obzirom na to da porast slobodne kiselosti, usled
povecanog prisustva organskih kiselina 1 drugih jedinjenja koja doprinose ukupnoj kiselosti meda,
rezultuje blagim padom pH—vrednosti. Ova meduzavisnost je potvrdena i u okviru dobijenih rezultata.
Na Slici 43 prikazane su vrednosti pH parametra za tri vremenska trenutka merenja, za svaki uzorak
pojedinacno. Uocen je opsti trend smanjenja pH—vrednosti tokom perioda skladistenja kod vecine
analiziranih uzoraka, izuzev uzorka broj 25, kod kojeg je u dvanaestom mesecu zabelezeno blago
povecanje pH—vrednosti (za 0,02 jedinice) u odnosu na prethodna merenja. Primena ¢—testa ukazala
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je na postojanje statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima pH parametra izmedu nultog i
dvanaestog meseca (t = 4,74 > t.-= 1,98), uz visok nivo znaéajnosti (p = 6,2 - 10°° < 0,05). Na osnovu
svih dobijenih podataka, izracunata je prose¢na mesecna stopa smanjenja pH—vrednosti, koja iznosi
0,15%. To ukazuje da se, pod konstantnim uslovima skladistenja, pH—vrednost bagremovog meda
prosecno smanjuje za navedeni procenat svakog meseca. Ovi rezultati su u saglasnosti sa nalazima
prethodnih istrazivanja koje su objavili i ostali autori * 6% 173,
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Slika 43. pH—vrednost vodenog rastvora meda u nultom momentu, nakon 9 meseci i nakon 12 meseci

Za razliku od brojnih prethodnih istrazivanja u kojima je stabilnost HMF-a ispitivana pod uslovima
kontrolisanog zagrevanja, primarni cilj ove studije bio je da se proceni dinamika promene sadrzaja
HMF-a tokom vremena, bez primene termickog tretmana, pod konstantnim uslovima skladiStenja.
Dosadasnja istrazivanja nedvosmisleno ukazuju na to da visoke temperature u kratkom vremenskom
intervalu dovode do veéeg stepena degradacije kvaliteta meda u poredenju sa dugotrajnim izlaganjem
nizim temperaturama. Tokom dvanaestomesecnog perioda skladiStenja, zabeleZen je porast sadrzaja
HMF-a u svim uzorcima (Prilog 4) autenticnog bagremovog meda (Slika 44). Dobijeni rezultati jasno
pokazuju kontinuiran porast koncentracije HMF—a kod svih analiziranih uzoraka. S druge strane,
primenom #—testa utvrdeno je postojanje statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima izmedu
nultog i dvanaestog meseca (¢ = 30,35 > ¢ = 1,98), uz izuzetno visok nivo znacajnosti (p = 5,2 - 10"
37 < 0,05). Na osnovu celokupnog poveéanja tokom analiziranog perioda, izraunata je prose¢na
meseCna stopa porasta sadrzaja HMF-a, koja iznosi vise od 100%, Sto ukazuje na znaajnu
akumulaciju ovog jedinjenja ¢ak 1 u uslovima bez zagrevanja. Dobijeni rezultati su u skladu sa
literaturnim navodima prethodnih studija koje su publikovali drugi autori 3 160- 166. 173, 175

Pored temperature, na formiranje HMF—a u medu mogu znacajno uticati 1 drugi faktori, ukljucujuci
trajanje izlaganja toploti, uslove skladistenja, upotrebu metalnih posuda, kao i specifi¢ne fizicko—
hemijska svojstva samog meda. Niske temperature imaju visestruke pozitivne efekte, jer usporavaju
procese kristalizacije, inhibiraju fermentaciju i druge neZeljene hemijske reakcije, te istovremeno
doprinose smanjenju viskoznosti meda. S druge strane, nekontrolisano zagrevanje moze rezultirati
gubitkom termolabilnih i aromati¢nih jedinjenja, $to dovodi do narusavanja kvaliteta proizvoda, pre
svega kroz povecanje sadrzaja HMF-a 1 smanjenje enzimske aktivnosti. Upravo se HMF cesto koristi
kao marker za procenu intenziteta promena koje nastaju tokom termicke obrade prehrambenih
proizvoda, ukljucujuéi i med > 16,
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Slika 44. Sadrzaj HMF—a u nultom momentu, nakon 9 meseci i nakon 12 meseci

Enzim dijastaza ispoljava optimalnu aktivnost unutar odredenog temperaturnog opsega, te stabilnost
temperature i uslova skladistenja tokom trajanja eksperimenta predstavlja zna¢ajan ¢inilac u o¢uvanju
njegove aktivnosti. U okviru ove studije, sprovedeno je pra¢enje promene aktivnosti dijastaze u
autenti¢nim uzorcima bagremovog meda (Prilog 5) u jednakim vremenskim intervalima kao i za
parametre slobodne kiselosti 1 sadrZzaja HMF—a. Na Slici 45 prikazana su merenja aktivnosti dijastaze
za svaki uzorak ponaosob tokom perioda skladistenja. Dobijeni rezultati pokazuju opadajuéi trend
aktivnosti dijastaze kod svih uzoraka tokom perioda prac¢enja. Nasuprot tome, t—test ukazao je na
statisticki znacajnu razliku u srednjim vrednostima aktivnosti dijastaze izmedu nultog i dvanaestog
meseca (= 6,57 > t.- = 1,98), uz visok nivo znacajnosti (p = 1,5 - 10 < 0,05). Na osnovu ukupnog
pada aktivnosti dijastaze tokom ispitivanog perioda, izraCunata je prosecna mesecna stopa smanjenja,
koja iznosi 1,62%. Ovaj nalaz ukazuje da se pri konstantnim uslovima ¢uvanja i skladiStenja aktivnost
dijastaze u bagremovom medu postepeno smanjuje, pri ¢emu su faktori skladiStenja od sustinskog
znacaja za ocuvanje enzimske stabilnosti. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa nalazima ranijih
studija koje su publikovali drugi autori > 160 166173,
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Slika 45. Aktivnost dijastaze u nultom momentu, nakon 9 meseci i nakon 12 meseci
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4.4. Odnos stabilnih izotopa ugljenika

Analiza odnosa stabilnih izotopa ugljenika (eng. Stable Carbon Isotope Ratio Analysis, SCIRA),
izrazenog kao 8'°C (%o) vrednost, predstavlja jednu od najpouzdanijih metoda za detekciju
krivotvorenja meda dodatkom Secernih sirupa poreklom iz biljaka koje koriste C4 fotosintetski put
(kukuruz i Secerna trska). Osnov SCIRA metode ogleda se u razlikama u izotopskom sastavu
ugljenika izmedu Seéera biljaka C4 (8'*C u opsegu od -10%o do -20%o) i biljaka C3 (5'*C u opsegu
od -22%0 do -33%0) metabolickog puta, koje predstavljaju dominantne izvore nektara za pcele.
Autenti¢an med, proizveden isklju¢ivo iz nektara C3 biljaka, tipi¢no pokazuje 8'>C vrednosti izmedu
-22,5%o0 1 -27,4%o 3% 3683785, 87, 88,90, 91,93, 94, 176, 177 prema standardnoj AOAC 998.12 metodi '*3, med
sa 813C vrednostima veéim od -23,5%o smatra se potencijalno krivotvorenim dodatkom Seéera
poreklom od C4 biljaka. Kako bi se povecala pouzdanost detekcije, koristi se metoda uporedivanja
8'C vrednosti ukupnog meda i njegove proteinske frakcije, pri ¢emu protein sluzi kao interni
standard jer ne podleze promenama izazvanim krivotvorenjem. Razlika izmedu izotopskih vrednosti
meda i njegovog proteina (8°Cp-my, (%0)) koja prelazi 1%o ukazuje na prisustvo egzogenih C4 Seéera,
a ovaj prag korelira sa 7% Secera C4 biljaka. S druge strane, ova metoda ima ogranicenja u
identifikaciji dodatka Secera poreklom od C3 biljaka (Secerna repa, pirinac, pSenica, jeCam, ovas itd.),
budu¢i da su izotopske karakteristike takvih Secera vrlo sli¢ne onima u autenticnom medu. Uprkos
tome Sto SCIRA ostaje referentna metoda za otkrivanje dodataka C4 Secera, detekcija dodatka C3

Secera i dalje predstavlja znacajan analiticki izazov koji zahteva dodatna istrazivanja i razvoj novih
metoda 35 36 83-85, 87, 88,90,91,93,94,176, 177

U okviru ovog rada odredivanje odnosa stabilnih izotopa ugljenika je primenjeno kao provera
autenti¢nosti ispitivanih uzoraka meda pored melizopalinoloske i fiziCko—hemijske analize. Uzorci
meda kod kojih je razlika izmedu izotopskih vrednosti meda i njegove proteinske frakcije (8'*Cp-m),
(%o0)) premaSivala 1%o smatrani su potencijalno neautenticnim, a takode i1 uzorci iz kojih nije bilo
moguce izdvojiti proteinsku frakciju bili su izuzeti iz daljih statisti¢kih analiza zbog nemoguénosti
pouzdane procene njihove autenti¢nosti (Prilog 6). Konkretno, uzorci B70 i L3 pokazali su vrednosti
sadrzaja C4 SeCera negativnije od -7%, S§to prema nekim autorima ukazuje na potencijalno
krivotvorenje C3 $ederima %°. Pored toga, uzorci S8, R3 i R5, kao i uzorci od M2 do M5, imali su
vrednosti sadrzaja C4 Secera vece od 7%, odnosno nisu bili autenti¢ni. Uzorci B72, L15 1 M6, kod
kojih izolovanje proteinske frakcije nije bilo moguce, tretirani su kao neautenti¢ni zbog nemoguénosti
sprovodenja potpune izotopske analize.

Vrednosti §!°C meda i izolovanog proteina date su u Prilogu 6 dok su parametri deskriptivne statistike
(raspon, aritmeticka sredina, medijana i standardna devijacija) prikazane u Tabeli 9.

Analizirane biljne vrste meda poreklom su od C3 metaboli¢kog puta i imale su raspon vrednosti za
813C meda od -23,8%o do -29,9%o, dok je raspon za vrednosti §!°C izolovanog proteina bio u opsegu
od -23,7%o do -29,6%o, §to je u saglasnosti sa rezultatima koji su navedeni u relevantnoj literaturi >
83, 86-89.91.93. 177 Uvidom u dobijene rezultate moze se potvrditi autenti¢nost ispitivanih uzoraka u
smislu nacina proizvodnje, odnosno da u medove nisu dodavani Seceri 1 Secerni sirupi poreklom od
C4 biljaka ¢ije su 8'>C vrednosti pozitivnije od -23,5%o.

Vrednosti §'°C meda kod analiziranih biljnih vrsta meda bile su relativno uskim opsezima, uz malu
razliku izmedu aritmeticke sredine 1 medijane, Sto ukazuje na ujednacenost izotopskog sastava unutar
svake grupe uzoraka. Bagremov med pokazao je vrednosti od -23,8%o do -26,5%o 5% 868995170 ok
su lipov, suncokretov med 1 medljikovac imali nesto negativnije vrednosti, od -25,0%o0 do -27,2%o, -
26,3%o do -28,2%o i -25,5%0 do -28,3%o, redom 3% 86895170 Najnegativnije vrednosti registrovane
su kod meda od uljane repice, u opsegu od -26,6%o0 do -29,9%.. Dobijeni rezultati su u skladu sa
podacima iz literature 86 8% 93.95.136.137 ‘N Slici 46B prikazane su medijane i opsezi 8'*C vrednosti
meda za svaku ispitivanu biljnu vrstu, pri ¢emu je uoc€ljivo da se bagremov med moze gotovo bez
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preklapanja razlikovati od suncokretovog i meda od uljane repice, dok se medljikovci takode
izdvajaju u odnosu na med od uljane repice.
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,; 2800 R
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B Aritmeticka sredina  BMedijana M Bagrem B Lipa M Suncokret M Uljana repica M Medljikovac

Slika 46. Vrednosti §'°C u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B) medijane
sa opsezima

Proteini izolovani iz meda predstavljaju nosioce informacija o njegovom biljnom poreklu, jer
odrazavaju karakteristian izotopski signal biljke od koje potic¢e nektar, a zbog njihove stabilnosti i
nemogucénosti krivotvorenja, '°C vrednosti ovih proteina mogu posluziti kao pouzdan pokazatelj
autenti¢nosti. U okviru analiziranih uzoraka, 8'*C vrednosti izolovanih proteina kretale su se u uskim
opsezima sa malom razlikom izmedu aritmeticke sredine i medijane, Sto ukazuje na konzistentnost
izotopskog sastava unutar svake grupe datog biljnog porekla. Kod bagremovog meda registrovan je
opseg 813C vrednosti proteina od -23,7%o do -26,5%o 5% 868995170 qok su lipov i suncokretov med
imali sli¢ne, nesto negativnije vrednosti, od -25,4%o do -27,9%o i -25,9%o do -27,8%o, redom 5% 86 8%
93170 Na Slici 47B prikazane su medijane i opsezi §'3C vrednosti proteina za svaku ispitivanu biljnu
vrstu meda, pri ¢emu se jasno uoc¢ava mogucnost razlikovanja bagremovog i meda od uljane repice,
kao 1 izdvajanje medljikovaca u odnosu na med od uljane repice.
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Slika 47. Vrednosti $'*C izolovanog proteina u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i
medijane B) medijane sa opsezima
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Tabela 9. Parametri deskriptivne statistike odnosa stabilnih izotopa ugljenika uzoraka meda (x —
aritmeticka sredina, ¥ — medijana, s — standardna devijacija)

Biljna vrsta meda Parametar deskriptivne statistike 813C Med (%o) 813C Protein (%o)
Xrmin -26,5 -26,5
KXmax -23.8 -23,7
Bagrem X -25,2 -25,1
x -25.4 -25,1
s 0,9 0,8
Xrmin -27,2 -27,9
KXmax -25,0 -25,4
Lipa x -26,2 -26,5
x -26,1 -26,8
s 0,7 0,9
Xiin -28,2 -27.8
Ximax -26,3 -25.9
Suncokret X -27,5 -27,0
X -27,6 -27,0
s 0,7 0,6
Xmin -29,9 -29,6
KXinax -26,6 -26,7
Uljana repica X -28,5 -28.,4
X -28.,6 -28,4
s 1,0 0,9
Xiin -28,3 -27,7
KXinax -25,5 -25,1
Medljikovac X -26,3 -26,2
x -26,1 -26,2
s 0,7 0,7
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4.5. Profil Secera

Seéeri predstavljaju najzastupljenije komponente u medu, ¢ineéi i do 70 — 80% njegove ukupne mase.
Zbog toga su kvalitativni 1 kvantitativni sadrzaj Secera jedan od najvaznijih parametara u oceni
autenti¢nosti meda, kako u pogledu nacina proizvodnje, tako i u kontekstu odredivanja biljnog 1
geografskog porekla meda. Seéerni profil meda, definisan sadrZajem i odnosima pojedina¢nih $eéera,
pruza dragocene informacije koje omogucavaju diferencijaciju izmedu razlicitih biljnih vrsta meda,
kao i izmedu nektarnog meda i medljikovca ' '8, Na primer, bagremov med karakterise veéi sadrzaj
fruktoze u odnosu na glukozu, dok je kod meda od uljane repice odnos ova dva Secera priblizno
jednak.

Pored specificnosti biljnog porekla, Se¢erni profil meda ima klju¢nu ulogu u otkrivanju mogucih
manipulacija tokom proizvodnje. Dodavanjem jeftinijih, industrijski proizvedenih Secernih sirupa u
med dolazi do izmena u prirodnim odnosima pojedinacnih Sec¢era u njemu. To znaci da se profil
Se¢era moze koristiti kao svojevrsni ,,otisak prsta” meda, omogucéavajuci identifikaciju falsifikata i
osiguranje kvaliteta proizvoda. Zbog toga je analiza Secera osnovna analiticka alatka u kontroli
kvaliteta meda i ispitivanju njegove autenti¢nosti.

4.5.1. Optimizacija hromatografskih uslova

Optlmlzacua hromatografsklh uslova za odredivanje profila Se¢era obuhvatila je optimizaciju uslova
eluiranja 1 izvrSena je variranjem gradijenta mobilne faze tokom procesa hromatografskog
razdvajanja. Hromatogrami dobijeni primenom gradijenata navedenih u Eksperimentalnom delu
prikazani su na Slici 48.

Hromatogrami oznaceni brojevima 5, 6 i 7 na Slici 48 nisu omogucili adekvatno razdvajanje Secera
prisutnih u standardnoj smesi. Ve¢ina pikova Secera imala je smanjenu rezoluciju, §to je rezultovalo
preklapanjem pikova i otezanim ta¢nim odredivanjem koncentracija kako u standardnim rastvorima
tako 1 u analiziranim uzorcima meda. Kod primenjenih gradijenata velika preklapanja i niske
rezolucije uocavaju se kod Secera fruktoze 1 melibioze kao 1 kod saharoze 1 gentiobioze (gradijenti 5
1 6), dok se jo§ veca preklapanja (niZze rezolucije) uocavaju kod primenjenog gradijenta 7 gde je
eluiranje Secera bilo prebrzo usled vece koncentracije NaOH (povecane sa 25% na 35% udela u
mobilnoj fazi). Analizom hromatograma 5, 6 1 7 (Slika 48) ustanovljeno je da povisene koncentracije
NaOH u njima dovode do neadekvatnog hromatografskog razdvajanja strukturno sli¢nih Secera.

Suprotno tome, hromatogrami dobijeni primenom gradijenata 1, 2 1 3 pokazali su bolje performanse
u razdvajanju komponenti, pri ¢emu je postignuta zadovoljavajuca rezolucija pikova, dovoljna za
potvrdu razdvajanja pojedinacnih strukturno sli¢nih Se¢era. Na hromatogramu (Slika 48), oznacenom
brojem 1, uoCava se cepanje pika rafinoze (eng. Peak splitting), a slicno se moze videti 1 na
hromatogramu primenjenog gradijenta 3, gde je pik turanoze pocepan i sa nesto nizom rezolucijom,
skoro pripojen piku rafinoze. Gradijent 4 za razliku od gradijenta 2, imao je neSto bolju rezoluciju i
razliku izmedu retencionih vremena razdvojenih SeCera. Na osnovu najviSeg nivoa rezolucije 1
optimalnog razdvajanja Secera, gradijent 4 odabran je kao optimalan za dalju primenu. Ovaj gradijent
karakteriSe upotreba nize koncentracije NaOH tokom eluiranja, ¢ime je obezbedeno dovoljno
vremena za odvojeno eluiranje mono—, di— i oligosaharida prisutnih u standardnoj smesi uz ukupno
vreme analize od 35 minuta.
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Slika 48. Hromatogrami standardne serije Secera na kojima
gradijenti (1 — 7) za razdvajanje Secera
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Analizom hromatograma prikazanog na Slici 49 mogu se uociti jasno razdvojeni pikovi
multikomponentnog standardnog rastvora Secera. Za potrebe kvantifikacije primenjena je standardna
smesSa od ukupno 11 strukturno razliCitih Secera, medu kojima su dva monosaharida (glukoza i
fruktoza), sedam disaharida (trehaloza, melibioza, saharoza, gentiobioza, izomaltoza, maltoza i
turanoza), jedan trisaharid (rafinoza) i jedan tetrasaharid (erloza). Redosled eluiranja analiziranih
Secera primarno zavisi od njihove sposobnosti i afiniteta vezivanja za stacionarnu fazu upotrebljene
kolone CarboPac PA100, kao i od njihove strukturne sloZenosti, odnosno broja monomernih jedinica
i prisustva redukujuée ili neredukujuce funkcionalne grupe. U skladu sa primenjenim
hromatografskim sistemom, eluiranje na ovoj koloni zapoc¢inje monosaharidima. Ipak, specificnost
eluiranja ogleda se i u ¢injenici da se trehaloza, iako disaharid, eluira pre pojedinih monosaharida, $to
ukazuje na izraZen uticaj strukture molekula na afinitet prema stacionarnoj fazi.
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Slika 49. Hromatogram standardne serije Secera razdvojenih primenom optimizovanog gradijenta

4.5.2. Validacija metode

Validacija razvijene metode sastojala se u sveobuhvatnom ispitivanju performansi optimizovane
metode razdvajanja Secera primenom HPAEC-PAD tehnike. U okviru validacije, ispitivane su
kljucne analiticke karakteristike metode, ukljuc¢ujuci linearnost, granice detekcije 1 kvantifikacije,
analiti¢ki prinos, preciznost i ta¢nost (Prilog 7).

Linearnost metode procenjena je primenom linearne regresije, poredenjem povrSina pikova sa
odgovaraju¢im koncentracijama pet standardnih rastvora. Koeficijenti determinacije (Tabela 10) za
sve analizirane Secere bili su veéi od 0,9999, §to ukazuje na izrazito visoku linearnu zavisnost izmedu
kalibracionih tacaka, sa minimalnim odstupanjima i niskim vrednostima reziduala. Modeli su dodatno
ocenjeni preko standardne greSke regresije (Syx), koja je varirala od 0,0052 za erlozu do 0,3851 za
saharozu. Niske vrednosti Syx ukazuju na blisko rasporedene podatke oko regresione linije, Sto
potvrduje dobro prilagodavanje modela eksperimentalnim podacima. Relativne standardne devijacije
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odredene na osnovu Syx (RSD Syx, %) kretale su se izmedu 0,38% 1 0,58%, dodatno potvrdujuci
visok kvalitet linearnih modela. Visoke vrednosti F—parametra (> 60000) i Studentovog t—parametra
(> 200) ukazuju na statisticki znacajnu linearnost i pouzdanost kalibracionih modela 7%,

Tabela 10. StatistiCki parametri validacije metode za odredivanje Se¢era u medu

Parametar Trehaloza  Melibioza  Saharoza Izomaltoza Rafinoza Maltoza Erloza
P 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
Syix 0,1445 0,2513 0,3851 0,0554 0,1486 0,1867 0,0052
RSD Sy (%0) 0,47 0,57 0,58 0,38 0,46 0,52 0,57
F 64178 63537 62381 161590 106934 84555 66082
t 253 252 250 402 327 291 257
LOD (g/100 g) 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02
LOQ (g/100 g) 0,08 0,08 0,08 0,05 0,06 0,07 0,07
X (g/100 g) 0,0065 0,024 0,47 1,13 0,021 0,64 0,101
s(g/100 g) 0,0003 0,003 0,03 0,07 0,004 0,03 0,005
RSD; (%) 5,14 9,09 4,60 5,90 18,53 4,19 4,09
R (g/100 g) 0,0009 0,007 0,07 0,2 0,01 0,08 0,02
RSDr—1 % 34,16 27,96 17,93 15,71 28,70 17,10 22,59
HorRat 0,15 0,33 0,26 0,38 0,65 0,25 0,18
Spike 75% 100 100 100 100 100 100 67
Spike 100% 100 101 100 100 101 100 72
Spike 125% 108 107 107 107 107 107 82

Ukoliko koncentracija analita u uzorku bude ispod vrednosti LOD, prisustvo analita se ne moZe
pouzdano potvrditi, ali ni u potpunosti iskljuciti. Dobijene vrednosti LOD za analizirane Secere
kretale su se u opsegu od 0,01 do 0,02 g/100 g, Sto ukazuje na visoku osetljivost metode 1 mogucnost
detekcije analita ¢ak i pri vrlo niskim koncentracijama '*. Za kvantifikovane Se¢ere LOQ je bila
izmedu 0,051 0,08 g/100 g, ¢ime je potvrdena pogodnost metode za precizno odredivanje 1 pri niskim
koncentracijama '+ 17817,

Ponovljivost 1 reproduktivnost (obnovljivost) metode odredene su kroz ponovljena merenja na
zbirnom uzorku bagremovog meda. Analiza je sprovedena na 3 razli¢ite odvage istog uzorka, tokom
3 uzastopna dana, pri ¢emu je svakog dana izvrSeno 6 ponovljenih merenja, Sto je rezultiralo sa
ukupno 18 merenja. Preciznost metode izraZena je vrednostima relativne standardne devijacije pri
ponovljenim merenjima (RSDy), relativne standardne devijacije reproduktivnosti (RSDr-n), kao i
HorRat koeficijentom, za svaki pojedina¢no kvantifikovani seéer 7317,

Standardne devijacije odredivanja (S;) bile su niske za sve analizirane Secere, ukazujuc¢i na visoku
ponovljivost metode. Poredenjem pojedinacnih sadrzaja i pripadaju¢ih RSD; vrednosti (%), utvrdeno
je da je najmanju preciznost imalo odredivanje rafinoze (RSD; = 18,53%), dok su najpreciznije
odredeni Seceri maltoza, erloza, saharoza i trehaloza, sa RSD; vrednostima u rasponu od 4,09% do
5,14%. Za dodatnu procenu kvaliteta metode koriS¢en je HorRat koeficijent. HorRat vrednosti u
intervalu od 0,5 do 2 smatraju se prihvatljivim, dok vrednosti nize od 0,5 ukazuju na izuzetno visoku
preciznost metode. Svi analizirani Seceri imali su HorRat vrednosti ispod 0,5, izuzev rafinoze koja je
imala HorRat od 0,65, Sto takode spada u prihvatljiv raspon. Ovi rezultati potvrduju da optimizovana
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metoda ispunjava zahtevane kriterijume za preciznost 1 moZe se smatrati pouzdanom za kvantifikaciju
$edera u uzorcima meda 2% 178179,

Tacnost razvijene metode ispitana je odredivanjem analitiCkog prinosa (recovery test). Analiticki
prinos je odredivan dodatkom poznatih koncentracija pojedinacnih standarda Secera (spajkovanjem)
u uzorke meda, pri ¢emu su analizirani nivoi dodatka od 75%, 100% i 125% u odnosu na pocetnu
koncentraciju analita. Ova procedura omogucava procenu eventualnog uticaja matriksa uzorka na
ta¢nost kvantifikacije.

Dobijene vrednosti analitiCkog prinosa za Secere trehalozu, melibiozu, saharozu, izomaltozu, rafinozu
1 maltozu kretale su se u opsegu od 100% do 108%, Sto ukazuje na visoku tacnost i pouzdanost
validovane metode za ove analite. Nasuprot tome, vrednosti analitickog prinosa za erlozu bile su nize,
u rasponu od 67% do 82%, Sto ukazuje na neSto smanjenu tacnost odredivanja ovog Seera u
analiziranim uslovima. Ipak, i u ovom slucaju rezultati ostaju u prihvatljivim granicama za analiticke
metode koje ukljucuju slozene matrikse poput meda 7% 179,

4.5.3. Analiza profila Secera

Rezultati odredivanja profila Secera uzoraka, izrazeni kao srednja vrednost + relativna standardna
devijacija, prikazani su u Prilogu 8, dok su u Tabeli 11 predstavljeni parametri deskriptivne statistike
(za autenticne uzorke) za svaku analiziranu biljnu vrstu meda, uklju¢uju¢i minimalne i maksimalne
vrednosti, aritmeticke sredine, medijane i standardne devijacije ispitivanih parametara.

Sadrzaj fruktoze (Slika 35), glukoze (Slika 36) i zbir ovih Secera kod analiziranih uzoraka meda
detaljno je razmatran i u okviru diskusije fizicCko—hemijskih parametara.

Sadrzaj saharoze u medu predstavlja znacajan parametar u analizi Sefernog sastava 1 proceni
autenti¢nosti proizvoda. Saharoza prirodno dospeva u med putem nektara odredenih biljnih vrsta koje
sadrze vece koncentracije ovog disaharida. Medutim, njen poviSen sadrZzaj moze ukazivati na
tehnoloske nepravilnosti ili namerno dodavanje u postupku krivotvorenja meda. Naime,
prihranjivanje pcela saharoznim sirupima tokom perioda sakupljanja nektara moZe rezultovati
povecanom koncentracijom saharoze u medu, $to je potvrdeno u vise studija. Ipak, pojedina
istraZivanja su pokazala da ovaj parametar ne poseduje dovoljnu specifi¢nost, buduci da se u nekim
slucajevima sadrZaj saharoze u autenticnom medu moZe preklapati sa onim u falsifikovanim
uzorcima, ¢ime se smanjuje njegova pouzdanost kao jedinstvenog indikatora autenti¢nosti ', Sadrzaj
saharoze (Slika 37) u analiziranim uzorcima bagremovog meda kretao se od 0,27 do 0,59 g/100 g, uz
aritmeticku sredinu od 0,47 g/100 g i medijanu od 0,48 g/100 g. Standardna devijacija od 0,06 ukazuje
na vrlo yjednacenu i1 simetri¢nu raspodelu rezultata, a dobijene vrednosti su bile u saglasnosti sa
relevantnim literaturnim podacima 2% 146 147. 166, 167.170. 174 'K od Jipovog meda, sadrzaj saharoze varirao
je od 0,02 do 0,64 g/100 g, sa srednjom vrednoscu od 0,39 g/100 g 1 medijanom od 0,45 g/100 g, uz
nesto vecu standardnu devijaciju (0,20), Sto ukazuje na Siru rasprostranjenost rezultata, ali 1 dalje u
okviru odekivanih granica saglasnih podacima iz literature 2% 2> 170:174. 181 "Gligni rezultati su dobijeni
1 za suncokretov i med od uljane repice (Prilog &). Medljikovci su imali najSiri raspon sadrzaja
saharoze, od 0,00 do 1,51 g/100 g, pri ¢emu je aritmeti¢ka sredina iznosila 0,29 g/100 g, a medijana
0,06 g/100 g.

Trehaloza je disaharid koji se u medu javlja u veoma niskim koncentracijama i smatra se jednim od
retko prisutnih Secera. Njeno prisustvo se najées¢e povezuje sa mikrobioloskom aktivnos$cu, kao i sa
procesima razgradnje slozenijih Sec¢era tokom skladiStenja meda. Ovaj Se€er moze poticati iz razliCitih
izvora, ukljucuju¢i mikroorganizme, gljivice i metaboli¢ke procese koji se odvijaju tokom prerade
nektara. Trehaloza je poznata po svojoj zastitnoj ulozi u stresnim uslovima kod razli€itih organizama,
ukljucujuéi bakterije, kvasce, gljivice, insekte i beski¢menjake. Kod pcela, trehaloza predstavlja
vazan izvor energije 1 nalazi se u hemolimfi, pri ¢emu se moze preneti u med tokom njegovog
nastanka. Njena koncentracija u medu moZe varirati u zavisnosti od biljnog porekla nektara i
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fizioloskog stanja péelinje zajednice 8% 183, Analiza ispitivanih uzoraka pokazala je razliku u sadrzaju
trehaloze izmedu nektarnih medova i medljikovca. U svim nektarnim vrstama sadrzaj trehaloze bio
je ocekivano nizak. Unutar grupe nektarnih medova, najviSe vrednosti i najveca varijabilnost
zabelezeni su kod lipovog meda, dok je kod bagremovog i meda od uljane repice trehaloza
detektovana gotovo u tragovima. Nasuprot tome, medljikovci su se jasno izdvojili viSestruko ve¢im
koncentracijama. Ovi rezultati potvrduju dominantno prisustvo trehaloze u medljici. Distribucija
vrednosti unutar biljnih vrsta meda bila je pretezno simetricna (Slika 50), a utvrdeni trendovi u
potpunosti su uskladeni sa raspolozivim literaturnim podacima 27 303438 137.168 ' 74 y170rke u kojima
je sadrzaj trehaloze bio ispod granice kvantifikacije, izvrSena je ekstrapolacija rezultata koris¢enjem
odgovarajuceg softverskog alata, ¢ime je omoguceno njihovo uklju¢ivanje u dalju statisticku analizu.
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Slika 50. Sadrzaj trehaloze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima

Melibioza je disaharid sastavljen od galaktoze i glukoze, povezanih o(1—6) glikozidnom vezom.
Ovaj Secer se u medu retko detektuje, a kada je prisutan, njegova koncentracija je veoma niska.
Poreklo melibioze u medu moze se povezati sa razgradnjom rafinoze — trisaharida koji se sastoji od
galaktoze, glukoze i fruktoze — putem enzima sa P—fruktozidaznom aktivnoS¢u. Alternativno,
melibioza moze poticati i iz biljnih izvora, posebno onih koji pripadaju familiji Fabaceae, poznatih
po prisustvu oligosaharida iz galaktozne serije. Takode je moguca 1 sinteza melibioze metabolickom
aktivnoS¢u pcela ili mikroorganizama prisutnih u nektaru ili sacu. Iako se ne koristi rutinski kao
marker porekla, njeno prisustvo mozZe biti od interesa u Sirim profilima oligosaharida u medu u smislu
falsifikovanja meda dodatkom strane invertaze '3%. Sadrzaj melibioze u bagremovom medu kretao se
u rasponu od 0,006 do 0,023 g/100 g, dok je kod lipovog meda detektovan u intervalu od 0,001 do
0,037 g/100 g. U suncokretovom medu i medu od uljane repice zabelezene su jo$ nize vrednosti, sa
opsezima od 0,000 do 0,015 g/100 g, odnosno od 0,001 do 0,007 g/100 g. Nasuprot nektarnim
vrstama, medljikovci su se jasno izdvojili znatno viSim sadrzajem ovog disaharida, koji je varirao od
0,01 do 0,13 g/100 g (Slika 51). Utvrdeni rasponi za sve ispitivane vrste meda u potpunosti su
uskladeni sa dostupnim literaturnim podacima 2% '8!, Za sve druge ispitivane biljne vrste meda sadrzaj
melibioze bio je ispod granice kvantifikacije ali je, kao 1 u slucaju trehaloze, radi dalje statisticke
obrade podataka i izvlaCenja relevantnih zakljucaka, izvr§ena ekstrapolacija rezultata.
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Slika 51. Sadrzaj melibioze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima

Izomaltoza (o—D-glukopiranozil—-(1—6)-D—glukopiranozid) je disaharid koji se sastoji od dve
jedinice glukoze povezane a(1—06) glikozidnom vezom. U medu se javlja u niskim koncentracijama,
anjeno prisustvo se uglavnom pripisuje enzimskoj aktivnosti pcela ili enzimskoj preradi polisaharida
prisutnih u nektaru. Smatra se da izomaltoza moze nastati tokom delimi¢ne hidrolize dekstrina i
skroba, putem delovanja o—glukozidaza koje katalizuju transglukozilaciju. Dodatno, odredeni izvori
sugeriSu da ovaj SeCer moze poticati iz biljaka koje prirodno sadrze glukane sa o(1—6) vezama ili iz
sirupa na bazi skroba koji se koriste za prihranu pcela. Zbog svoje strukture, izomaltoza moze
ukazivati na prisustvo produkata delimi¢ne razgradnje skroba i moze posluziti kao indikator
tehnologke obrade 2% '8, Sadr7aj izomaltoze u bagremovom medu kretao se u rasponu od 0,48 do
0,89 /100 g. U ostalim nektarnim vrstama zabelezene su nize vrednosti: kod lipovog meda od 0,06
do 0,45 g/100 g, kod meda od uljane repice od 0,13 do 0,33 g/100 g, a kod suncokretovog od 0,06 do
0,28 g/100 g. Kao §to je i ocekivano, medljikovci su se jasno izdvojili najvisim koncentracijama ovog
disaharida, koje su varirale od 0,26 do 1,21 g/100 g (Slika 52). Raspodela podataka unutar svih
ispitivanih klasa bila je pretezno simetricna, a utvrdeni rasponi su u potpunosti uskladeni sa
raspoloZivim literaturnim podacima 202! 26-28. 30, 34, 38, 137, 168, 181, 185,
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Slika 52. Sadrzaj izomaltoze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmetiCke sredine 1 medijane B)
medijane sa opsezima

Rafinoza je trisaharid koji se sastoji od galaktoze, glukoze i fruktoze, pri ¢emu glukoza funkcionise
kao monosaharidni most izmedu galaktozne i fruktozne jedinice. Hemijski, ovaj Secer sadrzi i o—1 3—
glikozidne veze, Sto omogucava njenu hidrolizu putem enzima sa o—glikozidnom aktivno$¢u do D—
galaktoze 1 saharoze, odnosno pod dejstvom enzima sa —glikozidnom aktivno$¢u do melibioze 1 D—
fruktoze. Iako njeno ta¢no poreklo u medu nije u potpunosti razjaSnjeno, pretpostavlja se da rafinoza
moze poticati iz nektara odredenih biljnih vrsta, naroCito iz porodice Fabaceae, ili da moZze biti
rezultat kontaminacije meda medljikovecem. Zbog svog potencijalnog biljnog porekla, rafinoza se
razmatra kao moguéi marker za identifikaciju specifi¢nih biljnih vrsta meda '3, Sadrzaj rafinoze u
nektarnim vrstama meda detektovan je u veoma niskim granicama: kod bagremovog meda od 0,000
do 0,022 g/100 g, lipovog od 0,000 do 0,111 g/100 g, suncokretovog od 0,000 do 0,014 g/100 g, a
kod meda od uljane repice od 0,002 do 0,017 g/100 g. Nasuprot tome, medljikovci su se jasno izdvojili

82



Mihajlo V. Jakanovski Doktorska disertacija REZULTATI I DISKUSIJA

znaCajno veéim koncentracijama ovog Secera, u rasponu od 0,04 do 0,42 g/100 g (Slika 53).
Distribucija vrednosti unutar klasa bila je pretezno simetri¢na, a utvrdeni opsezi u potpunosti su
uskladeni sa raspolozivim literaturnim podacima. Kod nektarnih vrsta meda koncentracije rafinoze
nalazile su se ispod granice kvantifikacije, te je izvrSena ekstrapolacija rezultata 2% 2127 137, 168, 181
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Slika 53. Sadrzaj rafinoze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima

Maltoza je redukujuci disaharid koji se sastoji od dve glukozne jedinice povezane a(l—4)
glikozidnom vezom. Nastaje razgradnjom skroba delimi¢nom hidrolizom (enzimski), a prirodno je
prisutna u proklijalom zrnu kukuruza, te i u malim koli¢inama u kukuruznom sirupu. U medu se
maltoza javlja u relativno niskim koncentracijama, a njeno poreklo moze biti viSestruko. Jedan od
mogucih izvora jeste delimi¢na enzimska razgradnja skroba prisutnog u nektaru biljaka, pri cemu
pcele, putem amilolitickih enzima, mogu doprineti formiranju maltoze tokom prerade nektara.
Takode, odredene biljne vrste prirodno sadrze tragove maltoze u svom nektaru. Dodatno, prisustvo
maltoze u medu moze poticati i iz veStacke ishrane pcela industrijskim sirupima na bazi skroba (npr.
glukozni ili kukuruzni sirup), §to moze dovesti do njenog povecanog sadrzaja. U literaturi je navedeno
da normalna koncentracija maltoze u prirodnom medu iznosi manje od 0,5%, dok vece vrednosti
mogu ukazivati na moguce falsifikovanje meda ili dodatak skrobnih derivata. Stoga, iako je maltoza
prirodni sastojak meda, njena koli¢ina moze posluZiti kao jedan od parametara u oceni autenti¢nosti
proizvoda *’. SadrZaj maltoze u bagremovom medu zabeleZen je u opsegu od 0,53 do 0,90 g/100 g.
Kod ostalih nektarnih vrsta detektovane su nize vrednosti: u lipovom medu od 0,19 do 0,61 g/100 g,
suncokretovom od 0,21 do 0,40 g/100 g, a u medu od uljane repice od 0,15 do 0,73 g/100 g. U
uzorcima medljikovca koncentracija ovog disaharida varirala je izmedu 0,21 1 0,82 g/100 g.
Raspodela rezultata unutar svih ispitivanih klasa bila je simetri¢na, a utvrdeni opsezi u potpunosti su
uskladeni sa raspoloZivim literaturnim podacima 2% 27-3%- 34 137. 181185 "Shodno dobijenim rezultatima,
najveéi sadrZzaj maltoze registrovan je u bagremovom medu, dok je med od uljane repice bio
najsiromasniji po ovom parametru (Slika 54).
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Slika 54. Sadrzaj maltoze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima
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Erloza nastaje iz saharoze putem metabolickih aktivnosti pcela, pri ¢emu enzim invertaza (—
fruktofuranozidaza) i dodatna aktivnost o—glukozidaze u€estvuju u nastanku ovog Secera. Konkretno,
radi se o reakciji transglukozilacije u kojoj glukozna jedinica iz glukoze ili drugih donorskih Secera
biva preneta na saharozu, formiraju¢i erlozu (o—D—glukopiranozil—(1—4)—p—D—fruktofuranozid).
Tokom skladistenja meda, koncentracija erloze moze varirati zbog daljih enzimskih razgradnji,
prvenstveno delovanjem o—glukozidaze, $to je narocito izraZzeno u svezim ili termicki neobradenim
uzorcima. Pored metaboliCkog porekla, prisustvo erloze u medu takode moze odrazavati fizioloske 1
enzimske karakteristike pcelinje zajednice, kao i uslove prerade i skladiStenja meda. Sadrzaj erloze u
bagremovom medu zabelezen je u opsegu od 0,14 do 0,56 g/100 g. Kod ostalih ispitivanih vrsta
detektovane su znacajno nize vrednosti: u medu od uljane repice od 0,07 do 0,16 g/100 g,
suncokretovom od 0,04 do 0,13 g/100 g, lipovom od 0,01 do 0,10 g/100 g, dok je u uzorcima
medljikovca koncentracija ovog Secera varirala izmedu 0,03 i 0,08 g/100 g. Na osnovu dobijenih
vrednosti, jasno se uocava da je najveci sadrzaj erloze zabeleZen u bagremovom medu, ¢ime se ova
vrsta izdvaja u odnosu na ostale analizirane uzorke (Slika 55) 20-27-34. 168, 181
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Slika 55. Sadrzaj erloze u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B) medijane
sa opsezima

Gentiobioza 1 turanoza, iako su bili validovani i odredeni u zbirnom uzorku bagremovog meda, nisu
detektovani niti kvantifikovani ni u jednom od analiziranih pojedinac¢nih uzoraka.

U cilju procene potencijala profila Secera za diferencijaciju meda prema biljnom poreklu, uradena je
PCA. Dobijen je model od tri glavne komponente, koje kumulativno objas$njavaju 85,98% ukupne
varijabilnosti medu analiziranim uzorcima. Prva glavna komponenta obuhvata 37,81% ukupne
varijanse, dok PC2 i PC3 doprinose sa dodatnih 31,54% 1 16,63%, redom. Preostali deo varijabiliteta,
sadrZzan u komponentama viSeg reda, nije imao znacajan doprinos u modelovanju strukture podataka.

Na grafiku skorova latentnih varijabli (Slika 56A), uo€avaju se tri jasno definisana klastera. Uzorci
bagremovog meda grupisani su pri pozitivnim vrednostima PC1 i negativnim vrednostima PC2,
ukazujuci na njihovu hemijsku specifi¢nost u odnosu na ostale analizirane vrste. Uzorci medljikovca
formiraju zaseban klaster, karakterisan pozitivnim skorovima duz PC2 i negativnim vrednostima duz
PCI1. Tre¢i klaster, koji obuhvata uzorke lipovog, suncokretovog i meda od uljane repice, lociran je u
domenu negativnih vrednosti obe komponente, sugeriSuci njihovu medusobnu sli¢nost u ispitivanim
parametrima.

Detaljnijom analizom grafika koeficijenata latentnih varijabli (Slika 56C) identifikovan je znacajan
doprinos pojedinih Secera u procesu diferencijacije ispitivanih uzoraka meda. Fruktoza, saharoza 1
erloza, locirani u pozitivnom kvadrantu duz PC1 i negativnhom duz PC2, pokazali su klju¢nu ulogu u
razdvajanju bagremovog meda od ostalih vrsta. Nasuprot tome, rafinoza i trehaloza, pozicionirani u
negativnom delu PC1 i pozitivnom delu PC2, doprineli su diferencijaciji uzoraka medljikovca.
Glukoza, koja je orijentisana ka negativnim vrednostima PC1 i PC2, znaCajno je doprinela
razgranicenju uzoraka lipovog, suncokretovog i meda od uljane repice od ostalih tipova meda.
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Slika 56. Analiza glavnih komponenata za profil Secera: A) grafik skorova latentnih varijabli B)
skorovi latentnih varijabli duz PC1 C) grafik vektora latentnih varijabli D) grafik vektora latentnih

PC1(37.81%)

varijabli za PC1

Rezultati PCA analize profila Secera ukazuju da oni, sami po sebi, nisu dovoljni za pouzdanu
klasifikaciju meda prema biljnom poreklu ve¢ bi trebalo ukljuciti dodatne analiti¢ke pokazatelje, kao

$to su fizitko—hemijski parametri i '*C/'2C odnosi.
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Tabela 11. Parametri deskriptivne statistike za kvantifikovane Secere (g/100 g) uzoraka meda

Biljna vrsta Parametar deskriptivne

meda statistike Glukoza Fruktoza Trehaloza  Melibioza Saharoza Izomaltoza Rafinoza Maltoza Erloza
Xrin 25,2 41,1 0,000 0,006 0,27 0,48 0,000 0,53 0,14
Xmax 28,3 43,2 0,012 0,023 0,59 0,89 0,022 0,90 0,56
Bagrem X 26,7 42,2 0,003 0,015 0,47 0,72 0,012 0,73 0,31
x 26,7 42,4 0,003 0,016 0,48 0,71 0,012 0,73 0,30
s 0,6 0,5 0,002 0,004 0,06 0,08 0,004 0,08 0,08
Xmin 27,3 34,5 0,007 0,001 0,02 0,06 0,000 0,19 0,01
Xinax 35,6 40,5 0,070 0,037 0,64 0,45 0,111 0,61 0,10
Lipa X 31,8 37,1 0,024 0,014 0,39 0,31 0,021 0,38 0,05
x 32,1 36,8 0,021 0,013 0,45 0,32 0,016 0,42 0,05
s 24 1,7 0,016 0,008 0,20 0,12 0,027 0,15 0,03
Ximin 30,4 35,5 0,009 0,000 0,00 0,06 0,000 0,21 0,04
KXinax 38,7 40,2 0,022 0,015 1,27 0,28 0,014 0,40 0,13
Suncokret X 33,8 37,8 0,013 0,006 0,26 0,15 0,005 0,31 0,08
x 33,8 38,2 0,012 0,006 0,11 0,12 0,003 0,33 0,08
s 3,1 1,8 0,004 0,005 0,40 0,08 0,005 0,06 0,03
Ximin 30,1 32,9 0,000 0,001 0,05 0,13 0,002 0,15 0,07
Xinax 38.8 39,6 0,004 0,007 0,73 0,33 0,017 0,73 0,16
Uljana repica x 33,9 35,7 0,002 0,004 0,20 0,21 0,008 0,25 0,13
x 33,1 35,2 0,001 0,004 0,16 0,20 0,010 0,18 0,15
s 32 2,3 0,001 0,002 0,22 0,07 0,006 0,20 0,03
Kimin 19,3 29.8 0,02 0,01 0,00 0,26 0,04 0,21 0,03
Kinax 30,0 40,0 0,72 0,13 1,51 1,21 0,42 0,82 0,08
Medljikovac X 25,0 34,5 0,43 0,02 0,29 0,85 0,26 0,55 0,04
X 25,4 34,7 0,40 0,01 0,06 0,91 0,27 0,64 0,04
s 2,6 2,9 0,18 0,03 0,49 0,28 0,12 0,23 0,01
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4.6. Integralni analiticki pristup u detekciji prisustva egzogenih Secera

U okviru ovog istrazivanja, radi dodatne provere autenti¢nosti i moguceg prisustva Secernih sirupa u
komercijalnim uzorcima meda, analiziran je zaseban set od 30 uzoraka koji se razlikuje od uzoraka
koris¢enih za ostala hemijska i fizicko—hemijska ispitivanja u okviru ove disertacije. Ovi dodatni
uzorci, prikupljeni sa trzista, posluzili su za optimizaciju HPTLC i HPAEC-PAD metoda u cilju
detekcije potencijalnih falsifikata 1 uporedne procene sa referentnim uzorcima Secernih sirupa. U
svrhu validacije metoda i interpretacije rezultata, koriS¢eni su sirupi razli¢itog sastava: visoko—
maltozni sirup (Tabela 72, uzorak 25), bombonski sirup (Tabela /2, uzorak 26), skrobno—glukozni
sirup (Tabela /2, uzorak 27), fruktozni sirup (Tabela /2, uzorak 28) i invertni sirup (Tabela /2, uzorak
29). Analiza ovog dodatnog skupa omogucila je precizniju identifikaciju sumnjivih uzoraka i prosirila
diskusiju o granicama dozvoljenih vrednosti Se¢ernih komponenata meda prema vazeéim
standardima.

Radi potvrdivanja autenti¢nosti prikupljenih uzoraka meda, sadrzaj Secera je analiziran primenom
protokola koje je definisala Medunarodna komisija za med '3°, u skladu sa harmonizovanim
metodama analize i preporukama Codex Alimentarius—a !. Uzorci oznaceni brojevima 1, 2, 4, 6, 16,
19, 21-24 (30,0% analiziranih uzoraka) pokazali su zbirni sadrzaj fruktoze i1 glukoze manji od 60
g/100 g meda (Tabela 12), Sto je ispod minimalne grani¢ne vrednosti propisane pomenutim
standardima. Shodno tome, navedeni uzorci klasifikovani su kao neautenti¢ni. Svi ostali analizirani
uzorci ispunjavali su kriterijume autenti¢nosti, pri ¢emu je sadrzaj ukupnih monosaharida (glukoze i
fruktoze) bio vec¢i od 60 g/100 g, dok je sadrzaj saharoze bio manji od 5 g/100 g, §to je u skladu sa
zahtevima vazeéih propisa > 18,

Deklarisani sastav Secera u analiziranim komercijalnim sirupima bio je sledeci: visokomaltozni sirup
(uzorak 25) sadrzao je 9% glukoze; bombonski sirup (uzorak 26) sastojao se isklju€ivo od glukoze
(100%); skrobno—glukozni sirup (uzorak 27) predstavljao je meSavinu glukoze, maltoze i visih
saharida bez preciziranih udela pojedinacnih Secera; dok je fruktozni sirup (uzorak 28) sadrzao 30 —
38% glukoze 1 8,0 — 9,9% fruktoze. Izuzimajuéi visokomaltozni sirup, ¢iji je sadrzaj glukoze bio
uporediv s onim u prirodnom medu, svi ostali analizirani sirupi pokazali su znatno ve¢i udeo glukoze
u odnosu na med (Tabela 12). U svim glukoznim sirupima, sadrZaj fruktoze bio je znac¢ajno manji u
poredenju s medom, dok je u fruktoznom sirupu fruktoza bila prisutna u koncentracijama sli¢nim
onima u medu. Invertni Secerni sirup (uzorak 29), nastao enzimskom ili kiselom hidrolizom
disaharida saharoze, predstavlja meSavinu glukoze i fruktoze u priblizno jednakim udelima, pri ¢emu
je njihov sadrzaj bio uporediv sa vrednostima karakteristiénim za med (Tabela 12).

U cilju dodatne potvrde autenti¢nosti uzoraka meda, uradena je analiza odnosa stabilnih izotopa
ugljenika (Tabela 12). Vrednosti §'°C u analiziranim uzorcima meda kretale su se u intervalu od -
14,00%o0 do -28,10%o, dok su 8'°C vrednosti izolovanih proteina varirale izmedu -21,00%o i -27,00%o.
Uzorci kod kojih je razlika izmedu §'*C vrednosti proteina i meda (A3'*C) veéa od 1%o klasifikovani
su kao sumnjivi u smislu potencijalnog prisustva dodatih Secera poreklom od C4 biljaka. Na osnovu
ovog kriterijuma, svi uzorci kod kojih je izra¢unata A§'*C vrednost veéa od 1%o (uzorci 9—24, Tabela
12) smatraju se sumnjivim prema AOAC 998.12 metodi. Dodatno, radi poredenja sa kriterijjumima
koji se zasnivaju na vrednosti 'C meda, rezultati su interpretirani i u skladu sa podacima iz literature
85, Prema ovom pristupu, sedam uzoraka (1, 2, 4, 7, 8, 12 i 20) imalo je §'*C vrednosti pozitivnije od
-21,5%o0, Sto ukazuje na moguce krivotvorenje dodatkom Secera poreklom od C4 biljaka. Osam
uzoraka (3, 5, 9, 10, 13, 14, 15 i 16) imalo je §'3C vrednosti u opsegu od -23,5%o do -21,5%o i
klasifikovano je kao sumnjivo prema navodima Donga i saradnika %° (Tabela 12).
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Tabela 12. Sadrzaj Secera 1 odnosa stabilnih izotopa ugljenika odabranih medova i Se¢ernih sirupa

Rob. Glukoza Fruktoza Saharoza 613C0 Med Pf(l)ifin 813C 0(p- §§?§}f? 4 Klas.i.ﬁ—
(g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (%0) (%) m), (%o) biljaka (%) kacija
1 272429 30,0+£3,1 0424003 -17,9402 ni. - nk.
2 258427 292430 0,71+£005 -16,7+0.2 n.i. - nk.
3 31,0+33  41,0£42 n.d. 22,2403 n.i. - nk.
4 229+24 253+26 132+0,10 -17,0+02 n.i. - nk. ~ Nije
izolovan
5 31,6+34 42,0+43 n.d. 21,4403 n.i. - nk. protein
6 256+27 285429 022+002 -248+03 n.i. - nk.
7 260+£28 27,9+28 047+004 -16,7+0.2 n.i. - nk.
8§ 27,0429 283+29 052+004 -16,7+0.2 ni. - nk.
9 32,0+£34 393+40 n.d. 222403 -254+03  -32 20,6+2.8
10 322+34  39,5+40 n.d. 22,9403 242403  -1,3 8,8+ 3,0
11 30,1432 332434 n.d. 244403 -267+03 23 13,5+2,8  Seceri
12 265+28 35,1+3.6 n.d. 140402 -238+03  -98 69,8 +2,7 Pofzelélzm
13 323+£34 37.8+38 n.d. 22,7403 254+03 27 174529 piliaka >
14 325+35 405+4,1 nd. 229404 252404 23 14.8+3.6 7%
15 30,1£32  40,7+4,1 n.d. 228403 -264+03 -3, 21,6427
16 21,1£23 285+29 n.d. 222403 -27,0+03  -48 27,7426
17 329435 46,6+4,7 n.d. 240403 21,0403 3,0 262+3,7
18 341£36 323+33 n.d. 26,1404 -242+0,3 1,9 13,0£32
19 214423 27,1+28 nd. 28,1404 -268+03 1,3 73430  Seceri
20 268+29 347+35 n.d. 20,0£03 -254+03  -54 34,6+27 poirzelélzm
21 23,6+25 284+29 n.d. 272404 257403 1,5 95431 piliaka <
22 233425 28,0+28 n.d. 272404 260403 1,2 73 43,0 7%
23 242426 274+28 n.d. 263404 -249+0,3 1,4 92+3,1
24 242426 297+30 0,61£005 -256+04 -229+03 2,7 20,034
25 288431 0,7+0,1 n.d. - - - -
26 668+7,1 120, n.d. - - - ;
27 9;‘641i 08+0,1  24+02 ; ; - ; Sirupi
28 659+7,0 255+2,6 n.d. - - - -
29 348+37 385+39 n.d. - - - -
30 100+ 10 100+ 10 10,0+ 0,8 - - - - Standard
31 314434 414+42 nd. 249+1,1 246+13 03 1,440,1 ]
32 34,1+36 37,7438 nd. 259411 251+13 08 53404 posrzci(ell(‘)im
33 239426 460+4,7 n.d. 243+1,0 238412 0,5 33402 iz C4
34 31,0£33  39,8+4,0 n.d. 256+1,1 -262+13  -06 39403  biljaka
35 310433 33.6+34 nd. 258+1,1 251+13 07 43+03 172(;2“1’67‘?%
36 28,1+3,0 36,7+37 n.d. 264+ 1,1 262+13 02 1,1+0,1

n.i. - nije izolovan; n.k. - nije kvantifikovan; n.d. - nije detektovan

Prema standardnoj AOAC 998.12 metodi uzorci sa sadrzajem C4 Secera ve¢im od +7% klasifikuju se
kao neautenti¢ni, dok se ostali uzorci, uklju¢ujuéi i one sa negativnom vrednoséu ovog parametra
oznacavaju kao med bez prisustva C4 Se€era. Medutim, odsustvo C4 Secera ne iskljucuje da su takvi
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uzorci krivotvoreni sirupima porekla od C3 biljaka %°. Prema standardnoj AOAC 998.12 metodi osam
uzoraka (9-16) imalo je sadrzaj C4 Secera veci od 7%, Sto ih klasifikuje kao neautenti¢ne. Nasuprot
tome, trinaest uzoraka je imalo negativne vrednosti za sadrzaj C4 Secera koji se, saglasno pomenutoj
metodi navodi kao 0% .

Uzorci iz kojih nije bilo moguce izolovati protein (Tabela 12, uzorci 1-8), odnosno primeniti
pomenutu metodu, izostavljeni iz ovog segmenta interpretacije rezultata kao veoma sumnjivi. Naime,
ranija istrazivanja ukazuju na to da nemoguénost izolovanja proteina moze biti posledica
krivotvorenja meda, jer dodatak Secernih sirupa razblazuje prirodno nizak sadrzaj proteina u medu,
¢inec¢i njihovo izolovanje otezanim ili nemogu¢im. Medutim, nemoguénost izolovanja proteina sama
po sebi ne predstavlja nedvosmislen dokaz krivotvorenja jer je moguc prirodno nizak sadrzaj proteina
u medu, kao i razgradnja proteina tokom prerade i skladiStenja meda. Zbog toga je u ovom radu
neuspesSno izolovanje proteina interpretirano isklju¢ivo u kombinaciji sa drugim analitickim
podacima, kao $to su fizicko—hemijski parametri i profili Secera i organskih kiselina, te uzorci nisu
klasifikovani samo na osnovu pomenute AOAC metode 6.

Na osnovu rada Donga i saradnika *°, kao i rezultata dobijenih EA-IRMS analizom (3'*C vrednosti
meda 1 proteina) 1 izracunatog sadrzaja C4 Secera, kao i ukupnog sadrzaja glukoze i fruktoze, svi
analizirani uzorci grupisani su u Cetiri kategorije: (1) uzorci kod kojih izolovanje proteina nije bilo
uspesno (uzorci 1-8), (2) uzorci sa sadrzajem C4 Secera vec¢im od 7% (uzorci 9-16), (3) uzorci sa
sadrzajem C4 Secera manjim od -7% (uzorci 17-24) i (4) uzorci sa sadrzajem C4 Seéera u opsegu od
-7% do +7%, koji se klasifikuju kao autenti¢ni medovi (uzorci 31-36) (Tabela 12). Ova klasifikacija
omogucava sveobuhvatniju procenu autenti¢nosti meda, kombinujuéi izotopsku analizu sa hemijskim
profilom Secera.

Nakon sprovedene procene autenticnosti uzoraka primenom HPAEC-PAD i EA-IRMS metoda,
pristupilo se optimizaciji uslova HPTLC metode za kvalitativnu i kvantitativnu analizu saharida u
uzorcima meda i referentnih Secernih sirupa. Proces optimizacije obuhvatao je odabir odgovarajuce
mobilne faze, kao 1 podeSavanje koncentracije 1 zapremine za nanoSenje na tanak sloj uzoraka meda,
sirupa 1 standardnih jedinjenja. U cilju postizanja optimalnog razdvajanja ispitano je ukupno Sest
razli¢itih sastava mobilne faze (Tabela 13) u kombinaciji sa silika—gelom kao stacionarnom fazom.
Kao najefikasniji sistem odabrana je mobilna faza sastava MeCN/H.O/MeOH/CH;COOH
(70:15:5:10, vwv/v/v), koja je omogucila dobijanje najveceg broja jasno definisanih 1 dobro
razdvojenih hromatografskih zona.

Tabela 13. Kombinacije mobilnih faza koriS¢enih za optimizaciju HPTLC metode razdvajanja Secera

Broj Mobilna faza Odnos rastvaraca (wv)
1 n—BuOH/H>O/AcOH 2/1/1
2 MeCN/MeOH/H,0 17/3/0,25
3 AcOEt/2-PrOH/H,0 40/30/10
4 AcOH/CHCI3/H2O 7/5/1
5 AcOEt/MeOH/H,0O/CH3;COOH 40/40/10/10
6 MeCN/H,O/MeOH/CH3;COOH 70/15/5/10

n—BuOH (n-butanol; 1-butanol; AcOH (etanska (siréetna) kiselina); MeCN (acetonitril);
MeOH (metanol); AcOEt (etil-etanoat); 2—PrOH (2—propanol)

Pored toga, izvrSeno je dodatno ispitivanje tri razli¢ita odnosa komponenata unutar odabrane mobilne
faze, uz ispitivanje opcije u kojoj je metanol, zbog svojih nepovoljnih ekoloskih karakteristika,
izostavljen iz sastava. Kao rezultat ovih ispitivanja odabran je sistem MeCN/H.O/CH3;COOH
(70:25:5, v/v/v) kao optimalna mobilna faza za dalju primenu u analizi SeCera. Tabela 12 je
koncipirana tako da prati redosled nanoSenja uzoraka na HPTLC plo¢ama, kako je prikazano na Slici
57, ¢ime je omoguceno jasno identifikovanje 1 poredenje medu uzorcima.
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Primenom optimizovane HPTLC metode, oligosaharidi iz uzoraka meda i referentnih Se¢ernih sirupa
su uspesno razdvojeni. Hromatogrami su pokazali pojavu ,,suvog fronta” u zoni iznad Rr vrednosti
od 0,5, te su slike hromatograma snimane i1 analizirane do te vrednosti. Vizuelna analiza
hromatograma i odgovaraju¢ih hromatografskih signala (Slika 57) ukazala je na prisustvo
karakteristi¢nih obrazaca oligosaharida kod uzoraka 1-8 (Slika 57A), kod kojih protein nije mogao
biti izolovan, kao i kod uzoraka 9—-16 (Slika 57B), koji prema IRMS analizi sadrze vise od 7% Secera
poreklom od C4 biljaka. Ovi uzorci pokazali su izrazen broj jasno definisanih traka u Rr opsegu od
0,20 do 0,40, sto ukazuje na prisustvo oligosaharida.

Uzorci Secernih sirupa (Tabela 12, uzorci 25-29), analizirani pod istim hromatografskim uslovima
(Slika 57D), pokazali su slican profil oligosaharida kao pomenute grupe meda, Sto ukazuje na mogucu
sli¢nost u sastavu i potencijalno prisustvo istih ili slicnih komponenti. Prisustvo traka oligosaharida
u uzorcima meda moZe se smatrati znaajnim pokazateljem moguceg falsifikovanja dodavanjem
Se¢ernih sirupa, s obzirom na to da je prethodnim istrazivanjima potvrdeno da oligosaharidi i
polisaharidi ¢ine znacajnu komponentu $ecernih sirupa '8¢, Veéina oligosaharida u sirupima nastaje
usled nepotpune enzimske hidrolize skroba, a gradeni su isklju¢ivo od glukoznih monomera
povezanih a(1—4) i/ili a(1—6) glikozidnim vezama.

R 300

A R "o D
05 -
!!',"" - " -= .
0.4+ k] g 041N BN k7l
- --==v;m ; a4\ - ‘Ezw
sl .~ - = s ( f \ Al o3 s
. - "—E:sn SYAVAVAVA' = = = W
02 s TAVA aad) s
0.1 100 4

0 e - - - - o
R A SN -, 2
1. 2 3 4 5 6 7 8 27 28 29 R

N
o
»
3

Nije izolovan protein
R Re

F_ 300 B N 300 E
JeuRgneee.. e
. 4 - - f \ o Il =l
= 1N | If AN
“ N \ "] u\ i ¥ \

9 10 11 12 13 14 15 16 30 31 32 33 34 35 36 : R

Sirupi 25 26 27 28 29

Intenzitet
o
w
|
Intenzitet

0.2

Sadriaj Secera C4 biljaka > 7% 9 10 11 12 13 14 15 16 Std m 31 32 33 34 35 36
R biljaka od -7% do 7%
05 ""
il .
03 vd
0.2 350 L_ e _‘5@%
. )

Intenzitet
——————

0.1
0 l—— — —

17 18 19 20 21 22 23 24 Re
Sadriaj Secera C4 biljaka < -7% B e e e Ve

Slika 57. HPTLC hromatogrami i intenziteti zona uzoraka koriS¢enih za optimizaciju metode u
kojima: A) nije izolovan protein B) je sadrZaj Secera C4 biljaka bio vec¢i od 7% C) je sadrZzaj Secera
C4 biljaka bio manji od -7% D) Se€erni sirupi E) je sadrzaj Se¢era C4 biljaka izmedu -7% 1 7%.

Suprotno uzorcima koji su pokazali izrazene oligosaharidne obrasce, autenti¢ni uzorci meda, kod
kojih je sadrzaj C4 Secera bio u granicama od -7% do +7% (Slika 57E: uzorci 31-36), kao 1 oni sa
sadrzajem C4 Secera manjim od -7% (Slika 57C: uzorci 17-24), nisu sadrzali trake koje ukazuju na
prisustvo oligosaharida u hromatografskom intervalu Rr vrednosti izmedu 0,20 i 0,40. U ovim
uzorcima dominantni Seceri su bili glukoza, fruktoza i saharoza, §to je potvrdeno uporedivanjem sa
standardnom smeSom Secera (Slika 57E: uzorak 30). Ovi nalazi su bili u skladu sa kriterijumima
AOAC 998.12 metode '**, prema kojoj se med klasifikuje kao falsifikovan ukoliko sadrzaj Seéera C4
biljaka prelazi 7%. Medutim, dobijeni rezultati nisu bili u potpunosti usaglaseni sa nalazima Donga 1
saradnika %, koji su ukazali da se uzorci sa sadrzajem $ecera C4 biljaka manjim od -7% takode mogu
smatrati neautenti¢nim.
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Dodatno, ispitivan je i uzorak invertnog sirupa (Slika 57D: uzorak 29), ¢iji je hromatografski profil
pokazivao sli¢nosti sa profilom prirodnog meda — karakterisan prisustvom osnovnih Secera (glukoze,
fruktoze, saharoze), ali bez traka koje bi ukazivale na prisustvo oligosaharida. Ovakav rezultat
ukazuje na ogranicenje primenjene HPTLC metode u razlikovanju autenti¢nog meda od meda
krivotvorenog invertnim sirupom, budu¢i da oligosaharidni markeri u ovom slucaju izostaju. Dobijeni
rezultat ukazuje da HPTLC metoda, zasnovana isklju¢ivo na analizi profila Secera, ima ograni¢enu
sposobnost pouzdanog razlikovanja autenticnog meda od meda krivotvorenog invertnim sirupom,
koji predstavlja izvor Secera porekla iz C3 biljaka. Stoga se za pouzdanu procenu autenti¢nosti meda
preporucuje primena komplementarnih analitickih tehnika. Sli¢nost hromatografskih obrazaca potice
od ¢injenice da invertni sirupi sadrze pretezno glukozu i fruktozu u odnosima uporedivim sa onima u
prirodnom medu, pri cemu izostaju karakteristicna jedinjenja koja bi dala jasno diferencirane zone.
Shodno tome, iako je HPTLC metoda korisna za brzo i relativno jednostavno dobijanje analitickog
otiska prsta 1 detektovanje nekih netipi¢nih zona koje mogu da ukazu na krivotvorenje, njena
sposobnost razlikovanja autenti¢nog meda od meda falsifikovanog sirupima poreklom od C3 biljaka
je ogranicena. Ovo ogranicenje je u skladu sa opStim analitickim izazovom detektovanja dodatka
Secera C3 biljaka, buduci da su metode zasnovane na odnosima stabilnih izotopa ugljenika primarno
razvijene za detektovanje Secera poreklom od C4 biljaka.

Profil Secera u ispitivanim uzorcima meda odreden je primenom HPAEC—PAD tehnike kao referentne
metode u cilju potvrde rezultata dobijenih HPTLC analizom. S obzirom na to da monosaharidi,
pretezno glukoza 1 fruktoza, ¢ine oko 90% ukupnog sadrZaja ugljenih hidrata u medu, njihovo
detektovanje i1 kvantifikovanje se uspesno ostvaruje razli¢itim analitickim metodama. Medutim,
prisustvo disaharida, trisaharida i vi$ih oligosaharida, iako su zastupljeni u manjim koli¢inama, moze
imati znacajnu analiticku vrednost u kontekstu kontrole autenti¢nosti meda.

Identifikovanje i kvantifikovanje oligosaharida u medu predstavljaju analiti¢ki izazov, prvenstveno
zbog ograni¢ene dostupnosti komercijalnih standarda i niskih koncentracija ovih jedinjenja u realnim
uzorcima. Dodatne poteSkoce proizilaze iz uticaja matriksa, odnosno velikih koli€ina prisutnih
monosaharida glukoze 1 fruktoze, kao 1 zbog strukturne sli¢nosti razli¢itih oligosaharida, $to oteZava
postizanje odgovarajuce rezolucije pikova. Zbog toga je u okviru ovog rada HPAEC-PAD metoda
optimizovana s ciljem dobijanja specificnog otiska prsta autenticnih uzoraka meda, odnosno za
otkrivanje prisustva tragova oligosaharida kao moguc¢ih indikatora falsifikovanja meda dodatkom
Secernih sirupa.

Najzastupljeniji Se€eri u svim ispitivanim uzorcima bili su glukoza 1 fruktoza, dok je saharoza bila
prisutna u znacajno manjim koncentracijama. Primena HPAEC—PAD metode omogucila je efikasno
razdvajanje prisutnih oligosaharida, pri ¢emu su odgovaraju¢i hromatografski pikovi registrovani
nakon tr od priblizno 15 minuta. Uoceno je prisustvo veceg broja pikova niskog intenziteta, $to
ukazuje na prisustvo niza oligosaharidnih jedinjenja u tragovima. Na Slici 58 prikazani su
hromatogrami reprezentativnih uzoraka meda: uzorak iz kojeg izolovanje proteina nije bilo uspesno
(Slika 58A), uzorak sa sadrzajem Secera C4 biljaka vec¢im od 7% (Slika 58B), uzorak sa sadrzajem
Secera C4 biljaka manjim od -7% (Slika 58C), i uzorak sa sadrzajem C4 Secera u rasponu izmedu -
7% 1 +7% (Slika 58D). U uzorcima prikazanim na Slici 58A 1 58B uocena je serija pikova koji
odgovaraju oligosaharidima 1 koji se eluiraju nakon 15 minuta. Suprotno tome, uzorci prikazani na
Slici 58C 1 Slici 58D imali su znatno manji broj ovih pikova, §to je rezultovalo jednostavnijim 1
preglednijim hromatografskim profilom.

Zbog ograni¢ene dostupnosti komercijalnih standarda nije bilo moguée pouzdano identifikovanje
pojedinacnih jedinjenja. Poredenjem karakteristicnih hromatografskih profila moguce je brzo i
relativno lako vizuelno uociti razlike izmedu uzoraka, pri ¢emu za potrebe skrining analize nije
neophodna identifikacija 1 kvantifikacija svakog pojedinacnog oligosaharida. Prisustvo netipi¢nih
pikova u zoni oligosaharida moZe ukazivati na neuobicajen sastav uzorka i potencijalno prisustvo
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stranih Secera, zbog Cega se ovakav pristup moze koristiti za brzo izdvajanje uzoraka koji zahtevaju
detaljniju analizu primenom komplementarnih analitickih tehnika.

Poredenjem HPAEC—PAD hromatograma i HPTLC profila ispitivanih uzoraka meda uocena je
podudarnost izmedu ove dve tehnike. Uzorci koji su pokazivali veéi broj zona u HPTLC
hromatogramima pri Rr vrednostima izmedu 0,20 i 0,40 (Slika 57A 1 57B) istovremeno su imali
povecan broj kasno eluiranih pikova (tr > 15 min) u HPAEC-PAD hromatogramima (Slika 58A i
58B). Ovi signali pripisuju se oligosaharidima, $to ukazuje da obe hromatografske metode detektuju
iste promene u sastavu uzoraka. Uporedo sa HPAEC—PAD analizom, primenjena HPTLC metoda
pokazala se efikasnom za dobijanje vizuelno prepoznatljivog analitickog ,,otiska prsta” uzoraka
meda 1 Secernih sirupa. Pored toga, rezultati HPTLC i HPAEC—PAD analiza bili su u skladu sa
nalazima EA-IRMS analize, pri ¢emu je svaka od primenjenih tehnika pruzila komplementarne
informacije o ispitivanim uzorcima a njihova zajednicka interpretacija pouzdaniju procenu sastava
uzoraka i moguceg prisustva dodatih Secernih sirupa.
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Slika 58. Profil Secera analiziranih uzoraka meda dobijenih HPAEC—PAD metodom; A) uzorka meda
iz kojeg protein nije izolovan; B) uzorka meda koji je imao sadrZaj Secera C4 biljaka > 7%; C) uzorka
meda koji je imao sadrzaj Secera C4 biljaka < -7%; D) uzorka meda koji je imao sadrzaj Secera C4
biljaka izmedu <-7% 1> 7%

Standardna AOAC 998.12 metoda '** za procenu autenti¢nosti meda uglavnom se fokusira na uzorke
koji sadrze vise od 7% $ecera poreklom od C4 biljaka, dok Dong i saradnici *° sugeri$u da medove
sa sadrzajem C4 Secera manjim od -7% takode treba smatrati neautenti¢nim 5. Prema rezultatima ove
doktorske disertacije, profili Se¢era dobijeni primenom HPTLC i HPAEC-PAD tehnika na uzorcima
meda sa sadrzajem C4 Secera manjim od -7% ukazuju na to da ovi uzorci pokazuju neke karakteristike
autenti¢nih medova, budu¢i da u profilu izostaju zone koje odgovaraju oligosaharidima poreklom iz
dodatih Secernih sirupa. Ovi rezultati se ne poklapaju sa zakljuc¢cima koje su izneli Dong i saradnici
85 ¢ime se ukazuje na potrebu za daljim istraZivanjem predlozenih hipoteza u cilju utvrdivanja
preciznijih kriterijuma za razlikovanje krivotvorenih uzoraka meda.

Uzimaju¢i u obzir sve tri primenjene metode za procenu autenti¢nosti meda, uprkos stalnom napretku
sofisticiranih tehnika kao §to su HPAEC-PAD i EA-IRMS, zbog potrebe za preciznim podesavanjem
brojnih parametara, visokih troskova opreme i reagenasa, kao 1 osposobljenosti analitiara, ¢ini se da
je HPTLC metoda pogodna za prvu fazu procene autenti¢nosti meda (inicijalni skrining). Glavne
prednosti HPTLC metode uklju¢uju njenu jednostavnost izvodenja, fleksibilnost, pristupacnost i
nisku cenu. Razvojem naprednih slojeva adsorbenata, kao 1 sofisticirane instrumentacije za nanosSenje
uzoraka, razvijanje hromatograma, derivatizaciju i1 procenu rezultata, upotreba HPTLC u tzv.
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fingerprint analizama postala je nezaobilazna, $to je potvrdeno i u ovoj studiji. Ipak, kao i druge
analiticke metode, HPTLC ima ogranicenja u detektovanju krivotvorenja meda dodatkom sirupa
poreklom od C3 biljaka, pri ¢emu su rezultati ove metode pretezno kvalitativne, a ne kvantitativne
prirode. Ovo ograni¢enje potvrdeno je i eksperimentalno, gde je invertni sirup pokazao
hromatografske profile slicne autenticnom medu.

Posmatrano u celini, rezultati ukazuju da kombinovana primena EA-IRMS, HPAEC-PAD 1 HPTLC
metoda pruza komplementarne informacije: EA—-IRMS omogucava pouzdano detektovanje prisustva
Secera poreklom od C4 biljaka, dok hromatografske fingerprint tehnike pruzaju dodatni uvid u
kvalitativni i kvantitativni sastav, odnosno profil ugljenih hidrata i daju potporu proceni autenti¢nosti
meda, naroCito kod uzoraka sa izmenjenim sadrzajem oligosaharida. Saglasnost izmedu tri nezavisna
analiticka pristupa povecava pouzdanost predloZzene strategije za procenu autenticnosti meda i
smanjuje rizik od pogresne klasifikacije koji moze nastati primenom samo jedne metode.

Nakon potvrde validnosti primenjene metodologije na 30 razli¢itih uzoraka, identicni HPTLC uslovi
primenjeni su na uzorke koji su kori$¢eni u ispitivanjima tokom izrade ove doktorske disertacije.
Uzorci su pazljivo odabrani kako bi obuhvatili seriju medova razli¢itog biljnog porekla, pri ¢emu su
u ispitivanje uvrsteni uzorci sa sadrZajem Secera u rasponu od manje od -7% do viSe od 7% Secera
C4 biljaka, kao i uzorci u kojima nije bilo moguce izolovati protein, prema rezultatima EA—IRMS
metode. Ovim pristupom omoguceno je temeljno ispitivanje varijacija u hromatografskim profilima
u zavisnosti od sadrzaja C4 Secera i prisustva ili odsustva proteina, ¢ime je osigurana bolja
obuhvatnost analize.

Na Slici 59 prikazan je hromatogram koji uklju¢uje medove svih pet analiziranih biljnih vrsta (Prilog
1), kao i smesu standarda (glukoza, fruktoza i saharoza, ST, zona 18), bombonski sirup (BS, zona 19)
1 invertni sirup (IS, zona 20). Za analizu je kori$¢eno pet uzoraka bagremovog meda (dva autenti¢na
B15 1 B44, zone 1 i 2, tri neautenti¢na B70, B72 i B74, zone 3 — 5), Cetiri uzorka lipovog meda (dva
autenti¢na L11L5, zone 61 7, dva neautenticna L3 1 L15, zone 8 1 9), dva uzorka suncokretovog meda
(jedan autenti¢an S1, zona 10, jedan neautenti¢an S8, zona 11), dva uzorka meda od uljane repice
(jedan autentican R1, zona 12, jedan neautenti¢an RS, zona 13) i Cetiri uzorka medljikovca (dva
autenticna M1 1 M8, zone 14 1 15, dva neautenti¢na M6 1 M10, zone 161 17).
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Slika 59. HPTLC hromatogram analiziranih uzoraka meda i sirupa

Odabir uzoraka za hromatografsku analizu izvrSen je na osnovu prethodno utvrdenog statusa njihove
autenti¢nosti, primenom fizicko-hemijskih parametara i IRMS analize (Prilog 1 i Prilog 6). Uzorci
bagremovog meda (B15 1 B44) su se pokazali kao autenti¢ni po oba kriterijuma. Uzorak B70 je imao
sadrzaj Sec¢era C4 biljaka manji od -7%, dok uzorak B72 nije ispunio kriterijume analize fizicko—
hemijskih parametara i nije bilo moguce izolovati protein. Uzorak B74 je prosao IRMS analizu, ali
nije bio u skladu sa fizicko—hemijskim parametrima. Sli¢an obrazac uocen je 1 kod lipovog meda, gde
su uzorci L1 1 L5 potvrdeni kao autenti¢ni po oba kriterijuma. Kod uzorka L3 sadrzaj Secera C4
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biljaka bio je manji od -7%, dok L15 nije ispunio kriterijume analize fizicko—hemijskih parametara,
uz izostanak uspesnog izolovanja proteina. Za suncokretov med, uzorak S1 bio je autenti¢an, dok je
uzorak S8 imao sadrzaj C4 Secera veci od 7%. Med od uljane repice takode je pokazao varijacije, pri
¢emu je uzorak R1 bio autentican, dok je uzorak R5 imao sadrzaj C4 Seéera veci od 7%. Kod
medljikovca, uzorci M1 i M8 su bili autenticni, dok uzorak M6 nije ispunio kriterijume analize
fizicko—hemijskih parametara i nije bilo moguce izolovati protein, dok je uzorak M10 ispunio
kriterijume IRMS analize, ali nije ispunio kriterijume analize fizicko—hemijskih parametara.

Analizom hromatograma prikazanog na Slici 59, jasno se uocavaju specifi¢ni profili oligosaharida
koji omogucavaju preciznu diferencijaciju uzoraka. Kod uzoraka bagremovog meda (B72, zona 4),
lipovog meda (L15, zona 9) i medljikovca (M6, zona 16) detektovan je jasan obrazac visestrukih zona
u donjem delu hromatograma (u regiji Rrod 0 do 0,4). Ovaj specifi¢ni raspored oligosaharidnih zona
veoma je slican hromatografskom profilu bombonskog sirupa (BS, zona 19). Ovakav vizuelni nalaz,
uz prethodno utvrdenu nemoguénost izolovanja proteina iz navedenih uzoraka, sa velikom
pouzdanoscu ukazuje na to da su ovi medovi krivotvoreni dodatkom upravo bombonskog sirupa ili
sirupa slicnog hemijskog sastava. Na ovaj nacin, primenjena HPTLC metoda se potvrduje kao
visokoefikasan 1 pouzdan alat za brzi skrining autenti¢nosti meda. S druge strane, kod uzoraka
bagremovog (B70, zona 3) i lipovog meda (L3, zona 8) uocen je potpuni izostanak zona koje poticu
od oligosaharida, odnosno njihovi hromatografski profili su uporedivi sa profilom standardne smese
(ST, zona 18). Ovaj rezultat je od posebnog znacaja za pravilnu interpretaciju rezultata IRMS analize.
Naime, iako su pomenuti uzorci imali sadrzaj C4 Secera manji od -7%, $to je prema nekim autorima
znak neautenti¢nosti, rezultati HPTLC analize govori u prilog njihovoj autenti¢nosti. Odsustvo zona
oligosaharida karakteristi¢nih za neautenticne uzorke ukazuje na to da ovi uzorci nisu krivotvoreni
ispitivanim Sec¢ernim sirupima.

4.7. Profil organskih kiselina

Organske kiseline, iako prisutne u medu u koli¢inama manjim od 0,5%, imaju zna¢ajan uticaj na
njegova fiziCko—hemijska 1 senzorna svojstva. Njihovo prisustvo doprinosi izrazenim
antibakterijskim 1 antioksidativnim svojstvima meda, a istovremeno mogu posluziti kao indikatori
fermentacije. Svojstva kao $to su boja, ukus, pH—vrednost, ukupna kiselost i elektri¢na provodljivost
meda u bliskoj su korelaciji sa sadrzajem i1 vrstom prisutnih organskih kiselina. Analiza profila
organskih kiselina, koja obuhvata identifikovanje 1 kvantifikovanje pojedinacnih kiselina, moZe se
koristiti kao pouzdan pokazatelj za diferencijaciju medova razli¢itog biljnog i/ili geografskog porekla,
kao 1 nacina proizvodnje. Na primer, medljikovci se generalno odlikuju veé¢im sadrZzajem ukupnih
kiselina, ukljucujuéi kininsku, jabu¢nu, ¢ilibarnu, limunsku i izolimunsku kiselinu, dok medovi od
uljane repice sadrze najmanje koli¢ine organskih kiselina. Bagremov med, ukoliko je proizveden na
autenti¢an nacin, ne sadrzi izolimunsku kiselinu. Ove razlike u kiselinskom profilu direktno su
povezane sa specificnom florom sa koje pcele prikupljaju nektar ili medljiku, te se sastav organskih
kiselina moZe koristiti kao validan hemijski marker biljnog porekla meda 3 223637113,

Pored diferencijacije biljnog porekla, profil organskih kiselina moze doprineti otkrivanju mogucih
falsifikata meda, posebno onih nastalih dodatkom invertnih Secernih sirupa tokom procesa
proizvodnje. Naime, prisustvo specificnih kiselina, kao §to je limunska, u neuobicajeno visokim
koncentracijama moze ukazivati na upotrebu sirupa invertovanih pomocu odgovaraju¢ih organskih
kiselina, $to se odraZzava na ukupni kiselinski profil meda. Stoga, analiza organskih kiselina moze
posluziti kao jedinstven hemijski ,,otisak prsta” meda, koji omogucava ne samo identifikovanje
eventualnih manipulacija, ve¢ 1 kontrolu autenticnosti i kvaliteta proizvoda. U tom kontekstu, profil
organskih kiselina predstavlja zna€ajan analiticki alat u okviru Sireg spektra metoda za procenu
autenti¢nosti meda > 2% 3637113,
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4.7.1. Optimizacija hromatografskih uslova

Optimizacija hromatografskih uslova za odredivanje profila kiselina obuhvatila je optimizaciju
uslova eluiranja i izvrSena je variranjem gradijenta mobilne faze tokom procesa hromatografskog
razdvajanja. Hromatogrami dobijeni primenom predloZenih gradijenata prikazani su na Slici 60.

U okviru ovog istrazivanja, izvrSena je optimizacija hromatografskih uslova razdvajanja pomocu
ukupno sedam razli¢itih gradijenata, detaljno opisanih u poglavlju (3.7.1.). Na Slici 60 prikazani su
hromatogrami dobijeni primenom gradijenata oznacenih brojevima 2, 3, 4, 6 1 7. Gradijent 1, iako je
omogucio kra¢e ukupno vreme analize u poredenju sa ostalima, nije obezbedio zadovoljavajuce
razdvajanje ciljanih organskih kiselina, pri ¢emu su pikovi bili izrazito niske rezolucije i medusobno
se preklapali. Gradijent 5, koji takode nije prikazan na pomenutoj slici, pokazao je nedovoljnu
sposobnost razdvajanja jabucCne, Cilibarne i maleinske kiseline, usled ¢ega su ove komponente
eluirane kao dva spojena pika (koeluiranje).
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Slika 60. Hromatogrami zbirnog uzorka bagremovog meda na kojima su primenjeni razli¢iti
optimizovani gradijenti (2, 3, 4, 6 1 7) za razdvajanje organskih kiselina

Kod gradijenata 2 1 4 zabelezena je niza rezolucija pikova kininske i Sikiminske kiseline, dok su
jabucna, ¢ilibarna 1 maleinska kiselina pokazale izraZeno koeluiranje. Slican problem uocen je i kod
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gradijenta 3, gde je doSlo do preklapanja pikova kako kininske i Sikiminske, tako 1 jabu¢ne, Cilibarne
1 maleinske kiseline, ¢ime je znatno kompromitovan kvalitet kvantitativne analize. Gradijent 7
omogucio je adekvatno razdvajanje kininske i Sikiminske kiseline, ali je eluiranje izolimunske
kiseline bilo znatno produzeno u poredenju sa gradijentom 6, §to je produzilo ukupno trajanje analize.
Uz to, rezolucija pikova jabucne, ¢ilibarne i maleinske kiseline bila je nesto loSija u odnosu na
gradijent 6. Suprotno tome, gradijent 6 je obezbedio optimalno razdvajanje svih pomenutih kiselina,
ukljucujuéi visoku rezoluciju i mogucnost pouzdane kvantifikacije jabucne, ¢ilibarne, maleinske,
kininske i Sikiminske kiseline.

Kod gradijenta 6 pocetna koncentracija KOH iznosila je 10 mmol/L tokom prvih 16 minuta analize,
Sto je omogucilo efikasno razdvajanje kininske i Sikiminske kiseline. U poredenju s tim, kod
gradijenta 7 ista pocetna koncentracija zadrzana je samo do 12,5 minuta, $to je rezultovalo slabijim
razdvajanjem navedenih komponenti. Nakon toga, kod gradijenta 6 uvodi se linearno povecanje
koncentracije KOH od 16,0 do 18,0 minuta, dostigavsi 30 mmol/L, koju potom odrzava do 29,0
minuta, ¢cime je omoguceno optimalno razdvajanje jabucne, ¢ilibarne i maleinske kiseline. Nasuprot
tome, u gradijentu 7 povecana je koncentracija KOH na samo 25 mmol/L u intervalu od 12,5 do 17,0
minuta i zadrzana do 30,0 minuta, §to je rezultovalo slabijom rezolucijom navedenih kiselina.

U zavr$noj fazi, gradijent 6 koristi koncentraciju od 50 mmol/L od 29,0 do 58,0 minuta, omoguéivsi
efikasno razdvajanje izolimunske i limunske kiseline. Kod gradijenta 7 ova koncentracija je
primenjena u nesto kracem vremenskom intervalu, do 55,0 minuta, $to je rezultovalo nesto lo$ijim
razdvajanjem navedenih kiselina. Najefikasnije razdvajanje organskih kiselina postignuto je
koris¢enjem gradijenta oznacenog kao 6, uz ukupno vreme analize od 70 minuta.
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Slika 61. Hromatogram standardne serije organskih kiselina razdvojenih primenom optimizovanog
gradijenta

Hromatografski uslovi opisani za gradijent 6 su zatim primenjeni na standardnu seriju organskih
kiselina koriS¢enih za validaciju metode 1 kvantifikovanje organskih kiselina u medu, pri ¢emu je
dobijen hromatogram prikazan na Slici 61. U cilju kvantitativne analize organskih kiselina u uzorcima
meda, koriS¢en je multikomponentni standard koji obuhvata devet strukturno razlicitih organskih
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kiselina. Medu analiziranim jedinjenjima identifikovane su ¢etiri monokarboksilne kiseline (kininska,
Sikiminska, glukuronska i galakturonska), tri dikarboksilne (jabuc¢na, ¢ilibarna i maleinska), kao i dve
trikarboksilne kiseline (limunska i izolimunska). Ova podela zasnovana je na broju karboksilnih
grupa prisutnih u molekulu, koje znacajno uti¢u na njihova hemijska svojstva i ponaSanje tokom
hromatografskog razdvajanja.

Redosled eluiranja karboksilnih kiselina odreden je prvenstveno afinitetom prema stacionarnoj fazi
kolone IonPac AS15, kao i strukturnim karakteristikama svake ispitvane organske kiseline. Klju¢ni
faktori koji su uticali na retenciju ukljucuju broj karboksilnih grupa, prisustvo i prirodu dodatnih
funkcionalnih grupa (npr. hidroksilne), kao i ukupnu polarizaciju molekula. U skladu sa uocenim
trendom eluiranja monokarboksilne kiseline pokazuju kraca retenciona vremena, nakon ¢ega slede
di— 1 trikarboksilne kiseline, ¢ime se potvrduje uticaj ukupnog broja karboksilnih funkcionalnih grupa
na retenciono ponasanje u uslovima anjonske izmenjivacke hromatografije.

4.7.2. Validacija metode

Validacija razvijene metode obuhvatila je ispitivanje performansi optimizovane metode razdvajanja
organskih kiselina primenom HPAEC-CD tehnike. U okviru validacije ispitivane su kljucne
analiticke karakteristike metode ukljucujuéi linearnost, granice detekcije i kvantifikacije, analiticki
prinos, preciznost i tacnost (Prilog 9, Tabela 14).

Tabela 14. Statisticki parametri validacije metode odredivanja organskih kiselina u medu

Parametar Kininska  Sikiminska Galakturonska Glukuronska Jabuéna Cilibarna Maleinska Limunska
2 09983  0,9986 0,991 09992 09999 09999 09999 0,999
Sy 00592 0,0573 00089 00093 00094 00032 00035 0,0027
RSD Sy (%) 347 3,07 25 2,45 0.6 0.22 0,34 0,04
F 1787 2158 3360 3708 51793 70218 205059 13440546
’ # 46 58 61 228 265 453 3666
(Ln?g?kg) 2.20 2,10 0,40 040 0,10 0,10 0,05 0,05
(Ln?gkg) 7,30 7,00 132 125 032 031 0,18 0,19
% (mg/kg) 1870 390 48 4,0 44 39 12 76
s (mg/kg) 100 30 0,5 0.6 2 6 3 2
RSD; (%) 5.40 7,04 10,62 1560 351 13,12 1879 2,50
R (mg/kg) 290 80 2 2 5 20 7 6
RSDr—11 % 5,15 6,52 12,64 1299 9,06 923 11,06 8,33
HorRat 1,05 1,08 0,84 12 039 1,42 1,7 0.3
Spike 75% 93 75 97 74 108 97 76 108
Spike 100% 80 99 88 82 91 92 79 104
Spike 125% 9 78 80 9% 88 94 85 95

Linearnost analiticke metode ispitana je primenom linearne regresione analize, pri ¢emu su povrsine
hromatografskih pikova uporedivane sa odgovaraju¢im koncentracijama pet standardnih rastvora.
Dobijeni koeficijenti determinacije, prikazani u Tabeli 14, za sve analizirane organske kiseline bili su
vec¢i od 0,9980, Sto ukazuje na izuzetno visok stepen linearne zavisnosti izmedu koncentracije i
intenziteta odgovora detektora. Regresioni modeli dodatno su evaluirani na osnovu standardne greske
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regresije (Syx), koja se kretala u intervalu od 0,0027 za limunsku do 0,0592 za kininsku kiselinu.
Niske vrednosti Syx ukazuju na usku disperziju eksperimentalnih tacaka oko regresione linije i time
potvrduju visok kvalitet modela. Relativne standardne devijacije izraCunate na osnovu Sy;x (RSD Sy,
%) iznosile su izmedu 0,04% i 3,47%, dodatno potvrduju¢i pouzdanost linearnih modela. Statisticka
znacCajnost modela potvrdena je visokim vrednostima F—testa (> 1700) i Studentovog t—testa (> 40),
¢ime je potvrdena adekvatnost linearnih regresionih pravaca. S obzirom na to da izolimunska kiselina
nije detektovana u grupnom uzorku bagremovog meda koriS¢enom za optimizaciju hromatografskih
uslova, njena validacija nije sprovedena u okviru ovog istrazivanja !7% 17,

Dobijene vrednosti LOD za analizirane organske kiseline kretale su se u opsegu od 0,05 do 2,20
mg/kg, Sto potvrduje visoku osetljivost metode. Granica kvantifikacije iznosila je od 0,18 do 7,30
mg/kg. Ove vrednosti ukazuju na sposobnost metode da detektuje 1 kvantifikuje organske kiseline
¢ak i u vrlo niskim koncentracijama u slozenom matriksu kao $to je med 7% 17°,

Preciznost razvijene metode ispitana je kroz ocenu njene ponovljivosti (RSDy) i1 reproduktivnosti
(RSDr-n) koris¢enjem grupnog uzorka bagremovog meda. Analiza je sprovedena na tri odvojene
odvage istog uzorka tokom tri uzastopna dana, pri ¢emu je svakog dana izvrSeno po 6 ponovljenih
merenja (ukupno 18 analiza). Niske vrednosti standardne devijacije odredivanja (S,) ukazale su na
visoku konzistentnost rezultata. RSD; vrednosti pokazale su da je odredivanje maleinske kiseline
imalo najnizu preciznost (RSD; = 18,79%), dok su limunska, jabu¢na i kininska kiselina pokazale
najvecu preciznost odredivanja (RSD; izmedu 2,50% 1 5,40%). Kvalitet metode dodatno je potvrden
upotrebom HorRat koeficijenta. Sve kvantifikovane kiseline imale su HorRat vrednosti nize od 2,0,
dok su limunska i jabu¢na kiselina imale HorRat ispod 0,5, §to ukazuje na izuzetno visoku preciznost
metode. Navedeni rezultati potvrduju da optimizovana metoda ispunjava zahteve medunarodnih
smernica za analitiku preciznost 12> 178179,

Tac¢nost metode potvrdena je sprovodenjem testa analitiCkog prinos, kojim se procenjuje uticaj
matriksa na kvantitativno odredivanje analita. Analiticki prinos je ispitivan dodatkom poznatih
koli¢ina standarda organskih kiselina (spajkovanjem) u uzorke meda na tri koncentraciona nivoa
(75%, 100% 1 125% u odnosu na inicijalnu koncentraciju analita). Dobijene vrednosti analitickog
prinosa za sve analizirane kiseline kretale su se u intervalu od 74% do 108%, $to ukazuje na visok
stepen tacnosti. Uzevsi u obzir sloZenost matriksa meda i ¢injenicu da se kvantifikovanje vr$i u ppm
opsegu (mg/kg), navedene vrednosti se nalaze u okviru prihvatljivih granica predvidenth NMKL
Protokolom 6 (60 — 115%), ¢ime je dodatno potvrdena pouzdanost razvijene metode 7317,

4.7.3. Analiza profila organskih kiselina

Rezultati analize profila organskih kiselina ispitivanih uzoraka, izraZeni kao srednja vrednost +
relativna standardna devijacija, prikazani su u Prilogu 11, dok su u Tabeli 16 predstavljeni parametri
deskriptivne statistike (za autenti€ne uzorke) za svaku analiziranu biljnu vrstu meda, ukljucujuci
minimalne i maksimalne vrednosti, aritmeticke sredine, medijane i standardne devijacije ispitivanih
parametara.

Kininska kiselina je aromati¢na kiselina koja se u medu javlja u malim koli¢inama. Njeno poreklo u
medu uglavnom se povezuje sa biljnim izvorima, posebno sa nektarom biljaka koje sadrze alkaloide,
kao Sto su vrste roda Cinchona 1 Rhamnus. Pored toga, kininska kiselina moZe nastati kao produkt
metabolickih reakcija pcela ili mikroorganizama prisutnih u medu, narocito u slu€aju fermentacije ili
razgradnje drugih fenolnih jedinica. Takode, ova kiselina moZe biti prisutna zbog kontaminacije meda
medljikom, koja sadrzi odredenu koli¢inu kininske kiseline. Sadrzaj kininske kiseline u analiziranim
uzorcima znacajno je varirao u zavisnosti od biljnog porekla meda. NajniZze koncentracije kininske
kiseline zabeleZene su kod bagremovog meda, sa vrednostima u rasponu od 1030 do 3500 mg/kg.
Ve¢i sadrzaji detektovani su u uzorcima meda od uljane repice (2190 — 4680 mg/kg) i suncokretovog
meda (3240 — 6700 mg/kg). Nasuprot tome, lipov med i medljikovac jasno su se izdvojili znatno
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ve¢im sadrzajem kininske kiseline. Kod lipovog meda uocen je veliki varijabilitet (1980 — 7230
mg/kg), dok su kod medljikovca zabelezene najvece koncentracije u okviru analiziranog seta, u
intervalu od 5540 do 7720 mg/kg (Slika 62).
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Slika 62. Sadrzaj kininske kiseline u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane
B) medijane sa opsezima

Sikiminska kiselina je centralni intermedijer u biosintezi aromati¢nih amino—kiselina kod biljaka i
mikroorganizama. Prisustvo u medu direktno je uslovljeno njegovim biljnim poreklom, jer mnoge
biljke u svom nektaru sadrze Sikiminsku kiselinu, narocito one koje pripadaju familiji Apiaceae.
Takode, Sikiminska kiselina moze nastati kao metabolicki produkt pcela ili mikrobiota prisutnih u
sacu 1 medu tokom fermentacije. Sadrzaj Sikiminske kiseline pokazao je specifi¢nu raspodelu medu
ispitivanim uzorcima, pri ¢emu je najniza koncentracija detektovana u suncokretovom medu (94 —
640 mg/kg). Relativno nizak sadrzaj ovog jedinjenja pronaden je i u medu od uljane repice (230 —
460 mg/kg), dok su u bagremovom medu detektovane umerene koncentracije (360 — 720 mg/kg).
Nasuprot tome, lipov med i medljikovac izdvojili su se veéim sadrzajem Sikiminske kiseline i
izrazenijom varijabilno$¢u medu uzorcima. Kod lipovog meda koncentracije su varirale od 230 do
840 mg/kg, dok je medljikovac pokazao najSiri opseg vrednosti (330 — 1300 mg/kg), pri c¢emu su u
ovoj grupi zabelezene 1 najvece koncentracije Sikiminske kiseline u analiziranom setu uzoraka (Slika
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Slika 63. SadrzZaj Sikiminske kiseline u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine 1 medijane
B) medijane sa opsezima

Galakturonska kiselina je komponenta pektina, prirodnog polisaharida koji je prisutan u ¢elijskim
zidovima biljaka. U medu se galakturonska kiselina javlja kao rezultat razgradnje pektina iz nektara
biljaka koje ga sadrZe. Takode, pomenuta kiselina mozZe biti prisutna kao rezultat aktivnosti pcela koje
razgraduju polisaharide tokom procesa sakupljanja i prerade nektara. Njeno prisustvo u medu moze
biti korisno za identifikaciju biljnog porekla, jer se nalazi u ve¢im koli¢inama u medovima od biljaka
bogatih pektinom, kao $to su voce i povrée. Sadrzaj galakturonske kiseline pokazao je varijacije u
zavisnosti od biljne vrste. Najmanje koncentracije pronadene su u bagremovom medu (2,9 — 9,9
mg/kg), dok su vece vrednosti ove kiseline prisutne u uzorcima meda od uljane repice (6,6 — 11,4
mg/kg). Maksimalne vrednosti u okviru ispitivanog seta zabelezene su kod suncokretovog meda (7,1
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— 15,0 mg/kg) i medljikovca (6,0 — 12,6 mg/kg). Sadrzaj galakturonske kiseline u uzorcima u skladu
je sa publikovanim rezultatima *! (Slika 64).
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Slika 64. Sadrzaj galakturonske kiseline u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine 1
medijane B) medijane sa opsezima

Glukuronska kiselina, iako se navodi kao jedna od dominantnih organskih kiselina u medu, ¢esto nije
detektovana u znacajnim koncentracijama uobicajenim analitickim pristupima, §to se objasnjava
njenim prisustvom u formi D—-glukono—d—laktona. U odsustvu alkalne hidrolize tokom pripreme
uzorka, laktonska forma ostaje stabilna i ne prelazi u slobodnu glukuronsku kiselinu, ¢ime se otezava
njeno kvantifikovanje i moze do¢i do potcenjivanja njenog stvarnog sadrzaja u medu. Sadrzaj
glukuronske kiseline pokazao je razlike u zavisnosti od biljne vrste. NajniZze koncentracije 1 najuzi
opsezi detektovani su kod meda od uljane repice (0,2 — 7,4 mg/kg) i bagremovog meda (1,7 — 7,9
mg/kg). Znatno S§iri rasponi i vece vrednosti zabeleZeni su u uzorcima suncokretovog (1,6 — 39,8
mg/kg) 1 lipovog meda (1,5 — 47,2 mg/kg). Medljikovac se posebno istakao najveéim varijabilitetom
1 maksimalnim koncentracijama u okviru analiziranog seta, sa vrednostima koje su se nalazile u
intervalu od 0,2 do 82,3 mg/kg (Slika 65).

A B 80.0 M
200 @
8 24
E < 700
g 2 60.0
E 150 = 60
g £
= = 500 .
2 ]
2 100 = 400
= 2 300
£ s0 g
5 7 Z 200
g -
S w0 - B 100 — ?
Bagrem Lipa Suncokret  Uljana repica Medljikovac 0.0 ﬁ
B Aritmeticka sredina B Medijana M Bagrem B Lipa B Suncokret B Uljana repica B Medljikovac

Slika 65. Sadrzaj glukuronske kiseline u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine 1
medijane B) medijane sa opsezima

Jabuc¢na kiselina je dikarboksilna kiselina koja je Siroko rasprostranjena u prirodi, posebno u vocu. U
medu je jabucna kiselina ¢esto prisutna kao rezultat metabolickih aktivnosti pcela i mikrobioloske
fermentacije, gde moze nastati kao proizvod razgradnje Secera, posebno fruktoze. Njeno prisustvo
takode moze biti povezano sa biljnim poreklom, jer mnoge biljke, posebno voce, sadrze jabucnu
kiselinu u svom nektaru. Ova kiselina moze biti 1 indikator zrelosti meda 1 njegovih senzorskih
karakteristika. Najnize koncentracije jabucne kiseline detektovane su kod meda od uljane repice (6,4
— 26,8 mg/kg) 1 bagremovog meda (13,1 — 50 mg/kg). Nesto veci nivoi zabelezeni su u uzorcima
suncokretovog meda (41 — 94 mg/kg), dok je lipov med pokazao specifican, Siri opseg od 7,7 do 116
mg/kg. S druge strane, medljikovac se jasno izdvojio maksimalnim koncentracijama u okviru
celokupnog analiziranog seta, sa vrednostima koje su se nalazile u rasponu od 248 do 1200 mg/kg
(Slika 66). Svi dobijeni opsezi, kako za nektarne vrste meda tako 1 za medljikovac, u skladu su sa
raspoloZzivim literaturnim navodima 4% 44647,
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Slika 66. Sadrzaj jabucne kiseline u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane B)
medijane sa opsezima

Cilibarna kiselina je organska kiselina koja poti¢e od biljnih izvora. Neke biljke, kao $to su vrste roda
Hippophae, poznate po prisustvu ¢ilibarne kiseline, mogu doprineti njenoj koncentraciji u medu.
Takode, ¢ilibarna kiselina moze biti prisutna zbog razgradnje fenolnih jedinica u nektaru tokom
prerade meda od strane pcela, ili kao rezultat aktivnosti mikroorganizama prisutnih u medu. Sadrzaj
¢ilibarne kiseline varirao je medu ispitivanim uzorcima, pri ¢emu su najnize koncentracije
detektovane u bagremovom medu (0,2 — 26,8 mg/kg). Vec¢i nivoi zabelezeni su kod suncokretovog
meda (16 — 110 mg/kg) 1 meda od uljane repice (38 — 160 mg/kg), dok je lipov med pokazao nesto
Siri raspon koncentracija (4,6 — 160 mg/kg). Medljikovac se i u ovom slucaju jasno izdvojio
maksimalnim koncentracijama u okviru analiziranog seta, uz izuzetno visok varijabilitet, sa
vrednostima koje su se nalazile u intervalu od 9 do 1020 mg/kg (Slika 67). Dobijeni rezultati su u
skladu sa dostupnim literaturnim podacima 4044 46,47, 162
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Slika 67. Sadrzaj ¢ilibarne kiseline u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmetic¢ke sredine 1 medijane
B) medijane sa opsezima

Maleinska kiselina je cis—izomer fumarne kiseline 1 moZe biti prisutna u medu kao rezultat
mikrobioloSke aktivnosti u procesu fermentacije. Maleinska kiselina se obicno javlja u niskim
koncentracijama u medu sa viSim nivoima fermentacije ili kontaminacije mikroorganizmima. Pored
toga, maleinska kiselina moZe biti prisutna u nektaru biljaka koje prirodno sadrze ovo jedinjenje,
narocito u biljkama koje imaju specifican metabolicki profil. SadrZaj maleinske kiseline pokazao je
niske vrednosti kod svih nektarnih vrsta meda, sa uskim opsezima variranja u uzorcima bagremovog
(4,7 — 20 mg/kg), lipovog (3,1 — 35 mg/kg), suncokretovog (3,5 — 33 mg/kg) 1 meda od uljane repice
(10 — 30 mg/kg). Nasuprot njima, medljikovac se izdvojio ve¢im sadrzajem ovog jedinjenja, dostizu¢i
koncentracije od 90 do 520 mg/kg (Slika 68). Svi kvantifikovani opsezi u potpunosti su saglasni sa

dostupnom literaturom #°.
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Slika 68. Sadrzaj maleinske kiseline u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i medijane
B) medijane sa opsezima

Limunska kiselina je trikarbonska kiselina koja je Siroko rasprostranjena u biljnom svetu, posebno u
citrusima. Limunska kiselina u medu je biljnog porekla, jer mnoge biljke koje pcele posecuju,
ukljucujuéi citruse, sadrze znacajne koli¢ine limunske kiseline u svom nektaru. Takode, limunska
kiselina moze nastati i kao produkt metabolickih aktivnosti pcela ili mikroorganizama prisutnih u
medu tokom prerade i skladiStenja. Sadrzaj limunske kiseline (Slika 69) pokazao je specificnu
distribuciju u zavisnosti od biljnog porekla, pri ¢emu su najnize koncentracije detektovane kod
uzoraka bagremovog meda (32 — 74 mg/kg) 1 meda od uljane repice (51 — 135 mg/kg). Nesto Siri
opseg zabelezen je kod lipovog meda (68 — 317 mg/kg), dok su maksimalne vrednosti kvantifikovane
u suncokretovom medu (194 — 580 mg/kg) i medljikovcu (289 — 680 mg/kg). Utvrdeni opsezi saglasni
su sa raspolozivom literaturom 4% 41-46,
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Slika 69. SadrZaj limunske kiseline u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeti¢ke sredine 1 medijane
B) medijane sa opsezima

Izolimunska kiselina je organska kiselina koja se moZe na¢i u nekim vrstama meda, narocito u medu
koji poti¢e od biljaka koje sadrZze limunsku kiselinu u svom nektaru. lako retko proucavana,
izolimunska kiselina moZe nastati metabolickom konverzijom limunske kiseline ili kao rezultat
aktivnosti mikroorganizama tokom fermentacije meda. Biljke koje sadrze visok nivo limunske
kiseline mogu doprineti prisustvu izolimunske kiseline u medu. Izolimunska kiselina nije detektovana
u uzorcima bagremovog meda, $to je u skladu sa literaturnim podacima *!. Niske koncentracije ovog
jedinjenja detektovane su kod ostalih nektarnih medova, sa opsezima variranja u uzorcima meda od
uljane repice (0,0 — 7,4 mg/kg), lipovog (0,0 — 9,2 mg/kg) 1 suncokretovog meda (0,0 — 17,8 mg/kg).
Medljikovac se jasno izdvojio ve¢im sadrzajem, sa kvantifikovanim vrednostima u rasponu od 18,2
do 36,0 mg/kg (Slika 70). Svi utvrdeni opsezi za posmatrane biljne vrste meda u skladu su sa ranijim

istrazivanjima *!.
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Slika 70. Sadrzaj izolimunske kiseline u ispitivanim uzorcima meda: A) aritmeticke sredine i
medijane B) medijane sa opsezima

Profil organskih kiselina pokazao je jasnu diferencijaciju izmedu autenti¢nih i sumnjivih uzoraka
bagremovog meda. Autenti¢ni uzorci (Prilog 1, uzorci B1-B60), karakterisani odgovaraju¢im F/G
odnosom !, imali su ograni¢en sadrzaj limunske kiseline, pri éemu rezultati ukazuju da njena gornja
granica ne bi trebalo da prelazi 65,0 mg/kg, uz potpuno odsustvo izolimunske kiseline. Nasuprot
tome, sumnjivi uzorci (Prilog 1, uzorci B61-B74) sa sniZenim F/G odnosom odlikovali su se znatno
veéim koncentracijama limunske kiseline i prisustvom izolimunske kiseline, koja nije karakteristicna
za autentican bagremov med. Dobijeni rezultati ukazuju da pracenje sadrzaja limunske 1 izolimunske
kiseline predstavlja pouzdan, brz i prakti¢an analiticki pristup za detekciju krivotvorenja bagremovog
meda invertnim sirupima, primenjiv kao efikasna metoda skrininga u rutinskoj kontroli autenti¢nosti.

4.7.4. Model-sistem bagremovog meda sa udelom invertnog sirupa

Radi dodatne provere mogucnosti koris¢enja sadrzaja limunske kiseline kao pokazatelja
autenti¢nosti, odnosno za detekciju krivotvorenja meda, sproveden je eksperiment meSanja
autenticnog meda sa invertnim sirupom. U tu svrhu, autentiCan uzorak bagremovog meda (B1)
pomesan je sa invertnim sirupom u razli¢itim masenim proporcijama (10%, 20% 1 30%). Pre meSanja,
1zvrSena je analiza Cistog invertnog sirupa (Prilog 10), pri ¢emu je prosecan sadrzaj limunske kiseline
iznosio 1290 + 40 mg/kg. Takode, autenti¢ni uzorak bagremovog meda analiziran je pre dodatka
sirupa, pri ¢emu je prosecan sadrzaj limunske kiseline iznosio 60 + 2 mg/kg (Tabela 15).

Tabela 15. ProseCan sadrzaj limunske kiseline u autenticnom i1 uzorku bagremovog meda
krivotvorenom invertnim sirupom (poredenje ekspermentalno dobijene 1 teorijski izraCunate
vrednosti)

Uzorak Eksperimentalna vrednost (mg/kg) Teorijska vrednost (mg/kg)
Bl 60 +2 -
IS 1290 + 40 -
B1+1S 10% 225+6 232
B1+1S20% 298+ 8 304
B1+1S 30% 420 + 10 424

Nakon dodavanja invertnog sirupa u autenti¢an uzorak meda, eksperimentalno je odreden sadrzaj
limunske kiseline u dobijenim smeSama. Istovremeno, izracunat je teoretski ocekivani sadrzaj
limunske kiseline, na osnovu poznatih masenih udela autenti¢nog meda i invertnog sirupa. Dobijeni
eksperimentalni rezultati pokazali su dobro slaganje sa teorijskim vrednostima, §to potvrduje
pretpostavku da dodatak sirupa invertovanog pomocu limunske kiseline, dovodi do povecanja
koncentracije limunske kiseline u medu (Slika 71). Ovi rezultati dodatno ukazuju na potencijalnu
primenljivost sadrZaja limunske kiseline kao parametra za ocenu autenti¢nosti meda.
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Slika 71. Hromatogrami: A) sirupa invertovanog limunskom kiselinom B) dodatak 10% invertnog
sirupa uzorku autenti¢nog bagremovog meda C) dodatak 20% invertnog sirupa uzorku autenticnog
meda i D) dodatak 30% invertnog sirupa uzorku autenti¢cnog bagremovog meda

U cilju procene potencijala profila organskih kiselina za diferencijaciju meda prema biljnom poreklu,
sprovedena je analiza glavnih komponenata na podacima koji se odnose na sadrzaj organskih kiselina.
Dobijeni model obuhvata tri glavne komponente, koje zajedno objasnjavaju 86,46% ukupne
varijabilnosti medu analiziranim podacima. Prva glavna komponenta obuhvata 59,65% ukupne
varijanse, dok druga (PC2) i tre¢a komponenta (PC3) doprinose sa dodatnih 14,03%, odnosno
12,77%, redom. Preostali deo varijabiliteta, sadrzan u komponentama viseg reda, nije imao znacajan
uticaj na modelovanje strukture podataka.

Na grafikonu skorova latentnih varijabli (Slika 72A) identifikovana su dva jasno definisana klastera.
Uzorci bagremovog meda grupisani su zajedno sa uzorcima lipovog, suncokretovog i meda od uljane
repice, za razliku od prethodno sprovedenih PCA analiza (Slika 41 1 Slika 56), u kojima su se na
osnovu pojedinac¢nih parametara, uzorci bagremovog meda jasno razlikovali od ostalih ispitivanih
nektarnih medova. Nasuprot tome, uzorci medljikovca formirali su izdvojen klaster, karakterisan
pozitivnim vrednostima duz PC1 1 negativnim duz PC2.
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Slika 72. Analiza glavnih komponenata za profil organskih kiselina: A) grafik skorova latentnih
varijabli B) skorovi latentnih varijabli duz PC1 C) grafik vektora latentnih varijabli D) grafik vektora
latentnih varijabli za PC1

Detaljna analiza grafikona koeficijenata latentnih varijabli (Slika 72C) ukazala je na znaCajan
doprinos pojedinih organskih kiselina u procesu diferencijacije izmedu dva identifikovana klastera.
Uzorci medljikovea odlikovali su se viS§im sadrzajem limunske, jabuc¢ne, izolimunske, maleinske,
¢ilibarne 1 kininske kiseline u poredenju sa sadrzajem ovih kiselina u grupi uzoraka bagremovog,
lipovog, suncokretovog i meda od uljane repice.

106



Mihajlo V. Jakanovski Doktorska disertacija REZULTATI I DISKUSIJA

Tabela 16. Parametri deskriptivne statistike za kvantifikovane organske kiseline (mg/kg) uzoraka meda

Biljna vrsta Parametar deskriptivne Kininska Sikiminska Galakturonska Glukuronska Jabuéna Cilibarna Maleinska Limunska Izolimunska

meda statistike kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina  Kiselina kiselina kiselina kiselina
Xrmin 1030 360 2,9 1,7 13,1 0,2 4,7 32 0,0

KXmax 3500 720 9,9 7,9 50 26,8 20 74 0,0

Bagrem X 2060 530 5,6 4,1 25,3 9,3 9,8 46 0,0
x 1960 520 5,6 3,7 23,9 8,4 8,8 45 0,0

s 480 80 1,3 1,4 7,6 6,1 3,8 8 0,0

Ximin 1980 230 0,7 1,5 7,7 4,6 3,1 68 0,0

KXinax 7230 840 12,6 47,2 116 160 35 317 9,2

Lipa x 5070 530 6,7 11,2 61 56 13,9 140 3,8
x 5320 490 6,1 9,2 56 38 12,1 120 0,0

s 1540 160 3,6 10,8 243 49,5 8,7 80 4,2

Ximin 3240 94 7,1 1,6 41 16 3,5 194 0,0

Ximax 6700 640 15,0 39,8 94 110 33,3 580 17,8

Suncokret x 4890 370 9,6 18,9 59 72 10,0 374 10,8
X 4980 350 8,5 19,4 59 80 7,5 390 15,5

s 1110 150 2,5 13,7 17,3 32,1 9,5 130 8,1

Ximin 2190 230 6,6 0,2 6,4 38 10 51 0,0

Xinax 4680 460 11,4 7,4 26,8 160 30 135 7,4

Uljana repica X 2980 320 8,2 2,3 14,8 106 15 85 0,9
x 2470 300 7,6 0,8 14,1 135 13 80 0,0

s 970 80 1,7 3,0 7,3 52,5 6,3 33 2,6

Kimin 5540 220 6,0 0,2 248 9 90 289 18,2

Kinax 7720 1300 12,6 82,3 1200 1020 520 680 36,0
Medljikovac  x 6460 540 8,9 18,4 710 460 230 510 27,3
X 6330 520 8,6 2,7 740 360 180 540 27,4

s 630 270 1,7 27,8 257 293 126 120 4,7
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4.8. Diferencijacija uzoraka meda prema biljnom poreklu

Savremeni izazovi u osiguranju autenti¢nosti meda zahtevaju sve sofisticiranije pristupe u kontroli
kvaliteta, narocito u kontekstu ucestalih krivotvorenja koja obuhvataju kako direktne tako i indirektne
metode falsifikovanja. Ovi oblici krivotvorenja, koji Cesto ostaju neotkriveni tradicionalnim
metodama kontrole poput fizicko—hemijske 1i/ili polenske analize, zahtevaju primenu
visSedimenzionalnih i1 visoko osetljivih analitickih tehnika koje mogu otkriti suptilne razlike u
hemijskom sastavu izmedu autenti¢nih i potencijalno krivotvorenih uzoraka.

U ovom poglavlju prikazana je primena metoda PCA i PLS—-DA, razvijenih na autenti¢nim uzorcima
razli¢itih biljnih vrsta meda, sa ciljem identifikovanja najznacajnijih parametara za njihovu
diferencijaciju. Poseban akcenat stavljen je na sposobnost ovih modela da precizno klasifikuju uzorke
meda prema biljnom poreklu, kao i na potencijalnu upotrebu identifikovanih parametara u otkrivanju
indirektnih i direktnih oblika krivotvorenja. Rezultati prikazani u nastavku predstavljaju klju¢ni deo
ove studije, jer potvrduju praktiénu primenljivost predlozenog visekomponentnog analitiCkog
pristupa u savremenoj kontroli kvaliteta 1 autenti¢nosti meda.

U cilju procene potencijala profila Secera i organskih kiselina za diferencijaciju meda prema biljnom
poreklu, uradena je analiza glavnih komponenata na eksperimentalnim podacima. Dobijeni model
obuhvata tri glavne komponente, koje kumulativno objaSnjavaju 79,61% ukupne varijabilnosti medu
analiziranim uzorcima. Prva glavna komponenta obuhvata 43,54% ukupne varijanse, dok PC2 i PC3
doprinose sa dodatnih 23,96% 1 12,11%, redom. Preostali deo varijabiliteta, sadrzan u komponentama
viSeg reda, nije imao znacajan doprinos u modelovanju strukture podataka.

Na grafiku skorova latentnih varijabli (Slika 73A), uocena su tri jasno definisana klastera. Uzorci
bagremovog meda grupisani su pri negativnim vrednostima PCI1 1 pozitivhim vrednostima PC2,
ukazujuéi na njihovu hemijsku specifi¢nost u odnosu na ostale analizirane vrste. Uzorci medljikovca
formiraju zaseban klaster, okarakterisan pozitivnim skorovima duz PCI1 i1 PC2. Tre¢i klaster, koji
obuhvata uzorke lipovog, suncokretovog 1 meda od uljane repice, lociran je u domenu negativnih
vrednosti PC2 1 rasute oko nule duz PCI, sugeriSu¢i njihovu medusobnu slicnost u ispitivanim
parametrima.

Detaljnijom analizom grafika koeficijenata latentnih varijabli (Slika 73C) identifikovan je znacajan
doprinos pojedinih Secera i organskih kiselina u procesu diferencijacije uzoraka. Fruktoza, saharoza
maltoza, erloza i odnos fruktoza/glukoza, locirani u negativnom kvadrantu duz PC1 i pozitivnom duz
PC2, pokazali su klju¢nu ulogu u razdvajanju bagremovog meda od ostalih vrsta. Nasuprot tome,
melibioza, izomaltoza, trehaloza, rafinoza, i organske kiseline poput Sikiminske, maleinske, jabucne,
¢ilibarne, limunske 1 izolimunske, koji su pozicionirani na pozitivnom delu PC1 1 PC2 doprineli su
diferencijaciji uzoraka medljikovca od ostalih biljnih vrsta meda. Glukoza, suma glukoze i fruktoze,
glukuronska 1 galakturonska kiselina doprinose razdvajanju uzoraka lipovog, suncokretovog i meda
od uljane repice od ostalih tipova meda.
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Slika 73. Analiza glavnih komponenata za profil Secera 1 organskih kiselina: A) grafik skorova

latentnih varijabli B) skorovi latentnih varijabli duz PC1 C) grafik vektora latentnih varijabli D) grafik
vektora latentnih varijabli za PC1

Kombinacijom profila Secera 1 organskih kiselina dobija se bolje razdvajanje ispitivanih uzoraka
prema biljnim vrstama meda nego kada se bilo koji parametar koristi sam za sebe. Kako je i o¢ekivano
unapredenje diferencijacije medu biljnim vrstama meda, moguce je samo kada se kombinuju svi
parametri analize poput fizicko—hemijskih parametara i odnosa izotopa '*C/'’C, zajedno sa
navedenim profilima (Slika 74).

U cilju procene potencijala svih analiziranih parametara u ispitivanim uzorcima, za diferencijaciju
meda prema biljnom poreklu, uradena je analiza glavnih komponenata na svim eksperimentalnim
podacima. Dobijen je trokomponentni model koji kumulativnho objasnjavaja 72,37% ukupne
varijabilnosti medu analiziranim uzorcima. Prva glavna komponenta obuhvata 39,46% ukupne
varijanse, dok druga i tre€a komponenta doprinose sa dodatnih 23,20% 1 9,71%, redom. Preostali deo

varijabiliteta, sadrzan u komponentama viSeg reda, nije imao znacajan doprinos u modelovanju
strukture podataka.

Na grafiku skorova latentnih varijabli (Slika 74A), uo€ena su tri jasno definisana klastera. Uzorci
bagremovog meda grupisani su pri negativnim vrednostima PC1 i pozitivnim vrednostima PC2,
ukazujuéi na njihovu hemijsku distinktivnost u odnosu na ostale analizirane vrste. Uzorci medljikovca
formiraju zaseban klaster, okarakterisan pozitivnim skorovima duz PC1 1 PC2. Tre¢i klaster, koji
obuhvata uzorke lipovog, suncokretovog i meda od uljane repice, lociran je u domenu negativnih
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vrednosti PC2 1 rasute oko nule duz PCI, sugeriSu¢i njthovu medusobnu sli¢nost u ispitivanim
parametrima.

Detaljnijom analizom grafika koeficijenata latentnih varijabli (Slika 74C) identifikovan je znacajan
doprinos pojedinih parametara u procesu diferencijacije uzoraka. Fruktoza, saharoza maltoza, erloza,
odnos fruktoza/glukoza, 8'*Cmeda i 8'*Cproteina, locirani u negativnom kvadrantu duz PC1 i pozitivnom
duz PC2, pokazali su klju¢nu ulogu u razdvajanju bagremovog meda od ostalih vrsta. Nasuprot tome,
parametri elektri¢na provodljivost, slobodna kiselost, akvitnost dijastaze, melibioza, izomaltoza,
trehaloza, rafinoza, i1 organske kiseline poput Sikiminske, maleinske, jabucne, ¢ilibarne, limunske 1
izolimunske, koji su pozicionirani na pozitivnom delu PC1 i PC2 doprineli su diferencijaciji uzoraka
medljikovca od ostalih biljnih vrsta meda. Sadrzaj vode, glukoza, odnos glukoza/voda, suma glukoze
i fruktoze, glukuronska 1 galakturonska kiselina doprinose razdvajanju uzoraka lipovog,
suncokretovog i meda od uljane repice od ostalih tipova meda.

Kombinacijom svih analizranih hemijskih parametara meda dobija se Sira slika i bolje razdvajanje
biljnih vrsta nego kada se bilo koji parametar koristi kao uniforman.
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Slika 74. Analiza glavnih komponenata za fizicko—hemijske parametre, odnose stabilnih izotopa
ugljenika, profil Secera 1 organskih kiselina: A) grafik skorova latentnih varijabli B) skorovi latentnih
varijabli duz PC1 C) grafik vektora latentnih varijabli D) grafik vektora latentnih varijabli za PC1

U prethodno sprovedenoj analizi PCA je koriS¢ena u cilju identifikacije kriterijuma za diferencijaciju
uzoraka meda prema njihovom biljnom poreklu. Prema dostupnim literaturnim podacima,
karakterizacija prirodnih proizvoda, koji predstavljaju slozene smese sa velikim brojem prisutnih
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jedinjenja, retko je moguca posmatranjem samo jedne klase hemijskih komponenti, ve¢ se najcesce
zasniva na kombinaciji viSe razli¢itih klasa analita. Saglasno tome i rezultati dobijeni u okviru ove
disertacije predstavljaju primer relativno uspesne klasifikacije meda po biljnom poreklu na osnovu
kombinacije vise hemijskih parametara.

Iako je primena PCA metode omogucila uvid u unutrasnju strukturu podataka i ukazala na prisustvo
odredenih obrazaca koji mogu biti interpretirani u kontekstu biljnog porekla meda, ova metoda nije
prikladna za klasifikaciju, ve¢ prvenstveno sluzi za preliminarni uvid u strukturu podataka i
vizuelizaciju njihovog grupisanja. Za kvantitativnu evaluaciju klasifikacionog potencijala
primenjenih analitickih tehnika koriS¢ena je PLS regresija sa diskriminativnim pristupom. U ovom
modelu zavisna promenljiva predstavljala je kategori¢ku varijablu, odnosno biljnu vrstu kojoj pripada
dati uzorak. Prilikom modelovanja, uzeta je u obzir ¢injenica da je broj biljnih vrsta bio ogranicen
samo na one sa statisti¢ki reprezentativnim brojem uzoraka, ¢cime je obezbedena pouzdanost dobijenih
rezultata.

PLS-DA modeli (LV1 — LV3) pokazali su statisticku znac¢ajnost i dobru prediktivnu sposobnost,
naroCito za uzorke bagremovog meda 1 medljikovca, Sto je potvrdeno visokim vrednostima
koeficijenata determinacije za kalibraciju (R%q) i validaciju (R%cv), kao i malom razlikom izmedu
greske kalibracije (RMSEC) i greske unakrsne validacije (RMSECV), koja je iznosila 0,01 za
bagremov med i 0,03 za medljikovac (Tabela 17). Razlike izmedu RMSEC i RMSECYV kod lipovog
meda bile su 0,07, kod suncokretovog 0,01, a kod meda od uljane repice 0,03. Nize vrednosti R%c i
R2cv zabeleZene su za grupe lipovog, suncokretovog i meda od uljane repice, $to ukazuje na
ograni¢enu sposobnost ovih modela za pouzdano medusobno razdvajanje uzoraka ovih vrsta meda.

Modeli za bagremov med i medljikovac dodatno su se istakli visokim vrednostima koeficijenta
determinacije za predikciju (R%ped) i niskim vrednostima greske predikcije (RMSEP), dok je greska
misklasifikacije za ove dve vrste meda iznosila 0. Ovi rezultati ukazuju na visok stepen pouzdanosti
PLS-DA modela u diferencijaciji bagremovog meda 1 medljikovca od ostalih biljnih vrsta meda na
osnovu kombinovanih podataka za fizicko—hemijske parametrie, izotopski sastav ugljenika, profile
Secera i1 organskih kiselina (Tabela 17).

Medutim, iako modeli za klasifikaciju medova od lipe, suncokreta i uljane repice nisu dostigli isti
nivo preciznosti, to ne implicira njihovu statisticku irelevantnost, ve¢ ukazuje na vec¢u verovatnocu
medusobne misklasifikacije, posebno izmedu lipovog i suncokretovog meda. Vrednosti R za
pojedine grupe iznosile su: 0,9473 za bagremov med, 0,9261 za medljikovac, 0,4131 za lipov med,
0,2762 za suncokretov i 0,4844 za med od uljane repice (Tabela 17).

Tabela 17. Statisticke performanse PLS-DA modela za klasifikaciju pet biljnih vrsta analiziranih
medova

Parametar Bagrem Lipa Suncokret Uljana repica Medljikovac

Broj latentnih varijabli — 3

R%al 0,9473 0,4131 0,2762 0,4844 0,9261
RZcy 0,9428 0,2040 0,2340 0,3369 0,9073
R%pred 0,9389 0,4562 0,2306 0,1765 0,8602
RMSEC 0,11 0,26 0,24 0,19 0,10
RMSECV 0,12 0,33 0,25 0,22 0,11
RMSEP 0,13 0,28 0,23 0,25 0,14
Class. Err (cal) 0 0,05 0,09 0,02 0
Class. Err (CV) 0 0,10 0,15 0,01 0
Class. Err (pred) 0 0,15 0,10 0,25 0

111



Mihajlo V. Jakanovski Doktorska disertacija REZULTATI I DISKUSIJA

Na osnovu analize grafika skorova latentnih varijabli (LV1) prikazanog na Slici 75A, moze se uociti
jasno razdvajanje uzoraka meda razliCitog biljnog porekla. Ovakvo razdvajanje ostvareno je na
osnovu parametara prikazanih na grafiku vektora latentnih varijabli (Slika 75B), pri ¢emu su
identifikovani kljucni parametri slicni onima uocenim u PCA analizi (Slika 74). Test set, koji
obuhvata uzorke prikazane na desnoj strani grafikona na Slici 76A, pokazuje dobro poklapanje sa
validacionim setom, $to ukazuje na uspes$nu klasifikaciju uzoraka u skladu sa biljnim poreklom putem
razvijenog modela. Za grupu medljikovaca identifikovani parametri koji doprinose razdvajanju
ukljucuju: slobodnu kiselost, elektri¢nu provodljivost, aktivnost dijastaze, kao i prisustvo Secera
(trehaloza, rafinoza) i1 organskih kiselina (kininska, ¢ilibarna, jabu¢na, maleinska, limunska i
izolimunska). Nasuprot tome, uzorke bagremovog meda karakterisu sadrzaj fruktoze, erloze, maltoze,
saharoze, zbirne vrednosti glukoze i fruktoze, kao i specificni odnosi izotopa ugljenika meda 1
proteina. Lipov, suncokretov i med od uljane repice pokazuju medusobno sli¢ne obrasce, pri ¢emu su
parametri koji doprinose njihovoj diferencijaciji sadrzaj vode, koncentracija glukoze, odnos glukoze
i vode, kao 1 prisustvo melibioze, izomaltoze i Sikimske kiseline.

S obzirom na to da su autenti¢ni uzorci bagremovog meda pokazali visoke vrednosti koeficijenata
determinacije u fazama kalibracije (R?.a1) i unakrsne validacije (R?cv), posebno su analizirani rezultati
PLS-DA modela za ovu grupu meda. Rezultati prikazani na Slici 76 jasno ukazuju na odsustvo
misklasifikacije testiranih uzoraka, pri ¢emu je postignuto potpuno poklapanje sa validacionim setom,
Sto potvrduje visoku pouzdanost modela u identifikaciji bagremovog meda. Analizom VIP skorova,
prikazanih na Slici 76B, identifikovani su klju¢ni parametri koji znac¢ajno doprinose razdvajanju
uzoraka, pri ¢emu svi pokazuju vaznost iznad proseka. Medu najrelevantnijim parametrima izdvajaju
se: elektri¢na provodljivost, slobodna kiselost, fruktoza, trehaloza, rafinoza, maltoza, erloza, 8'°C
vrednosti proteina, kao 1 prisustvo organskih kiselina — kininske, jabucne, Cilibarne, maleinske,
limunske i izolimunske. Dodatno, uvidom u regresione koeficijente modela prikazane na Slici 76C,
identifikovani su parametri sa znac¢ajnim pozitivnim i negativnim uticajem na klasifikaciju. Parametri
sa pozitivnim uticajem ukljuduju fruktozu, maltozu, izomaltozu, erlozu, §'*C vrednosti proteina i §'3C
vrednosti meda. S druge strane, negativan doprinos modelu imaju slobodna kiselost, elektricna
provodljivost, glukoza, odnos glukoze i vode, kao 1 kininska, galakturonska i limunska kiselina.

Za autenticne uzorke medljikovca, koji su u prethodnim analizama pokazali visoke vrednosti
koeficijenata determinacije za kalibraciju (R?car) i unakrsnu validaciju (R*cv), konstruisan je izdvojeni
PLS-DA model (Slika 77). Odsustvo misklasifikacije u test setu, uz potpuno poklapanje sa
validacionim uzorcima, potvrduje stabilnost i1 prediktivnu pouzdanost modela za ovu biljnu vrstu
meda. Prema grafiku VIP skorova (Slika 77B), parametri sa izraZzenim doprinosom razdvajanju
medljikovca od ostalih uzoraka ukljucuju: elektri¢nu provodljivost, slobodnu kiselost, fruktozu,
glukozu, trehalozu, rafinozu, izomaltozu, maltozu i erlozu, kao i stabilne izotopske odnose (5'°C
meda i 8'3C proteina). Takode, medu znadajnim determinativnim faktorima nalaze se i organske
kiseline: kininska, jabucna, ¢ilibarna, maleinska, limunska i izolimunska. Analiza regresionog
vektora (Slika 77C) dodatno osvetljava ulogu pojedinacnih promenljivih u modelu. Parametri koji
pozitivno uticu na klasifikaciju medljikovca obuhvataju: slobodnu kiselost, elektricnu provodljivost,
aktivnost dijastaze, izomaltozu, rafinozu, trehalozu, kao 1 vecinu zastupljenih organskih kiselina
(kininska, ¢ilibarna, jabucna, maleinska, limunska i izolimunska). Nasuprot tome, glukoza, zbir
glukoze 1 fruktoze, kao 1 odnos glukoze i sadrzaja vode pokazali su negativan uticaj na model.

Rezultati istraZivanja pokazali su da je pouzdana klasifikacija i diferencijacija medova prema biljnom
poreklu ostvarena jedino kombinovanjem razli€itih analiti¢kih pokazatelja — profila Secera i organskih
kiselina, fizicko—hemijskih parametara i odnosa izotopa ugljenika. Medu ispitivanim vrstama
bagremov med se jasno izdvojio zahvaljujuci visokom sadrzaju fruktoze, saharoze, erloze i maltoze,
kao i najve¢em F/G odnosu i niskoj elektri¢noj provodljivosti. Medljikovac se razlikovao od
nektarskih vrsta meda prema sadrzaju trehaloze, rafinoze, izomaltoze 1 melibioze, u kombinaciji sa
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znaCajno viSim koncentracijama organskih kiselina — jabucne, limunske, izolimunske, maleinske,
kininske 1 ¢ilibarne. Ovi parametri, zajedno sa visokom elektricnom provodljivos¢u, slobodnom
kiselos¢u 1 aktivnos¢u dijastaze, omogucili su jasno razlikovanje medljikovca od svih ispitivanih
nektarskih vrsta meda. Suprotno tome, lipov, suncokretov i med od uljane repice pokazali su
medusobnu hemijsku sli¢nost, ali su se odvojili od bagremovog i medljikovca zahvaljuju¢i razlikama
u fizicko—hemijskim parametrima poput sadrzaja glukoze, odnosa glukoze i vode, sadrzaja
glukuronske 1 galakturonske kiseline kao odnosu stabilnih izotopa ugljenika. Kod lipovog meda
uocena je veca slobodna kiselost i znacajan doprinos Sikimske kiseline, dok su suncokretov i med od
uljane repice karakterisali niski F/G i visoki G/V odnosi. Ovi nalazi jasno ukazuju da nijedna
pojedinacna grupa analita (Seceri ili kiseline) nije dovoljna za potpunu klasifikaciju, ve¢ da se najvisi
stepen tacnosti 1 pouzdanosti postize integracijom razliitih hemijskih markera, ¢ime je potvrdena
prakti¢na primenljivost razvijenog visSekomponentnog analitickog pristupa u kontroli autenti¢nosti i
odredivanju biljnog porekla meda.
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5. ZAKLJUCAK

Ova doktorska disertacija obuhvata razvoj, optimizaciju i unapredenje metoda visokoefikasne tecne
hromatografije za odredivanje profila Seera i organskih kiselina sa ciljem pouzdanije procene
autenti¢nosti meda razli¢itog biljnog porekla. U okviru istrazivanja analizirani su uzorci pet biljnih
vrsta meda: bagremovog, lipovog, suncokretovog, meda od uljane repice i medljikovca.

Melizopalinoloska analiza potvrdena je kao neophodna osnova za verifikaciju biljnog porekla
nektarnih medova i medljikovaca, dok su fizicko—hemijski parametri omogucili potvrdu osnovnih
kriterijuma kvaliteta prema zahtevima vazec¢ih propisa, odnosno pravilnika i direktiva. Rezultati su
pokazali da sadrzaj pojedinacnih Secera, njihovi medusobni odnosi, elektricna provodljivost,
slobodna kiselost i aktivnost dijastaze, osim uloge u proceni kvaliteta, poseduju izrazen
diskriminatorni potencijal za diferencijaciju meda prema biljnom poreklu. Primena multivarijantnih
statistickih metoda omogucila je integraciju veéeg broja fiziCko—hemijskih parametara i pouzdanu
klasifikaciju uzoraka. Dobijeni rezultati potvrduju da kombinovani pristup, zasnovan na
melizopalinoloskoj analizi, fiziCko—hemijskim ispitivanjima i multivarijantnoj analizi podataka,
predstavlja dobar osnov za kontrolu autenti¢nosti meda u skladu sa zakonskom regulativom.

Rezultati ispitivanja stabilnosti bagremovog meda tokom skladiStenja pokazali su da vreme ¢uvanja
znacajno uti¢e na promene fizicko—hemijskih karakteristika. Tokom dvanaestomese¢nog perioda
zabeleZen je statisticki znacajan porast slobodne kiselosti 1 sadrzaja HMF—-a, uz istovremeno
smanjenje pH—vrednosti i aktivnosti dijastaze. Dobijeni rezultati potvrduju da navedeni parametri
predstavljaju pouzdane pokazatelje promena kvaliteta i stabilnosti meda tokom dugotrajnog
skladiStenja, ¢ak i u odsustvu termic¢kog tretmana.

Poredenje 3'*C vrednosti meda i izolovanog proteina omoguéilo je identifikaciju dodatka Secera
poreklom od C4 biljaka i formiranje reprezentativnog skupa autenticnih uzoraka za dalju
karakterizaciju profila Secera 1 organskih kiselina. Pored primarne uloge u detekciji C4 Secera, analiza
stabilnih izotopa ugljenika pokazala je 1 odredeni diskriminatorni potencijal u razlikovanju ispitivanih
vrsta meda prema biljnom poreklu. Bagremov med i medljikovac jasno su se izdvojili od meda od
uljane repice, dok se bagremov med uspe$no diferencirao 1 u odnosu na suncokretov med.

Optimizacijom hromatografskih uslova razvijena je 1 validovana pouzdana HPAEC—PAD metoda za
odredivanje profila Seera u medu. Primena optimizovanog gradijenta omogucila je potpuno
razdvajanje 11 mono—, di— 1 trisaharida sa vremenom analize od 35 minuta. Parametri validacije
potvrdili su veoma visoku linearnost metode (R* > 0,9999), visoku preciznost i ponovljivost, uz
granice detekcije od 0,01 do 0,02 g/100 g meda i1 granice kvantifikacije od 0,05 do 0,08 g/100 g meda.
Dobijeni rezultati potvrduju pogodnost metode za pouzdanu kvantifikaciju Secera prisutnih u medu 1
u veoma niskim koncentracijama. Analiza profila Se¢era pokazala je da pojedini di— 1 trisaharidi
predstavljaju znacajne markere biljnog porekla meda. Medljikovac se jasno izdvojio od ispitivanih
nektarskih vrsta meda povecanim sadrZajem trehaloze, melibioze i rafinoze, dok je bagremov med
pokazao specifican profil koji karakteriSu veéi sadrzaj saharoze, maltoze i erloze u poredenju sa
ostalim ispitivanim nektarnim vrstama meda. Integracija dobijenih hromatografskih podataka sa
multivarijantnom analizom potvrdila je da optimizovani profil Secera predstavlja znacajan alat za
karakterizaciju 1 procenu autenti¢nosti meda.

U cilju unapredenja kontrole autenti¢nosti meda primenom relativno jednostavnih i Siroko dostupnih
analitickih metoda razvijena je 1 optimizovana HPTLC metoda za analizu profila ugljenih hidrata.
Direktnim poredenjem sa odabranim Secernim sirupima potvrdeno je da prisustvo karakteristi¢nih
obrazaca oligosaharida moze ukazati na krivotvorenje meda §to je narocito znacajno kod uzoraka
kod kojih primena EA-IRMS metode nije omogucila pouzdanu ocenu autenti¢nosti zbog
nemogucnosti izolovanja proteina. Rezultati su pokazali da HPTLC predstavlja znacajnu
komplementarnu tehniku u slucajevima kada izotopska analiza daje grani¢ne rezultate, jer moze da
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se primeni za razlikovanje autenti¢nih medova od uzoraka sa profilima karakteristicnim za Secerne
sirupe. Uzorci sa sadrzajem Secera C4 biljaka manjim od 7% nisu pokazali prisustvo zona
oligosaharida karakteristi¢nih za ispitivane Secerne sirupe, ve¢ su imali profile Secera uporedive sa
autenti¢nim uzorcima meda, ukazujuci da autenti¢nost takvih uzoraka ne moze biti procenjena samo
na osnovu rezultata analize odnosa stabilnih izotopa ugljenika. Nasuprot tome, uzorci sa vecim
sadrzajem C4 Secera pokazali su istovremenu neusaglasenost rezultata dobijenih primenom EA-—
IRMS, HPAEC-PAD 1 HPTLC metoda, potvrdujuci prisustvo dodatih Se¢era. lako HPTLC metoda
ima ograniCenja u detekciji pojedinih tipova sirupa i pruza prvenstveno kvalitativne informacije,
njena jednostavnost, ekonomicnost i mogucnost brze vizuelne interpretacije ¢ine je pogodnom za
pocetni skrining i selekciju uzoraka koji zahtevaju detaljniju instrumentalnu analizu. U kombinaciji
sa EA-IRMS i HPAEC-PAD metodama, HPTLC doprinosi sveobuhvatnijoj i pouzdanijoj proceni
autenti¢nosti meda kroz integrisani multidisciplinarni analiticki pristup.

Razvijena, optimizovana i validovana metoda jonske hromatografije sa konduktometrijskom
detekcijom omogucila je odredivanje profila organskih kiselina u medu. Optimizacijom
hromatografskih uslova postignuto je efikasno razdvajanje devet strukturno razli¢itih mono—, di— i
trikarboksilnih kiselina u okviru jedne analize. Parametri validacije potvrdili su visoku analiticku
pouzdanost metode, karakterisanu veoma visokom linearno$¢u (R? > 0,9980), optimalnim analiti¢kim
prinosom (74% — 108%), visokom preciznoS¢u (HorRat < 2,0), kao 1 niskim granicama detekcije
(LOD: 0,05-2,20 mg/kg) i1 kvantifikacije (LOQ: 0,18-7,30 mg/kg). Dobijeni parametri, uz
pojednostavljen postupak pripreme uzoraka, potvrduju pogodnost ove metode za pouzdanu
karakterizaciju profila kiselina u meda 1 predstavljaju praktiénu alternativua slozenijim
instrumentalnim pristupima. Primena razvijene metode pokazala je da profil organskih kiselina
predstavlja znacajan hemijski pokazatelj kvaliteta i biljnog porekla meda. Medljikovci su se jasno
izdvojili od svih ispitivanih nektarskih vrsta meda ve¢im sadrZzajem organskih kiselina pri ¢emu su
kininska, jabucna, ¢ilibarna, limunska, maleinska i izolimunska kiselina identifikovane kao klju¢ni
markeri ove grupe uzoraka. Ovakva diferencijacija potvrdena je multivarijantnom analizom
formiranjem zasebnog klastera medljikovca, dok su nektarske vrste pokazale vecu medusobnu
sli¢nost. Dobijeni rezultati potvrduju da organske kiseline, iako samostalno ne omogucavaju potpunu
klasifikaciju svih vrsta meda, predstavljaju znacajan dopunski parametar koji u kombinaciji sa drugim
hemijskim markerima unapreduje pouzdanost procene autenti¢nosti. Poseban znafaj analize
organskih kiselina ogleda se u mogu¢nosti detekcije sofisticiranog krivotvorenja bagremovog meda
dodatkom invertnog sirupa. Utvrdeno je da autenti¢ni bagremov med karakteriSe nizak sadrzaj
limunske kiseline, manji od 65 mg/kg, i odsustvo izolimunske kiseline dok su sumnjivi uzorci
pokazivali poviSene koncentracije limunske kiseline 1 prisustvo izolimunske kiseline. Ovi rezultati
potvrduju potencijal pracenja prisustva i sadrzaja navedenih kiselina u bagremovom medu kao
pouzdanog pristupa u detekciji dodatka invertnog sirupa i proceni integriteta proizvodnog procesa.

Primena multivarijantnih statistickih metoda (PCA 1 PLS-DA) zasnovanih na integraciji profila
Secera, organskih kiselina, fizicko—hemijskih parametara i odnosa stabilnih izotopa ugljenika,
pokazala je da kombinovanje razli¢itth analitickih pokazatelja omogucava najpouzdaniju
klasifikaciju meda prema biljnom poreklu. Razvijeni modeli omogucili su razdvajanje ispitivanih
grupa, pri ¢emu su bagremov med 1 medljikovac pokazali najvecu diskriminacionu mo¢ bez
misklasifikacije testiranih uzoraka. Bagremov med izdvojio se na osnovu specificnog profila Secera,
pre svega viSeg sadrzaja fruktoze, saharoze, maltoze i erloze, viseg F/G odnosa, kao 1 karakteristi¢nih
vrednosti odnosa stabilnih izotopa ugljenika. Medu ispitivanim vrstama meda medljikovac je
predstavljao hemijski najdistinktivniju grupu ¢ije je razdvajanje bilo uslovljeno ve¢im vrednostima
elektricne provodljivosti, slobodne kiselosti i aktivnosti dijastaze, kao 1 prisustvom specifi¢nih
oligosaharida (trehaloza, rafinoza, izomaltoza 1 melibioza) 1 poviSenim sadrZzajem organskih kiselina,
posebno kininske, jabuc¢ne, ¢ilibarne, limunske, izolimunske i maleinske kiseline. Lipov, suncokretov
1 med od uljane repice pokazali su vecu medusobnu sli¢nost 1 ve¢i potencijal za medusobnu
misklasifikaciju, Sto ukazuje na potrebu primene veceg broja komplementarnih pokazatelja za
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pouzdaniju klasifikaciju. Dobijeni rezultati potvrduju da nijedna pojedinacna grupa analita ne moze
obezbediti potpunu klasifikaciju i pouzdanu procenu autenticnosti meda, ve¢ da se najveca
diskriminaciona mo¢ postize integracijom razlicitih hemijskih markera i primenom multivarijantne
analize podataka. Na ovaj nacin potvrdena je prakti¢na primenljivost razvijenog visekomponentnog
analitickog pristupa kao osnove za unapredenje postupaka kontrole kvaliteta, autenti¢nosti i
odredivanja biljnog porekla meda.
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7. PRILOG
Prilog 1. Fizicko—hemijski parametri ispitivanih uzoraka meda
Uzorak Sadrioaj vode pf(:ffl;:ili;f\rfl(?s ¢ Sll((i):)e(;(()l:ta ?lgg:tl:;? HMF Glukoza Fruktoza  Saharoza %t:ﬁ;f;: Fruktoza / Glukoza /
(%) (mS/cm) (meq/kg) (DN) (mg/kg) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (/100 g) Glukoza Voda

Robinia pseudoacacia
B1 15,4+ 0,6 0,185+ 0,003 9,5+0,4 20,4+5,3 3,9+0,3 26,5+28 42,1+43 0,50+£0,02 685+53 1,59=+0,14 1,72
B2 17,0+ 0,6 0,159 £ 0,003 8,9+04 24,0+ 6,2 1,4+0,1 274+29 42,7+43 048+0,02 70,154 1,56=+0,14 1,61
B3 19,6 £0,7 0,132 + 0,002 9,1+04 16,4 +£4,3 4,6+0,3 26,5+28 41,4+x42 032+001 679+52 1,56=+0,14 1,35
B4 16,6 + 0,6 0,146 £ 0,002 8,1+£0,3 16,8+ 4,4 1,7+0,1 27,9+3,0 428+44 050+£0,02 70,7£54 1,54+0,14 1,68
BS 15,7+0,6 0,149 + 0,002 7,7+0,3 16,3 +4,2 2,9+0,2 27,129 42,5+43 054+0,02 69,654 1,57+0,14 1,73
B6 16,6 £ 0,6 0,168 + 0,003 8,0+0,3 12,9 +3,3 42+0,3 264+28 41,7+42 048+0,02 68,1+52 1,58=+0,14 1,59
B7 16,4 + 0,6 0,156 £ 0,002 7,8+0,3 19.4+5,0 3,6+0,3 264+28 42,1+43 048+£0,02 68,5+53 1,59+0,14 1,61
B8 16,1 £0,6 0,128 + 0,002 7,8+0,3 16,3 +4,2 45+0,3 262+28 41,3+x42 049+0,02 67,5+52 1,58+0,14 1,63
B9 16,3+ 0,6 0,124 £ 0,002 7,1£0,3 17,0+ 4,4 4,4+0,3 27,5+29 42,7+43 049+0,02 702+54 1,55+0,14 1,69
B10 16,7+ 0,6 0,141 £ 0,002 7,6 £0,3 11,6 £3,0 4,0+0,3 252+27 41,1+42 046+0,02 663+51 1,63+0,15 1,51
BIl 156+0,6 0,169+ 0,003 10,704  21,1+£55  49+03  266+28 42,1+43 044+002 68,7+53 1,58+0,14 1,70
B12 16,0 + 0,6 0,148 + 0,003 7,6 £0,3 16,8 +4,4 0,7+0,1 26,5+28 41,3+42 049+0,02 67,8+52 1,56=+0,14 1,65
BI3 162+0,6 0,137+ 0,002 75+0,3 189+49  12+0,1  263+28 41,6442 054+002 67,9+53 158+0,14 1,62
B14 16,2+ 0,6 0,184 + 0,003 10,1 £ 0,4 225+58 1,5+0,1 264+28 42,7+43 047+£0,02 69,1+53 1,62=+0,14 1,62
B15 15,4+ 0,6 0,153 £ 0,002 7,3+£0,3 14,7 £ 3,8 1,1 £0,1 262+28 419+43 0,55+0,03 68,1+52 1,60+0,14 1,70
B16 159+0,6 0,131 0,002 71403 172+45 24402  27,6+29 424+43 052+002 700+54 154+0,14 1,74
B17 14,8+ 0,5 0,157 £ 0,002 74+£0,3 14,9 +3,9 4,1+0,3 264+28 427+43 059+0,03 69,1+53 1,62+0,14 1,78
B18 15,4+ 0,6 0,128 + 0,002 7,3+£0,3 12,9+3,3 2,0+0,2 27,9+3,0 43,0+x44 046+£0,02 70,9+£55 1,54+0,14 1,81
BI19 159+0,6 0,195+ 0,003 10,0£0,4  212+55  44+03  268+29 421+43 045+002 689+53 1,57+0,14 1,69
B20 16,4+ 0,6 0,192 + 0,003 9,7+0,4 24,7+ 6,4 2,1£0,2 262+28 41,3+42 046+£0,02 67,5+£52 1,57+0,14 1,59
B21 153+0,6 0,151 +0,002 82+0,3 202+52  0,6+£0,1  267+29 41,7+42 048+002 684+53 1,56+0,14 1,75
B22 14,9405 0,196 + 0,003 102404  225+58  1,5+0,1  265+28 41,6+42 0494002 68,1+52 1,57+0,14 1,78
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Prilog 1. Nastavak
Uzorak Sadrioaj vode pf(:ffl;:ili;f\rfl(?s ¢ Sll((i):)e(;(()l:ta ?lgg:tl:;? HMF Glukoza Fruktoza  Saharoza %t:ﬁ;f;: Fruktoza / Glukoza /
(%) (mS/cm) (meq/kg) (DN) (mg/kg) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (/100 ) Glukoza Voda
B23 16,6 £ 0,6 0,193 £ 0,003 84+0,3 11,5£3,0 1,3+£0,1 262+28 422+43 0,48+0,02 684+53 1,61+0,14 1,58
B24 16,3+£0,6 0,194 + 0,003 7,9+0,3 18,8+4,9 0,3+0,1 258+28 41,7+42 0,48+0,02 675+52 1,62+0,14 1,58
B25 16,3+£0,6 0,138 £ 0,002 82+0,3 17,2+4,5 3,1+£0,2 26,5+2,8 41,6+42 0,41+0,02 68,1+£52 1,57+0,14 1,63
B26 16,1 £0,6 0,136 £ 0,002 7,7+£0,3 16,1 £4,2 4,7+£0,3 274+£29 426+43 045+0,02 70,0+54 155+0,14 1,70
B27 16,2+0,6 0,157 £ 0,002 8,8+0,4 17,6 £4,6 32+0,2 26,6+2,8 424+43 043+0,02 69,1+53 1,59+0,14 1,64
B28 159+£0,6 0,134 £ 0,002 7,8+0,3 10,8 £2,8 4,603 27,7+£3,0 428+44 048+002 70,5+54 1,55+0,14 1,74
B29 16,4+ 0,6 0,114 £ 0,002 6,9+0,3 12,5+£3,.2 1,0+0,1 26,8+2,9 423+43 046+0,02 69,1+53 1,58+0,14 1,64
B30 16,0+ 0,6 0,111 £ 0,002 6,5+0,3 11,9+3,1 0,8+0,1 258+27 424+43 048+0,02 682+52 1,65+0,15 1,61
B31 159+£0,6 0,167 £ 0,003 82+0,3 19,1£5,0 33+0,2 265+2,8 427+43 0,05+0,02 693+53 1,61+0,14 1,67
B32 16,5+0,6 0,149 + 0,002 9,0+£0,4 16,3+42 2,1+0,2 26,8+2,9 419+43 043+0,02 687+53 1,56+0,14 1,62
B33 17,6 £0,6 0,154 £ 0,002 94+04 16,443 2,5+0,2 268+29 426+43 0,33+£0,02 694+53 1,59+0,14 1,52
B34 18,2+0,6 0,145 £ 0,002 89+04 12,9+33 3,6+£03 268+29 41,7+£42 0,27+0,02 685+53 1,56+0,14 1,47
B35 16,0 £0,6 0,139 £ 0,002 8,1+0,3 11,9+3,1 34102 26,8+2,9 42,0+43 045+0,02 688+53 1,57+0,14 1,68
B36 17,2£0,6 0,146 £ 0,002 85+0,4 15,6 £4,0 2,5+0,2 26,6+2.8 426+43 035+0,02 692+53 1,60+0,14 1,55
B37 17,1£0,6 0,145 + 0,002 8,4+0,3 18,2+4,7 4,9+0,3 272+2,9 429+44 043+0,02 70,1+54 1,58+0,14 1,59
B38 16,7+0,6 0,195 + 0,003 9,2+04 18,6 4,8 4,9+0,3 259+28 41,8+42 0,44+0,02 67,752 1,61+0,14 1,55
B39 15,7£0,6 0,191 £ 0,003 92+04 20,2+£5.2 39+03 257+2,7 41,7+£42 0,55+0,03 674+53 1,62+0,14 1,64
B40 14,8 +£0,5 0,128 + 0,002 7,4+0,3 16,9+ 4.4 1,4+0,1 263+2,8 418+42 040+0,02 681+52 1,59+0,14 1,77
B41 152+0,6 0,179 £ 0,003 79+03 20,5+53 3,8+0,3 283+3,0 432+44 0,56+0,03 71,5+5,5 1,53+0,14 1,86
B42 16,8 £0,6 0,186 = 0,003 7,8+0,3 11,2+£29 32+02 26,7+2,8 424+43 0,44+£0,02 69,1+£53 1,59+0,14 1,58
B43 16,3+0,6 0,149 + 0,002 7,4+0,3 17,044 0,6 £0,1 27,0+£2,9 425+43 0,50+0,02 69,5+53 1,58+0,14 1,66
B44 18,1£0,6 0,156 + 0,002 7,4+0,3 17,1+4.4 43+0,3 273+2,9 425+43 043+0,02 698+54 1,60=+0,14 1,51
B45 16,7+ 0,6 0,124 £ 0,002 7,4+0,3 19,2+5,0 3,0+£0,2 269+29 419+43 0,50+0,02 688+53 1,56+0,14 1,61
B46 16,3+£0,6 0,129 + 0,002 7,2+0,3 19,1 £5,0 43+0,3 27,5+2,9 425+43 0,50+0,02 70,0+54 1,60+0,14 1,69
B47 17,0£0,6 0,136 + 0,002 7,7+£03 18,8+4,9 1,7+0,1 26,5+2,8 418+42 048+0,02 683+53 1,58+0,14 1,56
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Prilog 1. Nastavak
Uzorak Sadrioaj vode pf(:ffl;:ili;f\rfl(?s ¢ Sll((i):)e(;(()l:ta ?lgg:tl:;? HMF Glukoza Fruktoza  Saharoza %t:ﬁ;f;: Fruktoza / Glukoza /
(%) (mS/cm) (meq/kg) (DN) (mg/kg) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (/100 ) Glukoza Voda
B48 17,0£0,6 0,193 £ 0,003 10,8 +0,4 23,7+6,1 3,8+0,3 26,728 428+43 046+0,02 69,5+53 1,60+0,14 1,57
B49 15,7+£0,6 0,185 + 0,003 8,4+0,3 24,9 £ 6,5 2,7+0,2 264+2,8 426+43 055+003 69,0+53 1,61+0,15 1,68
B50 16,0 £0,6 0,198 £ 0,003 94+04 22,1 £5,7 1,0£0,1 26,8+29 420+43 044+002 68,8+53 157+0,14 1,67
B51 15,4+0,6 0,159 £ 0,003 7,0+£0,3 18,9+£49 4,1£0,3 26,8+£29 425+43 0,53+£0,02 69,2+53 1,59+0,14 1,74
B52 15,7+£0,6 0,134 £ 0,002 7,5+£0,3 18,6 £4.,8 2,4+0,2 26,1+£2,8 41,6+42 0,52+0,02 678+52 1,59+0,14 1,66
B53 16,4 +£0,6 0,147 £ 0,002 94+£04 17,5+4,5 4,1£0,3 26,8+2,9 428+43 041+£002 69,6+54 1,59+0,14 1,64
B34 16,6 £ 0,6 0,180 + 0,003 9,1£04 19,2+5,0 4,8+0,3 26,8+2,9 424+43 0,51+£0,02 692+53 1,58+0,14 1,62
BS5 16,0 £0,6 0,130 £ 0,002 74+0,3 16,4+42 0,6 £0,1 264+2,8 42,6+43 0,50+0,02 69,0+53 1,61+0,14 1,65
B56 15,5+£0,6 0,130 £ 0,002 6,603 17,0+ 4.4 0,7+0,1 272+29 429+44 0,53+0,02 70,1+54 1,57+0,14 1,75
B57 16,3+£0,6 0,168 + 0,003 74+0,3 15,6 4,0 1,6 £0,1 26,8+2,9 418+42 0,54+0,02 68,6+53 1,56+0,14 1,64
B58 15,8+£0,6 0,168 £ 0,003 7,8+0,3 14,8+£3,8 22+02 27,1£2,9 428+43 051+0,02 699+54 1,58+0,14 1,71
B59 149+0,5 0,151 £ 0,002 7,7+£03 16,3+£4.2 1,1 £0,1 275+29 426+43 0,52+0,02 70,1+54 1,55+0,14 1,85
B60 16,3+0,6 0,141 £ 0,002 8,1+0,3 17,7+4,6 44+0,3 264+2,8 409+42 0,51+0,02 673+52 1,55+0,14 1,72
B61 17,0£0,6 0,157 £ 0,002 12,7+0,5 19,3£5,0 6,9+0,5 29,1+3,1 402+4,1 0,46+0,04 693+53 1,38+0,12 1,71
B62 16,8 +0,6 0,144 £ 0,001 9,5+0,4 21,8+5,7 3,0+£0,2 304+£32 40,1+4,1 030+0,02 70,5+54 1,32+0,12 1,81
B63 16,2+0,6 0,178 £+ 0,003 10,3+£0,4 17,3+4,5 9,8+0,6 279+3,0 39,1+4,0 0,08+0,01 67,0+52 1,40£0,12 1,73
B64 16,2+ 0,6 0,201 £ 0,002 14,5+ 0,6 15,9 £4,1 72+0,5 333+£36 343+35 0,41+0,03 67,652 1,03+0,09 2,05
B65 16,0 £0,6 0,162 + 0,001 9,704 12,9+33 7,2+0,5 32,0£34  38,3+£39 0,53+0,04 70,3+54 1,20+0,11 2,00
B66 16,4£0,6 0,137+ 0,001 7,8+0,3 13,6 £3,5 6,5+04 30,5+£33 37,5+£3,8 0,35+0,03 68,0£52 123+0,11 1,86
B67 15,8£0,6 0,131+ 0,001 8,0+0,3 12,3+£32 34+02 288+3,1 381+£39 0,02+£0,01 669+52 1,32+0,12 1,82
B68 16,5+0,6 0,156 £+ 0,001 9,8+0,4 16,1 +42 0,5+0,1 31,5+34 40,7+4,1 042+0,03 722+56 129+0,11 1,90
B69 16,4+0,6 0,182 + 0,001 13,7£0,5 142+37 1,3+0,1 30,633 382+39 0,160,001 688+53 125+0,11 1,86
B70 17,2+0,6 0,134 £ 0,001 10,1 £0,4 16,2+42 50+0,3 35,738 39,1+4,0 025+0,02 748+58 1,10+£0,10 2,08
B71 16,7+ 0,6 0,305 + 0,002 19,2+0,7 15,1+£3,9 3,3+£0,2 323+34  402+4,1 036+0,03 72,5+£5,6 1,24+0,11 1,94
B72 16,5+0,6 0,204 + 0,002 17,3+0,7 20,3+53 6,004 294+3,1 39,1+£4,0 0,39+0,03 685+53 1,33+0,12 1,78
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Prilog 1. Nastavak
Uzorak Sadrioaj vode pf(:ffl;:ili;f\rfl(?s ¢ Sll((i):)e(;(()l:ta ?lgg:tl:;? HMF Glukoza Fruktoza  Saharoza %t:ﬁ:ﬁ;: Fruktoza / Glukoza /
(%) (mS/cm) (meq/kg) (DN) (mg/kg) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (/100 ) Glukoza Voda
B73 16,4 +0,6 0,226 + 0,002 17,8 £0,7 20,8 £5,4 40+0,3 348+3,7 403+4,1 027+0,02 751+58 1,16+0,10 2,12
B74 15,4+£0,6 0,263 £ 0,002 27,1£1,0 22,0+5,7 6,004 35,3+£3,8 374+38 0,66+0,05 72,7+5,6 1,06+0,09 2,29
Tilia cordata
L1 15,5+0,6 0,496 + 0,004 13,6 £0,7 18,4 +£4,8 45+0,3 31,5+3,4 372+3,8 1,45+0,11 68,7+53 1,18+0,11 2,03
L2 18,1 +0,6 0,679 £ 0,005 11,6 £0,6 14,6 £ 3,8 3,3+£0,2 299+32 354+3,6 106+0,08 653+50 1,18+0,10 1,65
L3 17,2 +£0,6 0,505 + 0,004 20,5+0,8 19,6 £5,1 33+0,2 29,2+3,1 38,5+£3,6 0,05+0,01 67,752 1,32+0,12 1,69
L4 16,8 £0,6 0,622 + 0,005 21,8+0,8 15,8 £4,1 74+0,5 343+3,7 405+4,1 0,05+0,01 748+58 1,18+0,11 2,04
L5 16,8 £ 0,6 0,780 + 0,006 7,9+0,4 16,6 £4,3 0,8 0,1 273+29 37,6+3,8 0,050,001 649+£50 1,38=+0,12 1,63
L6 16,2 +0,6 0,341 + 0,003 20,0+ 0,8 17,3 +4,5 73+0,5 35,6 £3,8 36,8+3,7 0,05+0,01 724+£56 1,03+0,09 2,20
L7 16,6 + 0,6 0,419 + 0,003 19,8 £ 0,8 20,0+£5,2 1,7+0,1 31,2+3,3 36,4+3,7 0,18+0,01 67,5+5,2 1,17+£0,10 1,88
L8 15,2+0,6 0,554 £ 0,004 272+1,0 15,4+ 4,0 5,1+0,3 30,6 + 3,3 349+35 0,15+0,01 655+5,0 1,14+0,10 2,01
L9 15,8 +0,6 0,578 £ 0,005 17,9 £0,7 21,3+5,5 6,2+0,4 28,1+3,0 36, 8+3,7 0,64+0,05 649+£50 1,32+0,12 1,78
L10 15,6 £ 0,6 0,496 + 0,004 11,5+0,5 17,5+4,5 6,2+0,4 33,1£3,5 345+35 0,61+0,05 67,7+5,2 1,04+£0,09 2,12
L1l 19.0+£0,7  0,716+0,006  502+1,9 185+48  49+03  356+38 397+40 023+002 753+58 1,11+0,10 1,87
L12 17,1£0,6 0,615+ 0,005 16,5+ 0,8 170+46  45+03  32,1+34 383+39 042+003 704+54 1,19+0,11 1,88
L13 15,6 £ 0,6 0,483 £ 0,004 13,1£0,5 14,9 £3,9 0,7=+0,1 339+3,6 37,1+3,8 0,50+0,04 71,0+55 1,09+£0,10 2,17
L14 16,8 £0,6 0,651 + 0,005 21,7+0,8 18,6 £4,8 6,8+04 29,6 +£3,2 39,5+£4,0 045+0,04 69,1+£53 1,33+0,12 1,76
L15 15,4+ 0,6 0,117 +0,001 12,8 £0,5 20,7+ 5,4 5,6£04 30,1£3,2 350+3,6 0,24+0,02 651+50 1,16+0,10 1,95
L16 15,6 £ 0,6 0,297 £ 0,002 5,5+£0,2 17,4+ 4,5 3,0+0,2 32,7+3,5 392+4,0 0,06£0,01 71,9+55 1,20+£0,11 2,10
L17 178+£0,6 0,795+ 0,006 72404 178446  05+0,1  33,4+36 360+37 047+004 694+53 1,08+0,10 1,88
L18 15,8 £0,6 0,734 £ 0,006 14,3+ 0,6 13,1£34 44+0,3 33,9+3,6 359+3,6 0,50+0,04 698+54 1,06+0,09 2,15
Helianthus annuus
S1 17,7£0,6 0,321 +0,003 18,0£0,9  255+6,7  52+04 30,633 360+37 0224002 66,6+51 1,18+0,10 1,73
S2 15,4+ 0,6 0,280 + 0,002 18,1+£0,9 25,1+£6,6 7,0+0,5 33,8+3,6 355+3,6 0,00£0,00 693+53 1,05+0,09 2,19
S3 169+0,6 0,712+ 0,006 16,1+0.8 19,1£50  7,8+0,5 31,4+34 391440 127+0,10 705+54 124+0,11 1,86
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Prilog 1. Nastavak
Uzorak Sadrioaj vode pf(:ffl;:ili;f\rfl(?s ¢ Sll((i):)e(;(()l:ta ?lgg:tl:;? HMF Glukoza Fruktoza  Saharoza %t:ﬁ:ﬁ;: Fruktoza / Glukoza /
(%) (mS/cm) (meq/kg) (DN) (mg/kg) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (/100 ) Glukoza Voda
S4 15,8+ 0,6 0,351 £ 0,003 25,0+09 17,2+4,5 0,3+0,1 36,139 397+4,0 0,05+001 759+58 1,10£0,09 2,29
SS 16,1 £0,6 0,298 £ 0,002 25,6+ 1,0 13,4+35 52+04 38,7+34 402+4,1 0,05+0,01 79,0+6,1 1,04+0,09 2,40
S6 17,8 £0,6 0,265 £ 0,002 18,2+0,9 12,7+£33 11,4+0,7 314+£33 394+40 0,05+001 70,8+54 1,25+0,11 1,76
S7 16,9+ 0,6 0,358 £ 0,006 29,1+1,1 28,7+ 74 29+0,2 343+3,7 36,1+3,7 0,11+£0,01 70,3+54 1,05+0,09 2,03
S8 13,0+ 0,5 0,397 + 0,003 22,8+0,9 21,2+5,5 4,6+0,3 32,6+3,5 354+3,6 0,12+0,01 68,0+52 1,08+0,10 2,51
S9 15,5+£0,6 0,429 £ 0,003 19,8+ 0,9 17,8 £4,6 1,0£0,1 372+40 382+39 038+0,03 754+58 1,03+0,09 2,40
S10 16,2+ 0,6 0,382 + 0,003 22,9+0,9 18,0 +4,7 6,6 £0,4 304+32 364+3,7 023+£002 668+51 1,19+0,11 1,88
Brassica napus
R1 16,4 +£0,6 0,205 £ 0,002 13,2+£0,6 21,8+5,7 7,6 £0,5 30,8+33 353+3,6 0,73+£0,06 66,1+51 1,15+£0,10 1,88
R2 19,2+ 0,7 0,125+ 0,001 7,6 +0,4 19,9+£5,2 54+04 333+3,6 340+3,5 0,14+0,01 673+52 1,02+0,09 1,74
R3 17,1£0,6 0,202 + 0,002 10,2+ 0,4 13,2+3,4 52+04 39,042  392+40 0,05+0,01 782+6,0 1,01+0,09 2,28
R4 16,9 +0,6 0,193 £ 0,002 9,8+04 17,7+£4,6 58+0,4 38,8+4,1 396+4,0 0,05+001 78,4+6,0 1,02+0,09 2,30
RS 18,0+ 0,6 0,106 £ 0,001 89+0,4 19,2+5,0 1,8+0,2 347+£3,7 351+£3,6 0,05+0,01 698+54 1,01+0,09 1,92
R6 17,0+ 0,6 0,227 £ 0,002 11,4£0,5 15,5+£4,0 0,3+0,1 36,3+39 36,8+3,7 0,05+0,01 73,2+56 1,01+0,09 2,14
R7 17,2+0,6 0,210 £ 0,002 13,7+£0,5 18,8+4,9 1,8+0,2 329+35 350+3,6 023+0,02 67,9+52 1,06+0,09 1,91
R8 17,8 £ 0,6 0,125+ 0,001 8,1+0,4 22,1+57 2,1+0,2 374+40 38,0£39 0,05+0,01 754+58 1,02+0,09 2,10
R9 17,1 £0,6 0,187 £ 0,002 13,7+£0,5 13,0£3,4 3,0+0,2 31,5+34 338+34 020+0,02 653+50 1,07+0,10 1,84
R10 16,9+ 0,6 0,254 + 0,002 12,4 +0,5 20,4+53 3,1+£0,2 30,132  329+33 0,18+0,01 63,0+49 1,09=+0,10 1,78
Honeydew
M1 16,6 £0,6 1,320+ 0,011 22,7+0,9 16,8 £4,4 4,8+0,3 258+27 327+33 0,20+£0,02 585+45 127+0,11 1,55
M2 16,4 +0,6 1,160 £ 0,010 30,0+ 1,4 21,3+5,6 26,1+ 1,6 258+27 332+34 0,170,011 59,045 1,29+0,11 1,58
M3 16,9 £ 0,6 1,523 £0,012 25,7+1,0 122+32 4,603 228+24 352+3,6 0,16+0,01 581+4,5 1,54+0,14 1,35
M4 15,2+0,6 2,110+ 0,017 494+1,8 12,5+32 0,7+0,1 20,6+22 29,1+£3,0 1,44+0,11 498+38 1,41+0,13 1,36
M5 15,4+ 0,6 1,517 £ 0,012 37,6 £ 1,4 39,8+ 10,3 1,3+0,1 253+27 345+3,5 0,83+0,06 598+4,6 1,37+0,12 1,64
M6 13,8+ 0,5 0,132+ 0,001 12,3+0,5 19,3£5,0 6,3+0,4 18,9+20 198+2,0 026+0,02 38,8+3,0 1,05+0,09 1,37
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Prilog 1. Nastavak
Uzorak Sadrioaj vode pf(:ffl;:ili;f\rfl(?s ¢ Sll((i):)e(;(()l:ta ?lgg:tl:;? HMF Glukoza Fruktoza  Saharoza %t:ﬁ:ﬁ;: Fruktoza / Glukoza /
(%) (mS/cm) (meq/kg) (DN) (mg/kg) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (/100 ) Glukoza Voda
M7 15,6 £0,6 1,134 £ 0,009 24,5+0,3 14,3+£3,7 3,7+£0,3 224+24  324+£33 124+0,10 548+42 1,44+0,13 1,44
M8 15,8+0,6 1,049 + 0,008 329+1,2 12,7+£33 6,7+0,4 26,2+2,8 31,8£32 093+007 580+£4,5 122+0,11 1,66
M9 16,2 +0,5 1,030+ 0,010 41,2+ 1,9 28,2+74 1,0+£0,1 26,5+2.8 36,5+3,7 0,00+0,00 63,0+4,8 1,38+0,12 1,64
M10 16,1 £0,5 0,681 £ 0,006 30,0+ 14 30,7£38,0 34+02 27,0£2,9 34,7+£3,5 0,07+£001 61,748 129+0,11 1,68
Ml1 15,0£0,5 1,250+ 0,010 31,5+ 1,5 273+7,1 1,1 £0,1 224+24 30,5+3,1 0,00£0,00 529+4,1 1,36=+0,12 1,49
M12 16,7+ 0,5 1,030+ 0,010 53,5+£25 36,0£9,4 1,0£0,1 254+27 33,7+£34 0,05+£0,01 59,1+4,5 1,33+0,12 1,52
M13 15,8+£0,5 1,110+ 0,010 349+1,6 29,1 +£7,6 3,1+£0,2 249+2,7 369+3,8 0,06+001 618+48 1,48+0,13 1,58
M14 16,9 £0,5 1,201 +0,010 350+ 1,6 33,0£8,6 1,3+0,1 30,0£32 40,0+4,1 0,00£0,00 70,0£54 133+0,12 1,77
M15 16,8 £ 0,5 1,380+ 0,010 31,2+1,5 33,2+8,7 1,4£0,1 258+28 352+£3,6 0,05+0,01 61,0+£4,7 1,36+0,12 1,53
Ml16 17,8+0,5 0,857 £ 0,007 279+1,3 33,1 £8,6 1,8+0,2 28,5+3,0 38,0£3,9 0,00+£000 665+51 1,33+0,12 1,60
M17 17,7+£0,5 0,901 £ 0,007 42,7+£2,0 39,1 £10,2 7,1£0,5 264+28 348+3,5 0,00+£0,00 612+47 1,32+0,12 1,49
M18 17,1 £0,5 1,290+ 0,010 323+1,5 31,5+£8,2 29+02 249+£2,7 36,0+£3,7 0,00+£000 609+47 144+0,13 1,46
M19 16,8 +0,5 0,656 + 0,005 35,7+ 1,7 16,5+43 37,8+23 245+2,6 29,6+3,0 0,14+0,01 54,1+42 1,21+0,11 1,50
M20 16,4+0,5 0,646 £ 0,005 292+14 12,0£3,1 42,7+£2,6 323+£34  40,0£4,1 0,06+£0,01 723+£56 124+0,11 1,98
M21 15,3+£0,5 0,826 + 0,007 31,824 23,5+6,1 2,2+0,2 243+26 31,5+£32 0,24+0,02 558+43 1,30+0,12 1,59
M22 15,3+0,5 1,100 + 0,010 329+25 23,8+6,2 0,6 £0,1 19,3+2,1 298+3,0 1,51+0,12 49,1+3,8 1,55+0,14 1,26
M23 152+0,5 0,527 £ 0,004 273+2,1 21,6 £5,7 44+0,3 20,8+22 36,5+3,7 1,42+0,11 573+44 1,76+0,16 1,36
M24 15,0+0,5 0,861 + 0,007 32,0+£24 24,8+ 6,5 1,2+0,1 22,0+2,3 33,7+34 0,17+0,01 556+43 1,53+0,14 1,46
M25 16,8+ 0,5 0,956 £ 0,008 33,625 30,4+£7,9 1,0£0,1 23,7+£2,5 34,6+£3,5 0,16+001 583+45 146+0,13 1,41
M26 17,1+£0,5 0,815+ 0,007 29,3+2,2 143+£3,8 1,8+0,2 26,6+2,8 37,5+3,8 0,00£000 64,1+49 141+0,13 1,56
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Prilog 2. Studija stabilnosti slobodne kiselosti tokom godinu dana na primeru autenti¢nih uzoraka bagremovog meda

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A3 meseca % Poveéanja A9 meseci % Povecanja A 12 meseci % Povecanja
Bl 9,46 9,79 11,71 1,92 19,6 0,33 0,4 2,25 23,8
B2 8,89 9,68 9,81 0,12 1,3 0,79 0,9 0,92 10,3
B3 9,07 10,31 10,73 0,42 4,0 1,24 1,4 1,66 18,3
B4 8,13 8,95 9,09 0,14 1,6 0,82 1,0 0,96 11,8
BS 7,71 8,50 8,72 0,22 2,6 0,79 1,0 1,01 13,1
B6 8,01 8,53 9,77 1,24 14,6 0,52 0,6 1,76 22,0
B7 7,84 8,45 8,79 0,34 4,1 0,61 0,8 0,95 12,1
B8 7,80 8,47 8,60 0,13 1,6 0,67 0,9 0,80 10,3
B9 7,07 7,27 7,34 0,07 1,0 0,20 0,3 0,27 3,8
B10 7,59 8,03 8,16 0,13 1,6 0,44 0,6 0,57 7,5
BI11 10,73 11,11 11,30 0,19 1,7 0,38 0,4 0,57 53
B12 7,63 8,06 8,24 0,18 2,2 0,43 0,6 0,61 8,0
BI13 7,52 7,98 8,08 0,10 1,2 0,46 0,6 0,56 7,4
B14 10,08 11,33 10,39 -0,94 -8,3 1,25 1,2 0,31 3,1
BI15 7,26 7,45 7,49 0,04 0,5 0,19 0,3 0,23 32
B16 7,08 7,56 7,68 0,12 1,6 0,48 0,7 0,60 8,5
B17 7,41 7,66 7,73 0,07 0,9 0,25 0,3 0,32 4,3
BI18 7,28 7,33 7,35 0,02 0,3 0,05 0,1 0,07 1,0
B19 9,97 10,00 10,02 0,02 0,2 0,03 0,1 0,05 0,5
B20 9,70 9,78 9,81 0,03 0,3 0,08 0,1 0,11 1,1
B21 8,25 8,36 8,39 0,03 0,3 0,11 0,1 0,14 1,6
B22 10,21 10,36 10,42 0,06 0,6 0,15 0,2 0,21 2,1
B23 8,42 8,43 8,70 0,27 3,2 0,01 0,1 0,28 3.4
B24 7,94 7,97 10,16 2,19 27,5 0,03 0,1 2,22 28,0
B25 8,17 8,27 8,34 0,07 0,8 0,10 0,1 0,17 2,1
B26 7,69 7,81 7,87 0,06 0,8 0,12 0,2 0,18 2,3

135



Mihajlo V. Jakanovski Doktorska disertacija PRILOG

Prilog 2. Nastavak

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A3 meseca % Poveéanja A9 meseci % Povecanja A 12 meseci % Povecanja
B27 8,76 9,10 9,20 0,10 1,1 0,34 0,4 0,44 5,0
B28 7,45 7,66 7,71 0,05 0,6 0,21 0,3 0,26 3,5
B29 6,91 7,00 7,05 0,05 0,7 0,09 0,1 0,14 2,0
B30 6,50 6,52 6,52 0,00 0,1 0,02 0,1 0,02 0,4
B31 8,16 8,25 8,26 0,01 0,2 0,09 0,1 0,10 1,2
B32 8,81 8,90 8,95 0,05 0,6 0,09 0,1 0,14 1,5
B33 9,42 9,51 9,56 0,05 0,5 0,09 0,1 0,14 1,5
B34 8,87 9,02 9,16 0,14 1,5 0,15 0,2 0,29 3.3
B35 8,07 8,35 8,41 0,06 0,7 0,28 0,4 0,34 4,2
B36 8,50 8,67 9,03 0,36 4,1 0,17 0,2 0,53 6,2
B37 8,39 9,39 9,66 0,27 2,9 1,00 1,2 1,27 15,1
B38 9,16 9,31 9,70 0,40 4,2 0,15 0,2 0,54 59
B39 9,22 9,28 9,31 0,03 0,3 0,06 0,1 0,09 1,0
B40 7,38 7,59 7,60 0,02 0,2 0,21 0,3 0,22 3,0
B41 7,87 8,18 8,27 0,09 1,1 0,31 0,4 0,40 5,1
B42 7,77 8,29 8,40 0,11 1,4 0,52 0,7 0,63 8,1
B43 7,37 7,65 7,77 0,12 1,6 0,28 0,4 0,40 54
B44 7,42 8,14 8,25 0,11 1,4 0,72 1,0 0,83 11,2
B45 7,41 7,57 7,66 0,09 1,2 0,16 0,2 0,25 3.4
B46 7,21 7,43 7,49 0,06 0,8 0,22 0,3 0,28 3,9
B47 7,70 7,87 7,92 0,05 0,7 0,17 0,2 0,22 2,9
B48 10,33 10,50 10,59 0,09 0,9 0,17 0,2 0,26 2,5
B49 7,89 8,08 8,16 0,08 1,0 0,19 0,2 0,27 3.4
B50 9,40 9,88 10,02 0,14 1,5 0,48 0,5 0,62 6,6
B51 7,03 7,44 7,64 0,20 2,8 0,41 0,6 0,61 8,7
B52 7,51 8,04 8,16 0,12 1,5 0,53 0,7 0,65 8,7
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Prilog 2. Nastavak

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A3 meseca % Poveéanja A9 meseci % Povecanja A 12 meseci % Povecanja
BS3 8,70 8,89 8,92 0,03 0,3 0,19 0,2 0,22 2,6
B54 9,10 9,20 9,23 0,03 0,3 0,10 0,1 0,13 1,4
B55 7,35 7,50 7,56 0,06 0,8 0,15 0,2 0,21 2,9
B56 6,57 7,00 7,12 0,12 1,8 0,43 0,6 0,55 8,4
B57 7,39 7,53 7,58 0,05 0,7 0,14 0,2 0,19 2,6
B58 7,82 8,03 8,10 0,07 0,9 0,21 0,3 0,28 3,6
B59 7,72 7,73 7,74 0,01 0,1 0,01 0,1 0,02 0,3
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Prilog 3. Studija stabilnosti pH—vrednosti vodenog rastvora tokom godinu dana na primeru autenti¢nih uzoraka bagremovog meda

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A 3 meseca % Smanjenja A9 meseci % Smanjenja A 12 meseci % Smanjenja
B1 4,24 4,16 4,01 0,15 3,6 0,08 0,2 0,23 54
B2 4,19 4,09 4,05 0,04 1,0 0,10 0,2 0,14 3,3
B3 4,00 3,91 3,91 0,00 0,0 0,09 0,2 0,09 2,2
B4 4,20 4,11 4,07 0,04 1,0 0,09 0,2 0,13 3,1
BS5 4,24 4,16 4,15 0,01 0,2 0,08 0,2 0,09 2,1
B6 4,29 4,21 4,14 0,07 1,7 0,08 0,2 0,15 3,5
B7 4,29 4,20 4,15 0,05 1,2 0,09 0,2 0,14 3,3
B8 4,13 4,06 4,04 0,02 0,5 0,07 0,2 0,09 2,2
B9 4,19 4,14 4,13 0,01 0,2 0,05 0,1 0,06 1,4
B10 4,20 4,15 4,13 0,02 0,5 0,05 0,1 0,07 1,7
B11 4,17 4,12 4,09 0,03 0,7 0,05 0,1 0,08 1,9
B12 4,19 4,17 4,15 0,02 0,5 0,02 0,1 0,04 1,0
B13 4,23 4,19 4,12 0,07 1,7 0,04 0,1 0,11 2,6
B14 4,18 4,11 4,09 0,02 0,5 0,07 0,2 0,09 2,2
BI15 4,42 4,37 4,28 0,09 2,1 0,05 0,1 0,14 3,2
Bl16 4,28 4,24 4,22 0,02 0,5 0,04 0,1 0,06 1,4
B17 4,41 4,36 4,35 0,01 0,2 0,05 0,1 0,06 1,4
B18 4,20 4,16 4,12 0,04 1,0 0,04 0,1 0,08 1,9
B19 4,22 4,19 4,13 0,06 1,4 0,03 0,1 0,09 2,1
B20 4,19 4,16 4,11 0,05 1,2 0,03 0,1 0,08 1,9
B21 4,16 4,14 4,10 0,04 1,0 0,02 0,1 0,06 1,4
B22 4,19 4,17 4,12 0,05 1,2 0,02 0,1 0,07 1,7
B23 4,30 4,27 4,22 0,05 1,2 0,03 0,1 0,08 1,9
B24 4,36 4,32 4,30 0,02 0,5 0,04 0,1 0,06 1,4
B25 4,12 4,12 4,14 -0,02 -0,5 0,00 0,0 -0,02 -0,5
B26 4,19 4,18 4,14 0,04 1,0 0,01 0,0 0,05 1,2
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Prilog 3. Nastavak

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A 3 meseca % Smanjenja A9 meseci % Smanjenja A 12 meseci % Smanjenja
B27 4,15 4,13 4,10 0,03 0,7 0,02 0,1 0,05 1,2
B28 4,21 4,20 4,17 0,03 0,7 0,01 0,1 0,04 1,0
B29 4,18 4,18 4,11 0,07 1,7 0,00 0,0 0,07 1,8
B30 4,17 4,18 4,16 0,02 0,5 -0,01 -0,1 0,01 0,2
B31 4,27 4,27 4,23 0,04 0,9 0,00 0,0 0,04 0,9
B32 4,13 4,14 4,10 0,04 1,0 -0,01 -0,1 0,03 0,7
B33 4,06 4,04 4,01 0,03 0,7 0,02 0,1 0,05 1,2
B34 4,07 4,04 3,99 0,05 1,2 0,03 0,1 0,08 2,0
B35 4,15 4,12 4,08 0,04 1,0 0,03 0,1 0,07 1,7
B36 4,08 4,06 4,01 0,05 1,2 0,02 0,1 0,07 1,7
B37 4,22 4,17 4,10 0,07 1,7 0,05 0,1 0,12 2,8
B38 4,23 4,19 4,15 0,04 1,0 0,04 0,1 0,08 1,9
B39 4,26 4,21 4,19 0,02 0,5 0,05 0,1 0,07 1,6
B40 4,30 4,27 4,23 0,04 0,9 0,03 0,1 0,07 1,6
B41 4,40 4,34 4,28 0,06 1,4 0,06 0,1 0,12 2,7
B42 4,42 4,35 4,30 0,05 1,2 0,07 0,2 0,12 2,7
B43 4,25 4,20 4,18 0,02 0,5 0,05 0,1 0,07 1,6
B44 4,32 4,22 4,19 0,03 0,7 0,10 0,2 0,13 3,0
B45 4,23 4,18 4,14 0,04 1,0 0,05 0,1 0,09 2,1
B46 4,24 4,20 4,16 0,04 1,0 0,04 0,1 0,08 1,9
B47 4,21 4,16 4,12 0,04 1,0 0,05 0,1 0,09 2,1
B48 4,23 4,18 4,17 0,01 0,2 0,05 0,1 0,06 1,4
B49 4,33 4,30 4,28 0,02 0,5 0,03 0,1 0,05 1,2
B50 4,21 4,16 4,15 0,01 0,2 0,05 0,1 0,06 1,4
B51 4,36 4,30 4,25 0,05 1,2 0,06 0,1 0,11 2,5
B52 4,16 4,14 4,12 0,02 0,5 0,02 0,1 0,04 1,0
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Prilog 3. Nastavak

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A 3 meseca % Smanjenja A9 meseci % Smanjenja A 12 meseci % Smanjenja
BS53 4,07 4,06 4,04 0,02 0,5 0,01 0,1 0,03 0,7
B54 4,30 4,15 4,11 0,04 1,0 0,15 0,4 0,19 4,4
B55 4,19 4,20 4,16 0,04 1,0 -0,01 -0,1 0,03 0,7
B56 4,27 4,24 4,22 0,02 0,5 0,03 0,1 0,05 1,2
B57 4,41 4,37 4,35 0,02 0,5 0,04 0,1 0,06 1,4
B58 4,29 4,27 4,24 0,03 0,7 0,02 0,1 0,05 1,2
B59 4,24 4,22 4,22 0,00 0,0 0,02 0,1 0,02 0,5
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Prilog 4. Studija stabilnosti sadrzaja HMF-a tokom godinu dana na primeru autenti¢nih uzoraka bagremovog meda

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A 3 meseca A 9 meseci A 12 meseci
Bl n.k. 4,37 5,16 0,79 4,37 5,16
B2 n.k. 3,59 4,78 1,19 3,59 4,78
B3 n.k. 2,43 4,53 2,10 2,43 4,53
B4 0,68 3,50 4,32 0,83 2,82 3,64
BS 0,69 2,50 4,54 2,04 1,82 3,85
B6 0,51 2,39 3,92 1,54 1,88 3,41
B7 0,79 3,02 4,78 1,76 2,24 3,99
B8 0,67 3,08 5,44 2,36 2,42 4,78
B9 0,30 2,22 4,63 2,41 1,93 4,34
B10 0,37 1,99 4,63 2,64 1,63 4,27
BI11 1,47 4,92 6,16 1,24 3,46 4,69
B12 1,02 3,13 4,25 1,12 2,11 3,23
BI13 0,50 2,87 4,20 1,33 2,37 3,70
B14 1,37 3,73 5,27 1,55 2,36 3,90
BI15 0,89 2,60 3,73 1,13 1,72 2,84
B16 0,51 2,19 3,42 1,23 1,68 2,91
B17 0,77 2,25 3,43 1,18 1,49 2,67
BI18 n.k. 2,53 4,10 1,58 2,53 4,10
B19 0,50 3,59 5,58 1,99 3,10 5,09
B20 0,74 3,37 5,24 1,88 2,63 4,51
B21 0,53 3,01 4,11 1,10 2,48 3,58
B22 1,59 3,68 5,60 1,92 2,09 4,01
B23 0,50 2,11 3,33 1,22 1,62 2,83
B24 0,83 2,26 3,68 1,42 1,43 2,85
B25 0,14 2,79 3,96 1,18 2,65 3,83
B26 0,23 2,47 3,72 1,25 2,24 3,49
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Prilog 4. Nastavak

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A 3 meseca A 9 meseci A 12 meseci
B27 0,36 2,58 4,01 1,43 2,22 3,65
B28 0,70 2,89 4,15 1,26 2,20 3,45
B29 0,02 2,13 2,99 0,86 2,11 2,97
B30 n.k. 2,01 3,17 1,17 2,01 3,17
B31 0,33 2,70 3,98 1,28 2,38 3,66
B32 0,21 3,29 4,63 1,34 3,08 4,42
B33 n.k. 2,55 3,89 1,35 2,55 3,89
B34 n.k. 2,60 3,03 0,43 2,60 3,03
B35 0,61 3,18 4,92 1,74 2,58 4,32
B36 0,58 3,08 4,59 1,51 2,51 4,02
B37 0,69 2,37 3,39 1,02 1,68 2,70
B38 0,83 2,58 4,48 1,90 1,75 3,65
B39 0,46 2,43 3,50 1,07 1,97 3,04
B40 0,91 3,48 4,94 1,46 2,57 4,03
B41 0,64 2,86 4,25 1,40 2,22 3,61
B42 0,23 2,26 2,85 0,59 2,03 2,62
B43 0,71 2,81 3,77 0,96 2,10 3,06
B44 0,18 2,09 2,97 0,88 1,91 2,79
B45 0,39 2,34 3,22 0,89 1,95 2,83
B46 0,26 2,46 3,56 1,10 2,20 3,30
B47 0,72 2,36 3,19 0,83 1,64 2,47
B48 0,22 2,49 3,29 0,80 2,27 3,07
B49 0,34 2,48 4,06 1,58 2,14 3,72
B50 0,36 2,03 4,17 2,14 1,67 3,81
B51 0,65 2,50 4,12 1,63 1,85 3,48
B52 0,81 2,60 4,66 2,06 1,79 3,85
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Prilog 4. Nastavak

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A 3 meseca A 9 meseci A 12 meseci
BS3 0,55 3,25 4,78 1,54 2,70 4,24
BS54 0,63 2,32 4,38 2,07 1,69 3,76
BSS 2,01 2,13 3,72 1,60 0,12 1,72
B56 2,38 2,86 4,21 1,35 0,48 1,83
B57 1,36 1,77 3,58 1,81 0,42 2,22
B58 1,22 2,11 3,65 1,54 0,90 2,43
B59 1,54 2,46 3,56 1,11 0,92 2,03

n.k. — nije kvantifikovan

143



Mihajlo V. Jakanovski

Doktorska disertacija

PRILOG

Prilog 5. Studija stabilnosti aktivnosti dijastaze tokom godinu dana na primeru autenti¢nih uzoraka bagremovog meda

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A 3 meseca % Smanjenja A9 meseci % Smanjenja A 12 meseci % Smanjenja
B1 20,4 16,4 15,6 0,8 4,9 4,0 2,0 4,8 23,5
B2 24,0 19,7 16,9 2,8 14,2 4,3 1,8 7,1 29,6
B3 16,4 13,9 11,5 2,4 17,3 2,5 1,5 4,9 29,9
B4 16,8 14,5 12,7 1,8 12,4 2,3 1,4 4,1 244
BS5 16,3 13,3 12,4 0,9 6,8 3,0 1,8 3,9 23,9
B6 12,9 10,6 9,6 1,0 9,4 2,3 1,8 3,3 25,6
B7 19,4 16,8 14,9 1,9 11,3 2,6 1,3 4,5 23,2
B8 16,3 13,9 13,0 0,9 6,5 2,4 1,5 3,3 20,2
B9 17,0 12,1 10,0 2,1 17,4 4,9 2,9 7,0 41,2
B10 11,6 9,1 8,0 1,1 12,1 2,5 2,2 3,6 31,0
B11 21,1 17,2 15,0 2,2 12,8 3,9 1,8 6,1 28,9
B12 16,8 14,3 12,6 1,7 11,9 2,5 1,5 4,2 25,0
B13 18,9 16,3 14,6 1,7 10,4 2,6 1,4 4,3 22,8

B14 22,5 18,7 16,6 2,1 11,2 3,8 1,7 5,9 26,2
BI15 14,7 14,2 13,8 0,4 2,8 0,5 0,3 0,9 6,1

Bl16 17,2 13,6 12,2 1,4 10,3 3,6 2,1 5,0 29,1
B17 14,9 12,8 11,9 0,9 7,0 2,1 1,4 3,0 20,1
B18 12,9 10,7 9,9 0,8 7,5 2,2 1,7 3,0 23,3
B19 21,2 17,9 16,2 1,7 9,5 33 1,6 5,0 23,6
B20 24,7 21,0 20,2 0,8 3.8 3,7 1,5 4,5 18,2
B21 20,2 18,4 16,6 1,8 9,8 1,8 0,9 3,6 17,8
B22 22,5 18,0 15,9 2,1 11,7 4,5 2,0 6,6 29,3
B23 11,5 9,1 8,4 0,7 7,7 2,4 2,1 3,1 27,0
B24 18,8 16,2 15,5 0,7 4,3 2,6 1,4 33 17,6
B25 17,2 13,2 11,5 1,7 12,9 4,0 2,3 5,7 33,1
B26 16,1 13,1 11,3 1,8 13,7 3,0 1,9 4,8 29,8
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Prilog 5. Nastavak

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A 3 meseca % Smanjenja A9 meseci % Smanjenja A 12 meseci % Smanjenja
B27 17,6 9,0 6,5 2,5 27,8 8,6 4,9 11,1 63,1
B28 10,8 10,5 10,3 0,2 1,9 0,3 0,3 0,5 4,6
B29 12,5 10,5 9,8 0,7 6,7 2,0 1,6 2,7 21,6
B30 11,9 10,4 10,0 0,4 3,8 1,5 1,3 1,9 16,0
B31 19,1 17,3 16,8 0,5 2,9 1,8 0,9 2,3 12,0
B32 16,3 14,8 14,0 0,8 5,4 1,5 0,9 2,3 14,1
B33 16,4 14,0 13,1 0,9 6,4 2,4 1,5 3,3 20,1
B34 12,9 10,2 9,1 1,1 10,8 2,7 2,1 3,8 29,5
B35 11,9 10,3 9,7 0,6 5,8 1,6 1,3 2,2 18,5
B36 15,6 13,1 11,8 1,3 9,9 2,5 1,6 3,8 24,4
B37 18,2 16,3 15,2 1,1 6,8 1,9 1,0 3,0 16,5
B38 18,6 16,0 15,4 0,6 3,8 2,6 1,4 3,2 17,2
B39 20,2 18,5 16,4 2,1 11,4 1,7 0,8 3,8 18,8
B40 16,9 13,7 12,9 0,8 5,8 3,2 1,9 4,0 23,7
B41 20,5 16,9 15,6 1,3 7,7 3,6 1,8 4,9 23,9
B42 11,2 10,1 8,8 1,3 12,9 1,1 1,0 2.4 21,4
B43 17,0 14,2 12,4 1,8 12,7 2,8 1,7 4,6 27,1
B44 17,1 14,5 12,6 1,9 13,1 2,6 1,5 4,5 26,3
B45 19,2 16,8 15,0 1,8 10,7 24 1,2 4,2 21,9
B46 19,1 16,1 14,6 1,5 9,3 3,0 1,6 4,5 23,6
B47 18,8 15,3 13,2 2,1 13,7 3,5 1,9 5,6 29,8
B48 23,7 20,7 18,8 1,9 9,2 3,0 1,3 4,9 20,7
B49 249 19,4 18,7 0,7 3,6 5,5 2,2 6,2 24,9
B50 22,1 19,3 17,1 2,2 11,4 2,8 1,3 5,0 22,6
B51 18,9 16,8 16,3 0,5 3,0 2,1 1,1 2,6 13,8
B52 18,6 17,0 16,7 0,3 1,8 1,6 0,9 1,9 10,2
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Prilog 5. Nastavak

Uzorak Jul 2022. April 2023. Jul 2023. A 3 meseca % Smanjenja A9 meseci % Smanjenja A 12 meseci % Smanjenja
BS53 17,5 16,1 14,7 1,4 8,7 1,4 0,8 2,8 16,0
B54 19,2 16,1 14,9 1,2 7,4 3,1 1,6 4,3 22,4
BS55 16,4 15,2 14,7 0,5 3,3 1,2 0,7 1,7 10,4
B56 17,0 15,2 14,9 0,3 2,0 1,8 1,1 2,1 12,4
B57 15,6 14,9 14,6 0,3 2,0 0,7 0,4 1,0 6,4
B58 14,8 14,4 14,3 0,1 0,7 0,4 0,3 0,5 34
B59 16,3 15,7 15,1 0,6 3,8 0,6 0,4 1,2 7,4
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Prilog 6. Odnosi stabilnih izotopa ugljenika analiziranih uzoraka meda

Uzorak O13C Med (%o)  8'3C Protein (%0) AS8'3C (protein - med) (%) Sadrzaj $eéera C4 biljaka (%)
Robinia pseudoacacia
B1 -26,0+0,7 -26,2 +0,6 -0,16 -0,9+0,1
B2 -26,1+0,7 -26,0 £ 0,6 0,10 0,6 £0,1
B3 248+1,1 -25,0+1,3 -0,23 -1,5+0,1
B4 264+12 26,1+ 1.4 0,26 1.6+02
BS 263+12 26,1+ 14 0,20 12+0.1
B6 -25,7+1,1 -259+1,4 -0,18 -1,1 £0,1
B7 261+12 258+ 14 0,32 20402
B8 248 +1,1 -25,0+1,3 -0,15 -1,0+£0,1
B9 248 +1,1 24,6 +1,3 0,25 1,7+0,2
B10 262+12 259+ 14 0,32 20402
Bl11 25,6 +1,1 -258+1,4 -0,20 -1,2+0,1
BI2 25.6+0,7 252406 0,35 23401
BI13 -26,4+£0,7 -26,5+0,6 -0,10 -0,6 £0,1
Bl4 238+ 1.1 242+13 -0.42 2,902
B15 255+ 1,1 253413 0,23 14201
BI6 250+ 1,1 253+13 -0,28 1802
B17 239+ 1.1 245+13 -0,60 4003
BI8 249+1,1 245413 0,30 20402
BI9 240+ 1,1 D44+13 0,45 3103
B20 242+11 237413 0,50 36403
B21 -252+1,1 -253+13 -0,15 -1,0£0,1
B22 247+1,1 252+13 0,47 3.0£02
B23 -25,5+0,7 -24,7+0,6 0,83 5,5+0,2
B24 255+0,7 253406 0,17 1,1+0,1
B25 262412 257+ 14 0,54 34403
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Prilog 6. Nastavak

Uzorak O13C Med (%o)  8'3C Protein (%o) AS'3C (protein - med) (%o) Sadriaj Sefera C4 biljaka (%)
B26 -26,5+1,2 -26,0+ 1,4 0,50 3,0+£0,2
B27 -255+1,1 25,7+1,4 -0,22 -1,4+£0,1
B28 254+1,1 247413 0,62 4103
B29 254 +1,1 24,7+1,3 0,72 48+04
B30 25,1+£1,1 24,4+ 1,3 0,66 45+0,3
B31 262412 256+ 1.4 0,58 3,6+03
B32 249+1,1 24,1+1,3 0,76 5,3+0,4
B33 249+1,1 246+13 0,25 17402
B34 24,8 +0,7 -25,2+0,6 -0,44 -29+0,1
B35 -26,1+0,7 -25,5+0,6 0,55 3,5+0,2
B36 247+1,1 243413 0,46 32403
B37 -239+1,1 -24,5+1,3 -0,64 -43+0,3
B38 248+ 1,1 -243+1,3 0,49 3,4+0,3
B39 -252+1,1 24,6 +1,3 0,55 3,7+0,3
B40 259412 256+ 1.4 0,31 2,002
B41 23,8+ 1,1 -24,5+1,3 -0,66 -4,5+0,3
B42 241+1,1 237+13 0,44 32403
B43 242+1,1 244413 0,13 20,9+0,1
B44 =255+ 1,1 -252+1,3 0,24 1,6 £0,1
B45 254407 2250+ 0,6 0,41 2.7+0,1
B46 24,5+ 0,7 -242 +0,6 0,25 1,8 £0,1
B47 -25,6 £1,1 -250+13 0,59 3,9+0,3
B48 238+1,1 242+13 0,34 2.4+02
B49 248+1,1 246+13 0,18 12+0,1
B30 257+1,1 258+ 1.4 0,12 20,8+0,1
B51 242+1,1 243+13 0,14 21,0£0,1
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Prilog 6. Nastavak

Uzorak O13C Med (%o)  8'3C Protein (%o) AS'3C (protein - med) (%o) Sadriaj Sefera C4 biljaka (%)

B52 -26,3+1,1 -259+14 0,40 2,5+0,2
B53 -25,7+1,1 -26,1 £ 14 -0,39 -2,4+0,2
B54 24,1+£1,1 245+1,3 -0,36 -24+0,2
B55 -253+1,1 -249+1,3 0,42 2,8+0,2
B56 -24,5+0,7 -25,1+0,6 -0,56 -3,7+0,2
B57 -26,5+0,7 -25,9+0,6 0,61 3,8+0,2
B58 -262+1,2 257+14 0,52 33+£0,3
B59 -26,4+1,2 -264+ 1,4 -0,06 -0,4+0,1
B60 -23.8+1,1 244+1,3 -0,61 -42+0,3
B61 249+1,1 -255+1,3 0,66 42+03
B62 -259+1,2 -253+1,3 -0,63 -4,0+0,3
B63 253+1,1 247+1,3 -0,60 -40+0,3
Bo64 -248+1,1 244+1,3 -0,42 -2,8+0,2
B65 -254+1,1 -248+1,3 -0,65 -43+0,3
B66 -256+1,1 -250+1,3 -0,68 -45+03
B67 -239+1,0 -246+1,3 0,68 4,6+0,4
B68 249+1,1 258+14 0,89 5,5+0,4
B69 -243+1,0 -238+1,.2 -0,49 -3,5+0,3
B70 25,7+ 1,1 240+1,2 -1,65 -11,5+0,8
B71 273+1,2 -26,7+ 1,4 -0,55 -32+03
B72 -222+1,0 n.i. n.i. n.k.
B73 =255+ 1,1 25,6+ 1,3 0,05 0,3+0,1
B74 -250+1,1 -252+13 0,18 1,1 +£0,1
Tilia cordata

L1 -26,0+£0,7 -26,8+0,6 -0,81 -48+0,2
L2 -26,6 £0,7 -27,2+0,6 -0,58 -3,3+0,2
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Prilog 6. Nastavak

Uzorak O13C Med (%o)  8'3C Protein (%o) AS'3C (protein - med) (%o) Sadriaj Sefera C4 biljaka (%)
L3 -26,1 1,2 27,7+ 1,5 -1,59 -8,9+£0,6
L4 -26,0+1,2 27,0+1,4 -0,93 -54+0,4
L5 -26,9 £ 1,2 26,4+ 1,4 0,43 2,6+0,2
L6 -26,0+1,2 -25,4+1,3 -0,64 -4,1+0,3
L7 26,0+12 255+13 -0,48 3,0+02
L8 25,0+1,1 254413 0,42 2.6+02
L9 -26,8+1,2 273+1,4 -0,58 -33+0,3
L10 -26,3+1,2 27,0+ 1,4 -0,70 -4,0+0,3
L11 -26,5+1,2 -259+1,4 -0,53 -2,8+£0,2
L12 254+1,1 26,0+ 1,4 0,60 3,7+0,3
L13 252+1,1 -255+13 0,29 1,8 +£0,2
L14 27,1+1,2 273+1,4 -0,21 -1,2+0,1
L15 27,0+ 1,2 n.i. n.i. n.k.
L16 27,1 +£1,2 -27,9+1,5 -0,8 -4,4+0,3
L17 272412 265+ 1.4 0,73 44+03
L18 -26,1+1,2 27,0+ 14 -0,87 -5,0+0,4
Helianthus annuus
S 28,1408 274406 0,67 3.8+0.2
S2 -27,3+0,8 -26,3+0,6 1,03 6,2+0,3
s3 263+12 27,0+ 1.4 -0,66 3.8+03
S4 -282+1,2 27,0+ 14 1,16 6,7+0,5
S5 -28,0+£ 1,2 269+ 14 1,07 6,2+0,5
S6 277412 278415 0,20 S1,1£0,1
S7 -27,6 £0,8 -27,4+0,6 0,24 1,4+£0,1
S8 283+08 26,4+ 0,6 1,94 11,6+04
9 27,6412 270+ 14 0,58 3.4+03
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Prilog 6. Nastavak

Uzorak 313C Med (%o)

313C Protein (%o)

ASBC (protein - med) (%o)

SadrZaj Secera C4 biljaka (%)

S10 -26,4+£1,2 -259+14 0,43 2,7+0,2
Brassica napus
R1 -26,6 £1,2 -26,7+ 1,4 -0,10 -0,6 £0,1
R2 -285+1,3 -284+1,5 0,14 0,8+0,1
R3 -299+ 1,3 -284+1,5 1,45 7,7+0,6
R4 -28,4+1,2 -28,0+ 1,5 0,32 1,8 +0,2
RS -28,8+1,3 272+14 1,57 9,0+0,6
R6 -28,2+1,2 -283+1,5 -0,17 -0,9+0,1
R7 -28,8+1,3 -284+1,5 0,35 1,8 +0,2
R8 -29,1+£1,3 -29.0£ 1,5 0,14 0,7+0,1
R9 -299+ 1,3 -28,7+ 1,5 1,21 6,4+0,4
R10 -29.0+£1,3 -29,6 £ 1,6 -0,67 -3,4+£0,2
Honeydew
M1 -283+1,3 27,7+ 14 0,55 3,1+0,2
M2 274+£1.2 25,1+£1,3 2,34 152+1,0
M3 -27,2+1,2 -252+1,3 2,05 13,2+0,9
M4 -27,3+£1,2 241+£1,3 3,22 223+1,5
M5 -27,3+£0,8 -25,5+£0,6 1,83 11,6 0,4
M6 -27,4+0,8 n.i n.i n.k.
M7 -26,0£0,7 -27,0£0,6 -0,96 -5,5+£0,2
M8 27,0+ 1,2 -26,5+ 1,4 0,48 2,8+0,2
M9 -26,1+ 1,0 -26,3+£0,5 -0,21 -1,2+0,1
M10 -26,1 £1,0 -26,7+0,5 -0,63 -3,7+0,2
M1 -26,8+1,0 -26,7+0,5 0,04 0,2+0,1
M12 -25,5+0,9 -25,8+0,5 -0,28 -1,7+0,1
M13 -26,3+£1,0 -26,9+£0,5 -0,55 -32+0,2
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Prilog 6. Nastavak

Uzorak 813C Med (%o)  83C Protein (%0) A8 C (protein - med) (%o)  SadrZaj Secera - C4 biljaka (%)

M14 -26,3+ 1,0 -26,5+0,5 -0,19 -1,1£0,1
M15 -25,9+ 1,0 -26,5+0,5 -0,58 -3,5+0,2
Ml16 -25,5+0,7 -25,1+0,6 0,44 2,8 £0,1
M17 -26,5+0,7 -26,1 £0,6 0,46 2,8+£0,1
M18 -25,7+0,7 -25,3+0,6 0,39 2,4+0,1
M19 -259+1,2 -253+1,3 0,61 3,9+0,3
M20 -254+1,0 -254+13 -0,05 -0,3+0,1
M21 -26,3+ 1,0 -25,6 0,5 0,71 4,5+0,2
M22 -26,0+ 1,0 -25,6 £0,5 0,42 2,8+£0,2
M23 -25,9+ 1,0 -25,4+0,5 0,43 2,7+£0,2
M24 -26,0+ 1,0 -25,8+0,5 0,19 1,1 +£0,1
M25 -26,0+ 1,0 -26,0+0,5 0,07 0,4=+0,1
M26 -26,1+ 1,0 -26,0 + 0,5 0,09 0,5=+0,1

n.i. — nije izolovan, n.k. — nije kvantifikovan
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Prilog 7. Sadrzaj pojedinacnih pecera (g/100 g) — validacija metode
Uzorak Trehaloza Melibioza Saharoza Izomaltoza Rafinoza Maltoza Erloza Suma

CS1 0,0057 £ 0,0003 0,022 £ 0,002 0,43 +£0,02 1,01 £0,06 0,018 + 0,003 0,60 + 0,03 0,100 + 0,004 2,2+0,2
CS1 0,0063 £ 0,0003 0,017 + 0,002 0,43+ 0,02 0,99 +£ 0,06 0,017 + 0,003 0,57 + 0,02 0,105+ 0,004 2,1+0,2
CS1 0,0065 £ 0,0003 0,023 + 0,002 0,44 £ 0,02 1,07 + 0,06 0,018 + 0,003 0,62 + 0,03 0,101 + 0,004 2,3+0,2
CS1 0,0061 £ 0,0003 0,026 + 0,002 0,45+0,03 1,09 + 0,06 0,019 + 0,004 0,62 +£0,03 0,104 + 0,004 2,3+0,2
CS1 0,0063 £ 0,0003 0,025 + 0,002 0,46 0,03 1,12+£0,07 0,020 + 0,004 0,65+ 0,03 0,105+ 0,004 2,4+0,2
CS1 0,0063 £ 0,0003 0,023 + 0,002 0,46 +£ 0,02 1,13+ 0,07 0,022 + 0,004 0,63 +0,03 0,097 + 0,004 2,4+0,2
CS2 0,0064 + 0,0003 0,024 + 0,002 0,47+0,03 1,10+ 0,06 0,017 + 0,003 0,64 + 0,03 0,105+ 0,004 2,4+0,2
CS2 0,0061 £ 0,0003 0,026 + 0,002 0,47+0,03 1,08 £ 0,06 0,010 + 0,002 0,65+ 0,03 0,109 + 0,004 2,3+0,2
CS2 0,0064 £ 0,0003 0,025 + 0,002 0,47+0,03 1,13+ 0,07 0,020 + 0,004 0,64 £0,03 0,104 + 0,004 2,4+0,2
CS2 0,0064 + 0,0003 0,025 + 0,002 0,47+0,03 1,13 +£0,07 0,022 + 0,004 0,65+ 0,03 0,100 + 0,004 2,4+0,2
CS2 0,0066 =+ 0,0003 0,024 £ 0,002 0,47+0,03 1,14+ 0,07 0,021 + 0,004 0,66 + 0,03 0,101 + 0,004 2,4+0,2
CS2 0,0064 £ 0,0003 0,026 + 0,002 0,47+0,03 1,11+0,07 0,022 + 0,004 0,65+0,03 0,099 + 0,004 2,4+0,2
CS3 0,0068 £ 0,0003 0,025 + 0,002 0,48 £0,03 1,21 £0,07 0,023 + 0,004 0,66 + 0,03 0,102 + 0,004 2,5+0,2
CS3 0,0069 + 0,0004 0,026 + 0,002 0,49 +£0,03 1,21 + 0,07 0,025 + 0,005 0,67 +0,03 0,092 £ 0,004 2,5+0,2
CS3 0,0067 £ 0,0003 0,025 + 0,002 0,49 +£0,03 1,19+ 0,07 0,026 + 0,005 0,66 +0,03 0,095 £ 0,004 2,5+0,2
CS3 0,0070 + 0,0004 0,027 + 0,002 0,49+ 0,03 1,22 +£0,07 0,026 + 0,005 0,66 + 0,03 0,098 + 0,004 2,5+0,2
CS3 0,0068 £ 0,0003 0,026 + 0,002 0,49 +£0,03 1,20+ 0,07 0,024 + 0,004 0,67 + 0,03 0,101 + 0,004 2,5+0,2
CS3 0,0070 + 0,0004 0,026 + 0,002 0,50+0,03 1,19+ 0,07 0,021 + 0,004 0,67+ 0,03 0,098 + 0,004 2,5+0,2

x 0,0065 £ 0,0003 0,025 + 0,002 0,47+0,03 1,13+£0,07 0,021 + 0,004 0,64 + 0,03 0,101 £ 0,004 2,4+0,2

CS S 75% 0,0116 £ 0,0006 0,043 + 0,004 0,80 + 0,04 1,93 +0,11 0,033 £ 0,006 1,13+ 0,05 0,114 £ 0,005 4,1+0,3
CS S 75% 0,0115 +0,0006 0,044 + 0,004 0,82+ 0,04 2,00+0,12 0,041 £ 0,007 1,13 +£0,05 0,113 £ 0,005 42+0,3
CS S 75% 0,0115 +0,0006 0,041 + 0,004 0,82+ 0,04 1,98 +£0,12 0,033 + 0,005 1,12+ 0,05 0,122 + 0,005 4,1+0,3
CS S 75% 0,0116 £ 0,0006 0,043 + 0,004 0,83 £ 0,04 2,00+ 0,12 0,040 + 0,007 1,13+0,05 0,124 + 0,005 42+0,3
CS S 75% 0,0112 +0,0006 0,043 + 0,004 0,83+ 0,04 1,99 +£0,12 0,034 + 0,006 1,12+ 0,05 0,117 £ 0,005 4,1+0,3
CS S 75% 0,0106 + 0,0006 0,042 £ 0,004 0,83 + 0,04 1,95+ 0,11 0,034 £ 0,006 1,13+ 0,05 0,125+ 0,005 4,1+0,3
X 0,0113 £ 0,0006 0,043 + 0,004 0,82 + 0,04 1,97 £ 0,12 0,036 + 0,006 1,12 + 0,05 0,119 + 0,005 4,1+0,3
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Prilog 7. Nastavak
Uzorak Trehaloza Melibioza Saharoza Izomaltoza Rafinoza Maltoza Erloza Suma

CS S 100% 0,0130 + 0,0007 0,050 £ 0,005 0,94 £ 0,04 2,20+£0,13 0,045 + 0,007 1,29 +£0,05 0,150 + 0,006 4,7+£0,4
CS S 100% 0,0127 £ 0,0006 0,045 + 0,004 0,94 £ 0,04 2,26+0,13 0,045 + 0,007 1,30 £ 0,05 0,147 + 0,006 4,8+£0,4
CS S 100% 0,0132 +0,0007 0,052 + 0,005 0,93 £ 0,04 2,28 +0,13 0,032 + 0,005 1,29 £ 0,05 0,143 + 0,006 4,7+0,4
CS S 100% 0,0129 + 0,0007 0,049 + 0,004 0,94 £ 0,04 2,25+0,13 0,042 + 0,007 1,27 £0,05 0,149 + 0,006 4,7+£0,4
CS S 100% 0,0131 +0,0007 0,050 + 0,005 0,94 £ 0,04 2,26+0,13 0,043 + 0,007 1,28 £0,05 0,140 + 0,006 4,7+0,4
CS S 100% 0,0129 + 0,0007 0,051 £ 0,005 0,94 £ 0,04 2,26+0,13 0,043 + 0,007 1,28 £0,05 0,143 + 0,006 4,7+0,4

X 0,0130 + 0,0007 0,049 + 0,004 0,94 £ 0,04 2,26+0,13 0,042 + 0,007 1,28 £0,05 0,146 + 0,006 4,7+0,4
CS S 125% 0,0163 + 0,0008 0,061 £ 0,006 1,13 +0,05 2,67+0,16 0,042 + 0,007 1,53 £0,06 0,184 + 0,008 5,6 +0,4
CS S 125% 0,0155 +0,0008 0,061 £ 0,005 1,13+£0,05 2,69+0,16 0,051 + 0,009 1,54 £ 0,06 0,186 + 0,008 5,7+0,4
CS S 125% 0,0153 £+ 0,0008 0,061 + 0,006 1,12+£0,05 2,69+0,16 0,050 + 0,008 1,54 £ 0,06 0,187 £ 0,008 5,7+0,4
CS S 125% 0,0158 +0,0008 0,060 + 0,005 1,12+ 0,05 2,74+0,16 0,050 + 0,008 1,55+ 0,06 0,184 + 0,008 5,7+0,5
CS S 125% 0,0158 +0,0008 0,058 £ 0,005 1,13+£0,05 2,77+0,16 0,051 + 0,009 1,55+£0,07 0,183 + 0,007 5,8+0,5
CS S 125% 0,0157 +0,0008 0,053 + 0,005 1,14 £ 0,05 2,72+0,16 0,053 + 0,009 1,56 £ 0,07 0,196 + 0,008 5,7+0,5

X 0,0157 +0,0008 0,059 + 0,005 1,13 +0,05 2,72+0,16 0,050 + 0,008 1,55+ 0,06 0,187 + 0,008 5,7+04

CS — zbirni uzorak (eng. Collective Sample, CS), S — procenat obogacivanja uzorka
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Prilog 8. Sadrzaj Secera (g/100 g) ispitivanih uzoraka meda
Uzorak Glukoza Fruktoza Trehaloza Melibioza Saharoza Izomaltoza Rafinoza Maltoza Erloza

Robinia pseudoacacia
Bl 26,5+2,8 42,1+43  0,0033 £0,0001 0,018 £ 0,002 0,50 £ 0,02 0,69 £ 0,04 0,010+ 0,002 0,70 + 0,03 0,27 +£0,01
B2 274+29 42,7+43  0,0018 +0,0001 0,016 = 0,001 0,48 £ 0,02 0,56 £ 0,03 0,003 = 0,001 0,55 0,02 0,14 £ 0,01
B3 26,5+2,8 41,4+42  0,0017+0,0001 0,006 = 0,001 0,32+ 0,01 0,48 £ 0,03 0,0003 + 0,001 0,53 + 0,02 0,14 £ 0,01
B4 279+3,0 42,8+44  0,0014 +0,0001 0,016 = 0,001 0,50 £ 0,02 0,62 £ 0,04 0,011 £ 0,002 0,64 + 0,03 0,19+0,01
B5 27,1£2,9 42,5+43  0,0028 +0,0001 0,020 £ 0,002 0,54 £ 0,02 0,71 £ 0,04 0,015 £ 0,003 0,68 + 0,03 0,25+0,01
B6 264+28 41,7+4,2  0,0027 +0,0001 0,017 £ 0,001 0,48 £ 0,02 0,67 £ 0,04 0,013 £+ 0,002 0,62 + 0,03 0,21 £0,01
B7 264+28 42,1+£43  0,0082 +0,0004 0,018 = 0,002 0,48 £ 0,02 0,68 £ 0,04 0,013 £ 0,002 0,67 + 0,03 0,22 +0,01
B8 262+2,8 41,3+42  0,0005+0,0001 0,016 = 0,001 0,49 £ 0,02 0,72 £ 0,04 0,013 £+ 0,002 0,71 + 0,03 0,26 £ 0,01
B9 27,5€29 42,7+43  0,0026 +0,0001 0,017 £ 0,002 0,49 £ 0,02 0,69 £ 0,04 0,015 + 0,003 0,72 + 0,03 0,28 £ 0,01
B10 252+2,7 41,142  0,0037 +0,0002 0,012 £ 0,001 0,46 £ 0,02 0,71 £ 0,04 0,011 £ 0,002 0,82 + 0,03 0,31 +£0,01
Bl11 26,6+2,8 42,1+43  0,0059 £ 0,0003 0,014 +0,001 0,44 + 0,02 0,64 + 0,04 0,011 + 0,002 0,77 + 0,03 0,26 £ 0,01
BI12 26,5+2,8 41,3£42  0,0017 +0,0001 0,014 £ 0,001 0,49 £ 0,02 0,76 £ 0,04 0,012 £ 0,002 0,74 + 0,03 0,33 +0,01
B13 26,3+2,8 41,642  0,0014 +0,0001 0,017 £ 0,002 0,54 £ 0,02 0,74 £ 0,04 0,013 £ 0,002 0,58 + 0,02 0,22 +0,01
Bl14 264+28 427+43  0,0046 +0,0001 0,014 + 0,001 0,47 £0,02 0,66 + 0,04 0,009 + 0,002 0,68 + 0,03 0,25+ 0,01
B15 262+2,8 41,9+43  0,0014 +0,0001 0,018 £ 0,002 0,55+0,03 0,79 £ 0,05 0,014 £ 0,002 0,74 + 0,03 0,37 £0,02
B16 27,629 424+43  0,0017+0,0001 0,016 = 0,001 0,52 + 0,02 0,76 + 0,04 0,012 + 0,002 0,74 + 0,03 0,36 + 0,01
B17 264+28 427+43  0,0017+0,0001 0,023 £+ 0,002 0,59 + 0,03 0,83 0,05 0,014 = 0,002 0,80 = 0,03 0,44 £ 0,02
B18 279+3,0 43,044  0,0030+0,0002 0,014 £ 0,001 0,46 £ 0,02 0,71 £ 0,04 0,011 £ 0,002 0,90 + 0,04 0,47 £0,02
B19 26,8+2,9 42,1+43  0,0031 £ 0,0002 0,010+ 0,001 0,45+ 0,02 0,68 + 0,04 0,006 = 0,001 0,67 + 0,03 0,30 + 0,01
B20 262+2,8 41,3+42  0,0016 +0,0001 0,011 £0,001 0,46 £ 0,02 0,66 £ 0,04 0,008 = 0,001 0,68 + 0,03 0,27 £ 0,01
B21 26,729 41,7+42  0,0016 +0,0001 0,016 = 0,001 0,48 £ 0,02 0,75 £ 0,04 0,008 = 0,001 0,79 + 0,03 0,30+ 0,01
B22 26,5+2,8 41,6+42  0,0061 +=0,0003 0,015+ 0,001 0,49 + 0,02 0,69 £ 0,04 0,010 + 0,002 0,77 + 0,03 0,27 £ 0,01
B23 262+28 422+43  0,0106 =0,0005 0,017 £ 0,002 0,48 £ 0,02 0,70 £ 0,04 0,0100 0,002 0,63 +0,03 0,25+0,01
B24 25,8+2,8 41,7+4,2  0,0023+0,0001 0,015 +0,001 0,48 + 0,02 0,71 + 0,04 0,011 +0,002 0,69 0,03 0,27 £ 0,01
B25 26,5+2,8 41,6+42  0,0054 +0,0003 0,010+ 0,001 0,41 +0,02 0,63 £ 0,04 0,0030 +0,0004 081 +0,03 0,29 + 0,01
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Prilog 8. Nastavak
Uzorak Glukoza Fruktoza Trehaloza Melibioza Saharoza Izomaltoza Rafinoza Maltoza Erloza
B26 274+£29 42,6+43 0,0030 + 0,0002 0,013 + 0,001 0,45 +0,02 0,70 £ 0,04 0,009 + 0,001 0,79 + 0,03 0,30 £ 0,01
B27 26,628 424+473 0,0053 + 0,0003 0,014 + 0,001 0,43 £0,02 0,63 £ 0,04 0,009 + 0,002 0,78 = 0,03 0,28 £0,01
B28 27,7€3,0 428+44 0,0023 +0,0001 0,015 + 0,001 0,48 £0,02 0,74 £ 0,04 0,010 + 0,002 0,90 = 0,04 0,39 £ 0,02
B29 268+29 423+43 0,0014 £ 0,0001 0,017 + 0,002 0,46 £ 0,02 0,73 £0,04 0,011 + 0,002 0,78 + 0,03 0,31 +0,01
B30 258+277 424+43 0,0009 + 0,0001 0,013 + 0,001 0,48 £ 0,02 0,74 £ 0,04 0,010 + 0,002 0,85 + 0,04 0,33 +£0,01
B31 265+£2,8 427+43 0,0014 +0,0001 0,017 £ 0,002 0,05+ 0,02 0,75 £ 0,04 0,017 £ 0,003 0,73 + 0,03 0,25 +0,01
B32 268+29 41,9+473 0,0032 + 0,0002 0,013 + 0,001 0,43 £0,02 0,71 £ 0,04 0,013 + 0,002 0,75+ 0,03 0,23+ 0,01
B33 268+29 42,6+473 0,0030 + 0,0002 0,008 + 0,001 0,33 +£0,02 0,59 +£0,03 0,009 + 0,001 0,74 + 0,03 0,25 +0,01
B34 26,8+29 41,7+472 0,0028 +0,0001 0,006 + 0,001 0,27 £0,02 0,53 +£0,03 0,005 + 0,001 0,87 + 0,04 0,26 £ 0,01
B35 268+29 42,0+43 0,0017 + 0,0001 0,015 + 0,001 0,45 +0,02 0,70 £ 0,04 0,013 + 0,002 0,73 = 0,03 0,21 £0,01
B36 26628 42,6+43 0,0020 + 0,0001 0,006 + 0,001 0,35+0,02 0,60 + 0,04 0,007 + 0,001 0,79 + 0,03 0,24 £ 0,01
B37 272429 429+44 0,0019 + 0,0001 0,012 + 0,001 0,43 £0,02 0,70 £ 0,04 0,010 + 0,002 0,72 + 0,03 0,25+ 0,01
B38 259428 41,8+4.2 0,0020 + 0,0001 0,011 + 0,001 0,44 £ 0,02 0,69 + 0,04 0,010 + 0,002 0,62 + 0,03 0,26 +£ 0,01
B39 25,7+€277 41,7+472 0,0029 +0,0001 0,021 + 0,002 0,55+0,03 0,89 £ 0,05 0,011 + 0,002 0,82 + 0,03 0,49 £ 0,02
B40 263+28 41,8+4.2 0,0033 + 0,0002 0,011 + 0,001 0,40 + 0,02 0,65 £ 0,04 0,007 + 0,001 0,70 + 0,03 0,35+0,01
B41 283+£3,0 432+44 0,0105 + 0,0005 0,020 + 0,002 0,56 £ 0,03 0,88 £0,05 0,022 + 0,004 0,82 + 0,03 0,44 £ 0,02
B42 26,728 424+43 0,0037 + 0,0002 0,014 + 0,001 0,44 £ 0,02 0,73 £0,04 0,015 £+ 0,003 0,73 = 0,03 0,37 £0,01
B43 27,0+29  42,5+473 0,0016 + 0,0001 0,017 + 0,002 0,50 £ 0,02 0,83 £0,05 0,017 + 0,003 0,84 + 0,04 0,44 £ 0,02
B44 273+£29 425+43 0,0047 £ 0,0002 0,014 + 0,001 0,43 £0,02 0,70 £ 0,04 0,012 + 0,002 0,64 + 0,03 0,34+ 0,01
B45 269+29 41,9+43 0,0047 + 0,0002 0,016 + 0,001 0,50 £ 0,02 0,77 £ 0,05 0,010 + 0,002 0,72 + 0,03 0,29+ 0,01
B46 27,5429 42,5+473 0,0045 + 0,0002 0,016 + 0,001 0,50 £ 0,02 0,78 £ 0,05 0,016 + 0,003 0,72 + 0,03 0,33 +£0,01
B47 265+£2,8 41,8+42 0,0015 +0,0001 0,018 + 0,002 0,48 £0,02 0,83 £0,05 0,016 + 0,003 0,81 = 0,03 0,41 +£0,02
B48 26,7+2,8 42,8+473 0,0063 + 0,0003 0,018 + 0,002 0,46 £ 0,02 0,71 £ 0,04 0,016 + 0,003 0,66 = 0,03 0,26 £ 0,01
B49 264+28 42,6+43 0,0052 + 0,0003 0,020 + 0,002 0,55 +0,03 0,82 +£0,05 0,018 £ 0,003 0,81 + 0,03 0,56 + 0,02
B50 268+29 42,0+43 0,0023 +0,0001 0,017 £ 0,001 0,44 £ 0,02 0,74 £ 0,04 0,016 + 0,003 0,78 + 0,03 0,45 +0,02
B51 26,8+29 425+473 0,0019 + 0,0001 0,021 + 0,002 0,53 £ 0,02 0,81 £0,05 0,020 + 0,003 0,72 + 0,03 0,30 £ 0,01
B52 26,1£2,8 41,642 0,0020 + 0,0001 0,018 + 0,002 0,52 +£0,02 0,82 +£0,05 0,015+ 0,003 0,75+ 0,03 0,35+0,01
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Prilog 8. Nastavak
Uzorak Glukoza Fruktoza Trehaloza Melibioza Saharoza Izomaltoza Rafinoza Maltoza Erloza

B53 268+29 42,8+43  0,0025+0,0001 0,012 + 0,001 0,41 + 0,02 0,68 + 0,04 0,010 0,002 0,66+0,03 0,25+0,01
B54 268+29 424+43  0,0121 40,0006 0,018 + 0,002 0,51 + 0,02 0,75 0,04 0,016+0,003 0,63+ 0,03 0,32+ 0,01
B55 264+28 42,6+43  0,0010+0,0001 0,016 + 0,001 0,50 =+ 0,02 0,76 + 0,04 0,015+0,002 0,69 +0,03 0,38 0,02
B56 272429 429+44  0,0016+0,0001 0,019 + 0,002 0,53 £ 0,02 0,81 + 0,05 0,016 £0,003 0,71 +0,03 0,34+ 0,01,
B57 268+29 418+42  0,0030 +0,0002 0,019 + 0,002 0,54 + 0,02 0,77 £ 0,05 0,018+0,003 0,62+ 0,03 0,37 + 0,02
B58 27,1429 42,8+43  0,0031 +0,0002 0,019 + 0,002 0,51 + 0,02 0,81 0,05 0,014 +0,002  072+0,03 0,33 +0,01
B59 27,5429 42,6+43  0,0019+0,0001 0,019 + 0,002 0,52 + 0,02 0,84 + 0,05 0,017 40,003  0,83+0,03 0,38 + 0,02
B60 264+28 40,9+42  0,0075+0,0004 0,021 + 0,002 0,51 + 0,02 0,81 0,05 0,024 £0,004  0.72+0,03 0,46 = 0,02
Bol 29,1£3,1  402+41  0,0041 +0,0002 0,013 + 0,001 0,46 + 0,04 0,70 + 0,04 0,015+0,002 0,43 +0,02 0,20 + 0,01
B62 30,4+32 40,1+41  0,0012+0,0001 0,007 + 0,001 0,30+ 0,02 0,54 + 0,03 0,015+0,002 0,87 +0,04 0,72 + 0,03
B63 27,9+£3,0  39,1+4,0 0,023 + 0,002 0,0010 + 0,0001 0,08 +0,01 0,18+ 0,01 0,0005 + 0,0001 0,69 + 0,03 0,40 + 0,02
Bo4 333+3,6 343£35  0,0033 +0,0002 0,011 + 0,001 0,41 +0,03 0,68 + 0,04 0,017 +0,003 0,73 +0,03 0,33+ 0,01
B65 32,0+£34 383+3)9 0,027 + 0,002 0,020 + 0,002 0,53 + 0,04 0,77 + 0,05 0,023+ 0,004  0,65+0,03 0,43 + 0,02
B66 30,533 375+38 0,020 + 0,001 0,013 + 0,001 0,35+0,03 0,58 + 0,03 0,013+£0,002  0,69+0,03 0,54 + 0,02
B67 288+3,1  381+39  0,0002+0,0001  0,0026+ 0,0002 0,02 + 0,01 0,025+ 0,001  0,0007 +0,0001  1,04+0,04 0,0102 + 0,0004
B68 31,5+34 40,741 0,0034 + 0,0002 0,012 + 0,001 0,42+ 0,03 0,68 + 0,04 0,022+ 0,004 0,87 + 0,04 0,43 + 0,02
B69 30,633 382+39 00015+ 0,0001 0,0032 + 0,0003 0,16 +0,01 0,39 + 0,02 0,011 + 0,002 1,24 + 0,05 0,33+ 0,01
B70 357+3,8 39,140  0,0032+0,0002  0,0038 +0,0003 0,25 +0,02 0,41 + 0,02 0,010+ 0,002 0,37 +0,02 0,35+ 0,01
B71 323+£34  402+41  0,0035+0,0002 0,012 + 0,001 0,36 +0,03 0,55 + 0,03 0,018 + 0,003 0,62 + 0,03 0,47 + 0,02
B72 294+3,1  39,1£40  0,0012 +0,0001 0,006 + 0,001 0,39 + 0,03 0,70 + 0,04 0,008 + 0,001 1,04 + 0,04 0,63 0,03
B73 348+3,7 40,3+4,1  0,0002+0,0001  0,0045 + 0,0004 0,27 +0,02 0,49 + 0,03 0,013+0,002 0,94 + 0,04 0,54 + 0,02
B74 353+3,8 374+38 00033 +0,0002 0,029 + 0,003 0,66 + 0,05 0,83 + 0,05 0,030 + 0,005 0,46 + 0,02 0,54 + 0,02

Tilia cordata
L1 31,5£3,4  372+38 0,009 = 0,001 0,014 + 0,001 1,45+0,11 0,45 + 0,03 0,11+ 0,02 0,50 + 0,02 0,054 + 0,002
L2 299+£3,2  354+3,6 0,036 + 0,002 0,001 + 0,001 1,06 + 0,08 0,32 + 0,02 0,03 £ 0,01 0,46 + 0,02 0,055 + 0,002
L3 29.2+3,1  385+3,6 0,014 + 0,001 0,006 + 0,001 0,05 + 0,01 0,45 + 0,03 0,017+0,003  042+0,02 0,058 + 0,002
L4 343+37  40,5+4,1 0,014 + 0,001 0,010 + 0,001 0,05+ 0,01 0,31+ 0,02 0,008 + 0,001 0,44+0,02 0,030+ 0,001
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Prilog 8. Nastavak
Uzorak Glukoza Fruktoza Trehaloza Melibioza Saharoza Izomaltoza Rafinoza Maltoza Erloza
L5 273+29 37,6+38 0,012 + 0,001 0,013 + 0,001 0,05+ 0,01 0,41 + 0,02 0,021 +0,003  0,32+0,01 0,049 + 0,002
L6 35,6+3,8  368+3)7 0,010 + 0,001 0,019 + 0,001 0,05+ 0,01 0,13 £ 0,01 0,000 + 0,000 0,42+ 0,02 0,021 + 0,001
L7 31,2+33  36,4+37 0,007 + 0,001 0,014 + 0,001 0,18+ 0,01 0,21 + 0,01 0,013+0,002  0,35+0,01 0,032 + 0,001
L8 30,6+3,3  349+35 0,021 + 0,001 0,013 + 0,001 0,15+0,01 0,16 + 0,01 0,000+0,000  0,54+0,02 0,061 0,002
L9 28,1+£3,0 36,8+37 0,024 + 0,001 0,037 + 0,003 0,64 £ 0,05 0,45 + 0,03 0,012+0,002 0,19+ 0,01 0,048 + 0,002
L10 33,1+35  345+£35 0,028 + 0,001 0,020 + 0,002 0,61 +0,05 0,43 + 0,03 0,010+0,002  0,56+0,02  0,035+0,001
L1l 356+38  39,7+40 0,070 + 0,004 0,005 + 0,001 0,23 £0,02 0,22+ 0,01 0,021 +0,004  041+0,02 0,121 +0,005
L12 32,1+34  383+£39 0,042 + 0,002 0,012 + 0,001 0,42+ 0,03 0,36 + 0,02 0,018+ 0,003  0,19+0,01 0,066 = 0,003
L13 339+£3,6 37,1+£38 0,015+ 0,001 0,015 + 0,001 0,50 + 0,04 0,41 0,02 0,019+ 0,003  0,54+0,02 0,091 0,004
L14 29,6+32  395+4,0 0,026 + 0,001 0,018 + 0,001 0,45+0,04 0,32 + 0,02 0,016+0,003 0,20+ 0,01 0,096 + 0,004
L15 30,1+£3,2 350+£3,6 0,018 + 0,001 0,15+ 0,02 0,24 + 0,02 0,02 + 0,01 0,003 + 0,001 1,48+0,06 0,006+ 0,001
L16 32735 392+40 0,027 + 0,001 0,008 + 0,001 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01 0,004+ 0,001  0,61+0,03 0,013 +0,001
L17 334+£3,6 36,0+37 0,015 + 0,001 0,004 + 0,001 0,47+ 0,04 0,31+ 0,02 0,020+ 0,003  0,21+0,01 0,084 + 0,003
L18 339+£36 359+3,6 0,070 £ 0,004 0,012 + 0,001 0,50 £ 0,04 0,33+ 0,02 0,027 £0,004 0,20+ 0,01 0,075 + 0,003
Helianthus annuus
S1 30,6+3,3  36,0+37 0,010 + 0,001 0,009 + 0,001 0,22 +0,02 0,10 +0,01 0,003+0,001  0,31+0,01 0,041 0,002
S2 33,8+3,6 355+36 0,013 + 0,001 0,003 + 0,001 0,00 = 0,00 0,16+ 0,01 0,014+0,002  0,33+0,01  0,055+0,002
S3 31 4+34  39,1+40 0,022 + 0,001 0,006 + 0,001 1,27 +0,10 0,26 + 0,02 0,006 +0,001  0,33+0,01  0,075+0,003
S4 36,1 £3,9 39,7+4,0 0,012 + 0,001 0,015 + 0,001 0,05+ 0,01 0,14 +0,01 0,002+0,001  0,04+0,02 0,079 = 0,003
S5 38,7+34 40,2+4,1 0,012 + 0,001 0,010 + 0,001 0,05+ 0,01 0,06 + 0,01 0,000+ 0,000  0,30+0,01 0,082 +0,003
S6 31 4+33  394+40 0,013 + 0,001 0,009 + 0,001 0,05+ 0,01 0,08 + 0,01 0,001 £0,001  0,36+0,01 0,087 £ 0,004
S7 343+3,7  36,1+3,7 0,015 + 0,001 0,002 + 0,001 0,11 +0,01 0,11+0,01 0,001 +£0,001  0,33+0,01 0,13+0,01
S8 32,6+3,5 354+36 0,020 + 0,001 0,013 + 0,001 0,12+ 0,01 0,19+ 0,01 0,000+ 0,000 0,17+ 0,01 0,13+ 0,01
S9 372+40 382+39 0,010 + 0,001 0,000 + 0,000 0,38 0,03 0,12 +0,01 0,003+ 0,001  022+0,01 0,109+ 0,004
S10 304+32  364+37 0,009 = 0,001 0,001 + 0,001 0,23 +0,02 0,28 = 0,02 0,012+0,001  021+0,01 0,090 = 0,004
Brassica napus
R1 30,8+3,3  353+36 0,002 + 0,001 0,006 + 0,001 0,73 0,06 0,33 +0,02 0,010+ 0,002 0,20+ 0,01 0,16+ 0,01
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Uzorak Glukoza Fruktoza Trehaloza Melibioza Saharoza Izomaltoza Rafinoza Maltoza Erloza
R2 333+£3,6 34,0+35 0,001 £+ 0,001 0,001 + 0,001 0,14+ 0,01 0,14 +£0,01 0,002 + 0,001 0,18 +£0,01 0,072 £ 0,003
R3 39,042  39,2+40 0,001 + 0,001 0,001 + 0,001 0,05+ 0,01 0,22 £0,01 0,001 + 0,001 0,19+0,01 0,114 + 0,005
R4 388+4,1 39,6+4,0 0,003 £+ 0,001 0,004 + 0,001 0,05+ 0,01 0,14 +£0,01 0,002 + 0,001 0,73 £0,03 0,14 +0,01
RS 347377 35,1+3,6 0,001 + 0,001 0,003 + 0,001 0,05+ 0,01 0,16 +£0,01 0,000 + 0,000 0,20+ 0,01 0,069 + 0,003
R6 36,3+£3,9 36,8+3,7 0,002 + 0,001 0,001 + 0,001 0,05+ 0,01 0,23 £0,01 0,017 £ 0,003 0,21 £0,01 0,084 + 0,003
R7 329+3,5  350+3,6 0,001 £ 0,001 0,007 + 0,001 0,23 £0,02 0,28 £0,02 0,011 + 0,002 0,15+0,01 0,15+0,01
R8 37,4+4,0 38,0+3,9 0,001 + 0,001 0,004 + 0,001 0,05+ 0,01 0,13 +0,01 0,002 + 0,001 0,19+0,01 0,14 +0,01
R9 31,5+£3,4  338+34 0,000 £ 0,000 0,007 + 0,001 0,20 £ 0,02 0,20 £ 0,01 0,011 + 0,002 0,15+0,01 0,15+0,01
R10 30,1£3,2  329+33 0,001 £ 0,001 0,004 + 0,001 0,18 +£0,01 0,19 +£0,01 0,010 + 0,002 0,18 £0,01 0,16 £0,01
Honeydew
Ml 258+27 32,7+33 0,17 +£0,01 0,024 + 0,002 0,20 £ 0,02 0,26 £ 0,02 0,04 £ 0,01 0,55+0,02 0,077 £ 0,003
M2 258+277 332+34 0,067 = 0,003 0,020 + 0,002 0,17 +£0,01 0,20 + 0,01 0,026 + 0,004 0,38 £0,02 0,046 + 0,002
M3 228+24 352+3,6 0,023 + 0,001 0,023 + 0,002 0,16 +£0,01 0,18 +0,01 0,024 + 0,004 0,26 £ 0,01 0,070 + 0,003
M4 20,622 29,1+30 0,078 = 0,004 0,07 £0,01 1,44 £0,11 0,08 £0,01 0,11 +£0,02 0,21 £0,01 0,105 £ 0,004
M5 253+£277 345+35 0,007 + 0,001 0,037 + 0,003 0,83 £0,06 0,37 £ 0,02 0,03 £0,01 0,36 £ 0,01 0,065 + 0,003
M6 189+2,0 19,8+2,0 0,004 £ 0,001 0,10+ 0,01 0,26 £ 0,02 0,06 £ 0,01 0,0004 £0,0001 1,53 +£0,06 0,015+ 0,001
M7 224+24 324+33 0,022 £+ 0,001 0,13 +£0,01 1,24 £0,10 0,48 £0,03 0,09+ 0,01 0,21 £0,01 0,042 £+ 0,002
M8 262+28 31,8+32 0,33 £0,02 0,040 + 0,004 0,93 £ 0,07 0,42 £0,02 0,04 £ 0,01 0,23 +£0,01 0,059 + 0,002
M9 26528 36,5+3)7 0,32 +£0,02 0,015+ 0,001 0,00 £ 0,00 0,86 £ 0,05 0,27 £0,04 0,24 £ 0,01 0,039 £+ 0,002
M10 27,0+£29 347+35 0,22 £0,01 0,018 + 0,002 0,07 £0,01 0,72 £ 0,04 0,16 +£0,03 0,17 +0,01 0,028 + 0,001
M1l 224+24 30,5+3,1 0,57 £0,03 0,010 + 0,001 0,00 + 0,00 1,21 £0,07 0,25+0,04 0,23 +£0,01 0,037 + 0,002
M12 254+£27 33,7+34 0,28 £0,01 0,019 + 0,002 0,05+ 0,01 0,88 £0,05 0,22 £0,04 0,21 £0,01 0,058 + 0,002
M13 249+27  369+38 0,51 +0,03 0,006 + 0,001 0,06 £0,01 1,19+ 0,07 0,21 £0,04 0,26 + 0,01 0,027 + 0,001
M14 30,0£3,2  40,0+4,1 0,72 £ 0,04 0,012 + 0,001 0,00 £ 0,00 1,21 £0,07 0,32 +£0,05 0,77 £0,03 0,047 £ 0,002
M15 258+28 352+36 0,66 £ 0,03 0,013 + 0,001 0,05+ 0,01 0,72 £ 0,04 0,24 £ 0,04 0,68 £0,03 0,047 £ 0,002
Ml16 28,5+3,0 38,0+39 0,32 +£0,02 0,020 + 0,002 0,00 £ 0,00 1,00 £ 0,06 0,34+ 0,06 0,74 £ 0,03 0,049 + 0,002
M17 264+28 348+3)5 0,37 £ 0,02 0,009 + 0,001 0,00 £ 0,00 0,97 £ 0,06 0,26 £ 0,04 0,74 £0,03 0,064 = 0,003
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Prilog 8. Nastavak
Uzorak Glukoza Fruktoza Trehaloza Melibioza Saharoza Izomaltoza Rafinoza Maltoza Erloza

M18 249+27 36,0+3,7 0,61 +0,03 0,012 £ 0,001 0,00+ 0,00 0,96 +£ 0,06 0,28 £ 0,05 0,67 £ 0,03 0,035 £ 0,001
M19 245+2,6 29,6+3,0 0,13+0,01 0,006 = 0,001 0,14 +£ 0,01 0,55+0,03 0,21 £0,03 0,68 £ 0,03 0,043 £ 0,002
M20 323+34  40,0+4,1 0,11+0,01 0,015 +0,001 0,06 + 0,01 0,97 £ 0,06 0,24 +£ 0,04 0,67 £ 0,03 0,037 £ 0,002
M21 243+£26 31,5+£32 0,38 +0,02 0,013 £0,001 0,24 +£ 0,02 0,93 +£0,05 0,37 £ 0,06 0,82+ 0,03 0,031 £ 0,001
M22 193+£2,1 29,8+3,0 0,57 £ 0,03 0,013 + 0,001 1,51+0,12 0,93+ 0,06 0,35+ 0,06 0,63 £ 0,03 0,025 £ 0,001
M23 20,8+22  36,5+3,7 0,19+ 0,01 0,008 = 0,001 1,42+0,11 0,85+ 0,05 0,45+ 0,07 0,85+ 0,04 0,039 + 0,002
M24 22,0+23 33,7+34 0,45+ 0,02 0,011 £ 0,001 0,17+ 0,01 0,88 £ 0,05 0,42 £ 0,07 0,79 + 0,03 0,030 + 0,001
M25 23,7+£2,5 34,6+3,5 0,41 +0,02 0,011 £ 0,001 0,16 £ 0,01 0,85+ 0,05 0,39+ 0,07 0,61 +0,03 0,032 + 0,001
M26 26,6+28 375+38 0,40+ 0,02 0,009 £ 0,001 0,00+ 0,00 0,72 £ 0,04 0,34 £ 0,06 0,66 + 0,03 0,038 £ 0,002
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Prilog 9. Sadrzaj pojedinacnih organskih kiselina (mg/kg) — validacija metode
Uzorak Ki.nin‘ska Sik.imi‘nska Galal‘(turonska Glul.(urfmska J z!bu.éna C'i!iba‘rna szleil‘lska Lil‘nul'lska Izol'imlfnska U'ku[‘me
kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiseline
CS1 1830 + 100 350+ 30 3,8+0,4 4,4+0,7 43+£2 43+6 12+3 78 +£2 n.d. 2360 + 140
CS1 1760 + 100 370 £ 30 4,6+0,5 4,1+0,6 43+2 41+£5 12+£3 77 £2 n.d. 2310+ 130
CS1 1880+ 110 380 £ 30 4,6+0,5 4,0+0,6 42 +£2 38+5 9+2 76 £2 n.d. 2430 + 140
CS1 1670 + 100 370 + 30 53£0,6 4,6 £0,7 43+£2 3545 11+£2 75+£2 n.d. 2220 £ 130
CS1 1750 £ 100 370 + 30 4,8+0,5 3,1+0,5 42+2 34+5 11+£2 76 +2 n.d. 2300 + 130
CS1 1710 + 100 390 + 30 4,9+0,5 4,0£0,6 44 +£2 35+£5 10£2 75+£2 n.d. 2270+ 130
CS2 1920+ 110 390 + 30 3,8+0,4 4,1+£0,6 43+£2 3745 10£2 73+£2 n.d. 2480 + 140
CS2 1870 £ 110 350 + 30 4,7+0,5 3,6 0,6 44 +£2 36 +5 12+3 75+2 n.d. 2390 + 140
CS2 1890+ 110 370 £ 30 4,9+0,5 4,5+0,7 43+£2 35+5 11+3 75+£2 n.d. 2440 + 140
CS2 1980+ 110 370 £ 30 4,9+0,5 4,3+0,7 42+2 34+5 11+£2 75+£2 n.d. 2520 + 140
CS2 1980+ 110 390 + 30 5,1£0,5 4,4+0,7 42+2 34+5 11+£3 76 +2 n.d. 2540 £ 150
CS3 1850 + 100 440 £ 30 42+04 3,8+0,6 45+2 55+8 20+ 4 77+£2 n.d. 2490 + 140
CS3 1960 £ 110 440 £+ 30 4,5+0,5 2,9+0,5 45+2 41+6 11+£3 77+2 n.d. 2580 + 150
CS3 2020+ 110 420+ 30 4,9+0,5 5,3+0,8 47 +£2 40+6 12+3 77+2 n.d. 2630 + 150
CS3 1820 + 100 410+ 30 5,5+0,6 34+0,5 45+2 39+ 6 12+3 78 +£2 n.d. 2410 + 140
CS3 1980+ 110 410+ 30 54+0,6 4,3+0,7 46 +2 41+6 13+£3 80+2 n.d. 2580 + 150
CS3 1890+ 110 410+ 30 54+0,6 3,1+0,5 45+2 39+6 12+3 80+2 n.d. 2480 + 140
X 1870+ 110 390 + 30 4,8+0,5 4,0£0,6 44 +£2 39+6 12+3 76 £2 n.d. 2440 + 140
CSS75% 3270+ 180 680 + 50 7,1+0,8 6,0+0,9 72+3 68+9 20+ 4 135+4 n.d. 4260 + 240
CSS75% 3260+ 180 680 + 50 7,8+0,8 6,4+1,0 73+3 68+9 20+ 4 136 +4 n.d. 4250 + 240
CSS75% 3270+ 180 680 + 50 8,6+0,9 6,6 +1,0 73+3 68+9 21+4 139+ 4 n.d. 4270 + 240
CSS75% 3270+ 180 680 + 50 8,6+0,9 6,1 1,0 74+3 68 +9 20+4 142+ 4 n.d. 4270 + 240
CSS75% 3270+ 180 680 + 50 8,1+0,9 6,3+1,0 73+3 68+9 21+4 135+ 4 n.d. 4260 + 240
CSS75% 3270+ 180 680 + 50 84+09 5,9+0,9 74+3 68 +£9 20+ 4 135+4 n.d. 4260 + 240
x 3270 + 180 680 + 50 8,1+0,9 6,2+ 1,0 73+3 68+9 204 137+4 n.d. 4260 + 240
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Prilog 9. Nastavak
Uzorak Ki'nin‘ska gik'imi‘nska Galal‘(turonska Glulfurf)nska J szu.éna C i!iba‘rna M&fleil‘lska Lir.nul'lska lzol'iml?nska U.ku[?ne
kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiseline
CSS100% 3740+210 780 £ 60 7,9+0,8 7,3+1,0 77+£3 80+ 10 23+5 153 +4 n.d. 4860 £ 270
CSS100% 3730+210 780 + 60 9,1+1,0 6,6+1,0 77+£3 80+ 10 23+5 155+4 n.d. 4860 £ 270
CSS100%  3730+210 780 £ 60 8,7+0,9 7,1£1,0 77+3 80+10 2445 154 +4 n.d. 4860 + 270
CSS100% 3740+210 780 + 60 9,3+1,0 7,1+1,0 78 +3 80+ 10 23+£5 159 +4 n.d. 4870 £ 270
CSS100% 3740+210 780 £ 60 9,1£1,0 84+1,0 78 £3 80+ 10 23+5 159+4 n.d. 4880+ 270
CSS100% 3740+210 780 £ 60 9,3+1,0 72+1,0 77+3 80+ 10 23+5 154+ 4 n.d. 4800 + 270
X 3740+ 210 780 + 60 8,9+0,9 7,3+£1,0 77+3 8010 23+5 155+£5 n.d. 4860 + 270
CSS 125% 4200+ 230 880+ 70 8,6+0,9 9,0+£1,0 85+3 90 =20 26+5 173 £5 n.d. 5470 + 310
CSS125% 4200+ 230 870+70 10,1 £ 1,0 9,1£1,0 85+3 90 +20 26+5 171 £5 n.d. 5460 + 310
CSS 125% 4210+ 230 880+ 70 9,4+£1,0 9,1+£1,0 78 +3 90 =20 26+5 145+5 n.d. 5450 + 310
CSS125% 4190+ 230 880+ 70 8,9+0,9 9,0£1,0 85+3 90 +20 26+5 169 £5 n.d. 5450+ 310
CSS125% 4200+ 230 870+ 70 94+£1,0 8,8+0,9 83+3 90 =20 26+5 170 £5 n.d. 5460 + 310
CSS 125% 4200+ 230 880+ 70 9,6 £1,0 9,0+£1,0 83+3 90 =20 26+5 166 £5 n.d. 5450 + 310
X 4200 + 230 880+ 70 9,3+1,0 9,0+£1,0 83+3 90 =20 26+5 169 £5 n.d. 5460 + 310

CS — zbirni uzorak (eng. Collective Sample, CS), S — procenat obogacivanja uzorka, n.d. — nije detektovana
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Prilog 10. Sadrzaj limunske kiseline (mg/kg) u autenti¢cnom i krivotvorenom uzorku bagremovog meda invertnim sirupom

Uzorak Limunska kiselina (mg/kg)
B1 60 +£2
B1 59+2
Bl 60+2
B1 62+2
B1 58 +2
Bl 58 +2
x 60 +£2
IS 1300 + 40
IS 1290 + 40
IS 1300 + 40
IS 1270 £ 40
IS 1280 + 40
IS 1280 + 40
x 1290 + 40
B1+1S 10% 227+6
B1+1S 10% 224+ 6
B1+1S 10% 222+6
B1 +1IS 10% 228+6
B1+1S 10% 221+6
B1 +1IS 10% 230+ 6
x 225+ 6
B1+1S20% 302+8
B1+1S20% 300+ 8
B1+1S20% 302+8
B1+1S20% 304+8
B1+1S20% 297 +£8
B1 +1S 20% 284 +£8
x 298 + 8
B1+1S 30% 420+ 10
B1+1S 30% 410+ 10
B1+1S 30% 430+ 10
B1+1S 30% 430+ 10
B1+1S 30% 430+ 10
B1 +1S 30% 420+ 10
X 420+ 10

163



Mihajlo V. Jakanovski Doktorska disertacija PRILOG

Prilog 11. Sadrzaj organskih kiselina (mg/kg) ispitivanih uzoraka meda

Kininska Sikiminska Galakturonska Glukuronska Jabuéna Cilibarna Maleinska Limunska Izolimunska

Uzorak Kiselina Kiselina Kiselina Kiselina Kiselina Kiselina Kiselina Kiselina Kiselina

Robinia pseudoacacia

B1 2320+ 130 490 £ 40 4,7+0,5 5,6+0,9 33+£2 13£2 9+2 60+£2 n.d.
B2 2790 + 160 390 + 30 39+04 1,7+0,3 21,3+0,7 22+0,3 5,0£0,9 40+ 1 n.d.
B3 1890+ 110 360 + 30 6,2+0,7 3,0+£0,5 18,4+£0,6 47+0,6 541 38+1 n.d.
B4 2300+ 130 720 £ 60 54+0,6 3,5+0,5 27+1 12+2 82 51+2 n.d.
B5 2090 + 120 510 £40 5,2+0,6 3,0+£0,5 20,4+0,7 8§+2 T+2 53+2 n.d.
B6 1930+ 110 440 +£40 4,4+0,5 3,6 0,6 29+1 16+3 10+2 49+ 2 n.d.
B7 2410 £+ 140 520 +£40 4,8+0,5 3,8+0,6 24,7+0,9 10+2 13+3 51+2 n.d.
B8 1970 £ 110 640 + 50 5,0+0,5 25+04 15,7+ 0,6 8+1 T+2 38+1 n.d.
B9 1360 £+ 80 450 +£40 3,9+0,4 2,1+0,3 13,1+0,5 10+2 T+2 32+1 n.d.
B10 1440 £ 80 430 +40 6,0+0,6 6,1 +1,0 29+ 1 18+3 10£2 51+2 n.d.
Bl11 3480 + 190 470 £40 5,7+0,6 3,7+0,6 36+2 0,30+ 0,04 19+4 51+2 n.d.
B12 1810+ 100 390 + 30 6,0£0,6 3,0+0,5 19,1+ 0,7 16+3 T+2 47 +£2 n.d.
BI13 1610 £ 90 460 +£40 5,7+0,6 3,8+0,6 21,7+0,8 19+3 11+£3 44 £2 n.d.
Bl14 2780+ 160 500 + 40 49+0,5 3,5+0,5 50+2 15+2 20+ 4 50+2 n.d.
BI15 1570 £ 90 430+ 40 6,3+0,7 43+0,7 29+1 5,6£0,7 82 51+2 n.d.
Bl16 1510 £ 90 530£40 40+04 3,1+0,5 21,1+0,7 9+2 6+2 44 +2 n.d.
B17 1950+ 110 510+40 6,4+0,7 6,6+1,0 254+0,9 16+3 T+2 46 £2 n.d.
BI18 1510 £ 90 520 £ 40 43+0,5 24+04 17,0£0,6 10+£2 9+2 38+1 n.d.
B19 2540 + 140 470 + 50 5,8+0,6 3,6 £0,6 362 22+0,3 12+3 57+2 n.d.
B20 2480 + 140 470 + 50 8,9+0,9 6,8+ 1,1 18,1+ 0,6 1,3+0,2 10+2 45+2 n.d.
B21 1820 £ 100 520 £40 5,6£0,6 3,0£0,5 18,0+ 0,6 5,4+0,7 6+2 43+2 n.d.
B22 2500 + 140 520 + 40 52+0,6 2,7+04 27+1 1,7+0,2 19+4 48 +2 n.d.
B23 1920+ 110 510 +£40 6,8 +0,7 6,5+1,0 39+2 23+3 9+2 53+£2 n.d.
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Prilog 11. Nastavak

Uzorak Ki'nin‘ska éik‘imi'nska Galal.(tu f‘onska Glul‘(urf)nska J szu.éna Ci!ibzfrna M&fleil'lska Lir.nul‘nska lzol.imlfnska
kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina
B24 2160+ 120 420 £+ 30 7,9+0,8 5,9+0,9 25,6 +0,9 13£2 9+2 45+2 n.d.
B25 1840 +£ 100 580 £ 50 5,8+0,6 3,4+0,5 19,3 +0,7 5,6+0,7 9+2 37+1 n.d.
B26 1690 = 100 510+ 40 4,6+0,5 3,1£0,5 21,1 +£0,7 3,004 9+2 36+ 1 n.d.
B27 2080 + 120 490 + 40 6,5+0,7 3,5+£0,5 19,7+ 0,7 3,004 7T+2 38+1 n.d.
B28 1530+ 90 490 + 40 5,3+£0,6 3,7£0,6 23,8+ 0,8 6,8 £0,9 10+2 48 +2 n.d.
B29 1520+ 90 540 + 40 2,9+0,3 2,4+04 18,4+ 0,6 19+3 7+2 48 +1 n.d.
B30 1030 £+ 60 560 =40 3,604 2,7+04 16,7+ 0,6 12+2 8+2 43 +£2 n.d.
B31 1990+ 110 590 + 50 6,0£0,6 4,4+0,7 28+ 1 11+£2 15+3 50+2 n.d.
B32 1930+ 110 620 + 50 5,0+£0,5 3,0£0,5 23,9+0,8 163 16+3 48 £2 n.d.
B33 1850 = 100 480 £ 40 8,2+0,9 34+0,5 21,5+0,8 1,3+0,2 8+2 37+1 n.d.
B34 1890+ 110 470 + 40 6,3+£0,7 32+0,5 19,0+ 0,7 6,4+£0,8 8§+2 40+ 1 n.d.
B35 2330+ 130 640 + 50 5,1+£0,5 3,0£0,5 17,5+ 0,6 5,5+0,7 11+2 41 £ 1 n.d.
B36 2090 + 120 600 + 50 5,9+0,6 32+0,5 18,3+ 0,6 7+1 9+2 38+ 1 n.d.
B37 1680 = 100 520 £ 40 5,9+0,6 3,9+£0,6 19,1 +£0,7 2,3+0,3 7+2 41+ 1 n.d.
B38 2460 + 140 560 =40 8,7+0,9 5,9+0,9 35+2 2,1+0,3 13+£3 50+2 n.d.
B39 2170 + 120 520 £ 40 5,7+£0,6 42+0,7 35+£2 5,8+0,8 11+2 51+2 n.d.
B40 1670 £ 100 610 £ 50 54+0,6 6,4+1,0 26,0+0,9 0,30 + 0,04 T+£2 46+ 2 n.d.
B41 2010+ 110 540 =40 6,6 0,7 4,7+0,7 30+1 6,1 £0,8 62 51+2 n.d.
B42 1630 + 90 500 + 40 4,5+0,5 6,3+1,0 38+2 20+3 12+3 74+2 n.d.
B43 1940+ 110 560 =40 5,6 £0,6 6,4+1,0 17,2+ 0,6 7+1 4,7+0,9 54+2 n.d.
B44 1950+ 110 480 £ 40 6,1 £0,6 6,1£1,0 34+2 0,20+ 0,03 10+2 5242 n.d.
B45 1800 = 100 600 + 50 4,4+0,5 3,6 +0,6 26,5+ 0,9 10+2 10+2 42 + 1 n.d.
B46 2000+ 110 720 + 60 3,704 2,8+0,4 28+ 1 2,9+04 8+2 43+2 n.d.
B47 2090 + 120 500 £ 40 4,1+0,4 3,8+£0,6 25,7+0,9 27+4 8+2 42+2 n.d.
B48 3500+ 190 520 £40 6,2+0,7 3,7+£0,6 40+2 18+3 15+3 56+2 n.d.
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Prilog 11. Nastavak

Uzorak Ki'nin‘ska éik‘imi'nska Galal.(tu f‘onska Glul‘(urf)nska J szu.éna Ci!ibzfrna M&fleil'lska Lir.nul‘nska lzol.imlfnska
kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina
B49 2320+ 130 540 £ 40 5,3+0,6 3,8+0,6 25,0+0,9 15£2 20+ 4 46+ 2 n.d.
B50 2780 + 150 520 £40 9,9+1,1 4,1+0,6 21,7+0,8 10£2 15+£3 40+ 1 n.d.
B51 2360 + 130 540 + 40 6,1 £0,6 5,5+0,9 24,5+ 0,9 10+£2 6+2 41+ 1 n.d.
B52 1960 =110 540 + 40 5,6£0,6 6,1+£1,0 20,5+ 0,7 8+ 1 5+1 44 £2 n.d.
BS53 2690 + 150 690 + 50 5,6 £0,6 32+0,5 20,3+ 0,7 1242 8+2 40+ 1 n.d.
B54 2550 + 140 520 £ 40 4,4+0,5 4,9+0,8 36 +2 1442 12+3 65+2 n.d.
B5S 1830 = 100 690 + 50 5,3+£0,6 3,7+£0,6 17,8+ 0,6 7+1 7T+2 41 £1 n.d.
B56 1750 = 100 630 + 50 5,1+£0,5 3,0£0,5 20,2+ 0,7 13+2 7+2 47+2 n.d.
B57 1570 £ 90 560 =40 5,6£0,6 7,9+1.2 39+2 5,9+0,8 16+3 54+2 n.d.
B58 2190 £ 120 560 =40 6,5+0,7 5,2+0,8 26,3+0,9 5,5+0,7 11+3 43 +£2 n.d.
B59 2620 = 150 610+ 50 6,3+0,7 2,8+0,4 229+0,8 9+£2 9+2 39+ 1 n.d.
B60 1620 + 90 540 =40 1,2+0,1 2,8+04 26,5+0,9 61+8 61 69 +2 n.d.
Bo61 2900 = 160 740 + 60 9,5+1,0 9,6 £1,5 23,3+0,8 66+9 3,9+0,7 74+2 n.d.
B62 2080 = 120 670 + 50 3,0+£0,3 6,9+0,1 15,7+ 0,6 54+8 3,1£0,6 68 +2 7,9+0,2
B63 2120+ 120 680 + 50 2,4+0,3 2,9+0,5 50+2 58+8 164 81+2 7,6 £0,2
B64 3650 + 200 280 + 20 5,1£0,5 4,3+0,7 412 36+5 8+2 41 £1 8,7+0,2
B65 2080 + 120 500 =40 2,4+0,3 7,4+0,2 154+0,5 47 +7 2,2+04 41 £1 n.d.
B66 1700 = 100 370 =30 1,2+0,1 18,2+0,8 15,7+ 0,6 140 £20 n.d. 41 1 n.d.
B67 1920+ 110 560 + 40 1,2+0,1 8,1+0,3 21,4+0,8 41+ 6 2,4+0,5 88 £3 n.d.
B68 2110+ 120 460 + 40 49+0,5 13,6 £0,1 20,4 +£0,7 90 +20 10+£2 64 +2 n.d.
B69 1960+ 110 650 =50 2,0+0,2 3,1£0,5 16,0 £ 0,6 60+ 8 6+2 32+1 7,8+£0,2
B70 1620 + 90 610+ 50 0,7+0,1 11,8+0,8 25,6 +0,9 59+8 34+£0,6 329+9 7,9 £0,2
B71 3940 + 220 370 + 30 49+0,5 8,6+0,3 65+3 31+5 5+1 206+ 8 9,0+0,2
B72 710 £ 40 370 + 30 0,7+0,1 7,8 +£0,2 1,20 + 0,04 24 +4 2,4+0,5 109 £3 n.d.
B73 2030+ 110 320+ 30 1,8 £0,2 9,8+0,5 154+0,5 90 +20 11+£2 1050 + 30 n.d.
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Prilog 11. Nastavak

Uzorak Ki'nin‘ska éik‘imi'nska Galal.(tu f‘onska Glul‘(urf)nska J szu.éna Ci!ibzfrna M&fleil'lska Lir.nul‘nska lzol.imlfnska
kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina
B74 1420 + 80 260 £ 20 1,6 £0,2 5,7+£0,9 7,603 70+ 10 2,9+0,5 1880 = 50 9,6 £0,2
Tilia cordata
L1 4490 + 250 480 £ 40 7,7+0,8 143+2.2 56+2 80 +£20 12+3 151+4 n.d.
L2 6090 + 330 720 + 50 9,3+1,0 6,4+1,0 92 +4 80 +£20 28+6 107 £3 n.d.
L3 5460 + 300 570 =40 11,7+1,2 9,5+1,5 59+3 110 £20 16+3 107 £3 n.d.
L4 5100 + 280 560 + 40 48+0,5 472+74 46 +2 90 + 20 10+2 199 £5 n.d.
L5 6480 + 350 840 + 60 9,4+1,0 34+0,5 61=+3 130 £20 16+3 68 +2 n.d.
L6 2950 + 160 230 £20 6,1 £0,6 16,2+ 0,5 48 +£2 4,6 +0,6 3,1£0,6 317+ 8 9,1 +0,2
L7 3800+ 210 410+ 30 43+0,5 10,6 £ 0,7 56=+2 6,4+0,8 5+1 202 +£6 8,7+0,2
L8 5530 +£300 440 £ 40 6,0£0,6 9,2+04 76 £ 1 18+3 11+3 256 £7 9,2+0,2
L9 5580+ 310 500 + 40 7,3+£0,8 7,8 +£0,2 66+3 22+3 12+3 81+£2 7,1£0,2
L10 4030 + 220 480 £ 40 1,6 £0,2 9,8+0,5 55+2 8+2 9+2 132+4 7,4+0,2
L1l 9340+ 510 180 £20 23,1+2,5 9,8+£25 95+4 21+3 23+5 140 £ 4 9,5+0,2
L12 5320+ 290 490 + 40 5,8+£0,6 4,7+0,7 79+3 1442 21+4 96 +3 7,2+0,2
L13 3810+210 400 £ 30 2,8+0,3 6,8+0,1 41 +2 38+5 10+2 163 £5 n.d.
L14 7230 + 400 630 + 50 10,9+ 1,2 133+1,1 67+3 38+5 19+4 76+2 7,8 +£0,2
L15 720 £ 40 310+ 30 1,1+£0,1 8,2+0,3 4,0+0,1 29+4 1,9+04 600 + 20 n.d.
L16 1980+ 110 380 +30 0,7+0,1 9,9+0,5 7,7+£0,3 32+5 4,6+0,9 107 £3 n.d.
L17 7080 + 390 710 £ 50 12,6 £ 1,3 1,5+0,2 53+£2 160 £ 20 12+3 77+2 n.d.
L18 6560 £ 360 620 + 50 11,9+ 1,3 6,2+1,0 116 £5 100 £20 35+7 120+ 3 n.d.
Helianthus annuus
Sl 5460 + 300 300+30 15,0+ 1,6 1,6 £0,2 42+2 100 £20 6+ 1 283 +£7 n.d.
S2 4170 + 230 35+3 10,8 £1,1 5,5+0,9 43+2 110 £20 3,5+0,7 339+9 n.d.
S3 5940 + 330 640 + 50 8,2+0,9 26,9 +4,2 71+3 80+£10 15+3 194 £5 15,6 +0,4
S4 3240 + 180 420 £ 30 8,5+0,9 35,8+5,6 63+3 90 +20 9+2 2517 16,7+ 0,4
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kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina

S5 3710+ 200 300 £ 30 7,9+0,8 19,4 +£3,0 59+3 56 £8 8+2 390 £ 10 15,5+0,4
S6 4480 + 250 320+ 30 10,7+ 1,1 4,5+0,7 53+£2 100 £ 20 3,5+0,7 580 +20 16,0+ 0,4
S7 6700 + 370 94 +7 7,1£0,8 14,7+2,3 41+2 30+4 3,7+£0,7 410£20 n.d.
S8 5780 + 320 440 + 40 33+04 15,7+2,4 49 +2 28 +4 4,6+0,9 228+ 6 n.d.
S9 4980 + 270 450 £40 10,7+ 1,1 39,8+ 6,2 67+3 68 +9 9+2 400+ 10 153+0,4
S10 5290 £ 290 400 £ 30 7,3+0,8 222+35 94 +4 16+3 33+7 520+ 20 17,8+ 0,4

Brassica napus
R1 4680 + 260 310+ 30 11,4+1,2 1,1+£0,2 21,3+0,7 150 £20 14+3 123+4 n.d.
R2 3210+ 180 230 +£20 6,6 £0,7 0,2+0,1 26,8+ 0,9 150 £20 15+3 63+2 n.d.
R3 3850+ 210 370 =30 9,4+1,0 0,1+0,1 13,3+0,5 160 + 30 18+4 84+3 n.d.
R4 4220+ 230 300 + 30 8,6+0,9 74+1.2 17,5+ 0,6 130 £20 30+6 135+4 n.d.
RS 2630 + 150 400 + 30 6,9+0,7 1,4+0,2 8,0+0,3 120 £20 14+3 83+3 n.d.
R6 2260 + 130 340 + 30 9,8+£1,0 1,9+0,3 10,6 + 0,4 140 £20 13+£3 97+3 n.d.
R7 2190 + 120 460 + 40 7,3+0,8 6,7+£1,0 18,4+ 0,6 45+ 6 12+3 51+2 74+0,2
R8 2580 + 140 270 + 20 7,8+0,8 0,2+0,1 9,4+0,3 140 £20 17+4 51+£2 n.d.
R9 2370+ 130 360 + 30 6,8 +0,7 0,5+0,1 8,1+0,3 38+5 10+2 69 +2 n.d.
R10 2340 + 130 290 +20 7,1+£0,8 0,2+0,1 6,4+0,2 45+ 6 11+3 92+3 n.d.

Honeydew
M1 5540 £ 300 410 +£30 10,3+ 1,1 35+6 248 £9 9+2 100 £ 20 289 +£8 18,2+ 0,5
M2 7330 + 400 580 + 50 12,5+1,3 190 + 30 400 +20 890 + 120 110 £30 530 +20 23,6+ 0,6
M3 8460 + 460 720 = 60 14,6 1,6 220 +40 440 + 20 1170 + 160 130 £30 640 + 20 25,9+0,6
M4 10690 £ 580 800 + 60 16,6 £1,8 51,2+38,0 42+2 1790 + 240 240 £ 50 670 + 20 40,7+0,9
MS5 7760 + 420 940 + 70 8,4+0,9 30,7+ 4,8 400 +20 1200 + 160 120 £ 30 480 +20 18,3+0,5
M6 620 £ 40 220 £20 0,6 £0,1 10,1 £ 1,6 n.d. 1,8 £0,1 4,1+0,8 610 +20 n.d.
M7 7230 + 390 1300 + 100 6,5+0,7 80 £20 390 +20 210 £30 90 £ 20 400 £ 10 28,5+0,7
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M8 6840 + 370 690 + 50 6,9+0,7 80 £20 650 + 30 560 + 80 120 £30 530+£20 27,0+ 0,7
M9 7720 + 420 420 £ 30 8,8+0,9 51,5+8,0 520 +£20 270 £40 130 £30 510+20 27,7+0,7
MI10 5590+ 310 350+ 30 9,9+1,1 2,8+0,4 580 +20 190 £ 30 120 £ 30 390+ 10 20,7+ 0,5
MIl1 6940 + 380 590 + 50 8,4+09 254+4,0 960 + 40 580 + 80 190 + 40 620 + 20 30,9+0,8
MI12 8310 £450 420 £ 30 42+0,4 130 £30 380 +20 260 £ 40 150 £30 470 £20 25,6+ 0,6
M13 5800 + 320 620 + 50 9,8+£1,0 2,5+04 870 + 30 620 +90 350+ 70 560 + 20 29,1 +0,7
M14 6150 + 340 680 =50 8,4+09 0,2+0,1 870 + 30 760 + 100 340+ 70 580 +£20 31,2+0,8
MI15 6220 + 340 730 £ 60 8,9+0,9 0,5+0,1 1000 + 40 1020 + 140 520+ 100 680 + 20 36,0+ 0,9
MI16 6010 = 330 330+ 30 6,0£0,6 0,5+0,1 470 £20 280 £ 40 190 + 40 360+9 23,2+0,6
M17 7460 = 410 250 +£20 10,2+1,1 89x14 480 £20 380+ 50 180 + 40 390+ 10 23,2+0,6
MI18 6510 + 360 770 + 60 8,4+0,9 0,9+0,1 930 +40 980 + 130 430 +90 660 + 20 352+0,9
MI19 6080 =+ 330 340 + 30 3,4+04 140 + 30 201 + 8 507 50+ 10 420+ 10 17,2+0,4
M20 5510+ 300 430 £30 2,4+0,3 145 £ 30 187+7 2804 50+ 10 320+ 8 16,4+ 0,4
M21 6180 + 340 350 +30 12,6 +£1,3 1,9+0,3 730 +30 180 + 30 150 £ 30 450 £20 23,3+0,6
M22 6440 + 350 580+ 50 7,9+0,8 0,7+0,1 1200 + 50 680+ 90 320+ 60 660 + 20 24,8 +0,6
M23 4850 + 370 290 £ 20 9,7£1,0 2,6+0,4 390 +20 56+8 120 + 30 370 £ 10 20,5+ 0,5
M24 6010 = 330 460 £ 40 10,0+ 1,1 2,604 730 =30 290 £ 40 190 + 40 540 £ 20 26,5+0,7
M25 6530 + 360 300 + 30 11,0+1,2 2,7+04 760 =30 330+ 50 180 + 40 550 +£20 28,4+0,7
M26 5770 £ 320 220 +£20 8,3+0,9 3,6£0,6 530+ 20 230 £ 40 170 + 40 410+ 10 22,8+ 0,6

n.d. — nije detektovana
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H3jasa o ayTopcTBY

Nwme u npesume aytopa Muxajjio JakaHOBCKHU

bpoj nnnekca JAX01/2021

N3jaBibyjem

71a je JOKTOpCKa UcepTalrja mo 1 HacJIOBOM

lehepu 1 oprancke KuceJIMHe Ka0 MOKa3aTe/bU AYyTEHTUYHOCTH MeJa

® PE3yiTaT CONCTBCHOT UCTPAKUBAYKOI paaa;

e Ja mucepTandjay HeNMHU HU y AeTIOBUMA HHje OMiIa MpeIo’KeHa 3a CTHIIAE JIpyTe
JTUIUIOME TpeMa CTYIH]CKUM IIporpaMuMa JApYriuX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,;

e Jla cy pe3yJTaTH KOPEKTHO HAaBEJCHH U

e Jla HUCAM KpILIKOo/JIa ayTopcKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa UHTEJIEKTYalIHy CBOJUHY JIPYTHX
JMLa.

VY beorpany,

IHornuc ayropa
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N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje J0KTOPCKOT pajaa

Nwme u npesume aytopa Muxajiao JakaHOBCKH
bpoj unnexca JAX01/2021
Crynujcku nporpaMm XeMuja

Hacnos pana Illehepu 1 oprancke KuceJuHe Kao NoKa3arebu
AyTEeHTUYHOCTH MeJa

MenTopu ap Aymanka Muinojkosuh—Oncennua u 1p Cangpa

Ileran

W3jaBipyjeM na je mTaMiaHa Bep3Wja MOT JIOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEp3MjU KOjy caM IIpenao/ia paad ToxpamKBama y JUruraanoM peno3utopujymy
Yuusep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM J1a ce o0jaBe MOjU JIMYHU IMOJANM BE3aHW 3a JOOHjamke aKaJIeMCKOT Ha3HWBa
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U TIpe3nuMe, TOIMHA ¥ MecTo pol)era 1 1aTyM o10paHe paja.

OBu JIMYHU OJAIM MOTY c€ 00jJaBUTH HAa MPEXHUM CTpaHMIIAMa AUTUTAIHE OMOIHOTEKE, Y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory U 'y myOnukanujama Y HuBepsureta y beorpany.

V¥ Bbeorpany,

IMoTrniuc ayropa
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H3jaBa o kopumhewy

Osnamhyjem YHuBep3uTeTcky OuOmuoreky ,,CBerozap MapkoBuh™ na y Jlururamxu
perno3uTopujyM YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY JUCEPTAIU]y MO HACIOBOM:

IHehepn H OPraHCKe KHCEJIUHE Ka0 NMOKa3aTe/bu ayTCHTUIHOCTH MEla

KOja je MOje ayTOPCKO JIeIO.

Jlucepraiyjy ca CBUM MPUIIO3UMA Mpeaao/aa caM y eleKTPOHCKOM (opMaTty MOTOJAHOM 3a
TpajHO apXUBUpPAHE.

Mojy TOKTOPCKY AMCEPTaInjy MOXpameHy y JJuruTaiHoM perno3uTopujymy Y HUBEp3UTETa
y Beorpany u noctynHy y OTBOPEHOM HPUCTYITY MOTY Jla KOPUCTE CBU KOjH IOIITY]jy OApende
caapxkane y onadbpanom tuny auunenie Kpearusne 3ajequuie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce
OJITy4YHo/Ta.

1. Ayropctso (CC BY)

2. Aytopcto — Hekomepijarao (CC BY-NC)

3. AytopcTtBo — HekoMmepIjainHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLHjAITHO — enuTH 1o uctuM ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — nenuTH nox uctum yciosuma (CC BY-SA)

(Monumo n1a 3a0KpyKHUTE caMo jeHy of mecT nonyhennx nuueniu. Kparak
OTIHC JIMIICHIIN j€ CAaCTaBHH JICO OBE M3jaBe).

VY Bbeorpany,

IHornuc ayropa
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Mihajlo V. Jakanovski Doktorska disertacija IZJAVE

1. AyropcrBo. [[03BOJbaBaTe yMHOXKaBame, MUCTPUOYIIM]Yy W JaBHO CaOIIITaBamke Jena, |
npepaje, ako ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HauuH ofipel)eH on cTpaHe ayTopa WM AaBaolia JHUIIEHIIE,
YaK ¥ y KomeprujanHe cepxe. OBo je HajcmoOoIHU]a Of] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTOpcTBO — HeKoMepuujajaHo. Jlo3BosbaBare yMHOXaBame, JAUCTPUOYIHM]Y € JaBHO
CaOIIIITaBaE JIeTa, U Mpepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha Ha4MH onpeleH o cTpaHe ayTopa
WM AaBaona juueHie. OBa JHIeHIa He 103B0JbaBa KOMEPIUjaIHy yHIOTpeOy aena.

3. AyTOpCTBO — HeKOMepUHjaJIHO — 0e3 nmpepajaa. /[o3BospaBare yMHOKABAKE, TUCTPUOYIIN]Y
U jaBHO CaOIIIITaBame JIena, 0e3 MpoMeHa, mMpeoOIMKoBamka I yIoTpeOe Iea y CBOM JIeiy, ako
ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ozpeleH ox cTpaHe ayTopa win gaBaola aurene. OBa JuneHna
HE JI03BOJbaBa KOMEPIIHjaIHy yrnoTpeOy ena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaJe JIHMIICHIIE, OBOM JIUIICHIIOM
ce orpannyana Hajsehu oOum npaBa kopuihema aena.

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEpPHHUjaJHO — [JeJUTH TMOJ HCTUM YyciaoBuma. Jlo3BosbaBare
YMHOXaBambe, IUCTPUOYLINjy 1 JaBHO CAOMNINTABAKE JIeNIa, U Pepajie, ako Ce HaBeJe UMe ayTopa
Ha Ha4MH ojpeheH ox cTpaHe ayTopa WM J1aBaola JIMLEHIE U aKo ce Ipepaja AUCTpudyupa mnoj
UCTOM MJIM CIMYHOM JuieHoM. OBa JIMIEHIIa He JI03BOJbaBa KOMepLUjalHy ynorpely nena u
npepaja.

5. AyTtopcTBo — 0e3 npepana. /[03BosbaBaTe YMHOXKABAKE, JUCTPUOYIIN]Y U JABHO CAOIIIITABAHE
nena, 0e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamka WK YIIoTpeOe Jieia y CBOM JIeiy, aKO Ce HaBeIe UMe ayTopa
Ha HaynH ozapeheH ox crpane ayropa winm naBaona JmineHie. OBa JHMICHIIA J03BOJbaBa
KOMEpLIHjaJIHy yroTpeoy nena.

6. AyTOpCTBO — JeJUTH MO MCTHM YcJaoBHUMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKaBamwe, AUCTPUOYIU]Y H
JaBHO CaOIIITaBamke JIeNla, U Tpepaje, ako ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HadMH ofpeleH ox cTpaHe
ayTopa WX J1aBaolia JIMIIEHIIE U aKo Ce Ipepaja TUCTprOynpa Mo MCTOM UITH CIIMYHOM JTUICHIIOM.
OBa nuIeHna A03B0JbaBa KOMEpIMjaliHy yrnoTpedy nena u mpepaaa. CiudHa je codTBEPCKUM
JUIEHIIaMa, OJJHOCHO JIUIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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