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OVAJ] DOKTORAT POSVECUJEM MOM TATI, JEDNOM OD
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SAHVALNICA

ZAHVALJUJUCI SVOJO] MULTIDISCIPLINARNOSTI OVA] DOKTORAT JE, NA
MOJU VELIKU SRECU 1 ZADOVOLJSTVO, ZAHTEVAO I PODRAZUMEVAO
SARADNJU SA VECIM BROJEM LJUDI RAZLICITIH STRUKA I OPREDELJENJA.
KAKO SU MI NEKI OD NJIH IZUZETNO PUNO POMOGLI U NJEGOVOJ IZRADI I
NASTANKU ZELEO BIH DA IM SE OVIM PUTEM POSEBNO ZAHVALIM:

v

VELIKU ZAHVALNOST DUGUJEM PROF. DR NIKOLI RISTICU,
EMERITUSU, KOJI ME JE , U TESKOM I PRELOMNOM TRENUTKU MOJE
AKADEMSKE KARIJERE, POVEZAO SA PROF. DR ZIVOSLAVOM TESICEM,
MOJIM MENTOROM, KOME DUGUJEM BESKRAJNU ZAHVALNOST ZA
PRIHVATANJE MENTORSTVA U TOM, ZA MENE JAKO VAZNOM
MOMENTU, I STO MI JE ODABIROM OVAKVE TEME OMOGUCIO DA
SPOJIM SVOJE DVE VELIKE LJUBAVI - HEMIJU I BIOLOGI]JU. BILO MI JE
VELIKO ZADOVOLJSTVO SARAPIVATI SA NJIME A NADAM SE DA CE SE
TA SARADNJA I DALJE NASTAVITI

VELIKO HVALA I PROF. DR DUSANKI MILOJKOVIC-OPSENICI KOJA JE
PRATILA RAZVO] 1 NAPREDAK OVOG DOKTORATA OD SAMOG
POCETKA 1 SVOJIM SUGESTIJAMA I KOREKTNOM SARADNJOM
DOPRINELA DA ON NA KRAJU IZGLEDA ONAKO KAKO SMO SVI
PRIZELJKIVALL PROFESORKA JE ULOZILA PUNO TRUDA I ENERGIJE U
ISCITAVANJE RADNE VERZIJE DOKTORATA I UKAZALA NA PROPUSTE I
PREVIDE KOJI UVEK POSTOJE

ZAHVALNOST DUGUJEM I PROF. DR TAN]JI CIRKOVIC-VELICKOVIC KAO
CLANU KOMISIJE ZA ODBRANU OVE TEZE NA SARADN]JI I KORISNIM
SUGESTIJAMA U ZAVRSNOJ FAZI PISANJA DOKTORATA

BESKRAJNO HVALA MOM KOMENTORU I DRAGOJ KOLEGINICI SA
KATEDRE, DOC. DR MIRJANI PESIC BEZ CIJE ENERGIJE, IDEJA, PODRSKE
I DUGOGODISNJE USPESNE SARADNJE JA SIGURNO NE BIH NI STIGAO
DOVDE NITI IMAO PRILIKU DA PISEM OVIH NEKOLIKO REDOVA. MIRO,
JoS JEDNOM, VECI SI HEMICAR OD MNOGIH KOJI SE TAKO ZOVU
TITULOM!

TRECI ALI NE MANJE VAZAN CLAN NASE , EKIPE“ NA KATEDRI, KOME
BIH, TAKODE, OVDE ZELEO DA SE ZAHVALIM JE PROF. DR MIROLJUB
BARAC. MICO, HVALA STO SI ME PRIHVATIO U SVOJU EKIPU I STO
CEMO, NADAM SE, JOS DUGO I USPESNO SARAPIVATI I GRADITI MOST
IZMEPU HEMIJE I BIOHEMIJE



VELIKO HVALA I PROF. DR SLAPANI STANOJEVIC KOJA JE UVEK BILA
TU ZA MENE, I U DOBRU I U ZLU I POKAZALA KOLIKO VELIKI COVEK
JESTE. SLAPKA, HVALA TI STO SI TAKVA KAKVA JESI

VELIKU ZAHVALNOST DUGUJEM PROF. DR MARINI MACUKANOVIC-
joci¢, VANREDNOM PROFESORU NA POLJOPRIVREDNOM FAKULTETU
ZA STRPLJENJE I TRUD KOJI JE ULOZILA DA PROCITA I KORIGUJE
UVODNI DEO DOKTORATA VEZAN ZA BOTANICKI ASPEKT PRICE O
POLENU. PROFESORKA, VELIKO HVALA $TO STE ME PODSETILI NA SVE
LEPOTE BOTANIKE KAO NAUKE I NADAM SE NASTAVKU USPESNE
SARADNJE

ZAHVALNOST UPUCUJEM 1 DOC. DR TANJI PETROVIC SA
POLJOPRIVREDNOG FAKULTETA NA KORISNIM SUGESTIJAMA 1
SARADN]JI OKO MIKROBIOLOSKOG DELA PRICE U OVOM DOKTORATU.
TANJA, BILO BI BOLJE DA NISMO NASLI SVE STO SMO NASLI U POLENU
ALI DRUGACIJE NE BIH IMAO PRILIKU DA, NA MOJE ZADOVOLJSTVO,
SARADUJEM SA TOBOM. HVALA TI

MORAM DA SPOMENEM I DR SLAPANU ZILIC SA INSTITUTA ZA
KUKURUZ U ZEMUN POLJU SA KOJOM SAM USPESNO SARAPIVAO U
DELU ODREDIVANJA ANTIOKSIDATIVNOSTI POLENA KAO I NA
PROJEKTU NA KOJEM SAM JEDAN OD PARTICIPANATA

VELIKU ZAHVALNOST DUGUJEM I SVOM ,PREDMETNOM PROFESORU*
PROF. DR CASLAVU LACNJEVCU SA KOJIM SAM MALTENE
ISTOVREMENO STIGAO NA POLJOPRIVREDNI FAKULTET I OD PRVOG
DANA ZAPOCEO, VERUJEM I NADAM SE, USPESNU SARADN]JU. DRAGI
PROFO, HVALA VAM NA TOME I NA BROJNIM SAVETIMA VEZANIM
KAKO ZA NAUKU TAKO I ZA OBICAN, SVAKODNEVNI ZIVOT

JEDNO VELIKO HVALA I SOFIJI ICITOVIC, MOM DRUGU I SABORCU SA
,POLJOSA“ KOJA JE IMALA ZIVACA I NERAVA DA PRVA PROCITA
RADNU VERZIJU DOKTORATA I UKAZE MI NA NEKE PROPUSTE I
PREVIDE KOJE SAM NAPRAVIO. SOFIJA, KO RADI TAJ I GRESI A ZATO SU
TU I PRIJATELJI

VELIKO HVALA MOM PRIJATELJU I KOLEGI SA KATEDRE PANTI SA
KOJIM SAM DELIO ,ISTU MUKU“. PANTO, DOGURASMO I TI I JA DO
KRAJA ,OVE PRICE“ ALl NADAM SE DA NAM USPESNA SARADNJA,
DUGOGODISNJA, TEK PREDSTO]JI

ZAHVALJUJEM SE I MALISI, VESNI, PROF. DR. EVICI IVANOVIC, JELENI,
NESI BANJCU, IVANI NA USPESNOJ DUGOGODISNJOJ SARADN]JI KROZ



RAZNORAZNE KURSEVE, TESTOVE, ISPITE ILI OBICNA KOLEGIJALNA
DRUZENJA 1 KAFE

v HVALA 1 OSTALIM KOLEGAMA SA KATEDRE, KAKO PROFESORIMA
TAKO I TEHNICARIMA, ZA DUGOGODISNJU SARADNJU

v' POSEBNO HVALA DRAGICI I DEJANU IPAC ZA DUGOGODISNJU
SARADNJU KOJA JE, VREMENOM, PRERASLA U DRUZENJE I
PRIJATELJSTVO

v ZELEO BIH DA OVDE ISTAKNEM I NEKE VAZNE LJUDE SA HEMIJSKOG
FAKULTETA KOJI SU, SVAKO NA SVOJ NACIN, DOPRINELI IZRADI OVOG
DOKTORATA: UROSA GASICA (BEZ KOGA NE BIH STIGAO DO SILNIH
REZULTATA O SADRZAJIMA SECERA 1 POLIFENOLA U POLENIMA),
MIRU MOSIC (OD KOJE SAM ,UKRAO ZANAT“ KONCENTROVANJA
SECERA 1 FENOLA NA SPE-U I KOJA Ml JE U POCETKU DOSTA POMOGLA
SA UZORCIMA POLENA), DOC. DR JELENU TRIFKOVIC (ZBOG
KOREKTNE SARADNJE NA PISANJU JEDNOG OD PRVIH RADOVA IZ
OVOG DOKTORATA), KAO I DOC. DR MAJU NATIC

v VELIKO HVALA MOJOJ HELEN STO JE STALA UZ MENE I OVA]
DOKTORAT OD POCETKA KAKO BI MALO LJUDI UCINILO. U ISTOM
SMISLU TU JE I MOJA VLAJKA. VAS DVE SPADATE U ONU MALOBROJNU
GRUPU PRAVIH PRIJATELJA KOJI SE CUVAJU I NEGUJU CEO ZIVOT

v NA SAMOM KRAJU NAJVECE HVALA MOJOJ PORODICI - MAMI RADI SA
KOJOM CESTO PODELIM I PONEKU SUZU KAO SECANJE NA ZILETA.
IAKO VISE NIJE SA NAMA, SVAKI DAN NAS PODSECA SA KAKVIM SMO
VELIKIM COVEKOM IMALI CAST BIVSTVOVATI VISE OD 30 GODINA.
HVALA MOM VLAJKU STO JE IMAO ZIVACA ZA MOJA ,SPANSKA SELA I
PORTUGALSKE GRADOVE“ KADA SU U PITANJU KOMPJUTERI I
TEHNIKA I STO JE ODRADIO VAZAN DEO TEHNICKIH DETALJA OKO
OVOG DOKTORATA. HVALA MOJOJ SNAJKI LANI NA MNOGOBROJNIM
KAFAMA A OBOMA POSEBNO HVALA ZA STRIKINU PRINCEZICU ANJU
(KOJA JEDVA CEKA DA STRIKO I NJU POCNE DA UCI KAO STO UCI
DRUGU DECU NA POSLU) I STRIKINOG SARMERA STRAHIN]JU KOJI CE
BITI DOSTOJAN PREDSTAVNIK TRECEG KOSTICA KOLENA.
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SKRACENICE

PDU - preporuceni dnevni unos
GABA - y-aminobuterna Kiselina
Hser - homoserin

Orn - ornitin

USA - Sjedinjenje Americke Drzave

FAO - Agencija za hranu Ujedinjenih
nacija

Trp - triptofan
(Cys)2 - cistin

HPLC - te¢na hromatografija visokih
performanci

BCEC-CI - 2-(11H-benzo[a]-karbazol-
11-il)etil-hloroformat

F - fruktoza

G - glukoza

NSP - neskrobni polisaharidi

UDV - ukupna dijetalna vlakna
NDV - nerstvorna dijetalna vlakna
RDV - rastvorna dijetalna vlakna
TLC - tankoslojna hromatografija

HPLC-PAD - CaZ*-ligandna
jonoizmenjivacka hromatografija visoke
performance spregnuta sa pulsnom
amperometrijskom detekcijom

HPLC/MS - tecna hromatografija
visokih performanci spregnuta sa

masenom spektrometrijom

C8:0 - kaprilna kiselina

C9:0 - nonanska kiselina

C10:0 - kaprinska kiselina

C12:0 - laurinska kiselina

C14:0 - miristinska kiselina

C13:0 - tridekanska kiselina

C15:0 - pentadekanoinska kiselina
C16:0 - palmitinska kiselina

C16:0 IZO - izopalmitinska kiselina
C16:1 - palmitoleinska kiselina

C17:0 - margarinska kiselina

C17:1 - margaroleinska kiselina
C18:0 - stearinska kiselina

C18:1n-9 - oleinska kiselina

C18:2n-6 - linolna kiselina

C18:3n-6 - y-linolenska kiselina

C20:0 - arahidska kiselina

C20:1 - eikozanska kiselina

C20:2 - eikozadienska kiselina

C22:0 - behenska kiselina

C20:3n-6 - dihomo-y-linolenska Kiselina
C20:3n-3 - eikozatrienska kiselina
C20:5n-3 - eikozapentanoinska kiselina
C22:5n-3 - dokozapentanoinska kiselina

C22:6n-3 - dokozaheksanoinska kiselina



C24:0 - lignocerinska kiselina

Cz20 - eikozan

C22 - dokozan

C26 — heksakozan

Czs - oktakozan

C32 - dotriakontan

ZMK - ukupne zasi¢ene masne kiseline
NMK - ukupne nezasi¢ene masne Kiseline

MNMK - sadrZaj mononezasi¢enih masnih
kiselina

PNMK - sadrZzaj polinezasi¢enih masnih
kiselina

PAH - aromaticni

ugljovodonici

policikli¢ni

CCD - colony colapse disorder syndrome
LC - tecna hromatografija
ESI - elektronsprej jonizacija

UV - ultraviolentno (ultraljubicasto)
zraCenje

TAA - ukupna antioksidativnost
RSA - radical-scavening activity

DPPH - [di(fenil)-(2,4,6-trinitrofenil)-
iminoazanijum] radikal

GAE - ekvivalenti galne kiseline
QE - ekvivalenti kvercetina
EEP - etanolni ekstrakt polena

PEP - enzimski hidrolizat polena

EEPP - ekstrakt polena podvrgnut
digestiji pepsinom

EPR - elektron-paramagnetna rezonanca

cfu - broj jedinki kolonije mikroba po g
uzorka

WAC - kapacitet vezivanja vode
OAC - kapacitet vezivanja ulja

SPOS - Savez pcelarskih organizacija
Srbije

CS - Centralna Srbija

BG - Beograd

VO] - Vojvodina

SDS- natrijum-dodecilsulfat

PAGE - poliakrilamidna gel elektroforeza
BSA - govedi serum albumin

AOAC - Association of Official Analytical
Chemists

MEMK - metil estri masnih kiselina
FID - plameno-jonizujuéi detektor
SPE - ¢vrsto-teCna ekstrakcija

UHPLC-MS/MS - ultratecna
hromatografija  visokih  performaci
spregnuta sa masenom spektrometrijom

HPAEC/PAD - anjonska
jonoizmenjivacka hromatografija
visokih performanci spregnuta sa
pulsiraju¢om amperometrijskom
detekcijom



ICP-OES -  indukovano-kuplovana
plazma spregnuta sa emisionom
spektrometrijom

PTFE - politetrafluoretilen

TRIS - tris(trihidroksimetil)metanamin
EAI - indeks aktivnosti emulzije

ESI - indeks stabilnosti emulzije

FC - kapacitet pene

FS - stabilnost pene

ABTS - 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)

Trolox - 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilhroman-2-karboksilna
kiselina

ELISA - (enzyme linked immuno
sorbent assay) enzimske imunoloske
metode



Analiza hemijskih i nutritivnih karakteristika polena koji su medonosne

pcele sakupile u razlic¢itim regionima Srbije
Izvod

U ovom radu ispitivane su hemijska i nutritivna svojstva polena koji su sakupile
medonosne pcele i to: palinoloSko poreklo uzoraka polena, sadrzaji pepela, vlage,
makro- i mikroelemenata, energetska vrednost, ukupni sadrZaji proteina, ugljenih
hidrata, lipida i fenola, ukupni antioksidativni kapacitet kao i pojedinac¢ni sadrzaji
rastvorljivih ugljenih hidrata, masnih kiselina i fenolnih jedinjenja. Osim toga,
ispitano je i prisustvo plesni i aflatoksina B1, kao mikrobioloSki parametar
ispravnosti uzoraka kao i tehno-funkcionalnih svojstava: peniva i emulgujuca

svojstva, rastvorljivost proteina i ugljenih hidrata, kapaciteti vezivanja vode i ulja.

Utvrdeno je da se uzorci razlikuju po botanicCkom poreklu, da je vecina
polifloralnog tipa sa petnaest zastupljenih biljnih vrsta i rodova od kojih su

najzastupljeniji bili krstaSice (kupusnjace) (Brassicaceae) i mahunarke (Fabaceae).

Sadrzaj vlage u ispitivanim uzorcima se kretao u opsegu od 4,35 do 14,35
g/100g dok je sadrzaj pepela bio u intervalu 1,18-3,32 g/100g. Na osnovu sadrZaja
ukupnih proteina (14,81-27,25%), ugljenih hidrata (64,42-81,84%), lipida (1,31-
6,78%) i prosecne energetske vrednosti (375 kcal) zakljuceno je da bi se polen koji

su sakupile medonosne pcele mogao koristiti kao dodatak ishrani.

Na osnovu sadrzaja pojedinacnih rastvorljivih ugljenih hidrata utvrdeno je da
je, u najve¢em broju uzoraka, najzastupljeniji Secer fruktoza. Osim nje identifikovane su
i glukoza, maltoza, saharoza i trehaloza. Od pojedina¢nih masnih kiselina u
uzorcima polena identifikovano ih je dvadeset, od cega je Sest zastupljeno u svim
uzorcima - C8:0, C16:0, C18:0, C18:1n-9, C18:2n-6 i C18:3n-3. Na osnovu kvantitativne
analize ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja (25,82 - 206,09 mg/100g) za vecinu
uzoraka se moglo rec¢i da su sadrzavali male koli¢ine fenolnih jedinjenja. U svim
uzorcima identifikovana su Cetiri od ukupno trinaest prisutnih fenolnih jedinjenja
- rutin, luteolin, galna i hlorogena kiselina. Ukupni antioksidativni kapacitet

ispitivanih uzoraka se kretao u opsegu od 27,46 do 138,89 mmol kg-1 TROLOX-a.



Na osnovu sadrZaja makro- i mikroelemenata zakljuceno je da su tri najzastupljenija
elementa u uzorcima polena bili kalijum, kalcijum i magnezijum. Utvrdeno je i
znacajno prisustvo gvozda i cinka Sto ispitivane uzorke ¢ini potencijalno dobrim
izvorima ova dva vazZna elementa u ishrani c¢oveka. Nije utvrdeno znacajnije
prisustvo potencijalno Stetnih elemenata osim prisustva aluminijuma u dva
ispitivana uzorka. Zakljuceno je da najveci uticaj na sadrZaj minerala u uzorcima

polena ima njihovo palinolosko poreklo.

[spitivani uzorci polena su pokazivali nisku rastvorljivost proteina (2,79 - 25,90
g/100g), visoku rastvorljivost ugljenih hidrata (31,2 - 75 g/100g), dobra
emulgujuca i antipeniva svojstva. Takode, pokazivali su nizak kapacitet vezivanja

vode (0,92 - 2,25 g/100g) a visok za vezivanje ulja (1 - 3,53 g/100g).

Utvrdeno je prisustvo plesni u desetispitivanih uzoraka kao i prisustvo
aflatoksina B1 u svim ispitivanim uzorcima, koji je nastao kao produkt
metabolizma plesni Aspergillus flavus, a koja je identifikovana u dva ispitivana
uzorka polena. Zbog toga je neophodno uz analizu prisustva plesni uraditi i
mikotoksikoloSku analizu. Od rodova plesni identifikovano je Sest (Mucor sp.,
Penicillium sp., Alternaria sp., Rhizopus sp., Trichoderma sp. i Fusarium sp.) pri

¢emu su plesni iz roda Trichoderma sp. prvi put pronadene u polenu.

Kljucne reci: Polen koji su sakupile medonosne pcele, hemijska karakterizacija,
nutritivna svojstva, antioksidativa svojstva, tehno-funkcionalna svojstva, plesni,

aflatoksin B1.
Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Analiticka hemija.
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Analysis of chemical and nutritional characteristics of bee-collected pollen

from different regions of Serbia
Abstract

In this study chemical and nutritional characteristics of bee-collected pollen
have been determined: palynological origin of samples, ash, moisture, macro and
microelements content, as well as energetic value and total content of proteins,
carbohydrates, lipids and fenolic compounds as well as total antioxidative capacity.
Furthermore, contents of soluble sugars, fatty acids and phenolic compounds have
been estimated. Presence of moulds and aflatoxin B1 has been investigated as well
as techno-functional properties such as: of protein and carbohydrate solubility,

foaming and emulsifying properties, water and oil absorption capacity.

It was found that most of the samples were polyfloral with different palynological
origin represented by fifteen plant families or species. The most abundant families

were Brassicaceae and Fabaceae.

The moisture content was ranged from 4.35 to 14.35 g/100g, while content of
ash varied in the range: 1.18 - 3.32 g/100g. Based on the total protein (14.81 to
27.25%), carbohydrate (64.42 to 81.84%) and lipid (1.31 to 6.78%) contents and
the average energy value (375 kcal), it was concluded that bee-collected pollen

could be used as a dietary supplement.

Among soluble carbohydrates the most abundant sugar was fructose. In
addition glucose, sucrose, maltose and trechalose were found. Twenty fatty acids
were detected in samples wherein six were found in all of the investigated
samples- C8:0, C16:0, C18:0, C18:1n-9, C18:2n-6 i C18:3n-3. Based on the total
content of phenolic compounds (25.89 - 206.09 g/100g) most of the samples were
characterized by low level. Four of the thirteen detected phenolic compounds were
found in all samples- rutin, luteolin, galic and chlorogenic acid. Total antioxidative

capacity was ranged from 27.46 to 138.89 mmol kg1 of TROLOX.

On the basis of the content of macro- and microelements, it was concluded that

the three most common elements in samples of pollen were potassium, calcium



and magnesium. There was a significant presence of iron and zinc which makes
investigated samples potentially good sources of these important elements in
human nutrition. There was no significant presence of potentially harmful
elements exepts for presence of aluminium in two of studied samples. It was
concluded that palynological origin had the greatest impact on the mineral content

of the bee-collected pollen samples.

The pollen samples showed a low protein solubility (2.79 - 25.90 g/100g), high
solubility of carbohydrates (31.2 - 75 g/100g), good emulsifying and non-foaming
properties. A low water absorption capacity (0.92 - 2.25 g/100g) and high oil
absorption capacity (1 - 3.53 g/100g) were found.

The presence of mould has been detected in ten samples, meanwhile presence
of aflatoxin B1 was found in all of the investigated samples of bee-collected pollen.
This mycotoxin originates from metabolism of specie Aspergillus flavus which has
been identified in two samples. Therefore, it is necessary to make mycotoxicological
analysis along with analysis of presence of mould. Six mould generas were
detected - Mucor sp., Penicillium sp., Alternaria sp., Rhizopus sp., Trichoderma sp. i
Fusarium sp. The presence of mould genera Trichoderma sp. was identified in the

bee-collected pollen for the first time.

Keywords: bee-collected pollen, chemical characterization, nutritional properties,

antioxidative properties, techno-functional properties, mould, aflatoxin B1.
Scientific field: Chemistry
Specific scientific field: Analytical chemistry.

UDC Number: 543
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I UVOD

Jedan od najvaznijih procesa u Zivom svetu je razmnoZavanje kojim biljke i
Zivotinje obezbeduju produZetak i opstanak svoje vrste. Kod visih biljaka polno
razmnozavanje se vr$i pomocu polenovih zrna koja predstavljaju muske polne
¢elije. OpraSivanje biljaka moZe da se vrsi pomocu vetra ili neke od Zivotinjskih
vrsta. Na naSim prostorima za najveci broj biljnih vrsta oprasSivac (polinator) je
medonosna pcela (Apis mellifera).

Stari Egipc¢ani su polen opisivali kao ,prah koji Zivot znaci“. U Antickoj Grc¢koj
za polenova zrna se smatralo da se sastoje od voska. Aristotel u svojoj knjizi
Historia animalism zakljucuje da po Cvrstini polen podseca na vosak ali zapravo
predstavlja ,pcelinji hleb“ (bee bread). Kasnije je nazvan brasno. Medutim, ime
»pcCelinji hleb“ je zadrZan kroz vekove. Naziv polen, koji potic¢e od latinskog naziva
za fino brasno tj praSinu, prvi put je upotrebljen 1686. godine od strane Ray-a
(John Ray) u njegovoj knjizi Historia plantarum. Prvi rad o primeni polena kao
hrane prikazao je Meehan 1873. godine dok Sira upotreba polena koji su sakupile
medonosne pcele zapocinje nakon drugog svetskog rata [Bogdanov, 2012].

Polen je izuzetno bogat hranljivim materijama - ugljenim hidratima, proteinima,
lipidima, makro- i mikroelementima. Pored toga, moZe posluZiti i kao izvor
razlicitih vitamina i fenolnih jedinjenja. Medutim, sastav cvetnog kao i polena koji
su sakupile medonosne pcele moze znacajno da varira u zavisnosti od botanickog
porekla, geografskog porekla, nacina sakupljanja, uslova transporta i uvanja.

Prema tome, radi utvrdivanja nutritivnih svojstava polena neophodno je
poznavanje fizicko-hemijskog sastava polena, dok je poznavanje botanickog i
geografskog porekla polena znacajno radi dobijanja polena odredenog sastava. Sa
druge strane, da bi polen nasao Siru primenu u ishrani, kao dodatak razli¢itim
prehrambenim proizvodima, neophodno je poznavanje njegovih tehno-funkcionalnih
svojstava i mikrobioloske ispravnosti.

Bitno je napomenuti da u svetu sve viSe raste interes za konzumiranje
funkcionalne hrane, zbog ¢ega je poznavanje funkiconalnih svojstava polena pored
nutritivnih i tehno-funkcionalnih znac¢ajno za kreiranje prehrambenih proizvoda sa

dodatom vrednoscu.
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Prema dostupnim podacima iz literature, detaljna analiza fizicko-hemijskog
sastava polena koju su sakupile medonosne pcele na podrucju Srbije nije uradena,
dok tehno-funkcionalna svojstva polena dosada nisu ispitivana.

Cilj ovog rada je bio da se, po prvi put, izvrsi detaljna fizicko-hemijska, nutritivna i
tehno-funkcionalna karakterizacija uzoraka polena koji su sakupile medonosne
pcele na podrucju Srbije. Pored toga, cilj je bio da se ustanovi prisustvo plesni i
aflatoksina B1 kao parametara mikrobioloSke ispravnosti i utvrdi ukupni
antioksidativni kapacitet polena kao funkcionalne hrane . Da bi se postigao ovaj cilj
uradeno je sledece:

v odredeno je palinolo$ko poreklo ispitivanih uzoraka polena

v odreden je sadrZaj vlage, pepela, ukupnih proteina, ugljenih hidrata, lipida i

fenolnih jedinjenja. Takode, utvrden je i ukupni antioksidativni kapacitet polena

v' odredena je energetska vrednost uzoraka polena kako bi se utvrdilo u

kolikoj meri zadovoljavaju nutritivne parametre u smislu upotrebe kao
dodatka u ljudskoj ishrani

v odredeni su sadrzaji rastvorljivih ugljenih hidrata i pojedina¢nih masnih

kiselina prisutnih u ispitivanim uzorcima

v' odredena su tehno-funkcionalna svojstava uzoraka polena kao $to su peniva

i emulgujuéa svojstva, rastvorljivost proteina i ugljenih hidrata kao i
kapaciteti vezivanja vode i ulja

v’ Ispitano je prisustvo plesni, kao jednog od najc¢es¢ih mikrobioloskih

kontaminanata prisutnih u hrani kao i prisustvo aflatoksina B1,

najtoksi¢nijeg mikotoksina koga produkuju odredene vrste plesni.

Dobijeni rezultati bi trebalo da pokaZu u kolikoj meri se sastav polena koji su
pcele sakupile u razli¢itim regionima Srbije razlikovao kao posledica razlika u
palinoloskom i geografskom poreklu istog. Takode, nasa ispitivanja trebalo bi da
omoguce procenu hranljive vrednosti polena skupljenog u Srbiji kao potencijalnog
dodatka ljudskoj ishrani, tehno-funkcionalna svojstva polena kako bi se bliZe
okarakterisala njegova moguca primena u prehrambenim proizvodima, kao i

ustanovi mikrobioloska ispravnost radi zdravstvene bezbednosti konzumenata.

Uvod 2
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II OPSTIDEO

II-1 RazmnoZavanje viSih biljaka

Najveci broj biljnih vrsta danasnjice pripada tzv. viSim biljkama medu kojima
su najvaznija dva razdela i to:

v golosemenice (Gymnospermae ili Pionophyta)

v’ skrivenosemenice (Angiospermae ili Magnoliophyta).

S obzirom da pojava cveta kod skrivenosemenica predstavlja najvisi nivo
evolutivnog razvoja biljaka, nije ¢udno S$to su danas upravo skrivenosemenice
najzastupljenije biljke na svetu sa viSe od dvesta trideset hiljada biljnih vrsta
razli¢itih morfo-fizioloskih karakteristika [Koji¢, 1989; Serban et al., 2013].

Proces razmnozavanja kod cvetnica zapocinje mejotickom deobom neke od
¢elija sa diploidinim brojem hromozoma (2n) i formiranjem spora. Spore sadrZe
haploidni broj hromozoma (n) [Stanley i Linskens, 1974]. Na samom pocetku
mikrospore nisu spremne da zapocnu proces razmnoZavanja i da ucestvuju u
oplodnji. Neophodno je da dode do nekoliko mitotickih deoba, da spora miruje
odredeni vremenski period i tek onda nastaje zrela haploidna mikrospora koja se

naziva polenovo zrno [Stanley i Linskens, 1974].

II-2 OprasSivanje (polinacija) i oplodenje visih biljaka

U toku procesa oprasivanja (polinacije) polenova zrna dospevaju do tucka tj. do
njegovog gornjeg, lepljivog dela koji se naziva Zig. Transfer polena do tucka vrsi se
ili putem abiotickih (vetar - anemofilija i voda- hidrofilija) ili biotickih (Zivotinje -
zoofilija) faktora. Polenovo zrno, osim muskih polnih ¢elija, sadrzi i hranljive sastojke i
nakon stizanja do tucka ono se deli i izrasta u vidu polenove cevcice kroz tucak. Ova
cevcica prolazi kroz stubi¢ tucka i stize do plodnika i do jajne Celije. Pri tome, polenova
cevcica puca i oslobada dve muske polne ¢elije (mikrogameti). Jedna se spaja sa jajnom
¢elijom i formira diploidni zigot, a od druge ¢e se formirati endosperm. On predstavlja
hranljivo tkivo koje ¢e zigot koristiti pri klijanju i razvi¢u u novu biljku. Na taj nacin

se zavrSava proces oplodenja biljke (sl. 1) [Gaji¢ et al., 2003].

Opsti deo 3
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S obzirom da nemaju formiran pravi cvet kojima bi privukle insekte opraSivace,
kod golosemenica opraSivanje se uglavnom vrsi pomocu vetra dok je kod drugih za
opraSivanje neophodan posrednik tj. polinator. Kod anemofilnih biljaka polenova
zrna su laka i pokretna da bi mogla lako da se transportuju vetrom, a cvetovi ovih
biljaka su obi¢no neatraktivni. Sa druge strane, entemofilna polenova zrna su teska
i lepljiva (bogata proteinima) da bi lako mogla da se zalepe za telo polinatora.
Oprasivanje biljaka pomocu insekata postoji ve¢ vise od sto miliona godina. Medu
insektima, u umerenokontinentalnoj zoni najvazniji polinatori su pc¢ele zahvaljujuci
kojima se dobija oko 80% hrane biljnog porekla [Macukanovi¢-Joci¢, 2010]. One
oprasuju preko Cetrdeset hiljada biljnih vrsta, a godi$nji prihodi od meda mogu biti
znacajni. Na osnovu toga se moze uvideti koliki je njihov znacaj sa ekoloskog i
agronomskog aspekta. Zbog toga su pcelari uvek rado videni ,gosti“ na

poljoprivrednim zasadima kultura koje cvetaju [Gaji¢ et al., 2003; Bogdanov, 2012].

Generativna
® celija

-

Muska
polna ¢elija

. POLINACIJA
hy A celija
Zenska
Polenovo polna celija
ol e zrno [
Rastuca
Mikrospota,

Vegetativna

Anter

polenova cev

Plodnik
tucka

Slika 1. Proces oprasivanja (polinacije)

Poreklo medonosne pcele nije ni danas sa potpunom preciznos$¢éu utvrdeno
[Stanimirovi¢ et al., 2000]. Prema jednima smatra se da je poreklo medonosnih
pcela vezano za indijski potkontinent na kojem se i danas mogu naci sve poznate

vrste pCela ukljucujudi i Cetiri najpoznatije vrste medonosne pcele:

Opsti deo 4
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v’ Apis mellifera
v’ Apis indica
v’ Apis florea
v’ Apis dorsata

od kojih je, za nas, najvaznija evropska medonosna pcela (Apis mellifera) (sl. 2).

Slika 2. Pcela radilica vrste Apis meliffera

Kada je u pitanju filogenetsko poreklo medonosnih pcela one imaju,
najverovatnije, zajednicko poreklo sa solitarnim vrstama pcela i osa (tzv. pcele i
ose ,samice”)[Stanimirovi¢ et al, 2000]. U okviru svakog pcelinjeg drustva razlikuju
se tri vrste pcela: matica, trutovi i radilice. Radilice su te koje su zaduZene za
prikupljanje polena zahvaljuju¢i posebnim korpicama (corbiculae) koje im se
nalaze na zadnjim nogama, kao i sitnim dlac¢icama kojima im je obrastao najveci

deo tela, a za koje se polenova zrna, takode, mogu zakaciti.

II-3 Razvoj, grada i svojstva polena

Nakon obrazovanja polenovih zrna u njima zapocCinju mitoticke deobe kroz
proces formiranja muske polne Celije tj. muSkog gametofita - mikrogametogeneza.
Na ovaj nacin od svake mikrospore koja je dala jedno zrno dolazi do deobe i
nastajanja dve Celije (n):

v’ Vece, koja je vegetativna

v' Manje, koja je generativna [Tati¢ i Petkovi¢, 1998].

Oko vegetativne i generativnih Celija polenovog zrna formiraju se dve opne (sl. 3):

v unutras$nja - intina

v’ spoljasnja - egzina.

Opsti deo 5
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Slika 3. Grada polenovog zrna

Obe imaju zaStitnu ulogu. Utvrdeno je da se ovakva grada zida kod polena
javlja tek nakon stvaranja mikrospora [Stanley i Linskens, 1974]. Naime, u opni
buduceg polenovog zrna jo$ je Mangin, 1889-te [Mangin, 1889], identifikovao

prisustvo polisaharida kaloze (sl. 4).

Slika 4. Osnovni gradivni motiv strukture kaloze

Prvo ispitivanje njenog nastanka i uloge izvrSio je Eschrich [Eschrich, 1956] i
utvrdio da ona ima ulogu da izoluje i razdvaja zaCetke mladih mikrospora. Kaloza
se nalazi u amorfnom delu omotaca Celije i ne formira fibrilarnu strukturu [Frey-

Wyssling et al., 1957]. Barskaya i Balina [1971] su utvrdile da je uloga kaloze i da
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obezbedi zadrZavanje vode tj. da spreci dehidrataciju celije u periodu kada biljka
ne moZe da obezbedi dovoljnu koli¢inu vlage (npr. u suSnom periodu godine).
Neposredno pred nastanak mikrospore kako zapocne proces razgradivanja i
nestanka kaloze u zidu ¢elije tako ¢e se formirati neka vrsta preegzinske opne iz
koje ¢e se, nesto kasnije, razviti egzina. Odmah nakon formiranja mikrospora i
razgradnje kaloze zapocinje stvaranje sporopolenina, glavnog gradivnog sastojka
egzine. Sama struktura sporopolenina je izuzetno sloZena i smatra se da je u
pitanju polimer nastao oksidacijom karotenoida ili njihovih estara [Shaw i
Yeardon, 1966]. Nakon toga dolazi do intenzivnog akumuliranja materijala i
nastanka egzinske opne. U toku ove faze dolazi i do promena na otvorima
(aperturama) na polenovom zrnu koje se prvi put obmotavaju tankim celuloznim
omotacCem koji ih odvaja od ostatka zrna, a koji se moZe smatrati i prvim zacetkom
intine. Razvoj intine se odigrava paralelno sa razvojem egzinske opne, ali
neravnomerno $to se moze zakljuciti i ako se pogleda grada intinskog sloja. U
njemu se uocavaju koncentri¢ni krugovi izgradeni od celuloznog materijala, koji
predstavlja osnovnu gradivhu komponentu intine. Na kraju razvoja i sazrevanja
polenovog zrna dolazi do nakupljanja lipidnih i obojenih supstanci oko egzine u
sloju koji se naziva ,pollen kitt“. On ima vaznu ulogu u stvaranju mirisa polena,
njegovoj atraktivnosti (zbog boje) za Zivotinje — opraSivace kao i u medusobnom
slepljivanju zrna polena. Grada i debljina egzine se razlikuje od biljke do biljke pa

se, iz tog razloga, i polenova zrna medusobno mogu znacajno razlikovati (sl. 5).

II-4 Oprasivanje biljaka pomoc¢u medonosne pcele

Kao Sto je ve¢ naglaSeno, najveci broj biljaka oprasuje se pomocu insekata, a
medu njima najvaZniji oprasivac je medonosna pcela. Kada medonosna pcela sleti
na cvet ona dodiruje prasnike i pri tome se polenova zrna lepe i kace za brojne
dlacice koje postoje na njenom telu. Pcela koristi svoje zadnje noge da sabije polen

u korpice za polen (corbiculae) koje se nalaze na njima.
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Slika 5. Mikroskopski snimak polenovih zrna

Pcela navlaZi polen sekretom iz usta ¢ime pomaZe da se polen bolje spakuje u
korpice i prilepi za telo. Ovaj sekret sadrzi razliCite enzime, a pre svega amilaze i
katalaze. Jedna prosecna koli¢ina polena, koju pcela spakuje u korpice iznosi oko 8 mg
[Bogdanov, 2012]. Po jednima, da bi formirala jednu obnoZnicu od polena t;.
napunila obe korpice na nogama. pcela u proseku mora da poseti i oprasi od sedam
do dvadeset cvetova [Lebedeva et al., 2001] dok po drugima taj broj cvetova je i do
dvesta [Bogdanov, 2012]. Obi¢no se u jednom paketu polena nalazi polen od jedne
biljne vrste (monofloralni). Ako je, pak, pcela u toku prikupljanja polena posetila
cvetove razlicitih biljaka, u njenim korpicama i na telu ¢e se nac¢i meSoviti (polifloralni)
polen. U proseku jedna pcela dnevno nacini deset preleta u toku kojih sakuplja polen.

Pri dobrim vremenskim uslovima u koSnicu dnevno se unese preko pedeset
hiljada polenovih paketa. U koSnici pCela polen sa zadnjih nozica skida pomocu
Siljaka koji se nalaze na srednjim noZicama i smeSta ga u satne cCelije (sace). Osim
srednjih noZica pcela polen pakuje i pomocu glave, a dodaje i med radi poboljSanja
njegovog kvaliteta. Na taj nacin stvara se perga. U periodu kada u prirodi nema
polena, u rano prolece, pcele ¢e u koSnicu unositi druge materije poput brasna ili
piljevine [Stanimirovi¢ et al, 2000].

U toku sakupljanja polena pcele radilice mesSaju polen u Kkorpicama sa
nektarom, a u koSnici dodaju jo$ nektara i sekreta iz pljuva¢nih Zlezda nakon ¢ega
polen podleze fermentaciji. Nektar je slatki cvetni sok koji luce posebne Zlezde -
nektarije. One se nalaze na samom cvetu (floralne) ili na drugim nadzemnim

delovima cveta (ekstrafloralne).

Opsti deo 8



Doktorska disertacija mr Aleksandar Kosti¢

II-5 Sakupljanje polena biljaka pomocu medonosne pcele

Sakupljanje polena moze se vrsiti dvojako: rucno ili pomoc¢u insekata tj. pcela.
Prva varijanta je moguca i primenjuje se samo ako se Zeli sakupiti iskljucivo polen
od jedne biljne vrste, odnosno monofloralni polen. U svim ostalim slucajevima
koristi se polen koji su sakupile pcele i samo takav polen se i moZe naci na trzistu.
Prikupljanje polena se moZe vrsiti na razliCite nacine, ali obi¢cno se postavljaju
zamke sa reSetkama na ulazu u koSnicu, ili horizontalno ispod samog ulaza, tako da
se sa pcCela radilica prilikom sletanja u koSnicu a pri prelasku preko tih resetki i
zamki skidaju zrnca polena i ostaju u tim zamkama. Deo polena koji se na ovaj
nacin prikupi moze varirati u zavisnosti od slucaja, ali je uvek znacajno manji od
100% i krece se u proseku od 3% do 25% u toku vegetacionog perioda. Vrednosti
mogu da se znacajno razlikuju ¢ak i kada je prikupljanje izvodeno istim zamkama,
ali u razlic¢itim kolonijama i krecu se od 15 - 43%. Efikasnost prikupljanja polena
moZe znacajno da se promeni i poveca i ako se pcelinja kolonija premesti u
podrucje u kojem cvetaju biljke sa znatno krupnijim zrncima polena. U tom slucaju
efikasnost prikupljanja polena moze i da se udvostruci. Rezultati koji su dobijeni u
istrazivanju za veci broj lokacija u Evropi i jednoj u Americi pokazali su da se
raspoloZiva koli¢ina polena razlikovala i kretala od 5,6 kg do 222 kg. Ako se
pretpostavi da je prosecna efikasnost zamki oko 20%, to znaci da je koli¢ina polena
koja moZe da se sakupi pomocu njih izmedu 1,1 kg i 40,4 kg pri ¢emu je najveca
koli¢ina polena sakupljena u Kaliforniji (SAD). U Evropi ta koli¢ina je bila znacajno
niza i kretala se od 1,4 kg do 9,2 kg po koSnici. Ovako velika razlika je verovatno
posledica u razlici u duzini vegetacionog perioda u Kaliforniji u odnosu na Evropu.
Osim veliCine zrnaca polena i njegove kolicine, u smislu produkcije od strane biljke
na efikasnost sakupljanja znacajno mogu da uti¢u i vremenski uslovi kao i potrebe

koSnice za hranom [Bogdanov, 2012].

II-6 Palinolosko poreklo polena

Palinolosko (botanicko) poreklo polena koji su sakupile medonosne pcele lako
se odreduje mikroskopskom analizom, $to je danas ve¢ prihvaceno kao standardna
analiza. Ovom analizom ceS¢e se moZe odrediti rod ili familija biljaka od koje potice

polen nego konkretna biljna vrsta. Medu prve radove koji se bave ispitivanjem

Opsti deo 9



Doktorska disertacija mr Aleksandar Kosti¢

polena koji su sakupile medonosne pcele, a gde se navodi i botanicko poreklo
polena, spadaju radovi Heyl-a i Hopkins-a [1920], odnosno Elser-a i Ganzmuvller-a
[1931]. Prva dvojica su identifikovali i ispitali polen pelinolistne ambrozije
(Ambrosia artemisiifolia), a Elser i Gunzsmvller su pronasli u polenu koji su
sakupile medonosne pcele zrna koja poticu od bora (Pinus sp.), jove (Alnus sp.) i
leSnika (Corylus sp.). Auclair i Jamieson [1948] su u svom radu identifikovali polen
maslacka (Taraxum officinale) i vrbe (Salix sp.) kao i polifloralne uzorke. Kauffeld
[1980] u svojim rezultatima vezanim za ispitivanje uzoraka polena sa podrucja
Luizijane, SAD (Louisiana, USA) utvrdio je da se, u zavisnosti od meseca kada su
pcele sakupljale polen, u njemu moze naci polen veoma raznovrsnog palinoloskog
porekla Sto zavisi od toga kada biljke cvetaju- u martu mesecu glavne vrste polena
poticu od bele holandske deteline (Trifolium repens), kruske (Pyrus communis),
vrbe, voskovite mirte (Myrica sp.), krestovnika (Senecio sp.) i vrsta llex vomitoria i
Cercis canadensis. U toku aprila i maja, osim bele deteline, vrbe i biljke Ilex
vomitoria glavni izvor polena za pcele su i biljke persijska detelina (Trifolium
resupinatum), kupina (Rubus sp.), otrovni brsljan (Toxicodendron sp.), vrbena
(Verbena sp.) i biljke iz roda Ligustrum. U periodu maj - jun najvisSe cvetaju sledece
biljke: vrbena, divlji sirak (Sorghum halepense), ,pile¢e” drvo (Sapium sebiferum),
ruj (Rhus sp.), Stir (Chenopodium sp.) i biljka Ampelopsis arborea. Analizu polena
samo jedne biljne vrste, badema (Prunus dulcis) sa podrucja Kalifornije nalazimo u
radu Loper-a i saradnika [Loper et al., 1980]. Autori su analizu radili uporedno za
uzorke koji su uzeti direktno sa biljke, prikupljeni ruc¢no i iz koSnica. Ispitivanje je
pokazalo da su i uzorci koje su prikupile pcele bili poreklom od badema u procentu
viSem od 98,9%. Analizom devedest i jednog uzorka sa podrucja drZzave Viktorija u
Australiji [Rabie et al., 1987] utvrdeno je da postoji isto toliki broj vrsta polenovih
zrna od Cega je pet poticalo od biljaka iz familije Eucaliptus, dva od lokalnih biljaka,
a Cak cetrnaest je poticalo od egzoti¢nih vrsta biljaka medu koje autori ubrajaju i
Sumsko drveée kao i odredene vrste livadskog bilja i vrsta koje uzgajaju
poljoprivrednici. Uzorci polena sakupljeni na podrucju Egipta [Shawer et al., 1987]
pokazali su relativnu malu raznovrsnost u palinoloSkom pogledu (egipatska
detelina (Trifolium alexandrinum), bob (Vicia faba), divlja slaCica (Brassica kaber),
Zuta slatka detelina (Melilotus sicilus) i kukuruz (Zea mays)). U radu Agarwal-a i
Nair-a [1989] ispitivan je polen Zute akacije (Acacia auriculaeformis) koja raste na

podrucju Australije, Indonezije i Papue Nove Gvineje. Ova biljka je poznata po tome
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Sto produkuje veliku koli¢inu lakopokretnog polena koji pcele rado sakupljaju jer
je bogat hranljivim materijama. Iz istog geografskog regiona (drZzava Otago na
Novom Zelandu) nalazimo podatke o palinoloSkom poreklu devet uzoraka u radu
Day-ove i njenih saradnika [Day et al, 1990]. Oni su u ispitivanim uzorcima
identifikovali polen bele deteline, vrbe, jastrebovca (Hieracium pilosela L.),
zutilovke (Cytisus scoparius), kupine, bora, ¢kalja (Cirsium sp.), aktinidije (Actinidia
delisiosa), kao i matagure (Discaria toumatou)- endemicne biljke sa ovog podrucja.
Kod polena aktinidije utvrdili su i to da od ukupnog broja 60-70% zrna potice sa
muskih cvetova, a ostatak sa cvetova koji su imali i tucak.

U radu u kojem naglasavaju vaznost boje polenovih zrna a koja je, u znacajnoj
meri, povezana sa njihovim botani¢ckim poreklom, Minuataegui i saradnici
[Minuataegui et al, 1990] ispitivanjem trideset tri komercijalna uzorka polena
pronasli su slede¢i palinoloski sastav: 49,3% Cistaceae (od toga 39,5% busin
(Cistus ladaniferus)), 10,3% iz familije gaveza - Borraginaceae, 9,3% polena je
poticalo od biljaka iz familije glavocika (Compositae) i 8,6% od biljaka iz familije
bukvi (Fagaceae) - od toga 6,8% od hrasta (Quercus)).

Saa-Otero sa saradnicima [Saa-Otero et al, 2000] u svom radu detaljno
obrazlaze vaznost geografskog porekla uzoraka polena za njihov palinoloski kao i
fizicko-hemijski sastav. Oni su uzorke sakupili na podrucju oblasti Galicije
(Spanija), a koja se, pak, odlikuje priobalnim pojasom, uz Atlantski okean, i
centralnim basenom sa dolinom izradenom od silikatnih stena. Zbog toga se ova
dva podrucja razlikuju i po tipu biljaka koje u njima rastu. U priobalnom pojasu
zastupljene su mediteranske biljke, a u centralnom, uvucenom delu, tipi¢ni
predstavnici eurosibirske flore. Autori su dosli do zaklju¢ka da polenova zrna
razlic¢itih boja (koja su mogli da odvoje) poticu od razlicitih biljaka. Palinoloskom
analizom nadena su polenova zrna pitomog kestena (Castanea sativa), hrasta
luZnjaka (Quercus robur), zZutilovke, maline (Rubus idaeus) i kupine, eukaliptusa,
divlje rotkve (Raphanus raphanistrum), biljke Halimium alyssoides, kao i biljaka iz
familije Erica koja broji viSe od osamsto Sezdeset cvetnih vrsta. Serra Bonvehi sa
saradnicima [Serra Bonvehi et al, 2001] objavio je rezultate analize jedanaest
uzoraka polena iz dve druge Spanske regije (Extremadura i Salamanca). Na osnovu

rezultata njihove melisopalinoloSke analize svi uzorci su se mogli okarakterisati
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kao monofloralni sa predominantnom zastupljenoS¢u polena busina. Osim polena
ove biljke, kao prateci, pronadeni su i poleni slede¢ih biljnih vrsta ili familija:
hrasta, Echium plantagineum (biljka iz roda lisi¢ina (Echium)) familije glavocika,
familije ljuti¢a (Papaveraceae tj. Ranunculaceae), bokvice (Plantago sp.) i Spanskog
(portugalskog) vresa (Erica lusitanica). Dobijeni rezultati su bili u skladu sa
njegovim ranijim istrazivanjem [Serra Bonvehi i Escold Jorda, 1997]. Gonzales
Paramdas [Gonzales Paramas et al, 2006] u svom radu prikazuje rezultate
istrazivanja koje je, sa svojim saradnicima sprovela na trideset dva uzorka
Spanskih polena sakupljenih u periodu od 1999. do 2001. PalinoloSkom analizom
utvrdeno je da 72% svih uzoraka polena potice od biljaka iz familije Cistaceae (od
Cega je Cak 92% polena poticalo od busina). Po 4% uzoraka je poticalo od biljaka iz
familija gaveza, glavocCika i bukvi, kao i iz roda graSka (Papilionoideae), dok je po
1% uzoraka polena poticao od biljaka iz familije ruza (Rosaceae) i vresova (Ericaceae).
Sve ostale familije i rodovi biljaka bili su ukupno zastupljeni sa svega 10%.

Campos sa saradnicima, u dva odvojena rada [Campos et al., 1997, 2003] je u
ispitivanim uzorcima polena koji su pcele sakupile na razli¢itim lokacijama u
Portugalu i na Novom Zelandu utvrdila da, po palinoloSkom poreklu, uzorci su
vodili poreklo od sledecih biljnih vrsta: vrbe (Salix atrocinera), ljuti¢a (Ranunculus
sardous), Stipavice (Ulex europeus), divlje rotkve (sakupljeni u Portugalu i na
Novom Zelandu), tasmanijskog eukaliptusa (Eucalyptus globulis), busina, Echium
plantagineum, Erica australis (sakupljeni u Portugalu), Metrosideros umbellate,
Ixerba brexioides, Knightia excelsa (sakupljeni na Novom Zelandu). Na vaZnost
geografskog porekla za palinoloski sastav uzoraka polena i propolisa sakupljenih
na podrucju Portugala ukazali su i Moreira i njegovi saradnici [Moreira et al.,
2008]. Tako je glavni polen (45%) u uzorku iz Bornes propolisa poticao od
pitomog kestena, dok ga uopste nije bilo u uzorku iz Fundao (Fundao) propolisa. U
njemu je dominantan bio polen jasike (Populus tremula) (oko 50%), dok ga u
uzorku iz Bornes-a ima oko 30 %. U uzorku iz Fundaoa pronaden je i polen bora.
Jo$ jedan od radova vezanih za ispitivanje polena koji su sakupile medonosne pcele
u Portugalu je predstavljen kroz istrazivanje Morais i saradnika [Morais et al.,
2011]. U uzorcima koje su oni analizirali utvrdeno je da su svi bili polifloralni, Sto

je i bilo za ocekivati s obzirom na razlike u boji polenovih zrna, a vodili su poreklo
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od sledecih familija i vrsta: ruza (jabuka i viSnja), slezova (Cistaceae), gaveza,
glavocika (maslacak), bukvi (hrast i kesten), mirti, eukaliptusa i mahunarki, prucéa
i detelina. Autori su, takode, utvrdili da u zavisnosti od geografskog porekla (a
ispitivali su uzorke iz nekoliko nacionalnih parkova u Portugalu) javlja se
dominantna zastupljenost odredene vrste i tipa polena. Slicno razmatranje i, na
neki nacin, nastavak istrazivanja iz prethodnog rada nalazimo i u radu Estevinho-
ove sa saradnicima [Estevinho et al., 2012] koja u ispitivanim uzorcima, iz nekoliko
razli¢itih portugalskih regiona, pronalazi polenova zrna iz deset razli¢itih biljnih
familija. Najzastupljenije su bile biljke iz familija gaveza i bukvi. Polen biljaka iz
familije vresova utvrden je kao dominantan (viSe od 45%) ili kao veoma zastupljen
(15 - 45%) u polenima iz Braganse (Braganga) i Lejrije (Leiria). U polenu iz Lejrije
najzastupljeniji je bio polen biljke gavez koji je bio veoma zastupljen i u uzorcima
sakupljenim u Vizeu (Viseu), Bragansi i Vijani du KaStelo (Viana do Castelo), Sto je
u skladu sa Cinjenicom da je ova biljka veoma invazivnog karaktera, da se lako
rasejava i Siri pa je zbog toga jedna od najvaznijih medonosnih biljaka. Polen sleza
pronaden je kao dominantan u uzorcima iz Vizea i Kovilja. U uzorcima iz Vijane du
KasStelo najzastupljeniji je bio polen biljaka iz familije mirti. Osim ovih u svim
uzorcima pronadeni su i poleni biljaka iz familija ruza, mahunarki, bukava,
maslacaka, mimoza i usnatica (Lamiaceae). Polen nijedne od familija nije pronaden
u svim uzorcima Sto je i bilo za ocekivati s obzirom na njihovo razli¢ito geografsko
poreklo. Jo$ jedno u nizu ispitivanja polena sa podruédja Spanije i Portugala
nalazimo u radu Nogueira-ove sa saradnicima [Nogueira et al, 2012]. U osam
komercijalnih uzoraka polena oni su utvrdili prisustvo jedanaest familija biljaka. U
svim uzorcima je pronaden polen plave trave (Echium vulgaris) Sto je bilo i za
oCekivati s obzirom na njenu rasprostranjenost u ove dve zemlje. U tri uzorka
dominantan je bio polen biljaka iz familije Cistaceae gde za dva uzorka, koja su
sadrzavala viSe od 80% ovog polena (tacnije 83,6 i 90,6%), moZemo reci da su
monofloralni. U preostalim uzorcima u tri su pronadena kao najzastupljenija, ali ne
dominantno, polenova zrna biljaka iz familija vresova, bukve i gaveza. Osim ovih u
po jednom od uzoraka su, u manjem procentu, pronadeni poleni Cetiri biljke - bora
(jedan uzorak), eukaliptusa (jedan uzorak), mimoze i hrasta. Autori zakljucuju da

nijedna od familija nije bila zastupljena u svim uzorcima Sto je i oCekivano s
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obzirom na razli¢ito geografsko poreklo uzoraka, a u razli¢itim regionima
zastupljene su razlicite biljke za ispasu pcela kao i razliciti klimatski uslovi za rast i
cvetanje odredenih biljnih vrsta.

U uzorcima sa podrucja dve brazilske savezne drzave Mina$ Gerais i Sao Paolo
(Minas Gerais i Sao Paolo) velika grupa istraZivaca [Markowicz Bastos et al., 2004]
pronasla je dvadeset osam vrsta polena. Od toga tri uzorka mogu se smatrati
monofloralnim - jedan je sadrZavao polen biljke Eucalyptus (familija Myrtaceae),
drugi polen biljaka iz familije Arecaceae, a tre¢i je sadrZavao polen biljke
Eupatorium (familija glavo¢ika). Sest uzoraka se moze okarakterisati kao bifloralni
- prvi je sadrzavao polen biljke Antigonon leptopus (familija Polygonaceae) i polen
biljaka iz familije kupusa tj. krstaSica (Brassicaceae), drugi polen biljke Myrcia
(familija Myrtaceae) i biljke Ilex (familija Aquifoliaceae). Treci je sadrzavao polen
biljke Myrcia i familije palmi (Arecaceae), Cetvrti polen biljke Antigon Leptopus i
familije biljaka kupusa, peti polen biljaka Eucaliptus i Eupatorium, a poslednji, Sesti
bifloralni uzorak je sadrzavao polen biljaka Antigon leptopus i Eupatorium.
Preostali uzorci su bili multifloralnog tipa i sadrzavali su polen biljaka iz vise od
dve familije. Medu njima najzastupljeniji je bio polen biljaka Eupatorium, Mimosa
verrucosa tj. familija mimoza (Mimosaceae), kao i biljke iz familija palmi i trava
(Poaceae). Almeida-Muradian sa saradnicima [Almeida-Muradian et al., 2005] je
utvrdila da na podrucju JuZnog Brazila najveci deo polenovih zrna, u deset uzoraka
razliCite boje koje su ispitivali dominantno je poticao od familija palmi,
krestovnika i roda vernonije (Vernonia). Modro-va i njene kolege u svoja dva rada
daju palinoloski i hemijski sastav po osam uzoraka sa dva pcelinjaka sa podrucja
brazilske drzave Mina$ Gerai$ [Modro et al., 2007], odnosno devet uzoraka polena
iz brazilske oblasti Mata Atlantika (Mata Atlantica) [Modro et al., 2009]. Kada su
bili u pitanju uzorci sa pcelinjaka u drzavi Mina$ Gerai$, autori su nasli da na
osnovu botanickog porekla u svim uzorcima je pronaden veci broj vrsta polenovih
zrna pa su se uzorci mogu okarakterisati kao polifloralni. Ukupno je identifikovano
petnaest glavnih rodova ili familija biljaka [Anadenanthera, Anacardiaceae,
palmino drvece, Baccharis, Cecropia, kafa (Coffea), Elephantopus (familija
glavocika), eukaliptusi, mlecika, Gochnatia (familija glavocika), mirti, ricinusa

(Ricinus), krestovnika, Trema (familija konoplji (Cannabaceae)) i vernonije]. Kada
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su bili u pitanju uzorci sa podrucja Mata Atlantika (ukupno ih je bilo devet) sedam
se moglo okarakterisati kao pretezno monofloralni (jedan uzorak je sadrzavao
81,3% polena tropskih biljaka iz roda Alchornea a koje pripadaju familiji mlec¢ika
dok su dva uzoraka sadrzavala po 87,6% tj 88,2% polena biljaka iz roda Vernonia)
odnosno potpuno monofloralni (jedan uzorak je sadrzavao 98,3% polena biljaka iz
roda Baccharis, jedan 94% polena biljaka iz roda palamida (Cirsium), i po jedan sa
96,6% polena biljaka iz roda kafa odnosno Myrcia (97,7%). Jedan uzorak je bio
polifloralni sa sadrZajem polenovih zrna biljaka iz roda Anadenanthera od 49,3%,
biljaka iz roda eukaliptusa od 29,7% i biljaka iz familije palminog drveca od 10%.
Poslednji uzorak se po boji znacajno razlikovao od ostalih i nakon analize utvrdeno
je da njegova boja u stvari ne potice od polenovih zrna jer su ona bila potpuno
kontaminirana saprofitnim gljivicama iz roda Cladosporium sp. Rezultati su, takode,
pokazali da jednobojnost odredenog uzorka ne mora biti pouzdan indikator
njegovog monofloralnog porekla i da je uvek neophodno uraditi dalju fizicko-
hemijsku analizu uzorka.

Ferreres sa saradnicima [Ferreres et al, 2010] je ispitivao polen
jednogodisSnje biljke Echium plantagineum koja je tipi¢na za podrucje Mediterana i
Australije tj. za toplija podrucja. Somerville i Nicol [ 2002] su, za potrebe svog
istrazivanja u toku sedam godina sakupljali uzorke polena iz koSnica u dvema
australijskim saveznim drZavama. Prikupili su pedeset uzoraka i u okviru njih
identifikovali prisustvo polenovih zrna slede¢ih biljnih vrsta: Echium
plantagineum, uljana repica (Brassica napus), lazni maslacak (Hypochoeris
radicata), Eucalyptus bridgesiana i Corymbia maculata. Polenova zrna nekih
biljaka, u zavisnosti od obojenih supstanci prisutnih u “pollen kitt” zoni mogu se
medusobno razlikovati ve¢ i po boji. Tako je polen biljke Echium plantagineum
tamno plave boje Sto ukazuje na bogatstvo antocijanima [Di Paola Naranjo et al,
2004]. Na slican nacin tj. na osnovu boja zrna polena mikroskopskom analizom
grupa autora iz Rumunije [Margitas et al, 2009] pronasla je da u njihovim
uzorcima su bili prisutni poleni sledec¢ih biljaka: ho¢u-nec¢u (Capsella bursa pastoris
L.) (sivo Zuti polen), suncokreta (Helianthus annuus L.), kamilice (Matricaria
chamomilla L.), maslacka (narandZasto crveni polen), belog gloga (Crataegus

monaogyna J.) (svetlozeleni polen), bora, Sasa (Carex sp.) (svetloZuti polen), Carduus
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sp. (ljubicasti polen), Onobrychis viciifolia scop. (smedi polen), plavog suncokreta
(Centaurea cyanus L.) (sivi polen), Knautia arvensis L. (ljubiCasti polen) i vrbe
(kestenjasti polen). Jos jedno ispitivanje odredenih uzoraka polena sa podrucja
Rumunije nalazimo i u radu dela grupe istih autora [Stanciu et al., 2011] koji su, u
svojim uzorcima, identifikovali polen suncokreta i Sumske vrbe.

Human i Nicolson [2006] su prikazali ispitivanje polena ,pegave” aloje (Aloe
greatheadii var. davyana) iz familije Asphodelaceae. Ona spada medu
rasprostranjenije biljke u JuZnoj Africi, a cveta zimi. Zbog toga je omiljena medu
pcelarima u tim predelima. Primeceno je da su pcele posebno agresivne i nesklone
saradnji Sto se moZe dovesti u vezu ili sa samim polenom ili, $to je verovatnije, sa
time da su pcele nervozne zbog oduzimanja dela hrane i legala u ovom kriticnom
periodu. Kolicina i kvalitet sakupljenog polena direktno uticu na brojnost kolonije,
na reproduktibilnost, razvoj legla i duZinu opstanka istog. U toku sakupljanja i
skladiStenja u koSnici on ¢e pretrpeti znacajne hemijske promene dodatkom
nektara (koji pcele ne konzumiraju svez) i pod dejstvom enzima iz pcelinjih
pljuvac¢nih zZlezda. Zajedno sa specificnom bakterijskom florom koja se razvija pri
cuvanju polena, sadrzaj hranljivih materija u njemu ¢e biti znacajno povecan. Ove
razlike se lako mogu utvrditi hemijskom analizom biljnog polena i polena koji su
pcele sakupile. U tom cilju, a poSto u literaturi nije bilo dostupno previse podataka
o tome, u ovom radu je uradeno poredenje karakteristika polena biljke Aloe
greatheadii var. davyana direktno sakupljenog sa biljke, sakupljenog sa pcela
radilica i istog tog polena uzetog iz koSnica nakon Sto su ga pcele uskladistile.
Takode, kao komparacioni primer koriS¢en je polen biljke Eucaliptus, jer preko
50% ukupnog polena i meda u JuZnoj Africi potice od nje.

Wroblewska sa saradnicima, u svom radu [Wréblewska et al., 2006] veoma
detaljno je objasnila vezu izmedu palinoloSkog porekla polena sa glavnim
proizvodom pcela - medom. Ispitivani su uzorci sa podrucja severoistocne Poljske.
Analizom je utvrdeno da su glavne medonosne biljke bile iz familije kupusa ili
krstasSica i to najvise divlji kupus (Brassica) a osim njih u svim uzorcima utvrdeno
je i prisustvo polena rotkvi (Raphanus) i slacice tj. poljske gorusice (Sinapis). Osim
biljaka iz ove familje utvrdeno je i prisustvo polena detelina iz familje mahunarki

(Fabaceace) od kojih su najviSe pronadene bela detelina i crvena detelina
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(Trifolium pratense). Od specificnih medova, na osnovu analize polena, utvrdeno je
da u njima viSe od 45% polena vodi poreklo od uljane repice, heljde (Fagopyrum
esculentum) i vresa (Calluna vulgaris), 30% vodi poreklo od akacija. a 20% od lipe
(Tilia). U uzorcima polena koji je uzet od pcelara iz odredenih oblasti u Poljskoj,
Kini i JuzZnoj Koreji, Szczesna [2007] je utvrdila prisustvo polena sledecih biljaka i
familija: maline, gloga (Craetegus laevigata), oskoruse (Sorbus aucuparia),
pasjakovine (Rhamnus frangula), lipe, heljde, crvene deteline, bele deteline,
bagrema (Robinia pseudoaccacia) i poleni livadskog cveca. Za uzorke iz Poljske ona
je uradila i precizniju melisopalinoloSku analizu kojom je utvrdila da se uzorci
mogu podeliti u tri grupe: I grupu su ¢inili uzorci u kojima je predominantno bio
zastupljen polen biljaka iz familije kupusnjaca (> 65%), Il grupu gde je
predominantan (> 64%) bio polen biljke pelin (Artemisia absinthium) i Il grupa
uzoraka u kojima nije bilo neke predominantne biljne vrste. Medu medonosnim
biljem u oblasti Krakova u Poljskoj, za pcele se, kao najvaznijim pokazalo slede¢ih
12 vrsta [Leja et al, 2007]: divlji kesten (Aesculus hippocastanum), vrbica
(Chamerion angustifolium), purpurni arhandel (Lamium purpureum), velikousni
lupin (Lupinus polyphyllus), jabuka (Malus domestica), facelija (Phacelia
tanacetifolia), divlja kruska (Pyrus communis), bagrem, bela slaCica (Sinapis alba),
maslacak, deteline (Trifolium sp.) i kukuruz.

Polen meskito drveta (Prosopis juliflora) je jedan od retkih izvora nektara za
pcele i insekte u pustinjskim oblastima Meksika i SAD-a [Almaraz-Abarca et al.,
2007; Le Blanc et al., 2009] u toku aprila i maja, a osim toga, ovo drvo ima jestivo
liS¢e i plodove tako da ga, kao hranu, koriste i druge Zivotinje. Takode, dobar je
azotofiksator zahvaljuju¢i ¢emu obnavlja zemljiSte na kojima ovo drvo raste i
njegovu plodnost. Osim polena meskito drveta, Le Blanc sa saradnicima [Le Blanc
et al, 2009] u uzorcima polena iz Sonart pustinje pronasao je i polene palmi,
mimoza, juko drveta Zivota (Yucca), terpeninskog Zbunja, kao i polen biljke
Chenopod. Sa druge strane, Almaraz-Abarca sa saradnicima u svom drugom,
ranijem, radu [Almaraz-Abarca et al., 2004] na osnovu uzoraka sakupljanih,takode
na podrucju Durango pustinje u Meksiku, iznosi tvrdnju da, iako u svakom uzorku
je bio dominantno zastupljen jedan tip polenovih zrna, u svakom uzorku postoji

viSe vrsta polena (ukupno su ih identifikovali Sest) Sto ukazuje da je sam polen koji
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su sakupile medonosne pcele sloZzenog sastava. Po njihovom misljenju ovo nije u
saglasnosti sa ranije iznetim miSljenjem Serra-Bonvehi-ja i njegovih saradnika
[Serra Bonvehi et al, 2001] da su poleni koji sakupljaju medonosne pcele
monofloralni, jer pCele posecuju samo jednu vrstu cvetova. Takode, ono Sto u ovom
radu isticu jeste da je nazastupljeniji polen u njihovim uzorcima bio polen
kukuruza (24%), a taj rezultat nije u saglasnosti sa zakljuckom Campos-ove sa
saradnicima [Campos et al., 1997] da pcele viSe oprasuju polen divljih biljaka i
onaj manjih dimenzija. Po miSljenju ovih autora nacin i razlozi zbog kojih pcele
biraju odredenu vrstu i tip polena je sloZeniji i zavisi od viSe faktora nego Sto se
mislilo. Yinmao sa saradnicima u dva odvojena rada [Yinmao et al., 2007a,b] vrsi
ispitivanje polena sakupljenog sa uljane repice.

Pregled palinoloskog porekla uzoraka polena pcela u Turskoj prezentovan je u
radu Bilisik-a sa saradnicima [Bilisik et al., 2008]. Oni su pratili polen koji su
sakupljale pcele u toku citave jedne sezone da bi utvrdili postoje li razlike u
poreklu tog polena. Bilo je za ocekivati da ¢e razlike postojati u skladu sa
periodima cvetanja odgovaraju¢ih medonosnih biljaka koje rastu u Turskoj. Na
ovaj nacin su utvrdili da su pcele sakupljale polen sa ¢etrdeset jedne biljke od kojih
je za Cetrnaest udeo bio vec¢i od 1% u uzorcima. Svega oko 2% uzoraka nije bilo
moguce razvrstati botanicki. U svim uzorcima polenova zrna su, pre same
palinoloske analize, razdvajana po boji. Medu familijama i vrstama biljaka
najzastupljenije su bile sledece: kupusnjace i suncokret (oko 11%), vodopije
(Cichorioideae, oko 9%), vrbe (oko 8%), ruze (oko 7,5%), razli¢ci (Centaurea sp.,
oko 7,5%) makovi (Papaveraceae, oko 7,5%), kozokrvnica (Caprifoliaceae tj.
Knautia, oko 7%), mahunarke i glavocike (oko 6%), dikice (Xanthium, oko 3%),
mlecika (Chrozophora tj. Euphorbiaceae, oko 2,5%), bokvica (Plantago sp., oko
1,5%) i javori (Acer sp., oko 1,5%). Autori su, takode, utvrdili da postoji pravilna
smena u periodima unosa odredenih vrsta polena. Na pocetku sezone pcele su pre
svega posecivale i sakupljele polen na vrbama, ruzama i delom na kupusnjacama.
Sa prestankom cvetanja ovih vrsta pcele su se selile na suncokret, razlicke i ostale
glavocike, dok su u jesen dominantno posecivale razne vrste mahunarki. Glavni

period, u kojem je sakupljen najveci deo polena, bio je period od juna do avgusta.
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Bogdanov u svom revijalnom radu [Bogdanov, 2012] donosi vrlo detaljan
pregled botani¢kog porekla polena sakupljenog na podruéju Svajcarske. Tokom 80-
ih godina Wille i saradnici sproveli su Siroko istrazivanje polena koji su sakupljale
pcele na podrudju Svajcarske, a rezultate su objavili Keller i saradnici [Keller et al.,
2005a, b]. Rezultati su pokazali da najve¢i deo polena potice od nekoliko biljnih
kultura i to, pre svega, onih koje su bile veoma rasprostranjene, bilo zbog toga Sto
su sadene bilo zbog toga Sto su prirodno veoma zastupljene. Vise od 60% ukupnog
polena poticalo je od pet slede¢ih biljaka: bela i crvena detelina, kukuruz,
suncokret i repica. Ostale najzastupljenije biljne vrste - bokvica, maslacak i slacica
prirodno staniSte imaju u livadama i paSnjacima. Medu ostale vaZne biljke kao
izvor polena spadale su vrba, javor, trnjina (Prunus sp.) i kruska trnovaca (Pyrus
sp.). U odredenim regionima Svajcarske utvrdeno je znacajno prisustvo nekih
drugih vrsta polena, ali njihovo nalaZenje u ostalim regionima Svajcarske nije
zabeleZeno. Tako je npr. u podruéju severne Svajcarske (oblast Intragna) utvrdeno
znacCajno prisustvo polena vreska (Calluna vulgaris) i kestena. U subalpskom
regionu (1250 - 1560 m nadmorske visine) najzastupljenije je bio polen Safrana
(Crocus sp.) i Sasa, dok je na samo jednoj lokaciji dominantno naden polen Suskavca
(Rhinanthus sp.) i vidca (Euphrasia sp). Ono S$to je izvesno iz rezultata studije jeste
da sadrZaj i sastav polena ne preslikava direktno zastupljenost odredene biljne
vrste na nekom podrucju, ali sa sigurnoS¢u se moZe re¢i da je determinisan
sklono$¢u pcela ka odredenoj biljnoj vrsti. Na pocetku vegetacionog i cvetnog
perioda, u rano prolece, utvrden je jedinstven Sablon javljanja odredenih vrsta
polena od nekoliko biljaka: javora, jasena (Fraxinus sp.), topole (Populus sp.),
hrasta, vrbe i bresta (Ulmus sp.). Na odredenim lokacijama osim ovih vrsta
utvrdeno je znacajno prisustvo polena maslacka. Tokom maja i juna spektar tipova
polena se znacajno proSiruje pa je neko uopStavanje i generalizacija gotovo
nemoguca.

Medu novija ispitivanja uzoraka polena koji su sakupile pcele spada i
istrazivanje uzoraka sa podrucja centralne Slovacke [Kacaniova et al., 2012], a
rezultati palinoloSke analize su dodatno zanimljivi jer je utvrdeno da je vecina
uzoraka polena bila monofloralna i da su vodili poreklo od suncokreta, od repice ili

od maka (Papaver somniferum). Cinjenica da su uzorci monofloralnog tipa moze im
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samo povecati ekonomsku vrednost Sto tvrdi Feas sa saradnicima [Feas et al.,
2012] koji u svom istrazivanju na dvadeset tri uzorka ,organskog pcelinjeg polena“
iz Portugala nalaze da se dva ispitivana uzorka mogu smatrati monofloralnim, jer
sadrze preko 80% polena jedne biljke (buSin) dok su ostali bili polifloralni sa
jedanaest vrsta polena od devet biljnih familija: Cistaceae, gaveza, ruza, bukvi,
glavocika, leptirnjaca, crnjusa tj vresova (Ericaceae), mimoza i mirti. Razlike je bilo
lako uociti vec¢ i vizuelno jer su uzorci sadrzavali zrnca razli¢itih boja. Medutim, u
vecini uzoraka najviSe je bio zastupljen polen biljke busin dok nijedan od polena
nije bio prisutan u svim uzorcima, Sto je bilo i o¢ekivano, s obzirom na njihovo
razli¢ito geografsko poreklo.

U danasnje vreme primetno je znatno smanjenje populacije pcela Sirom sveta
[Kievits, 2007; Oldroyd, 2007; Osborne, 2007] Sto indirektno utice na razvoj
mnogih biljnih vrsta imajudi u vidu znacajnu ulogu pcela u procesu oprasivanja. S
obzirom na vaznost polena kao hrane za pcele, Odoux sa saradnicima [Odoux et al.,
2012] je u svom istraZivanju nastojao da istovremeno objasni kako pcele oprasuju
biljke na razli¢itim podruc¢jima zapadne Francuske i kako sastav flore na odredenom
podrudju utice na kvalitet polena i da li obezbeduje dovoljno kvalitetnu hranu za
lokalnu pcelinju zajednicu. U tom smislu celokupna godina je podeljena na pet
klastera : klaster I (1 - 15 nedelja), klaster II (16 - 21 i 24 - 27 nedelja), klaster III
(22, 23 i 30 nedelja) i klaster IV (28, 29, 31 i 32 nedelja) i klaster V (33 - 52
nedelja). Utvrdeno je da glavni deo polena (92%) potice od biljaka letine (61,25%)
i od drveca (31,36%) tokom citave godine. Ostatak polena potice od trava (4,5%) i
bastenskog bilja (1%). Glavne vrste od biljaka letine su bili kukuruz, makovi,
gorcica (Menyanthes trifoliata) i sirak (Sorghum bicolor). Od drvenastih vrsta
najzastupljeniji su bili poleni ruza, brsljana (Hedera), drena (Cornus) i javora.
Ukupna prosec¢na koli¢ina polena sakupljena po kosnici bila je 4817 g. Uzimajudi u
obzir Cetiri potencijalna izvora polena udeo pojedinih tipova polena je sledeci:
62% od letine, 32,2% od drvenastih biljaka, 4,5% od trava a 1,3% od bastenskog
bilja. Gledajuc¢i samo polen koji potice sa oranica tj. od letine, 27,2% polena potice
od samih zitarica i usevnih biljaka dok od korovskih vrsta potice 34,8%. Gledano
po Kklasterima, polen koji poti¢e sa podrucja prikupljanja letine ¢inio je 3003 g

(60% ukupnog polena u klasterima III i IV), na polen drveca otpadalo je 1537 g
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(75% u klasterima I1 i III), 221 g je €inio polen trava (65% u klasterima II i III), a na
polen bastenskog bilja otpadalo je 55 g (57% unutar klastera II). Polen prikupljen
u toku proleca pretezno je poticao od nekoliko vrsta: divlje visnje (Prunus avium)
od koje je poticalo do 79% ukupnog polena tj u proseku 22 g polena dnevno; drena
na koji je otpadalo do 46% ukupnog polena tj. 21 g/danu; javora (do 50% tj. 11
g/dan); zove (Sambucus) ¢iji polen u dnevnom unosu je ¢inio do 7% (3 g dnevno);
hrasta sa do 15% od dnevnog unosa (3 g) i jasena (Fraxinus) sa dnevnim unosom
od 2 g (31%). U jesenjem periodu najvecu zastupljenost polena imao je brsljan (do
77% odnosno 13 g/dan). U zimskom razdoblju od Zitarica i kultivisanih kultura, uopste,
najveci deo polena za prehranu pcela je poticao od kukuruza (do 77% tj 36 g/dan),
sirka (do 37% odnosno 18 g/dan) i suncokreta (do 70% tj 9 g/dan). Polen uljane
repice bio je zastupljen do 29%. Kada su u pitanju bile korovske biljke, najvise je
pronadeno polena sledecih biljaka: maka (do 66% tj 36 g/dan), slaCice (do 98% tj
17 g/dan), cikorije (Cichorium) (do 48% tj 5 g/dan), bogorodicine trave (Hypericum)
(do 15% tj 2 g/dan). Ove vrste su dominantno cinile polen koji pcele koriste u
letnjem periodu, dok je u zimskom periodu glavni izvor polena bila biljka Veronika
(do 89% tj 2 g/dan). Kada su trave bile u pitanju najveci deo polena od njih javio se
u prole¢nom periodu, gde su preovladavale biljke slatka detelina (Onobrychis) sa
unosom od 4 g/dan, divlji grasak (Vicia) sa, takode, 4 g dnevnog unosa. Tu su jos i
maslacak i lucerka (Medicago) sa po 3 g dnevnog unosa. Kada je u pitanju bilo
bastensko bilje, unos polena ovih biljaka je bio ujednacen tokom cele godine ali sa
malim udelom u ukupnoj koli¢ini polena i to maksimalno do 1 g dnevno. Medu
ovim biljkama izdvojile su se bekovina (Viburnum), platani (Platanus), barbaris
(Berberis) i divlji kesten (Aesculus).

U odredenim drzavama, osim medonosne pcele vazan polinator su i solitarne
pcele (Melipona subnitida). Polen koji su one sakupile na podrucju brazilske drzave
Paraiba analizirali su Sarmento Silva i saradnici [Sarmento Silva et al., 2007].
Uoceno je da se, generalno, uzorci na osnovu boje polenovih zrna mogu podeliti u
dve velike grupe i to braon i Zute polene. Zuti poleni su se prevashodno sastojali od
polenovih zrna tri biljne vrste od kojih je dominantan bio polen biljke iz familije
mimoza (Mimosa gemmulata) koji je ¢ino 98,95%. U braon uzorcima polena
pronadena su zrna pet biljnih vrsta pri ¢emu je dominantan bio polen biljaka iz

familije leptirnjaca sa 89,84%.
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[ako postoje naznake u literaturi da pcele kada sakupljaju polen uglavnom to
Cine sa jedne biljke [Almeida-Muradian et al., 2005], s obzirom na ¢injenicu da se
polen u kosnicama sakuplja tokom veceg broja meseci u toku kojih se smenjuju
paSe na kojima pcelari borave, retko koji uzorak polena Kkoji su sakupile
medonosne pcele ¢e biti potpuno, botanicki, homogen tj monofloralan. Iz tog
razloga Campos-eva sa saradnicima [Campos et al., 2008] je predloZila da se kao
monofloralan smatra svaki uzorak u kojem je identifikovano vise od 80% jedne
vrste polenovih zrna. Osim toga, oni su predlozili da se ostali tipovi polena
klasifikuju na sledeci nacin:

v polen sa predominantim tipom polenovih zrna - ako sadrzi vise od 45%

jedne vrste polena

v prateci tipovi polena - ako sadrze od 15 do 45% odredenih vrsta

polenovih zrna

v’ vazni izolovani tipovi polena - ako su zastupljeni od 3 do 15% u uzorku

polena.

II-7 HemijsKi sastav i nutritivne karakteristike polena

Kao Sto je ve¢ naglaSeno, dva glavna izvora hrane i energije za pcele su polen i
med [Stanimirovi¢ et al., 2000]. Dok je med viSe energetska rezerva, zbog visokog
sadrZaja Secera, dotle je polen glavna hrana u pcelinjem drustvu. Razlog tome je
obilje razlic¢itih tipova jedinjenja koja ulaze u sastav polena. Kako je vecina tih
komponenti potencijalno korisna i za Coveka, sve je viSe izraZen trend primene
polena kao dodatka ishrani coveka. Hemijski sastav polena znacajno varira i zavisi
od viSe faktora. [zmedu ostalih, najveci uticaj na sadrzaj odredenih supstanci u
polenu ima njegovo botanicko i geografsko poreklo. U zavisnosti od koje biljke
potiCe i na kom prostoru je sakupljen, razlike u sastavu polena mogu biti veoma
izrazene [Campos, 1997]. Osim toga, na hemijski sastav polena mogu da uticu
metoda, nacin sakupljanja uzoraka, njihovo Cuvanje i skladistenje [Campos et al.,
2010]. Jedino kod monofloralnih uzoraka polena moZemo ocekivati stalnost u

hemijskom sastavu. Za sve ostale moZe se govoriti samo o prosecnom sadrzaju
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komponenti [Bogdanov, 2012]. Prosecan sastav glavnih komponenti uzorka polena

je prikazan u Tabeli 1.

Tabela 1. - Prosecan sadrzaj glavnih komponenti u uzorku polena [Campos et al., 1997]

Komponenta sadrZzaj [%]
Polisaharidi Oko 50%
Prosti Seceri 4-10%

Lipidi 1-20%
Proteini 6-28%
Aminokiseline Oko 6%

Osim ovih jedinjenja u polenu se mogu javiti razli¢ita fenolna i polifenolna
jedinjenja (a pre svega razliciti flavonoidi u formi glikozida), vitamini, karoteni,
makro- i mikroelementi i voda. Onaj deo hemijskih komponenti polena koji ima
hranljiva (nutritivna) svojstva predstavlja glavni deo u ispitivanjima njegovog
sastava. Kada su u pitanju hranljive komponente u polenu, Campos-eva sa
saradnicima [Campos et al., 2010] naglasava da najveci deo njih potice od cvetnog
polena, dok je udeo pcelinjih proizvoda mali i odnosi se pre svega na glukozu i
fruktozu. SadrZzaj nutritivnih komponenti u polenu kao i deo od preporucenog
dnevnog unosa (PDU), ako bi se polen koristio u ishrani, prikazani su u Tabeli 2.

Prema prikazanim rezultatima u zavisnosti od sastava polena, znacajan deo
dnevnih potreba za odredenim komponentama u ljudskoj ishrani bi mogao biti
podmiren ako bi se polen koristio kao dodatak (suplement) u hrani. Nagai sa
saradnicima [Nagai et al, 2007] je pokazao da enzimskom hidrolizom uzoraka
Spanskih polena (koji su vodili poreklo od biljke buSina) pomocu Sest proteaza
mogu se dobiti hidrolizati koji su izuzetno bogati proteinima. Pri tome, njihova
apsorpcija u organizmu je bila visoka. Na osnovu dobijenih rezultata oni su
izracunali da bi 15 g ovog polena dnevno moglo, u potpunosti, da podmiri potrebe
odraslog coveka za aminokiselinama.

Ne postoji saglasnost o tome da li, i u kojoj meri, Covek moZe da vari polen pre
svega zbog c¢vrste opne, egzine, koja se nalazi na povrsini polenovog zrna [Campos
et al., 2010]. Istrazivanja su pokazala da Zivotinje pri oprasivanju biljaka najcesce
uzimaju nektar, jer lako mogu da ga svare, ali mogu da vare polen i njegova zrna
[van Tets i Whelan, 1997] pri ¢emu se nutritivno znacajne komponente iz polena

oslobadaju dejstvom digestivnih enzima u sistemu za varenje [Roulston i Cane, 2000].
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Tabela 2. - Prosecan sadrzaj nutritivnih komponenti u uzorku polenai preporucen dnevni unos

(PDU) u ljudskoj ishrani.

% od PDU sadrzanu 15 g

Komponenta g/100g polena PDU (g/dan)
Ugljeni hidrati 13-55 1-4,6 320
Sirova vlakna 0,3-20 0,3-18 30
Proteini 10-40 5,4-22 50
Masti 1-13 0,1-4 80
Vitamini mg/100g % od PDU sadrZan u 15g polena PDU (g dan'l)
C 7-56 2-15 100
Provitamin A 1-20 30-600 0,9
E 4-32 8-66 13
B3 4-11 7-20 15
B6 0,2-0,7 4-13 1,4
B1 0,6-1,3 15-32 1,1
B2 0,6-2 12-42 1,3
Pantotenska kiselina 0,5-2 2-9 6
Folna kiselina 0,3-1 20-67 0,4
H 0,05-0,07 30-42 0,045
Makro i mg/100g % od PDU sadrzan u 15 g polena PDU (g/dan)
mikroelementi
K 400-2000 5-27 2000
P 80-600 2-16 1000
Ca 20-300 0,5-7 1100
Mg 20-300 2-23 350
Zn 3-25 10-79 8,5
Mn 2-11 15-85 3,5
Fe 1,1-17 2-37 12,5
Cu 0,2-1,6 4-36 1,2

Slicna istraZivanja su pokazala da je proces digestije polena prisutan i u digestivnom

traktu ljudi [Franchi et al., 1997]. ProseCna svarljivost ugljenih hidrata iz polena je

bila 15%, a proteina oko 53%. Neki smatraju da svarljivost polena u ljudskom

digestivnom traktu nije dovoljna i da se mozZe poboljsati ako se polenovo zrno

razbije i smrvi. Zbog toga postoje kompanije koje prodaju polen u ovoj formi. U

svakom slucaju maceracija polena u vodi, ili nekom drugom rastvaracu, nekoliko

sati pre njegove upotrebe se preporucuje i moZe samo poboljsati njegovu primenu

kao suplementa u ishrani [Campos et al., 2010]. lako neke zemlje imaju zakonski

regulisane standarde kvaliteta polena (Brazil, Svajcarska, Kina, Poljska, Bugarska)

ne postoji jedinstveni predlog za prosecan sadrzaj osnovnih hranljivih komponenti

u polenu. Iz tog razloga Campos-ova sa saradnicima [Campos et al., 2008] predlaze

da to budu sledeci parametri:

v

RN NIRN

vlaga

pepeo

ukupni proteini (Nx6,25)
ukupni Seceri

masti

manje od 8 g/100g uzorka
manje od 6 g/100g uzorka
vise od 15 g/100g uzorka
viSe od 40 g/100g uzorka
viSe od 1,5 g/100g uzorka.

Opsti deo

24



Doktorska disertacija mr Aleksandar Kosti¢

II-7a SadrZaj vode (vlage) u polenu, aktivnosti vode (aw) i pH- vrednosti

SadrZaj vlage u polenu se kre¢e od 20 do 30% [Bogdanov, 2012; Campos et al.,
2010]. Ovako visok sadrzaj vlage (preko 10%) ¢ini polen podloZnim fermentaciji
zbog Cega se polen, nakon sakupljanja, mora po sadrZaju vlage svesti u okvire koji
su, u nekim zemljama, zakonski regulisani. Tako je npr. sadrZaj vlage u polenu koji
je dozvoljen u Brazilu 4% [Brasil, Ministério da Saude, 2001], u Srbiji [SluZbeni list,
SCG, 2003], Argentini [Krell, 1996], Svajcarskoj i Urugvaju [Campos et al., 2008]
8%, a u Kini [General Administration of Quality Supervision, Inspection and
Quarantine of the People's Republic of China, 2003] i Bugarskoj [Campos et al.,
2008] 10%. Koli¢ina vode prisutna u polenu odreduje i njegovu drugu vaznu
osobinu, a to je aktivnost vode, aw kao i pH- vrednost. Aktivnost vode je jedan od
vaznih parametara koji utiCe na kvalitet i stabilnost prehrambenih proizvoda, a

definiSe se na sledeci nacin [Belitz et al., 2009]:

aw = P/Po = RRVV/100

gde su P i Po naponi pare vlage za ispitivanu namirnicu, odnosno ciste vode na
temperaturi T, dok je RRVV ravnotezna relativna vlaZznost vazduha na datoj
temperaturi. Vrednost aktivnosti vode u uzorku moZe znacajno da utice na razvoj
mikroorganizama kao i na (ne)odigravanje odredenih hemijskih ili enzimskih
reakcija. Ako je vrednost za aw u intervalu od 0,6 do 0,9 ovakva hrana se oznacava
kao ,umereno vlaZzna“ i smatra se da je bezbedna za ljudsku ishranu [Belitz et al.,
2009]. S obzirom na veliku raznovrsnost mikrooganizama i njihovu manju ili vecu
osetljivost tj. Otpornost, u naSoj zemlji se smatra da je svaka namirnica sa
vrednosc¢u za ay manjom od 0,6 mikrobioloski ispravna jer pri takvim uslovima
nece biti mogu¢ razvoj ni bakterija (Ciji razvoj zapocCinje pri vrednosti za aw vecoj
od 0,75) ni plesni (neke vrste se razvijaju pri aw > 0,80 a vrste iz roda Aspergillus
vel pri aw > 0,73) niti najotpornijih tzv. osmotolerantnih kvasaca (razvijaju se ve¢
pri aw> 0,60) [Veres, 2004]. Sa druge strane, Serra-Bonvehi i Jorda [Serra-Bonvehi
i Jorda, 1997] smatraju da su za upotrebu u ljudskoj ishrani bezbedni uzorci u

kojima aktivnost vode ne prelazi 0,3.
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U literaturi se mogu pronaci razliciti podaci o sadrzaju vlage, aw i pH- vrednosti
u uzorcima polena. Tako Herbert i Shimanuki u svom radu iz 1978. [Herbert i
Shimanuki, 1978] o analizi hemijskog sastava polena iz americke savezne drzave
Merilend (Maryland) uporeduju sadrzaj vlage u sveze sakupljenim uzorcima
polena pcela i onim koje su one ve¢ uskladistile za potrebe ishrane larvi. Na osnovu
analize pronasli su da se sadrZaj vlage kretao od 21,7% do 27% u sveZe sakupljeni
uzorcima, odnosno, od 18,8% do 28% u uskladiStenim uzorcima Sto pokazuje da se
sadrZaj vlage nije pri tome bitnije promenio. Orzaez-Villanueva u radu sa svojim
istrazivackim timom [Orzdaez-Villanueva et al., 2002] u petnaest uzoraka Spanskih
polena koje su sakupile medonosne pcele je utvrdila da se sadrzaj vlage kretao od
4,59 g% do 9,96 g% sa prosecnom vrednosc¢u od 7,14 + 1,71 g%. Nicolson i Human
pri ispitivanju uzoraka australijskih polena ,pegave® aloe [Nicolson i Human, 2006]
i suncokretovog polena [Nicolson i Human, 2013] nalaze da je sadrzaj vlage u
uzorcima bio razli¢it u zavisnosti da li su uzorci prikupljeni ruc¢no ili su ih sakupile
pcele. Vlaga je bila daleko manja u ru¢no sakupljenim uzorcima (oko 13 g/100g
uzorka polena ,pegave” aloe tj. 7 - 8 g/100g uzorka suncokretovog polena) od onih
koji su uzeti iz kosnica (19 - 21 g/100g uzorka ,pegave“ aloe odnosno 16 - 20 g/100g
uzorka suncokretovog polena). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima sa slicnog
geografskog podrucja koje su, za rucno sakupljene uzorke polena aktinidije na
Novom Zelandu, dobili Clark i Lintas [Clark i Lintas, 1992] u kojima se vlaga u
uzorcima sa muskih cvetova kretala do 11% dok je kod polena sakupljenog sa
cvetova koji su imali i tucak bila niZa, oko 4%. Tri prethodna istraZivanja su u
potpunoj saglasnosti sa rezultatima Day-eva sa saradnicima [Day et al., 1990]. U
rezultatima svog rada o nutritivnim karakteristikama uzoraka pcelinjeg polena sa
Novog Zelanda ona navodi da se sadrzaj vlage u uzorcima kretao od 16,8%, koliko
je nadeno u uzorku biljke mataguri, do 25,9%, koliki je bio stepen vlage u polenu vrbe.

Serra-Bonvehi [Serra-Bonvehi et al., 2001; Serra-Bonvehi i Jorda, 1997], u dva
odvojena istrazivanja uzoraka Spanskih polena, istice da su sadrzaj vlage (4,68 -
5,87 g/100g uzorka) i aktivnost vode (ispod 0,3) bili na odgovaraju¢em nivou koji
garantuje bezbedno ¢uvanje i skladiStenje uzoraka. Pozivajuci se na predlog Serra-
Bonvehi-ja i Jorda-e [Serra-Bonvehi i Jord4,1997] Dominguez-Valhondo-ova sa

kolegama [Dominguez-Valhondo et al., 2011] je odredila sadrzaj veceg broja
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polena iz severnog dela Spanske provincije Ekstramadura (Extremadura) pri ¢emu
naglasavaju vaznost nacina suSenja uzoraka. Naime, deo uzoraka je osuSen
liofilizacijom odmah nakon prikupljanja, a deo je suSen na Kklasi¢an nacin tj uz
zagrevanje do konstantne mase. Rezultati su jasno pokazali da su liofilizovani
uzorci imali daleko bolje karakterisitike jer su i po sadrZaju vlage (2,95 - 5,79%) i
po aktivnosti vode (manja od 0,27) ispunjavali uslove koje predlazu Serra-Bonvehi
i Jorda [Serra-Bonvehi i Jord4,1997] kao bezbedne za upotrebu u humanoj ishrani.
Sa druge strane, uzorci suSeni na klasican nacin su imali sadrzaj vlage (13,64 -
24,66%) iaw (0,461 0,66) znatno iznad preporucenih ili dozvoljenih vrednosti.

U uzorcima polena iz juznog dela Brazila Almeida sa saradnicima [Almeida et
al, 2005] je utvrdila da je prosecan sadrzaj vlage od 7,5% bio u skladu sa
argentinskim ali iznad vrednosti koje dozvoljavaju brazilski propisi. Modro-va sa
saradnicima [Modro et al., 2007] u Sesnaest uzoraka polena sa podrucja brazilske
drzave Mina$ Gerai$ utvrdila je da se prosec¢ni sadrzaj vlage kretao oko vrednosti
od 27% Sto je bilo daleko iznad dozvoljenih vrednosti. [ Carpes-ova je, ispitivala
uzorke brazilskih polena [Carpes et al., 2009]. Dobijeni rezultati za vlagu su se
kretali u opsegu: 1,69 - 7,84% i 47% uzoraka je bilo po tom sadrzaju izvan
zakonski propisanog sadrZaja vlage od 4% u uzorcima polena. Aktivnost vode u
svim uzorcima se kretala oko vrednosti 0,38 + 0,04 Sto je u potpunosti u skladu sa
preporucenim vrednostima po brazilskim propisima za dehidratisanu hranu.

Estevinho sa saradnicima [Estevinho et al., 2012] pri ispitivanju portugalskih
uzoraka polena nasla je da se sadrZaj vlage kretao od 4,33% do 6,67% dok je
aktivnost vode imala vrednosti od 0,32 do 0,55. To je bilo visSe od zakonskog
maksimuma u Brazilu ali u skladu sa propisima u Argentini ili Svajcarskoj. Takode,
vidimo da su vrednosti za aw bile viSe od onih koje predlazu Serra-Bonvehi i Jorda
[Serra-Bonvehi i Jorda, 1997]. Dobijene pH- vrednosti u uzorcima kretale su se u
opsegu 4,33 - 6,33. U svim uzorcima uocCena je pozitivna korelacija izmedu sadrZaja
vlage i aktivnosti vode. Feds sa saradnicima[Feds et al, 2012], takode, daje
rezultate za aw i pH- vrednost portugalskih uzoraka polena. Oni su dobili rezultate
za aw od 0,21 do 0,37 sa prosetnom vrednosc¢u 0,31 = 0,04. Ovakve vrednosti su

karakteristi¢ne za suvu hranu. Kada je bila u pitanju pH- vrednost svi uzorci su bili
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kiseli (4,3 - 5,2) sa srednjom vrednosc¢u od 4,8 + 0,2. Ovako niska vrednost pH,
takode, garantuje, ispravnost uzoraka polena. Sli¢ne rezultate i zakljucke o uticaju
sadrzaja vlage (6,02 - 8,40%) i aktivnosti vode (0,26 - 0,43) nalazimo u radu
Nogueira-e i njenog istrazivackog tima [Nogueira et al., 2012]. Yang sa saradnicima
[Yang et al, 2013] u uzorcima viSe vrsta polena iz Kine utvrdio je da je sadrzaj
vlage u njima se kretao u intervalu 1,82 - 7,33% Sto je bilo u skladu sa zakonskim
propisima u Kini.

Gergen, Radu, Bordean i Isengard [Gergen et al, 2006] naglaSavaju da nizak
sadrZaj vlage u polenu (4 - 10%) moZe da utiCe na proces njegove obrade i
tretmana kao i skladiStenja u odgovaraju¢im uslovima. SadrZaj vode u ispitivanim
uzorcima se kretao od 4,88% do 6,90%. Morgano i saradnici [Morgano et al., 2011]
oslanjaju¢i se upravo na ovo istrazivanje Gergena kao i na preporuku Serra-
Bonvehi-jeve i Jorda-e [Serra-Bonvehi i Jorda, 1997] ispitali su sto pedeset cetiri
uzorka iz jedanaest razlic¢itih brazilskih drzava i iz Federalnog Distrikta (Brazilija).
Prosecan sadrZaj vlage u uzorcima u opsegu temperatura u kojem je radeno (27 -
50 °C) nije se statisticki znacajno razlikovao (sa pouzdanoscéu vecom od 95%) i

kretao se od 6,26% do 6,35%.

II-7b Sadrzaj aminokiselina i proteina u polenu

Aminokiseline i proteini su jedna od najvaznijih nutritivnih komponenti koje
su zastupljene u polenu u znacajnijoj koli¢ini [Campos et al., 1997]. Aminokiseline
se mogu javiti ili u slobodnoj formi ili vezane unutar proteina iz kojih se mogu
osloboditi pri procesu hidrolize. Upravo na taj nacin Auclair i Jamieson prezentuju
sadrZaj aminokiselina u polenu maslacka i vrbe [Auclair i Jamieson, 1948]. Oni su
identifikovali ukupno dvadeset jednu aminokiselinu od kojih su sve bile prisutne
kako vezane u proteinima tako i u slobodnoj formi osim [(-alanina koji je
identifikovan samo u slobodnom obliku. Od ostalih asparagin i glutamin nisu
nadeni u proteinskim hidrolizatima Sto je bilo i za ocekivati jer, zbog svoje amidne
strukture, nakon kisele hidrolize oni su presli u oblik asparaginske i glutaminske
kiseline koje su identifikovane. Aminokiseline i proteini su od izuzetnog znacaja za

ishranu pcelinjeg drustva. Osim osam aminokiselina koje su esencijalne i za

Opsti deo 28



Doktorska disertacija mr Aleksandar Kosti¢

coveka, pCele moraju joS dve (arginin i histidin) unositi putem hrane [Gilliam et al.,

1980] te je stoga izuzetno vazno da ih ima u polenu. Tih deset aminokiselina su:

v’ izoleucin v’ arginin
v’ leucin v’ fenilalanin
v’ lizin v treonin
v' metionin v’ triptofan
v' histidin v valin.

deGoot [deGoot, 1953] u svom radu daje predlog minimalnih vrednosti o
sadrZaju aminokiselina u uzorcima polena a koje su neophodne za pravilan rast i
razvoj pcelinjeg drustva. Te vrednosti su date u Tabeli 3.

Kada je u pitanju sadrzaj ukupnih proteina Kleinschmidt sa saradnicima
[Kleinschmidt et al., 1974] iznosi podatke da uzorci polena koji su sadrzavali ispod
20% proteina nisu mogli da zadovolje potrebe pcela u njihovoj ishrani te su se

takva drustva slabije razvijala a same pcele su imale kraci Zivotni vek.

Tabela 3. - Minimalne koli¢ine esencijalnih aminokiselina neophodnih za pravilnu ishranu i razvoj pcela

[deGoot, 1953].

Aminokiselina Minimalna koli¢ina neophodna za pravilnu ishranu i
razvoj pcele [g/16g N]

Izoleucin 4,0
Leucin 4,5
Lizin 3,0
Metionin 1,5
Histidin 1,5
Arginin 3,0
Fenilalanin 1,5
Treonin 3,0
Triptofan 1,0
Valin 4,0

Ova vrednost se moZe uzeti kao donja granica za zadovoljavaju¢i sadrzaj
proteina u uzorcima polena, sa nutritivnog aspekta. Za svakih 10 g proteina koji su
potrebni za razvoj pCelinje kolonije neophodno je da pcele sakupe 48 g polena koji
sadrzi 30% proteina. Ako bi se sadrzaj proteina smanjio na 20% bilo bi potrebno
cak 72 g takvog polena [Somerville, 2001].

Veéina aminokiselina i proteina u polenovom zrnu je smeStena u egzini

[Paramas et al, 2006]. U prirodi, kada je vlaZnost vazduha pogodna, do¢i ¢e do
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pucanja egzinske opne (kao posledica njene hidratacije) pa supstance mogu da
produ kroz pore polena. Zato neki autori predlazu da se, pre ekstrakcije proteina iz
polena, on drZzi potopljen barem sat vremena u vodi [Serra Bonvehi i Escola Jorda.,
1997]. Drugi ovu ekstrakciju vrSe u razblaZzenom etanolu ili HCl. Autori su proces
ekstrakcije proteina iz polena pratili pomocu mikroskopa i vrsili poredenje
dobijenih rezultata. Ako se, za ekstrakciju, upotrebi 80%- tni etanol dobija se bistar
ekstrakt kada se proteini odvoje ali nije primecéeno da dolazi do ekstrakcije
materijala iz egzine. Primenom hlorovodoni¢ne kiseline, c=0,1 mol dm-3, dobijaju
se rezultati vrlo sli¢ni onima dobijenim u vodi. Zatim je ispitana ekstrakcija sa sva
tri sredstva u kombinaciji sa mehanickim drobljenjem materijala. Egzina je
razarana mehanickom drobilicom ili u ultrazvu¢nom kupatilu i u oba slucaja
mikroskopska analiza je pokazala da je egzina, u manjoj ili ve¢oj meri, razgradena
ali je temperatura morala biti kontrolisana da ne bi doSlo do interkonverzije
aminokiselina. Ovo je predstavljalo limitirajuci faktor za ovakav nacin pripreme
uzoraka. Primena homogenizatora se pokazala boljom mada kod nekih polena je
uoceno da egzina ni tada nije bila razgradena. Na kraju, usvojeno je da se uzorci
pripremaju kombinovanom primenom ultrazvuka, homogenizatora i 80%- tnog
etanola. Dobijeni rezultati za uzorke polena su bili u saglasnosti sa prethodnom
studijom uradenom u Spaniji [Serra Bonvehi i Escola Jorda., 1997]. Pronadene su
dvadeset dve aminokiseline, a najzastupljeniji je bio prolin sa 20,27 mg g1 uzorka.
Y - aminobuterna Kkiselina (GABA) je bila zastupljena u skoro svim uzorcima sa
prosec¢nom koli¢inom od 0,53 mg g1 uzorka polena. Homoserin tj izotreonin (Hser)
i ornitin (Orn) su pronadeni u 22% tj. 16% uzoraka polena. Na nivou ukupnog
sadrZaja aminokiselina najzastupljeniji je bio prolin mada je i glutaminska kiselina
sa 15,10 mg g1 uzorka prosecno pokazala znacajnu zastupljenost. Kako procenat
zastupljenosti polena biljke Cistus ladanifer opada u polenu a raste udeo polena
biljke Echium plantagineum tako se sadrzaj slobodnih aminokiselina u odredenoj
meri smanjivao ali je ukupni sadrzaj aminokiselina pokazivao rast. Razlog blagog
pada slobodnih aminokiselina je poveéanje sadrZaja slobodnog prolina koji se javio
kod uzoraka sakupljenih krajem proleca. Ispitano je i zasto zastupljenost polena
ove dve vrste utice na sadrzaj slobodnih i ukupnih aminokiselina. U tu svrhu

mehanicki je izvrSeno razdvajanje zrna polena koji poticu od Cistus ladanifer i
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Echium plantagineum da bi se dobili monofloralni uzorci polena a onda je u njima
odreden sadrzaj slobodnih i ukupnih aminokiselina. Rezultati su pokazali da je
sadrzaj slobodnih aminokiselina i prolina u polenu biljke Cistus ladanifer iznosio
32,46 mg g! tj. 21,87 mg g! uzorka. Sa druge strane, za polen biljke Echium
plantagineum dobijeni su rezultati od 22,18 mg g1 za slobodne aminokiseline i
12,23 mg prolina na g uzorka. Nasuprot tome, ukupni sadrzaj aminokiselina je bio
visi kod drugog polena (32,22%) nego kod prvog (13,95%). Glavni uzrok je upravo
zastupljenost prolina koji u polen dospeva pretezno od pcele a ne iz biljke.

Nielsen sa saradnicima jos 1955. [Nielsen et al., 1955] daje pregled hemijskog
sastava polena ru¢no sakupljenog na kukuruzu i dvema vrstama jova -evropskoj i
sivoj (Alnus glutinosa i Alnus incana) kao i na planinskom boru (Pinus montana).
Rezultati su pokazali da je polen planinskog bora bio izuzetno siromaSan po
sadrzaju proteina (oko 12%). Uzorci polena ostalih biljaka sadrzavali su znatno
vece koliCine proteina (viSe od 25%). Analizom sadrzaja slobodnih aminokiselina
identifikovano je ukupno devetnaest sa prilicno ujednacenim koli¢cinama u svim
uzorcima i tipovima polena. Herbert i Shimanuki [Herbert i Shimanuki, 1978], na
osnovu rezultata hemijske analize cCetrnaest uzoraka polena (sedam sveZe
prikupljenih od pcela i sedam koji su pcele ve¢ bile uskladistile za ishranu larvi)
pronasli su relativno konzistentan sadrZaj proteina, bez znacajnijih razlika. On se
kretao u opsegu 21,0 - 29,3% u svezim, odnosno 19,3 - 26,5% proteina u uskladistenim
uzorcima. Kauffeld [1980] je prikazao sadrzaj slobodnih aminokiselina u uzorcima
polena sakupljenim tokom citave godine u americkoj saveznoj drzavi Luizijani
(Louisiana state, USA). Utvrdeno je prisustvo petnaest aminokiselina. Od toga, tri
su pronadene u koli¢ini od 1 g/100g uzorka polena (metionin, hidroksiprolin i $-alanin),
a osam ih je pronadeno u koli¢inama 2 - 8 g/100g uzorka (tirozin, alanin, triptofan,
treonin, leucin, izoleucin, valin, histidin) pri ¢emu je koli¢ina svake od njih bila
prilicno konzistentna na nekoj od vrednosti u ovom intervalu. Preostale
aminokiseline (fenilalanin, arginin, prolin i asparaginska kiselina) su pronadene u
uzorcima u koli¢inama koje su znacajno varirale u toku godine. Gilliam sa
saradnicima [Gilliam et al., 1980] daje poredenje sadrzaja aminokiselina i proteina
u uzorcima polena koji su ru¢no sakupljeni na biljkama iz roda citrusa (Citrus) i

onih koji su sakupile medonosne pcele. Dobijeni rezultati su pokazali da je u
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polenima koji su pcele sakupile sadrzaj ukupnih proteina (17,1 - 22,6%) i prolina
bio visi nego u rucno sakupljenim uzorcima (6,2 - 20,7%). SadrZaj ostalih slobodnih
aminokiselina je bio ujednacen u svim uzorcima. Sa druge strane, Human-ova i
Nicolson-ova [2006] tvrde da je sadrzaj proteina u uzorcima polena Kkoji su
sakupile pcele (31%) i onog uzetog direktno iz koSnica (28%) bio znatno nizi u
odnosu na polene koji su ru¢no sakupljeni direktno sa biljaka (51%). Sadrzaj
proteina je bio znatno visi u polenu biljke aloje nego u polenu eukaliptusa. Kada je
bio u pitanju sadrzaj slobodnih aminokiselina autori su utvrdili prisustvo najmanje
18 aminokiselina od cega je deset esencijalnih za pcele. Odnos esencijalih i
neesencijalnih aminokiselina nije se bitno razlikovao u tri vrste ispitivanog polena
aloje. Sve esencijalne aminokiseline, osim triptofana, su bile zastupljene u
dovoljnim koli¢inama sa nutritivnog aspekta. Njihov sadrZaj u ovom polenu je
slican sadrzaju ovih aminokiselina u medu. Kada je u pitanju polen eukaliptusa i u
njemu je sadrzaj vecine esencijalnih aminokiselina bio na potrebnom nivou izuzev
izoleucina i povremeno triptofana. Najzastupljenije aminokiseline u polenu
eukaliptusa su bile glutaminska, asparaginska kiselina i prolin.

Najveci deo azota koji postoji u polenu potice od slobodnih aminokiselina i
proteina. Odredivanje sadrZaja ukupnog azota je izuzetno vazno, zbog njegovog
nutritivnog znacaja [Rabie et al,1983]. Skoro svi autori sadrzaj proteina, iz
sadrZaja azota dobijenog metodom po Kjeldahl-u, izracunavaju koris¢enjem
korekcionog faktora 6,25 Sto je u skladu sa pretpostavkom da sadrzaj proteina u
uzorcima polena iznosi oko 16%. McCaughey sa kolegama daje pregled
aminokiselinskog sastava polena razliCitog porekla [McCaughey et al, 1980].
Autori ovog rada su odredili sadrzZaj proteinskog azota, koji je ostao sacuvan nakon
hidrolize, kao procenat od mase aminokiselina koje su preostale nakon hidrolize.
Ono S$to prethodni istrazivaci nisu uzimali u obzir to je deo azota koji se gubi u vidu
amonijaka. Ako se sadrzaj azota koji je otiSao u amonijak zbog deaminacije
asparagina i glutamina zanemari, dobija se da je sadrzaj proteinskog azota oko
16% i takav rezultat su dobili svi prethodni istraZivaci. Medutim, imaju¢i u vidu da
sadrzaj glutaminske i asparaginske kiseline u uzorcima nakon hidrolize uopste nije
zanemarljiv, ovakvo izostavljanje azota koji odlazi u vidu amonijaka smanjuje

ukupni sadrZaj azota za €ak 2% jer su autori ovog rada svojim proracunima
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pronasli da je ukupni udeo proteinskog azota oko 18%. Zbog toga oni predlazu da
korekcioni factor za preracunavanje sadrZaja proteina na osnovu sadrzaja azota
dobijenog metodom po Kjeldahl-u bude 5,6. Agarwal i Nair [1989] su, ispitujuci
polen biljke Acacia auriculaeformis na prisustvo slobodnih i vezanih aminokiselina,
utvrdili prisustvo Sesnaest slobodnih aminokiselina i devetnaest aminokiselina
koje su bile vezane u proteine. U uzorcima slobodnih aminokiselina nadeno je da
su oni bili bogati serinom, prolinom i glutaminskom kiselinom, dok je u uzorcima
od aminokiselina koje su bile ugradene u proteine utvrdeno da su asparaginska i
glutaminska kiselina, kao i glicin, bili najviSe zastupljeni. Prisustvo aminokiselina u
polenu je izuzezno vazno za pcele jer Ce ih one iskoristiti, osim u razvoju
hipofaringalnih Zlezda, i za biosintezu tkiva, hemolimfnih proteina i nekih enzima.
[spitivanjem sadrZaja slobodnih aminokiselina u uzorcima polena sa Novog
Zelanda [Day et al., 1990] utvrdeno je da su najniZe koncentracije aminokiselina
nadene u polenu koji je poticao od Zenskih cvetova aktinidije (241,0 pmol pg!
polena) Sto ¢ini svega 2,9% ukupne mase uzorka. Najvisi sadrzaj aminokiselina
naden je u polenu Zutilovke (1956 pmol pg! polena) i ¢inio je 23,5% ukupne mase
suvog uzorka. Sadrzaj aminokiselina u polenu matakure je najvisSe varirao i kretao
se u opsegu od 13,18% do 34,11%. U svakom od polena je izracunat i udeo svake
od esencijalnih aminokiselina da bi bilo moguce njihovo poredenje. Ne postoji
konzistentnost po pitanju aminokiseline ciji sadrzaj najviSe varira u zavisnosti od
vrste polena. Tako je u polenu deteline, kupine i muskih cvetova aktinidije najvise
varirao alanin, kod polena matakure i vrbe to je bio prolin, kod jastrebovog
semena, c¢kalja i Zenskih cvetova aktinidije najviSe se menjao sadrzaj histidina, u
polenu bora najvece varijacije su zabeleZene u sadrzaju glutaminske kiseline, dok
je kod Zutilovke to bila asparaginska kiselina. Ono Sto jeste zajednicko svim
vrstama polena je velika varijabilnost u sadrzaju prolina. Poleni vrbe, kupine,
zutilovke, matakure i muskih cvetova aktinidije sadrZe dovoljne koliCine svih
esencijalnih aminokiselina neophodnih za pravilan rast i razvoj pcela. Ostale
aminokiseline mogu da se sintetiSu iz esencijalnih. Esencijalna aminokiselina koje
eventualno nema u dovoljnoj koli¢ini postaje limitirajuci faktor za pravilan razvoj
pcele. Na osnovu deGoot-ovih istrazivanja moZe se zakljuciti da su polen

jastrebovog semena i ¢kalja deficitarni po sadrzaju arginina i izoleucina. Minimalna
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kolicina izoleucina koja je po deGoot-u neophodna za normalan razvoj jedinke je
4% od ukupnog sadrzaja aminokiselina. Na osnovu tog Kkriterijuma deficitarni po
sadrZaju izoleucina su jos i polen deteline, bora i Zenskih cvetova aktinidije. S
obzirom da u ovom radu nije ispitivan sadrZzaj triptofana, jer se razgraduje tokom
same analize, dolazi se do zakljucka da je glavna limitiraju¢a aminokiselina za
razvoj pCela bio izoleucin. Neplodni Zenski cvetovi aktinidije su relativno siromasni
u aminokiselinama u odnosu na plodne muske cvetove. Ovo je u saglasnosti sa ve¢
postoje¢im istrazivanjima koja su pokazala nizak sadrZaj aminokiselina u
neplodnim cvetovima u odnosu na one gde je opraSivanje moguce [Stanley i
Linskens, 1974; Kakihara et al., 1988]. Razlike u sadrZaju aminokiselina u
neplodnim i plodnim cvetovima mogle su prouzrokovati postojece razlike i u jo$
nekim vrstama ispitivanih polena poput polena deteline, kupine i vrbe. Sadrzaj
prolina i alanina se, takode, znacajno razlikuje u plodnim i neplodnim cvetovima i
znatno je viSi kod cvetova gde je opraSivanje moguce [Kakihara et al., 1988].
Koncentracije ove dve aminokiseline su najvisSe varirale od uzorka do uzorka. Na
osnovu svih dobijenih rezultata za sadrzaj aminokiselina moze se reci da je polen
jastrebovog semena sa najniZim nutritivnim kvaltitetom. Kako je ova biljka Siroko
rasprostranjena u odredenim planinskim oblastima Novog Zelanda moguce je da je
to uzrok deficitarnosti u sadrzaju odredenih proteina kod pcela iz tih podrudja.
Somerville [2001] i Nicol [Somerville i Nicol, 2006] su prikazali veoma detaljnu
studiju o nutritivnoj vrednosti polena u Australiji. U tu svrhu analizirali su c¢ak sto
devedeset Cetiri uzorka polena. Za svaki je detaljno odreden aminokiselinski profil
tj sadrZaj svake od aminokiselina koje su od znacaja za ishranu pcela, sadrzaj
ukupnih proteina i na osnovu toga da li sadrZe viSe od 20% proteina ili ne izvedeni
su zakljucci o njihovoj nutritivnoj vrednosti [Somerville, 2001]. Takode, za svaki
uzorak polena je predstavljen njegov aminokiselinski sadrzaj u zavisnosti od
palinoloskog porekla i na taj nacin veoma detaljno prezentovane nutritivne
vrednosti svake pojedinacne vrste polena. Kada je bio u pitanju sadrZaj slobodnih
aminokiselina u najve¢em broju uzoraka (69 Sto ¢ini 35% svih uzoraka) limitirajuci
faktor je bio sadrZzaj izoleucina koji je iznosio ispod neophodnih 4 g/16g N [deGoot,
1953]. Samo jos dve aminokiseline su, u manjem broju uzoraka, bile deficitarne i to

valin (jedanaest uzoraka) i metionin (dva uzorka). Na osnovu svega, autori izvode
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zakljucak da su svi uzorci polena, osim polena laznog maslacka, dobri za ishranu
pcela i da bi zadovoljili njihove potrebe za proteinima i aminokiselinama.

Analizom dvadeset uzoraka Spanskih polena (podrucja Ekstramadura i
Salamanka) Serra-Bonvehi i Jorda [Serra Bonvehi i Jorda, 1997] utvrdili su da je
sadrzaj proteina oscilovao u opsegu: 12,6 - 18,2 g/100g uzorka. Glavni deo
sadrZaja azota u polenu je upravo u vidu proteinske frakcije. Kada su u pitanju
slobodne aminokiseline identifikovano ih je osamnaest od kojih je najzastupljeniji
bio prolin (19,7 mg g1 uzorka Sto ¢ini oko 63,1% od ukupnih aminokiselina), a od
esencijalnihaminokiselina, lizin, histidin i arginin su ¢inili od 5,74% do 19,76%. S
obzirom da je polen suSen na niskoj temperaturi u kratkom vremenskom periodu,
nisu identifikovani proizvodi Maillard-ove reakcije. Tek ako se proces susenja vrsi
na 60 °C u trajanju od 2 sata ili na 40 °C u toku nedelju dana dolazi do degradacije
S-metilmetionina pri ¢emu nastaje dimetil-sulfid od kojeg se oseca jak, neprijatan
miris [Collin et al., 1995]. Od ostalih aminokiselina znacajno su zastupljene bile
metionin, fenilalanin, arginin i histidin dok je cistin pronaden u malim koli¢inama.
Poredenjem sadrzaja slobodnih aminokiselina u razli¢itim uzorcima uocava se
slicna raspodela u koli¢inama zastupljenih aminokiselina. Isti autor sa saradnicima
[Serra Bonvehi et al, 2001] je u jedanaest uzoraka sa podrué¢ja zapadne Spanije
utvrdila da je u deset uzoraka sadrZaj slobodnih aminokiselina bio iznad
propisanih 2 g/100g uzorka S$to, po njima, ukazuje na svezZinu uzoraka i na
adekvatne uslove suSenja. Ovi autori, takode, ukazuju da se na osnovu smanjenog
sadrzaja aminokiselina u uzorku moze utvrditi da li je uzorak pregoreo prilikom
suSenja ili je neadekvatno pakovan zbog ¢ega mu se smanjuje nutritivna vrednost.
Za utvrdivanje starosti uzoraka ovi autori predlazu upotrebu odnosa koliine
prolina i ukupnih aminokiselina. Ako je taj odnos ispod 75% (Sto je bio slucaj i sa
njihovim uzorcima) to ukazuje na sveZinu uzorka kao i adekvatno suSenje,
pakovanje i skladi$tenje. U petnaest komercijalnih uzoraka iz Spanije Orziez
Villanueva [Orzaez Villanueva et al.,, 2002] sa svojim timom je utvrdila relativno
konstantan sadrZaj proteina sa srednjom vrednosc¢u od 13,93 + 1,67 g%. NeSto visi
sadrzaj proteina (oko 20%) nalazimo u radu Almeida-e sa saradnicima [Almeida et
al, 2005] pri ¢emu autori naglaSavaju da su dobijene vrednosti u ispitivanim

uzorcima polena bili u granicama vrednosti koje su dozvoljene po brazilskim
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[Brasil, 2001] i argentinskim [Krell, 1996] pravilnicima o kvalitetu. Dominguez-
Valhondo-va sa saradnicima [Dominguez-Valhondo et al., 2011] odredila je sadrZaj
ukupnih proteina i slobodnih aminokiselina u uzorcima polena iz Spanije. Po
sadrzaju ukupnih proteina neSto bogatiji bili su polifloralni uzorci (16,08% tj.
17,64%). U tom smislu polen se pokazao kao bogatiji proteinima od nekih drugih
vrsta hrane poput jaja (12,8%), odnosno svinjetine (14,2%). Kada je bio u pitanju
sadrZaj slobodnih aminokiselina u svim uzorcima dominantan je bio prolin (18,94 -
25,81 mg g suvog uzorka). Sadrzaj slobodnih aminokiselina opadao je sa suSenjem
uzoraka i bio je bolje o¢uvan u liofilizovanim uzorcima nego onim koji su suSeni na
klasi¢an nacin tj na poviSenoj temperaturi. Osim prolina u znacajnim koli¢inama
nadene su i druge osnovne aminokiseline - histin, glicin i glutaminska kiselina. Po
ovim autorima zanimljivo je prisustvo y-aminobuterne kiselina (GABA) koja ne
spada u proteinske aminokiseline ali je izuzetno vaZzna jer utiCe na neurotransmisiju
signala u organizmu, na izluCivanje tec¢nosti kao i na relaksaciju organizma [Jakobs
et al., 1993]. 1z tog razloga prisustvo GABA u polenu (0,26 - 0,69 mg g1 uzorka) ¢ini
ga zanimljivim i za upotrebu u ljudskoj ishrani. Na osnovu analize uzoraka polena
iz Portugala Estevinho sa saradnicima [Estevinho et al., 2012] je pokazala da se
sadrzaj proteina nije statisticki znacajnije razlikovao u zavisnosti od geografskog
porekla i da se kretao u opsegu od 24,23% do 34,18%. Razlike koje postoje mogu
biti posledica ili razlic¢itih uslova pod kojima su biljke rasle [Almeida et al., 2005] ili
razli¢itog botanickog porekla uzoraka [Szczesna, 2006].

Na aminokiselinski sastav polena uticu eksterni i interni faktori. NajvaZniji
eksterni faktori su uslovi suSenja uzoraka i njihovo ¢uvanje, a od internih floralno
poreklo polena. Roulston sa saradnicima [Roulston i Cane; Roulston et al, 2000] u
analizi polena trista sedamdeset sedam biljnih vrsta iz devedeset tri familije
utvrdio je veoma Sirok opseg koncentracija proteina (od 2,5% do 61%) u
zavisnosti od vrste pri ¢emu je koli¢ina proteina unutar polena biljaka iz jedne
biljne familije bila poprilicno konzistentna. SadrZaj proteina u svim uzorcima u
radu Saa-Otero-ove i saradnika [Saa-Otero et al.,2000] je bio dosta visok i kretao se
od 22% do 27%.

Szczesna u svojim radovima [2006a, b] daje poredenje sadrzaja aminokiselina i

proteina u uzorcima iz tri zemlje (Kina, JuZna Koreja i Poljska) pri ¢emu rezultati

Opsti deo 36



Doktorska disertacija mr Aleksandar Kosti¢

pokazuju da se sadrZaj nije menjao u zavisnosti od geografskog porekla. U
najve¢im koli¢inama pronadene su glutaminska i asparaginska kiselina, prolin,
leucin i lizin koje su, zajedno, cCinile viSe od 50% ukupnih aminokiselina. Sa druge
strane, sadrZaj proteina i aminokiselina je znacajno varirao od uzorka do uzorka
Sto je verovatno uzrokovano njihovim razli¢itim botanickim preklom. Uzorci iz
Kine bili su najbogatiji u sadrzaju proteina i svih aminokiselina izuzev
asparaginske Kkiseline i arginina. Njihov sadrZaj bio je ujednacen u svim uzorcima.
Sadrzaj esencijalnih aminokiselina kretao se oko 37% u uzorcima iz Kine i Koreje
dok je u uzorcima iz Poljske bio visi za 3%. Kada su bili u pitanju uzorci polena
razli¢itog geografskog porekla Odoux i saradnici [Odoux et al, 2012] pratili su
variranje sadrzZaja proteina u zavisnosti od dela godine i ispaSe kada su oni
sakupljeni. Pri tome su utvrdili da je sadrZaj proteina varirao od 16,7% do 29,9%
sa prosecnom vrednoSc¢u od 24,5%. NajviSi sadrZaj proteina zabeleZen je u prolece,
od 16. do 19. nedelje (28,6 - 29,1%) i u jesen, u 44-oj nedelji (26 - 29,9%). Najniza
vrednost je nadena u rano prolece, do 14-te nedelje (20 - 24,5%) i u leto, od 24. do
36-te nedelje (16,8 - 24%). Prosecna vrednost proteina iznosila je 4,4 g po nedelji
unosa. Glavni izvor proteina bili su poleni Zitarica i drve¢a medu kojima su najvisi
sadrzaj proteina imali poleni drena (14,8 - 19,6 g), kukuruza i sirka (5,8 - 11,3 g
proteina). NeSto drugaciju raspodelu koli¢ine proteina, u zavisnosti od godisnjeg
doba, u uzorcima iz Kine nalazimo u radu Yang-a i saradnika [Yang et al., 2013].
Pronadeno je da se sadrZaj proteina (koji su bili druga po zastupljenosti
komponenta u polenu posle ugljenih hidrata) kretao u opsegu od 14,26% do
28,95% pri ¢emu je u uzorcima iz drugog dela godine sadrZaj proteina bio za 20%
visSi nego u onima koji su sakupljeni na pocetku sezone. Ispitivanje sadrZaja
aminokiselina je pokazalo da su dominantno zastupljeni prolin (2,33 g/100g),
glutaminska kiselina (2 g/100g) i asparaginska kiselina (1,91 g/100g). Ukupni
sadrZaj esencijalnih aminokiselina kretao se u intervalu od 4,62 do 11,60%. To je
predstavljalo 35,18% tj 42,78% od ukupnih aminokiselina $to je neznatno viSe u
odnosu na FAO standarde (33,9%) [FAO, 1991]. Sadrzal lizina u polenu je bio niZi
od onog preporucenog po FAO standardima, dok je, sa druge strane, sadrzaj

triptofana znatno prelazio preporucene vrednosti.
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U radu Carpes-ove i kolega [Carpes et al, 2009] dati su rezultati analize
brazilskih polena u kojima su utvrdili da je prosecan sadrzaj proteina (20,47 +
2,64%) bio u skladu sa brazilskom zakonskom regulativom pri ¢emu je koli¢ina
proteina varirala u zavisnosti od geografskog porekla i kretala se od 15,04% do
27,69%. Slicno tome, Modro-va sa svojim istrazivackim timom [Modro et al., 2007 i
2009] za uzorke sa dva pcelinjaka u brazilskoj drzavi Minas Gerais utvrdila je da je
srednja vrednost ukupnih proteina bila 28,27 + 6,19% odnosno 23,73 + 5,91%.
Kada je bio, u pitanju, sadrzaj proteina u devet ispitivanih uzoraka iz brazilske
oblasti Mata Atlantika utvrdila je da se po prosetnom sadrZaju proteina (26,2 *
10,5%) oni uklapaju u brazilske propise s tim Sto se sadrZaj proteina u
pojedinac¢nim uzorcima znacajnije razlikovao i kretao od 15,39% koliko ih je bilo u
pretezno monofloralnom uzorku koji je poticao od biljaka iz roda Vernonia do, ¢ak
44,44% proteina koliko je sadrzavao poliflorani uzorak sacinjen od polena biljaka
iz rodova Anadenanthera i eukaliptus i od biljaka iz familije palminog drveca. Jo$
viSe sadrzaje proteina u uzorcima veneculanskog polena pronasla je Santiago-va
koja u svom radu [Santiago, 2008] iznosi podatke da su ispitivani uzorci sadrzavali
od 24,92 g do ¢ak 52,56 g proteina na 100 g uzorka. Feas, sa svojim istrazivackim
timom [Feas et al., 2012], na osnovu analize dvadeset tri uzorka polena dosao je do
zakljucka da je prosecan sadrZaj proteina u uzorcima bio 21,8%. Tim sa Nogueira-
om na celu [Nogueira et al., 2012], pri ispitivanju osam uzoraka je dobio vrednosti
za sadrzaj proteina u njima koje su se kretale u opsegu: 12,50 - 25,15 g/100g
uzorka.

Nicolson-ova i Human-ova [2013] iznose rezultate analize sadrzaja
aminokiselina i proteina u uzorcima suncokretovog polena koji je sakupljen kako
rucno, tako i pomocu pcela. Utvrdile su da je sadrzaj proteina u uzorcima koje su
sakupile medonosne pcele bio nizZi u odnosu na one koji su sakupljani ru¢no. Kada
je bio u pitanju sadrzaj slobodnih aminokiselina za ve¢inu esencijalnih aminokiselina on
je bio ujednacen u svim uzorcima izuzev prolina u dva uzorka ru¢no sakupljena i
arginina koji se razlikovao u uzorcima koje su sakupile pcele ii uskladiStenih
uzoraka. Metionin i triptofan su bili u koncentracijama ispod donje granice
neophodne za pravilnu ishranu pcele. Tri neesencijalne aminokiseline su prisutne

u ve¢im koncentracijama u uskladiStenim uzorcima u odnosu na ru¢no sakupljene
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uzorke. Sli¢no razmatranje uticaja nacina sakupljanja polena na njegov sastav tj. na
sadrZaj slobodnih aminokiselina u njemu nalazimo u radu Weiner-ove i saradnika
[Weiner et al., 2010]. Autori su ispitivali polen sto Cetrdeset dve biljne vrste od
kojih samo pet nisu bile medu onima koje pcele uobicajeno oprasuju u toku ispase
(Mocvarni neven - Caltha Palustris L., Velebilje - Circaea lutetiana L., Prist trava -
Erophila verna L., Zova, Beli kampion - Silene latifolia Poir.). Autori smatraju da su
se prethodna ispitivanja uglavnom bazirala na polenu koji su sakupile pcele, a jako
malo je bilo ispitivanja ru¢no sakupljenog polena. Ispitivanje sastava polena koji su
sakupile pcele je sloZzeno zbog toga Sto pcele u tom procesu dodaju odredene
koli¢ine nektara i meda polenu kao i izlucevine iz svojih pljuva¢nih Zlezda, a Sto
sasvim sigurno utice na krajnji sastav polena. Tako npr. ako bi se dodatak ugljenih
hidrata polenu, koji su dospeli na ovaj nacin, zanemario znacajno bi bio umanjen
udeo proteina u polenu. Zbog toga su se autori u ovom radu odlucili da polen
sakupljaju ru¢no. U tom cilju za svaki uzorak uziman je polen sa, u proseku, dvesta
cvetova odredene biljne vrste kako bi se prikupila dovoljna koli¢ina polena za
analizu (0,08 - 9,6 mg). Biljne vrste su se znacajno razlikovale u sadrzaju
aminokiselina, a posebno po odnosu slobodnih i vezanih aminokiselina. Biljne
vrste iz jedne familije, sa druge strane, pokazivale su slican hemijski sastav i
sadrZaj aminokiselina.

S obzirom da su triptofan (Try) i cistin (dimer cisteina, (Cys)z) vrlo osetljive
aminokiseline koje se razgraduju prilikom klasi¢nih HPLC-metoda analiza sadrZaja
slobodnih aminokiselina [Day et al., 1990], You sa saradnicima [You et al., 2007] je
razvio novu metodu derivatizacije aminokiselina pomocu 2-(11H-benzo[a]-
karbazol-11-il)etil-hloroformat (BCEC-CI). Ovo jedinjenje sa svim aminokiselinama
fluorescentnim detektorom. Szczesna [Szczesna, 2007] pri analizi sadrZaja
aminokiselina sugeriSe da se pre same hidrolize doda permravlja kiselina da bi se
saCuvale aminokiseline koje sadrZe sumpor, ukljucujudi i Cys tj (Cys)a.

Na osnovu prikazanog moZemo zakljuciti da je poznavanje sadrzaja
aminokiselina i proteina u dosadasnjoj literaturi dalo tri vrste veoma vaznih
informacija:

v" moze da pomogne pri utvrdivanju botani¢kog i geografskog porekla polena

i meda
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v u nutritivnom smislu aminokiseline i proteini su vazne komponente pa su
poleni bogati njima pogodniji za upotrebu kao dodatak ishrani

v"u smislu kontrole kvaliteta sadrzaj aminokiselina moze da bude indikator o
ispravnosti suSenja i kasnijeg skladiStenja uzoraka polena odnosno

skladiStenja meda [Paramas Gonzales et al., 2006].

II-7c Sadrzaj Secera i dijetetskih vlakana u polenu

Kao $to je naglaSeno u Tabeli 2 [Campos et al., 2010] Seceri (ugljeni hidrati,
saharidi) su najzastupljenija makrokomponenta u polenu koji su sakupile pcele Sto
je posledica dodavanja meda i nektara kojim pcele obogacuju polen pre nego Sto ga
uskladiSte za potrebe ishrane larvi [Stanimirovi¢ et al., 2000]. Na Secere otpada od
13% do 55% ukupnog sadrZaja supstanci u polenu od cega se polisaharidi krecu i
do 50%, dok prostih Se¢era (mono i disaharida) ima u sadrzaju od 4% do 10%
[Campos, 1997]. Medu polisaharidima najzastupljeniju su skrob i polisaharidi koji
poticu iz celijskog zida [Bogdanov, 2012]. Kao Sto je ranije naglaseno prvi
polisaharid koji se specificno razvija u polenu je kaloza koja ima ulogu da pre svega
Stiti mlade mikrospore nastale u polenovom zrnu i da obezbedi vlaznost uzorka u
suSnom periodu [Eschrich, 1956 ; Barskaya i Balina, 1971]. Nakon perioda
formiranja tetrada kaloza nestaje a u okviru egzine i intine najzastupljeniji
polisaharid postaje celuloza. Od prostih Se¢era dominantno su zastupljeni fruktoza,
glukoza i saharoza.

Za dijetetska vlakna ne postoji joS uvek jedinstvena definicija, Sto je verovatno
uslovljeno njihovom hemijskom raznorodnosc¢u. Najcesce se kaze da su to odredeni
oligo- i polisaharidi, kao i njihovi hidrofilni derivati, koje ljudski enzimi ne mogu da
svare u gornjem delu probavnog trakta [Thebaudin et al, 1997]. Od Secera koji
obic¢no ulaze u sastav vlakana zastupljeni su celuloza, hemiceluloza (koje poticu iz
Celijskog zida), agar, razni pektini i alginati koji mogu da se nalaze u semenu ili
poticu od bakterija [Vasi¢ et al, 2009]. Osim njih, po nekim autorima, u sastav
vlakana ulazi i onaj deo skroba koji nije svarljiv [Bogdanov, 2012].

Day-ova sa saradnicima [Day et al, 1990] u analizi nutritivnog sadrzaja i

kvaliteta pcelinjeg polena sa Novog Zelanda, izmedu ostalog, daje i podatke o
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ukupnom sadrzaju Secera kao i sadrzaju redukujucih Secera. U datim uzorcima
polena sadrzaj Secera se kretao od 12,6% u polenu makagure do 29,6% u polenu
zenskih cvetova aktinidije.

U vrlo detaljnoj analizi nutritivnih i mikrobioloskih kakrakteristika uzoraka
polena iz Spanije Sera-Bonvehi i Jorda [Serra-Bonvehi i Jord4, 1997] iznose
rezultate o sadrzaju svih ugljenih hidrata u uzorcima polena S$to je ukljucivalo
ukupne slobodne Secere, skrob kao i dijetetskih vlakna. Autori su utvrdili prisustvo
redukujucih Secera u izuzetno visokim koncentracijama. Kod vecine polena ugljeni
hidrati ¢ine glavninu suve materije i variraju u zavisnosti od porekla i vrste.
Razlike u sadrZaju ugljenih hidrata pronadene su izmedu rucno sakupljenih
uzoraka polena (1 - 37 g/100g uzorka) i onih koje su prikupile medonosne pcele
(20 - 48 g/100g uzorka). Angiospermni polen koji prikupe pcele je bogatiji u
redukujué¢im Secerima i znatno siromasniji po sadrzZaju neredukuju¢ih Secera u
odnosu na polen koji je rucno prikupljen. U ispitivanim uzorcima sadrzaj
redukujuéih Secera je prosecno iznosio 32,9 g/100g uzorka, a sadrzaj saharoze je
bio, u proseku, 6,12 g/100g uzorka. Prisustvo redukujuc¢ih Secera u polenu koji su
sakupile medonosne pcele moZe se objasniti i ¢injenicom da one Koriste med i
nektar kao fluid kojim slepljuju zrna polena kada ih prenose u svojim
korbikularnim korpicama do koSnice. Od monosaharida u uzorcima su bili
najzastupljeniji fruktoza i glukoza, dok su u malim koncentracijama nadeni i
disaharidi - trehaloza, izomaltoza i maltoza, kao i trisaharidi - rafinoza (a-D-
galaktozilsaharoza), erloza (a-D- glukozilsaharoza) i melezitoza. Kada se uporede
sadrZaji fruktoze (F) i glukoze (G) udeo fruktoze je znacajno veci Sto se vidiiiz F/G
indeksa koji se u uzorcima kretao od 1,13 do 1,53. SadrZaj skroba u uzorcima je
varirao i prosecna vrednost mu je bila 2,13 g/100g uzorka. Sadrzaj dijetetskih
vlakana se namece kao vaZan nutritivni parametar kvaliteta hrane kada se ima u
vidu da njihov manjak u hrani moZe predstavljati ozbiljnan rizik po zdravlje ljudi u
svim razvijenijim druStvima. Autori su analizirali tzv. "neskrobne® polisaharide
(NSP) koji ne ukljucuju lignin i sporopolenin. Rezultate su izrazili kao sadrZzaj
ukupnih dijetetskihvlakana (UDV), nerastvornih dijetetskih vlakana (NDV) i
rastvornih dijatetskih vlakana (RDV). Sadrzaj UDV-a je bio ve¢i kod polena koji su

prikupile medonosne pcele. Prosecna vrednost je iznosila 10,6 - 15,9 g/100g
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uzorka. Na osnovu rezultata dobijenih za NDV moZe se zakljuciti da polisaharidi -
celuloza i kaloza, ¢ine glavni deo dijetetskih vlakana (prosecni sadrzaj je bio 11,3 *
1 g/100g uzorka). Ovo pokazuje da polen sadrzi neophodne koli¢ine i raznovrsnost
NDV i RDV koje ga €ine pogodnim za upotrebu kao dodatak svakodnevnoj ishrani.
Saa-Otero-va sa svojim kolegama [Saa-Otero et al, 2000] daje podatke o
sadrZaju glukoze i fruktoze, kao dva najzastupljenija Secera, u uzorcima polena iz
Spanije. Oni su nasli da je sadrZaj fruktoze u svim uzorcima bio vii u odnosu na
sadrZaj glukoze izuzev uzorka koji je poticao od eurosibirske flore gde je naden visi
sadrZzaj glukoze (21,8%). Najveéi sadrzaj fruktoze naden je, takode, u uzorku
poreklom od biljaka eurosibirskog podrucja (23%). Kada su u pitanju sadrzaji
glukoze i fruktoze u pojedina¢nim, monofloralnim, vrstama polena najveci sadrzaj
glukoze je naden u polenu biljaka iz roda Rubus (21%), a najniZi u polenu divlje
rotkve (9,1%). Sa druge strane, sadrzaj fruktoze bio je najvisi u polenu pitomog
kestena (26,3%) a najnizi u polenu eukaliptusa (17,6%). U ovom slucaju tesko je
dovesti u direktnu vezu sadrzaj Secera sa odredenim botani¢kim poreklom polena.
Serra Bonvehi i kolege [Serra-Bonvehi et al., 2001] u radu o sadrzaju polifenolnih i
flavonoidinih jedinjenja u uzorcima Spanskih polena govore i o sadrzaju slobodnih
SeCera (s obzirom da se dobar deo ovih jedinjenja nalazi u vidu glikozida tj
sjedinjenih sa razli¢itim Secerima). Tako su utvrdili da od slobodnih Secera u
uzorcima polena su bili prisutni glukoza, fruktoza i saharoza, kao dominantno
zastupljeni. U niskim koncentracijama nadeni su disaharidi trehaloza, izomaltoza i
maltoza kao i trisaharidi rafinoza, erloza i melizitoza Sto je bilo identi¢no
rezultatima u njihovom ranijem radu [Serra-Bonvehi i Jorda, 1997]. Nakon
hidrolize pomoc¢u HCI (c = 1,2 mol dm-3) na 90 °C u 50%- tnom metanolu u trajanju
od 60 minuta [Hertog et al., 1992] nadeni su i drugi Seceri poput ramnoze. Orzaez
Villanueva sa saradnicima [Orzaez Villanueva et al.,, 2002] u uzorcima polena iz
Spanije odredila je sadrZaj $ecera, kao deo nutritivne analize polena. Oko 65% svih
uzoraka sadrzavalo je prosecnu koli¢inu Secera na nivou 37,5 g% od cega kod svih
uzoraka je na saharozu otpadalo manje od 2% izuzev kod jednog uzorka gde je
sadrZaj saharoze bio na nivou od 12 g%. Analizu sadrZaja ukupnih kao i
rastvorljivih Secera odredenih portugalskih uzoraka polena koji su sakupile

medonosne pcele nalazimo u radu Estevinho-ove i njenog istrazivackog tima
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[Estevinho et al., 2012]. Na osnovu rezultata za ukupni sadrzaja ugljenih hidrata
(od 60,82% do 70,76%) videlo se da oni predstavljaju glavnu frakciju u polenu na
koju otpada oko dve tre¢ine ukupnog sadrZaja polena. Dobijeni rezultati su bili
nesto viSi u odnosu na one dobijene pri ispitivanju polena iz Brazila gde je
utvrdeno da sadrze 52,10% ugljenih hidrata [Carpes et al., 2009]. Kada je u pitanju
sadrZaj rastvorljivih ugljenih hidrata najvisi sadrzaj je utvrden u uzorcima iz Vijane
du Kastelo (55,67 g/100g) dok je najmanji sadrZaj naden u uzorcima iz Vizeua
(43,33 g/100g). Znacajne statisticke razlike (p< 0,05) u sadrzaju rastvorljivih
ugljenih hidrata su uocene izmedu uzoraka iz Lejre, Vijana du KaStele i Kovilja u
odnosu na uzorke iz Vizeua i Braganse. Visok sadrzaj ove frakcije ukazuje na
prisustvo nektara i meda koji pcele koriste za ,lepljenje“ zrna polena kada ga
skladiste i pakuju [Sarmento Silva et al, 2012]. Na osnovu analize dvadeset tri
uzorka polena Feas i saradnici [Feas et al, 2012] su dobili da je prosecan sadrzaj
ugljenih hidrata u njima bio 67,7%. lzuzetno visok sadrzaj Secera (69,68% -
84,25%) u Spanskim i portugalskim polenima nasla je Nogueira-ova sa
saradnicima [Nogueira et al., 2012] koji, kao razlog, isto navode dodatak meda i
nektara dok pcela sakuplja polen. Od ukupnih Seéera na redukujuce je otpadalo od
26,09% do 41,79%.

Human-ova i Nicolson-ova [Human i Nicolson, 2006] su u svojim uzorcima
polena iz JuZzne Afrike poredile i sadrzaj Se¢era u polenima koje su sakupile
medonosne pcele i onih ru¢no sakupljenih. SadrZaj ugljenih hidrata je ocekivano
bio znatno niZi u sveZem polenu nego u polenu koji su sakupile pcele jer pcele u
polen dodaju nektar koji je bogat ugljenim hidratima. SadrzZaj ugljenih hidrata u
polenu uzetom sa pcela pri ulasku u koSnicu i onom koji su one uskladistile nije se
znacajnije razlikovao. U ispitivanim polenima nije naden skrob.

Szczesna [Szczesna, 2007] daje rezultate analize sadrZaja Secera u polenima iz
Poljske, Juzne Koreje i Kine. Ona je utvrdila da su u uzorcima najzastupljeniji Seceri
bili fruktoza i glukoza, od monosaharida, odnosno saharoza, trehaloza, turanoza i
maltoza od disaharida. Procenat pojedinih Secera je varirao i iznosio 46% za
fruktozu, 37% za glukozu, 8% za saharozu, 7% za maltozu i 1% za turanozu i

trehalozu. SadrZaj i vrsta Secera u pojedinim uzorcima su varirali u zavisnosti od
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njihovog geografskog i botanickog porekla. Tako je npr. u uzorcima iz Poljske
sadrZaj glukoze i fruktoze bio znatno visi u odnosu na uzorke iz JuZne Koreje i Kine.

Carpes-ova sa saradnicima [Carpes et al., 2009] u uzorcima iz juznog Brazila
nasli su visok sadrzaj redukujucih Secera - 48,79 * 4,16%. Ono Sto su, takode,
naglasili, jeste, da je potreban dalji razvoj metoda za odredivanje Secera u
polenima kako bi $to viSe njih moglo da se identifikuje. Takvu novu metodu
nalazimo u radu Qian-a i saradnika [Qian et al., 2008]. Oni su sadrZaj Seera u
uzorcima polena koji su sakupile medonosne pcele u razli¢itim delovima sveta
(Spanija, Izrael, Kina i Rumunija) odredili pomo¢u tankoslojne (TLC) hromatografije.
Dobijeni rezultati TLC analize su pokazali da u svim uzorcima polena postoje
znacajne Koli¢ine Secera i to fruktoze (15,9 - 19,9%), glukoze (8,2 - 13,1%) i
saharoze (14,8 - 18,4%). Nakon analize rezultata TLC hromatografije sadrzaj
SeCera je detaljnije ispitivan pomocu HPLC - PAD metode (Ca2*-ligandna
jonoizmenjivacka hromatografija visoke performance spregnuta sa pulsnom
amperometrijskom detekcijom). Prisustvo glavnih Seera dodatno je potvrdeno
HPLC/MS analizom. Dobijeni rezultati su pokazali da postoje izvesna preklapanja
izmedu rezultata za galaktozu i ksilozu ali za sve ostale heksoze kao i za saharozu
su dobijena dosta dobra razdvajanja. Ono Sto je prednost njihove nove metode
jeste Sto su pomocu nje osim najceSce identifikovanih Se¢era u uzorcima polena
(heksoza i saharoze), a za koje su dobili i vecu osetljivost metode, uspeli da
identifikuju i trisaharid melozitozu kao Secer prisutan u tragovima. Ono Sto je bila
druga prednost ove metode jeste Sto se izbegava dodatak rastvora neke soli nakon
prolaska uzorka kroz kolonu jer nagradeni kompleksi izmedu Ca2+*-jona i SeCera
zbog visokog naelektrisanja su davali odlican odgovor u PAD-u i MS-u.

Analizom sadrZaja SeCera u uzorcima polena razli¢itog geografskog porekla i
razli¢itog vremena prikupljanja Odoux i njegove kolege [Odoux et al., 2012] su
utvrdile da je on varirao od 14,6% do 41,1% sa maksimalnim vrednostima od 22.
do 28. nedelje (31,2 - 41%) i od 33. do 36. nedelje (27,4 - 33,6%) dok su minimalne
koli¢ine Secera nadene u jesen, u toku 37. nedelje (ispod 25%). Biljne vrste sa
najveéim sadrZajem Secera u polenu su bile mak i malina u prolece tj. cikorija i
slacica u leto. Ispitivanjem sadrZaja ugljenih hidrata i dijetetskih vlakana u
uzorcima kineskih polena Yang sa saradnicima [Yang et al.,, 2013] je utvrdio da su
Seceri bili najzastupljenija nutritivna komponenta sa sadrZajem od 59,43 do ¢ak
75,65%.
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Prema sadrzaju dijetetskih vlakana polen je njihov odli¢an izvor (17,60 -
31,26%) uz napomenu da su to uglavnom nerastvorljiva vlakna. Procenat
rastvorljivih vlakana se krece od 0,86% do 5,92% Sto odnos rastvorljiva
vlakna/nerastvorljiva vlakna u polenu cini neSto nepovoljnijim od poZeljnog za
dobre dijetetske osobine (1:2). NajvaZnije komponente u okviru nerastvorljivih

dijetetskih vlakana su bile celuloza i kaloza.

II-7d Sadrzaj lipidnih materija u polenu

Glavne lipidne komponente u polenu su polarne i neutralne masti (mono, di i
trigliceridi) kao i manje koli¢ine slobodnih masnih kiselina, sterana i
ugljovodonika. Od masnih kiselina najviSe su zastupljene palmitinska (C16:0),
oleinska (C18:1), linolna (C18:2) i linolenska (C18:3) kiselina pri ¢emu na
nezasi¢ene masne Kkiseline otpada vise od 70% sadrZaja [Serra-Bonvehi i Jord3,
1997]. Postoje znacajne razlike u sadrzaju lipida u zavisnosti od botanickog
porekla polena [Bogdanov, 2012; Campos et al, 2008]. Najve¢i deo lipidnih
supstanci u polenovom zrnu je skoncentrisan u povrsinskom, zastitnom delu tzv.
spollen kitt-u“. Ovaj deo zrna uglavnom vodi poreklo od proizvoda raspadanja
Celija tapetuma u prasnicima $to ima izuzetno vaznu ulogu u formiranju samog
zrna. ,Pollen kitt" sloj se uglavnom javlja kod skrivenosemenica, a razlike u sastavu
ovog sloja utitu na adhezivnost polena kako kod entomofilnih tako i kod
anemofilnih biljnih vrsta. NajvaZnije funkcije ,pollen Kkitt-a“ su u uspeSnom
raznoSenju polenovih zrna preko Zivotinja i u o¢uvanju muskih gametofita do, u
toku i posle polinacije. Hemijsko ispitivanje ovog sloja polena ima znacaja u smislu
dobijanja informacija o lipidnim komponentama u polenu, jer se u njemu moZe
nalaziti od 1 - 20% ukupnih lipida niske polarnosti (tzv. neutralni lipidi). Do ovih
podataka doslo se ekstrakcijom polena u benzenu ili etru pri ¢emu se odvajaju u
najve¢oj meri upravo komponente koje cine ,pollen kitt“, a to su pre svega:
slobodne masne Kiseline, razni gliceridi, steroli i sterolni estri, ugljovodonici,
nesterolni terpenoidi kao i karatenoidni pigmenti. Ve¢i broj autora je identifikovao
nesaponifikovane lipide u polenu poput razli¢itih steroida [Hugel, 1962; Hugel et
al., 1964]. Kao S$to je naglaSeno u uvodnom delu ,pollen kitt“ sloj ima potencijalno

vaznu ulogu u privlacenju insekata oprasivaca na biljku.
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U radu Dobson-ove [Dobson, 1988] nalazimo vrlo detaljnu studiju o sadrZaju
lipida u polenovom zrnu i o njihovoj ulozi. Istrazivanje je obuhvatilo Sezdeset osam
biljnih vrsta iz dvadeset osam familija sa podrucja Kalifornije. Uz znatno variranje
u brojnosti (od tri do dvadeset), neutralni lipidi su u mnogo vecoj meri
identifikovani u povrsinskoj zoni nego u unutrasnjosti polenovih zrna gde su, u
mnogo vecoj meri nadeni steroli i njihovi estri, a od neutralnih lipida samo
trigliceridi. Sa druge strane, ,pollen kitt“ zona je znatno bogatija negliceridnim
lipidima od kojih su mnogi lako isparljiva jedinjenja, ali su u njoj pronadeni skoro
svi lipidi. Ugljovodonic¢na frakcija je nadena samo u povrsinskoj zoni. Gliceridi su u
vecoj meri nadeni u unutrasnjoj zoni, od ¢ega najviSe trigliceridi, dok su di- i
monogliceridi znatno manje zastupljeni. Steroli su u vecoj meri nadeni u
unutrasnjoj zoni, dok su sa druge strane, nesterolni lipidi bili viSe zastupljeni u
»pollen Kkitt* zoni. Sterolni estri su nadeni u obe zone ali u ve¢oj meri i uz vecu
raznovrsnost identifikovani su u povrsinskom sloju. Slobodne kiseline, ukljucujuci
i masne, su u vecoj meri nadene u ,pollen kitt“ zoni. Metil estri kiselina su nadeni
samo u nekim od polena pri ¢emu su u svim sluCajevima, osim jednog,
identifikovani u povrSinskom sloju. Terpeni su nadeni u obe zone ali su u
povrsinskom sloju pokazali posebno veliku raznovrsnost. Nekoliko vrsta za koje se
zna ili se pretpostavlja da ih oprasuju druge Zivotinje pokazuju tenedeciju ka
niskom sadrzaju lipida u povrsinskoj zoni. Takve npr. biljke iz roda ribizle (Ribes
speciosum), snezni cvet (Sarcodes sanguinea) i Mimulus aurantiacus oprasuje
kolibri, a kalifornijski kesten (Aesculus californica) leptirovi. Zanimljiva je jedna
vrsta orhideja, Habenaria dilatata, koju oprasuju komareci ili moljci.

Nasuprot neutralnim, polarni lipidi (fosfolipidi, glikolipidi, sulfolipidi i
flavonoidi) su pokazali znatno manju raznovrsnost i skoro iskljucivo su nadeni u
unutraSnjoj zoni polenovog zrna. Njihovo prisustvo je utvrdeno kod svega 15
biljnih vrsta. Od pigmenata Zuti karotenoidi i flavonoidni pigmenti su bili znac¢ajno
zastupljeni i u povrSinskom i u unutrasnjem sloju polenovog zrna. Karotenodi, koji
su liposolubilni, nadeni su zajedno sa neutralnim lipidima i to najvisSe u obliku
karotena i ksantofila prevashodno u ,pollen kitt“ zoni. Sa druge strane, flavonoidi
koji su vise hidrosolubilni nadeni su u znatno vecoj meri u unutrasnjoj zoni

polenovog zrna. Od ostalih nelipidnih jedinjenja nadeni su neki alkaloidi u pet
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vrsta u unutrasnjoj i kod dvadeset dve vrste u ,pollen kitt“ zoni. Ova studija je
pokazala da je ,pollen kitt zona bogata tzv. negliceridnim lipidima poput
ugljovodonika, karotenoidinih pigmenata i velikog broja terpena $to ukazuje na
¢injenicu da bi ova zona polenovog zrna mogla biti nosilac arome polena. Moguca
paralela se moZe povuci izmedu tipa lipida prisutnih u ovoj zoni sa mirisom cveta.
Ugljovodonici i drugi slaboisparljivi lipidi u ovoj zoni mogu¢i su ,fiksatori“
lakoisparljivih jedinjenja, a pre svega terpena. Mali broj polarnih lipida koji je
naden u ovoj zoni polena verovatno ima ulogu u stvaranju interakcije izmedu
polena i tucka cveta. S obzirom na raznolikost lipida u povrsinskom sloju postavlja
se pitanje u kolikoj meri je to povezano sa prilagodavanjem biljaka odredenoj
Zivotinjskoj vrsti opraSivaca. Moguce je da ova jedinjenja imaju i neku drugu
namenu poput zaStite od predatora, parazita ili drugih opasnosti iz ekosistema.
Poredenjem sastava lipida u ovoj zoni sa lipidnom frakcijom u nekim drugim
biljnim organima koji mogu imati sli¢nu ulogu u privlac¢enju oprasivata mozZe nam
pokazati da li ova jedinjenja zaista tome i sluze ili ne.

Na osnovu ispitivanja sadrzaja masnih kiselina i sterola u uzorcima badema u
Kaliforniji [Loper et al., 1980] utvrden je odredeni porast u sadrzaju masnih
kiselina u polenu koji su sakupile pcele u odnosu na ru¢no prikupljeni polen mada
se, u kvalitativnom smislu, uzorci nisu razlikovali. Takode, uocen je blagi porast
zasi¢enih C-18 masnih kiselina. Od sterola, u svim uzorcima, najzastupljeniji je bio
C24 metilenholesterol dok su dva manje zastupljena bili sitosterol i izofukosterol.

Analizom sadrzZaja masnih kiselina i nesaponifikovanih lipida u egipatskim
uzorcima polena Shawer sa saradnicima [Shawer et al., 1987] je doSao do sledec¢ih
podataka: ukupni sadrZaj lipida kretao se od 7,16% do 10,92% koliko je nadeno u
kukuruzu, odnosno bobu. NiZe masne kiselina poput dekanske (C10:0) nadene su
samo u polenu divlje slacice. Laurinska (C12:0) kiselina je nadena u niskim
koncentracijama u svim uzorcima polena izuzev polena egipatske deteline.
Miristinska (C14:0) kiselina je bila glavna masna kiselina u svim uzorcima polena.
Miristoleinska (C14:1) kiselina je nadena u niskim koncentracijama u polenu divlje
slaCice i boba. Palmitinska kiselina je nadena u znacajnim koli¢cinama u tri uzorka
polena dok nije nadena u polenu kukuruza i slatke Zute deteline. Linolenska

kiselina je nadena u polenima Zute deteline, divlje slacice i boba, isto kao linolna
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kiselina s tim S$to je linolna kiselina nadena u znatno viSim koncentracijama.
Najduza masna kiselina koja je identifikovana, arahidinska (C20:0), je nadena samo
u polenu divlje slacice. U svih uzorcima polena pronadeni su Czo, C22, C26, C28 i C32
ugljovodonici u razli¢itim koli¢cinama. Eikozan (Cz0) u znacajnim koli¢inama naden
u svim uzorcima polena. Dokozan (C22) je bio najzastupljeniji u polenu egipatske
deteline sa viSe od 20% vecim sadrZajem u odnosu na bilo koji drugi ugljovodonik.
U polenu divlje slacice i slatke deteline u znacajnim koli¢cinama naden je i
oktakozan (Czg) Dotriakontan (Csz) je identifikovan u svim uzorcima polena ali u
niskim koncentracijama. Kada su u pitanju steroli njihov sadrZaj je bio relativno
mali u svim uzorcima polena izuzev u polenu kukuruza gde su cinili 54,5%
ukupnih nesaponifikovanih lipida. Rezultati ovih istraZivaca se razlikuju od
rezultata Farag-a i saradnika koji su nasli da polen egipatske deteline sakupljen u
delti Nila sadrZi znatno manje kolic¢ine Cz2, C26, C28 i C32 ugljovodonika a uopste ne
sadrZi Czo ugljovodonike.

Jedna od stalno prisutnih grupa lipidnih jedinjenja u polenu su i karotenoidi.
Predstavljaju jednu od najces¢ih vrsta pigmenata. Prvi put u uzorcima polena su ih
identifikovali Bertrand i Poirault, 1892. i njihovo prisustvo u polenu entemofilnih
vrsta biljaka je viSe nego ocekivano s obzirom da su vazan izvor vitamina A za
insekte [Stanley i Linskens, 1974]. NajCeS¢e zastupljeni karotenoidi su a i B-
karoten, a osim njih u odredenim uzorcima identifikovani su i estri luteina,
kriptoksantin, ksantofili i flavoksantini [Karrer i Leumann, 1951]. U uzorcima
polena Siroko rasprostranjenih korova Wittgenstein i Sawicki [1970] su pronasli
da se sadrZaj karotenoida (izraZen kao ekvivalenti f-karotena) kretao u opsegu od
0,05% do 0,08%, izraZzeno na masu suvog uzorka. Na osnovu ovih saznanja
Minuataegui sa svojim timom [Minuataegui et al., 1990] daje pregled sadrZaja
karotenoida u trideset pet komercijalnih uzoraka polena. Oni su utvrdili da je
sadrZaj karotenoida bio u Sirokom opsegu: 0,8 - 315 mg [3-karotena na 100 g
uzorka. S obzirom da su svi uzorci, manje ili viSe, bili monofloralni sa dominantno
zastupljenim polenom biljke Cistus ladaniferus botanicko poreklo se, mozda, moZe
iskljuciti kao uzrok ovih razlika u rezultatima. Pre se moZe povezati sa razlikama u
nacinu proizvodnje, skladiStenja i ¢uvanja uzoraka polena. Odsustvo vlage pri tome

je od suStinske vaZnosti za dobro ocuvanje kvaliteta uzorka polena mada se
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smanjenje sadrZaja karotena u nekim uzorcima moZe povezati i sa neadekvatnim
metodama suSenja uzoraka (uglavnom pcelari primenjuju najjednostavnije i
prirodno suSenje na suncu i na otvorenom) Sto dovodi do zagrevanja polena i
gubitka karotenoida. Almeida sa saradnicima [Almeida et al., 2005] poredi sadrzaj
karotenoida u uzorcima polena u zavisnosti od njihovog botani¢kog porekla i pri
tome je utvrdila da je najniza koncentracija bila u uzorcima polena u kojima je
predominantno bio zastupljen polen biljaka iz familije palmi dok su najbogatiji bili
poleni biljaka iz rodova senecija i vernonija. Koli¢ina karatenoida kretala se od
prisustva u tragovima do 489,2 pg g1 suvog uzorka.

Day-ova sa svojim kolegama [Day et al, 1990] ispituju¢i nutritivni sastav
uzoraka polena sa Novog Zelanda utvrdila je da su se uzorci polena, u zavisnosti od
botanickog porekla, znacajnije razlikovali i po sadrZaju lipida. Tako su najniZi
sadrzaj lipida (0,17%) pronasli u uzorcima polena koji su poticali od Zenskih
cvetova aktinidije dok je najviSi sadrzaj (13,4%) bio u polenu jastrebove trave.
Osim toga, niskim sadrZajem lipida odlikovali su se i polen kupine i Zutilovke zbog
¢ega autori naglaSavaju da bi takvu ispasu trebalo izbegavati jer nedostatak lipida
u hrani moZe izazvati usporen i nepotpun razvoj pcelinjeg drustva s obzirom da su
steroli, kao deo lipidnih supstanci, vazan prekursor za biosintezu hormona koji kod
Zivotinja izaziva mitarenje.

Serra-Bonvehi i Jorda [Serra-Bonvehi i Jorda, 1997] u uzorcima Spanskih polena
pronasli su da se ukupan sadrzaj lipida kretao oko vrednosti od 5,91 + 0,59 g/100g
suvog uzorka. Kada je bio u pitanju masno-kiselinski sastav najzastupljenije su bile
nezasicene C18:1, C18:2 i C18:3 masne kiseline, jer one pokrivaju polenovo zrno u
vidu tankog filma kao deo ,pollen Kkitt“ zone. Osim toga, odreden je i ukupan
sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina (ZMK) i nezasi¢enih masnih kiselina (NMK) kao i
vrednost njihovog odnosa (NMK/ZMK). Ovaj odnos je imao vrednost od 1,96 Sto je
ukazivalo na dobar potencijal polena kao dodatka ishrani. Naime, dijetetski propisi
predlaZzu da taj odnos treba da bude oko 1 ili ve¢i od 1 tj. da je poZeljno da sadrzaj
nezasicenih masnih kiselina bude veéi od sadrzaja zasicenih. Saa-Otero-ova i njeni
saradnici [Saa-Otero et al., 2000], u svom radu, iznose podatke o sadrZaju masnih
kiselina u uzorcima polena iz severozapadnog dela Spanije uzetog direktno iz

korbikula pcela. Dobijeni rezultati su pokazali da se uzorci mnogo vise razlikuju u
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kvantitativnom nego u kvalitativnom smislu, jer su u svima identifikovane iste
masne kiseline, uz svega nekoliko izuzetaka. Oni su vezani za prisustvo polena
pitomog kestena i biljke Halimium alyssoides (endemicna vrsta sa Iberijskog
poluostrva). Naime, u dva uzorka pronadena je kaprilna kiselina (C8:0) dok je u
ostalim uzorcima nema. Utvrdeno je i prisustvo pentadekanske kiseline (C15:0) i
palmitoleinske kiseline (C16:1). Gadoleinska kiselina (C 20:1) je pronadena samo u
dva uzorka i to upravo u onim koSnicama koje su se odlikovale visokim sadrzajem
polena gore navedene dve biljke. Neke masne kiseline [nonanska (C9:0), kaprinska
(C10:0), margarinska (C17:0), margaroleinska (C 17:1) i stearinska (C18:0)] nisu
pronadene ni u jednom od uzoraka dok su ostale nadene u svim samo u razli¢itim
koli¢inama. Laurinska kiselina je nadena u svim uzorcima i u svim vrstama polena
sa najvisSim sadrzZajem u polenu biljke Halimium alyssoides (1,8%) dok je najnizi
sadrzaj iznosio 1,3%. Tridekanska kiselina (C13:0) je u svim vrstama polena
nadena sa udelom manjim od 1% izuzev polena Zutilovke gde je zastupljena bila sa
¢ak 4,6%. Verovatno iz tog razloga je u svim ko$nicama ima sa udelom ve¢im od
3% s obzirom da je u svim koSnicama udeo polena Zutilovke bio znacajan.
Miristinska kiselina (C14:0) najve¢i udeo ima u polenu divlje rotkve (3,1%).
Gledano po kosnicama, samo u jednoj je njen udeo dostizao 2,5% dok u ostalim nije
prelazio 1%. Izopalmitinska kiselina (C16:0 IZ0) nadena je u svim koSnicama u
visokim koncentracijama, ali je zanimljivo da je nema u polenu divlje rotkve. Njeno
pojavljivanje u znacajnim koli¢cinama u svim koSnicama moze se dovesti u vezu sa
polenom biljaka iz roda Rubus koji je znacajno zastupljen u svim koSnicama, a u
kojem je nadeno da ima najviSe ove masne kiseline. Palmitoleinska kiselina je, i to
u niskim koli¢inama, nadena samo u polenu pitomog kestena, eukaliptusa, hrasta
luZnjaka i biljaka iz roda Erica. Gadoleinska kiselina znacajnije je bila zastupljena
(4,1%) samo u polenu pitomog kestena. Behenska (C22:0) kiselina je najvecu
vrednost imala u uzorcima polena divlje rotkve (8,5%) i biljaka iz roda Rubus
(3,2%), a pronadena je u svim koSnicama. Kao Sto je ve¢ naglaSeno, sadrzaj masnih
kiselina u uzorcima i vrstama polena viSe se razlikovao kvantitativho nego
kvalitativno, ali treba napomenuti par izuzetaka:

v’ poleni eukaliptusa, pitomog kestena i biljaka iz roda Erica imali su sli¢an

profil masnih kiselina kako u kvantitativnom tako i u kvalitativnom smislu
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v’ polen Zutilovke nije sadrzavao slede¢e masne kiseline: C8:0, C16:1iC17:1

v" u polenu divlje rotkve nisu identifikovane C16:0 1ZO, C8:0, C16:1 i C20:1

masna kiselina

v polen biljaka iz roda Rubus nije sadrZavao slede¢e masne Kiseline: C16:1 i

C20:1.

Na osnovu ovoga mozZemo da visok sadrzaj C16:0 IZ0 masne kiseline u
odredenim koSnicama dovedemo u vezu sa visokim sadrzajem polena biljaka iz
roda Rubus u ovim koSnicama. Po slicnom principu nizak sadrzaj C13:0 masne
kiseline u jednoj ko$nici moZemo dovesti u vezu sa niskim sadrZajem polena
Zutilovke u njoj, jer je jedino u njenom polenu utvrdena znacajnija zastupljenost
ove masne kiseline. Kada je bila u pitanju eikozanska kiselina ona je u najveéim
koliCinama nadena u uzorcima iz dve koSnice Sto se moZe dovesti u vezu sa
visokim sadrZajem polena divljeg kestena u prvoj, odnosno polena biljke Halimium
alyssoides u drugoj koSnici, a obe vrste polena su bile bogate ovom masnom
kiselinom. Na kraju, moZe se izvesti generalni zaklju¢ak da nezasi¢ene masne
kiseline C18:3, C18:2 i C18:1 dominiraju u polenu iz ovog dela Iberijskog
poluostrva.

U uzorcima Spanskih polena Orzaez-Villanueva sa svojim istrazivackim timom
[Orzaez-Villanueva et al., 2002] nasla je da se sadrZaj ukupnih lipida kretao u
opsegu: 3,60 - 8,96 g%. Analizu sadrzaja lipidnih supstanci u portugalskim
uzorcima polena pcela nalazimo u radu Estevinho-ve sa saradnicima [Estevinho et
al, 2012]. Na osnovu njihovih rezultata, koji su se kretali u opsegu od 2,33% do
3,32% lipida, moZe se reci da su ovi uzorci sli¢ni Spanskim uzorcima, $to je bilo i za
ocekivati s obzirom na slicno geografsko i botanicko poreklo. Da je zaista tako
potvrduju i podaci iz rada Nogueira-ove i kolega [Nogueira et al., 2012] koji su u
sedam uzoraka polena iz Spanije i Portugala nasli ujednacen sadrzaj lipida, a koji se
kretao u opsegu 2,35 - 3,06 g/100g suvog uzorka. Podatke o sadrzZaju masnih
kiselina u uzorcima polena iz Portugala nalazimo i u radu Feas-a i saradnika [Feas
et al., 2012]. Oni su identifikovali sedam slobodnih masnih kiselina i to: kaprinsku
(C10:0), (C16:0), (C18:1), (C18:2), (C18:3), arahidinsku (C20:0) i (C20:1).
Najzastupljenija medu njima je bila linolenska kiselina (25,82 - 56,90%) a prate je

linolna (5,94 - 24,80%), palmitinska (7,83 - 30,05%), oleinska (4,63 - 20,61%).
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Kaprinska, eikozanska i arahidinska kiselina nisu nadene u svim uzorcima a
njihove prosecene vrednosti, u uzorcima gde ih ima, su bile 4,68, 0,93 i 0,77%.
Osim pojedinacne identifikacije autori su odredili i sadrzaj ZMK, NMK,
mononezasi¢enih masnih Kkiselina (MNMK), polinezasi¢enih masnih kiselina
(PNMK) kao i odnos PNMK/ZMK. Rezultati su pokazali da je sadrzaj NMK bio u
opsegu od 55,42 do 88,93% Sto pokazuje da poleni sadrZe daleko viSe nezasi¢enih
u odnosu na zasi¢ene masne kiseline Sto je dobra osobina, sa nutritivne tacke
gledista. Osim toga, PNMK/ZMK je uvek bio veci od 1 Sto je, takode, poZeljno.

Sa druge strane, sadrZaj lipida u uzorcima iz Poljske, Kine i Koreje bio je,
ocekivano, nesSto drugaciji [Szcsesna, 2006b]. Osim toga, uzrok razlika u
odredenom sadrZaju lipida moZe biti i razli¢ita metodologija rada [Szcsesna,
2006a]. Nezavisno od dobijenih rezultata Estevinho-va istice vaznost lipida kao
nutritivne komponente polena gde posebno istice znacaj estara masnih kiselina. U
tom smislu, u ovom radu, osim ukupnog sadrZaja lipida odreden je i sadrzaj ZMK,
mononezasi¢enih masnih Kkiselina (MNMK), polinezasi¢enih masnih kiselina
(PNMK) kao i odnos PNMK/ZMK. U uzorcima je pronadeno sedam razli¢itih
masnih kiselina od kojih je u svim uzorcima najzastupljenija bila a-linolenska
kiselina (30 - 55,7%). Linolna kiselina je bila druga po zastupljenosti izuzev u
jednom uzroku gde je to bila palmitinska kiselina. Ono $to se moZe izvesti kao
generalni zakljucak je to da su u svim uzorcima znatno vise vrednosti za PNMK u
odnosu na ZMK i MNMK. Linolenska i linolna kiselina su dve izuzetno vaZne
kiseline za strukturu celijskog zida i povezane su sa funkcionisanjem mozga i
neurotransmitera. Ove kiseline, takode, imaju vaznu funkciju u prenosu kiseonika
do krvi kao i u sintezi hemoglobina [Youdim et al., 2000; Yehuda et al., 2002].
Takode, ove masne kiseline kao deo w-6 serije masnih kiselina su vazni prekursori
nekih leukotriena, tromboksana i prostaglandina koji imaju vaznu inflamatornu
ulogu u organizmu. Ne treba zaboraviti ni nutritivni znacaj w-3 i w-6 masnih
kiselina [Guil et al., 1996].

Sadrzaj masnih kiselina u uzorcima polena iz Kine, sakupljenih iz koSnica
pcela, prikazan je u radu Yang-a i kolega [Yang et al, 2013]. Njihovi rezultati
pokazuju da su najzastupljenije bile C18:3 (25,1%), C16:0 (19,6%), C18:1 (17,3%),
C18:2 (8,78%), C22:0 (behenska) (4,07%) i C18:0 (stearinska) (2,96%) kiseline.
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Markowicz Bastos-ova sa kolegama [Markowicz Bastos et al., 2004] u uzorcima
odredenih brazilskih polena identifikovala je sledece slobodne masne Kkiseline:
C18:1, C18:2 i C20:0. C16:0 je, takode, bila znacajno zastupljena u svim uzorcima
(13,5 - 27,8%) osim jednog. Linolenska kiselinaje, u znacajnijim koli¢inama,
nadena u jednom bifloralnom i jednom polifloralnom uzorku polena. Rezultati
analize su pokazali da se u kvalitativnom smislu nijedan od uzoraka ne razlikuje,
ali se koli¢ine pojedinih masnih kiselina po uzorcima znacajno razlikuju Sto moze
biti posledica razlike u botanickom poreklu ili uslova proizvodnje, ¢uvanja i
skladiStenja uzoraka. Nasli su, takode, da su od ukupnih masnih kiselina od 18,6%
do 55,9% cinile nezasi¢ene masne kiseline. U tri monofloralna uzorka naden je
visok sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina (viSe od 32%), a imali su razli¢ito
botanicko poreklo. Medu bifloralnim uzorcima oni koji su sadrzavali polen biljke
Antigonon leptous odlikovali su se niZim sadrZajem nezasi¢enih masnih kiselina
(manje od 20%). Uzorci koji su sadrzavali polen biljke eukaliptus ili Eupatorium su
se odlikovali visokim sadrZajem nezasi¢enih masnih Kiselina. Oba polifloralna
uzorka koja su sadrZavala i polen biljaka iz familije palmi, odlikovali su se visokim
sadrZzajem nezasicenih masnih Kiselina. Odnos nezasi¢enih i zasi¢enih masnih
kiselina u istrazivanju ovih autora je skoro u svim uzorcima bio manji od 1,0 (0,6 -
1,0% u monofloralnim, 0,4 - 0,8% u polifloralnim i 0,3 - 17% u bifloralnim
uzorcima). Bastos sa saradnicima [Bastos et al., 2004] je naSao da se sadrzaj
oleinske, linolne, arahidinske i palmitinske kiseline u uzorcima iz Brazila kretao u
intervalu od 19% do 56%. Somerwille [Somerwille, 2005] i Carpes-ova sa svojim
timom [Carpes et al., 2009] dobili su, za uzorke iz Australije i Brazila, sliCan opseg
vrednosti o ukupnom sadrZaju lipida. U australijskim uzorcima sadrzaj lipida se
kretao od 0% do 11,2% koliko je nadeno u lipidno najbogatijem polenu biljke
Hypochoeris radicata pri Cemu je prosecni sadrzaj lipida u svih sto sedamedeset
dva uzorka bio 2,52%. Sa druge, strane, u brazilskim polenima autori su pronasli
da je prosecan sadrzaj lipida iznosio 4,86 + 0,65 g/100g suvog uzorka.

Stransky i njegove kolege, Valter-ova i Fiedler [2001] daju detaljan pregled
polena zove, kao jedne od najrasprostranjenijih Zbunastih biljaka, a iz razloga sve
vecCeg problema ljudi sa njenim polenom kao jakim alergenom. Hromatografskom

analizom utvrdeno je prisustvo vrlo kompleksne smeSe lipidnih jedinjenja -
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alifaticnih ugljovodonika, PAH- ova i skvalena, slobodnih masnih kiselina,
slobodnih alkohola i slobodnih sterola i triterpena. Rezultati su pokazali znatno
visi sadrzaj alkena nego u nekim drugim biljnim materijalima. Sadrzaj PAH- ova i
skvalena je bio jako nizak Sto ukazuje da oni najverovatnije poticu od hemijske
kontaminacije iz okruZenja. Od masnih kiselina utvrdeno je prisustvo kako
zasi¢enih tako i nezasi¢enih masnih kiselina duZih lanaca (od Ci4 do Cz4). Od
slobodnih alkohola identifikovani su alkoholi od Cz0 do C3s sa maksimumom
sadrZaja kod alkohola Czs. Takode, potvrdeno je i prisustvo a- i f—amirina ((3)-
Urs-12-en-3-ol i (33)-Olean-12-en-3-ol). Od sterola identifikovani su kampesterol,
stigmasterol i -sitosterol.

Sadrzaj lipida u polenu aloje, prema Human-ovoj i Nicolson-ovoj [Nicolson i
Human, 2006], nije bio previse visok i kretao se u rasponu od 0,8 - 31,7%, ali je i
pored toga bio viSi u odnosu na prosecnu vrednost sadrzaja lipida u polenu
eukaliptusa koji se kretao oko 2%. U sveZem cvetnom polenu sadrZaj je bio visi
nego u polenu koji su sakupile ili uskladistile pcele gde je, opet, sadrzaj lipida manji
u polenu na ulasku u kosnicu. Lipidi u polenu su, u svakom slucaju, vazan izvor
energije za pCele. Masne kiseline za pcele su vaZne u procesu reprodukcije i razvoja
kao i u ishrani. Osim toga, linolna, linolenska, miristinska i laurinska (C12:0)
kiselina su bitne za odrZavanje higijene koSnice [Manning, 2001]. Lipidna frakcija
u aloji je sadrZavala osamnaest masnih kiselina. Prema literaturi [Manning, 2001]
glavne masne Kiseline u polenu su palmitinska, oleinska i linolna kiselina, dok su u
ispitivanom sveZem cvetnom polenu rezultati pokazali da najviSe ima palmitinske,
stearinske, oleinske i gadoleinske kiseline (cis-9-eikozanska kiselina, C20:1). One
Cine 76% (sveZ polen), 72% (polen sa pcela) i 65% (uskladiSten) ukupnih lipida u
polenu. Zastupljenost stearinske kiseline opada u pcelinjem i uskladiStenom
polenu dok, obrnuto, sadrzaj gadoleinske kiseline se povecao. Sa druge strane,
odnos zasicenih, mononezasi¢enih i polinezasi¢enih masnih kiselina u tri vrste
polena ostaje relativno konstantan. Nicolson-ova i Human-ova [Nicolson i Human,
2013] u uzorcima polena suncokreta u Juznoj Africi pronasle su osam masnih
kiselina, a koje su cCinile polovinu od svih lipida. Najzastupljenije su bile laurinska
(C14:0), palmitinska i linolenska. Nije utvrdena nikakva razlika u sadrzaju

slobodnih masnih kiselina izmedu uzoraka polena koje su sakupile pcele i onih koji
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su ruc¢no prikupljeni, osim u slucaju eikozanske kiseline (C20:1), dok je sadrzaj

oleinske Kkiseline bio najvisi u uzorcima koje su pcele uskladistile u kosnici.

II-7e SadrZaj makro- i mikroelemenata u polenu

Polen moZe znacajno da se razlikuje po sadrZaju mineralnih materija Sto zavisi
kako od botanickog tako i od geografskog porekla pre svega kroz uticaj sastava
okolnog zemljiSta na sadrZaj makro- i mikroelemenata [Campos et al., 2008;
Orzaez Villanueva et al., 2001]. Odredivanje minerala se obi¢no vrsi iz pepela koji
zaostane nakon spaljivanja uzoraka a u nekim radovima je, upravo, i izrazen kao
sadrZaj pepela bez detaljne pretrage sadrZaja makro- i mikroelemenata [Human i
Nicolson, 2006]. Prema Somerville-u i Nicol-ovoj [Somerville i Nicol, 2002], do sada
su u polenu identifikovani slede¢i elementi: K, P, Mg, Ca, Na, S, Fe, Cu, Mn, Zn, Al,
Cd, Cr, Pb, Ni, Se i jo$S neki elementi u tragovima. Dozvoljeni sadrzaj pepela u
polenu, gde je to zakonski regulisano, se razlikuje od zemlje do zemlje i krece se od
2 g/100g do 6 g/100g suvog uzorka [Campos et al., 2008].

Serra-Bonvehi i Jorda [Serra-Bonvehi i Jorda, 1997], uz ostale precizne
nutritivne parametre polena, su utvrdili da je prosecan sadrzaj pepela u uzorcima
bio 1,93 g/100g uzorka. Od makroelemenata najzastupljeniji su bili kalijum, fosfor,
kalcijum, magnezijum i natrijum. Medu ostalim elementima najzastupljeniji su bili
Fe (39,2 mg kg1) i Zn (33,9 mg kg1). Takode, uoCene su razlike u sadrzaju
elemenata (osim za P, Ca i Mg) izmedu rucno prikupljenih uzoraka i onih koje su
sakupile medonosne pcele. Za vecinu polena nije poznat potpuni mineralni sastav,
a Sto je danas veoma bitno kada se teZi da se od njega prave razliciti suplementi za
ishranu insekata (pre svega pcela) i coveka. Neki poleni su deficitarni u sadrzaju
kalijuma [House, 1961] dok su u drugima utvrdene poviSene koncentracije
kalcijuma i natrijuma [Dadd, 1973]. Kalijum i fosfor su od posebnog znacaja za
normalan razvoj pcela [Dadd, 1973], dok njihove visoke koncentracije kod nekih
legla pCela u Nemackoj su prouzrokovale paralizu odraslih jedinki [Horn, 1985].
PovisSen sadrZaj nekih mikroelemenata, poput cinka, moZe biti glavni uzrocnik tzv.
CCD sindroma (,,colony colapse disorder syndrome®) koji se manifestuje odlaskom

odraslih pcela radilica iz koSnice tako da kosSnica ostaje nezaStiCena, samo sa
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maticom i leglom [Somerville i Nicol, 2002]. Orzaez-Villanueva sa saradnicima
[Orzaez-Villanueva et al, 2001, 2002] navodi da je sadrZaj pepela u Spanskim
polenima bio znacajno ujednacen i da se kretao na nivou 1,5 g% dok je prosecno
najzastupljeniji element bio kalijum (385,25 * 51,48 mg/100g sveZeg uzorka).
Slede natrijum (58,28 + 31,52 mg/100g) i kalcijum (58,25 + 0,52 mg/100g). Od
ostalih makroelemenata najniZi sadrzaj je imao magnezijum (43,43 + 8,71
mg/100g sveZeg uzorka). Za mikroelemente odredeni su sledeci prosec¢ni sadrzaji:
Fe (4,01 + 1,02 mg/100g), Zn (3,66 * 1,02 mg/100g), Mn (2,49 + 0,89 mg/100g) i
Cu (0,89 + 0,11 mg/100g). Feas i kolege [Feas et al., 2012] u uzorcima portugalskih
polena nalaze neSto viSi sadrzaj pepela (2,9%) u odnosu na Spanske uzorke.
Estevinho-va sa kolegama [Estevinho et al., 2012] u uzorcima portugalskih polena
utvrdila je da je sadrzaj pepela bio ispod 4% pri cemu su znacajne razlike medu
pojedinim uzorcima objasSnjene razlikom u njihovom geografskom poreklu t;.
razlikama u sastavu zemljiSta na kome su biljke rasle.

Somerville i Nicol-ova [Somerville i Nicol, 2002], takode, daju podatke o
sadrZaju minerala u uzorcima polena u Australiji. Utvrdene su znacajne razlike u
koncentracijama elemenata medu uzorcima polena, mada su koncentracije za
pojedine elemente kod uzoraka sa zajednickim botanickim poreklom bile
uglavnom konstantne. U 60 - 70% uzoraka koncentracije Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn i Na
su bile ispod ocekivanih, dok je priblizno isti broj uzoraka imao povisene ili
sniZene koncentracije P, S i Zn. NajviSe koncentracije bakra i mangana u odnosu na
trideset Cetiri druge biljne vrste nadene su kod polena biljke Corymbia maculata.
Tako je npr. koncentracija bakra u polenu ove biljke bila za 26% viSa u odnosu na
koncentraciju kod slede¢e po redu biljne vrste - Eucalyptus punctata. Sa druge
strane u polenu ove biljke pronadene su najviSe koncentracije za Fe (520 mg kg1)
koje su za 271% bile viSe u odnosu na koncentraciju (140 mg kg1) kod polena
biljaka - Eucalyptus albens i Echium plantagineum. U polenu ove druge biljke su
pronadene najvisSe koncentracije za fosfor i sumpor. U uzorcima polena repice
pronadene su poviSene koncentracije za Mg i Ca kao i niska koncentracija gvoZda.
Polen biljke laZzni maslacak (Hypochoeris radicata) je sadrzavao najnize
koncentracije za sledecih Sest elemenata: Fe, K, Mg, P, S i Zn. NajviSa koncentracija

za Na (290 - 480 mg kgl) pronadena je u polenima sledece tri vrste: Banksia
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ericifolia, Casuarina littoralis, Eucalyptus punctata. Kako su ove tri biljke sa
podrudja Solhejvena (Shoalhaven) u Novom Juznom Velsu koje je priobalno
podrucje sa drenaZom zemljiSta evidentno je da ovo isuSivanje tla ima uticaja na
povisene koncentracije natrijuma u polenu biljaka. Korelaciona analiza je pokazala
da se lazni maslacak i repica veoma lako mogu identifikovati i razlikovati od ostalih
biljaka pomoc¢u sadrZaja Na i Ca koji se razlikuju od ostalih osam elemenata.
Znacajno jake pozitivne korelacije nadene suiza Mni Cu (0,910),PiS (0,905),KiS
(0,851) i K'i Zn (0,823). Dobijeni rezultati jasno pokazuju visok stepen variranja
koncentracija elemenata u wuzorcima. Dominantno su bili zastupljeni
makroelementi poput kalijuma, fosfora i sumpora, a pratili su ih elementi -
kalcijum, magnezijum, natrijum, bakar, gvozZde, mangan i cink. Od svih vrsta
ubedljivo najvisa koncentracija kalijuma (38000 mg kg1) nadena je kod biljke
Asphodelus fistulosus (rod ¢apljan, Asphodelus).

Szczesna [2007] u svom radu daje pregled sadrzaja makro- i mikroelemenata
u polenu razli¢itog geografskog porekla. Dobijeni rezultati su pokazali da od
ukupnih elemenata najzastupljeniji su bili K (59%), Mg (18%), Na (12%) i Ca (8%),
dok je sadrzaj Fe, Mn, Zn, Cu bio na nivou od 3%. S obzirom na visok sadrZaj nekih
od elemenata koji su vazni za ljudsku ishranu zaklju¢ak autora je bio da se polen
moZe i treba koristiti kao dodatak ishrani kod ljudi. I Nogueira-ova sa svojim
kolegama [Nogueira et al., 2012], ispitujuci polene razlic¢itog geografskog porekla,
nalazi da se sadrzaj pepela u njima kretao od 0,5 do 3,16 g/100g sveZeg uzorka..

Stanciu sa saradnicima [Stanciu et al., 2011] daje pregled sadrZaja makro- i
mikroelemenata u uzorcima polena suncokreta i Sumske vrbe koji su prikupljeni
ruc¢no, odnosno koje su prikupile medonosne pcele. Kod polena obe biljne vrste
uocCene su razlike i specifi¢nosti u sadrzaju mineralnih elemenata. Najvisi sadrzaj je
utvrden za kalijum, kako u biljnom tako i u pcelinjem polenu, s tim S$to je sadrzaj
bio znatno visi u biljnom nego u pcelinjem polenu. Njega prate kalcijum i
magnezijum. SadrZaj gvozda i cinka je bio niZi, ali je opet zadrZan odnos njihove
veCe koli¢ine u biljnom nego u pcelinjem polenu. Velike varijacije u sadrzaju
elemenata su uocene za sve elemente, izuzev za cink, u svim uzorcima.

Human-ova i Nicolson-ova [Human i Nicolson, 2006] daju podatak da je u
polenu pegave aloje sadrZaj pepela bio u opsegu od 1 do 6,4% pri ¢emu i one

potvrduju da je sadrZaj pepela bio veci u sveZem cvetnom polenu.
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U radu Carpes-ove i kolega [Carpes et al,, 2009] nalazimo podatke o sadrZaju Fe, Ca,
Zn, K, Na, Mg i Mn u uzorcima brazilskih polena. Oni su utvrdili da je najzastupljeniji bio
fosfor (6923,63 + 872,53 mg kg1), a zatim slede kalijum (5116,76 + 528,89 mg kg1),
kalcijum (1031,98 + 377,51 mg kg1) i magnezijum (754,64 + 184,17 mg kg1).
Tukey-ev test je pokazao da ne postoje statisticki znacajne razlike u sadrzaju Ca,
Fe, Cu, P, Mg, Mn i Na u ispitivanim uzorcima. Morgano sa svojim timom [Morgano
et al, 2012] daje vrlo detaljan pregled mineralnog sastava uzoraka polena iz
razli¢itih delova Brazila. Pri tome su utvrdili da su najzastupljeniji elementi K
(37%), P (36%), Ca (16%) i Mg (9%), dok su od mikroelemenata odredili sadrzaje
Na (0,63%), Fe (0,60%), Mn (0,47%), Zn (0,34%), Cu (0,07%) i Se (0,04%).

Prema Yang-u i saradnicima [Yang et al., 2013] sadrZaj pepela u kineskim
polenima se kretao u opsegu od 1,70 do 5,01%. Kada je bio u pitanju sadrzaj
pojedinih makro- i mikroelemenata (ug g suvog uzorka) utvrdili su da on opada u
sledec¢em nizu: P (5946), K (5324), Ca (2068), Mg (1449), Na (483,4), Al (129,3), Fe
(119,3), Mn (70,23), Zn (45,10) i Cu (17,35). Sadrzaj najvaznijih makroelemenata
poput K, Ca, Mg, Fe, Zn i Mn bio je visi nego Sto je otkriveno u Spanskom [Serra-
Bonvehi i Jord4, 1997] ili australijskom polenu [Somerville i Nicol, 2002] posebno
kod Ca i Mg. SadrZaj Stetnih toksi¢nih metala poput Cd, Hg i Pb je bio ili ispod
granice detekcije (Cd i Hg) ili je u nekim uzorcima identifikovano Pb u nesto veé¢im
koncentracijama koje su kao standardnu vrednost predloZile Campos i saradnici
[Campos et al.,, 2008] i to: za Cd < 0,1 mg kg1, za Pb < 0,5 mg kg1,za As < 0,5 mgkgliza
Hg < 0,0,3 mg kgl Ono Sto je zanimljivo jeste da svi uzorci imaju sadrzaj
aluminijuma preko 100 mg kg1 sto je slicno rezultatima koje je dobio Morgano sa
saradnicima [Morgano et al., 2010]. Od ostalih elemenata, u polenu iz jugoistotnog
Brazila, Morgano sa kolegama daje slede¢e podatke (mg kg1): As (0,01 - 1,38), Ba
(2,78 - 17,63), Cd (0,003 - 0,233), Co (0,01 - 1,11), Cr (0,01 - 2,32), Ni (0,1 - 1,13),
Pb (0,01 - 0,44), Sb (0,035 -1,33) i Hg (0,0004 - 0,0068).

I1-7f Sadrzaj fenola, vitamina i odredivanje antioksidativne aktivnosti polena
Proces oksidacije u Zivim sistemima podrazumeva transfer elektrona sa

molekula na oksidujuée sredstvo. Antioksidansi su molekuli koji imaju sposobnost

da sprece ili uspore ovaj proces tj da uspore oksidaciju bioloski vaznih molekula u
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¢elijama. Oksidacione reakcije stvaraju slobodne radikale koji zapocCinju nepozeljne
lanc¢ane reakcije u Celiji dovodec¢i do njenog oStec¢enja. Antioksidansi u éeliji Ce, ili
hemijskim putem neutralisati nastale slobodne radikale i intermedijere Kkoji
nastaju od njih tako Sto izreaguju sa njima i prevedu ih u stabilan oblik sa parnim
brojem elektrona, ili ¢e inhibirati odigravanje daljih oksidacionih reakcija tako Sto
¢e se sami oksidovati [Campos et al., 2010]. Teorija o radikalima u fiziologiji coveka
tvrdi da skoro svi procesi oStecenja, starenja i odumiranja ¢elija ukljucuju slobodne
radikale. Oksidativni stres organizma dovodi do pojave i razvoja mnogih hroni¢nih
i degenerativnih bolesti poput kancera, autoimunih bolesti, reumatoidnog artritisa,
kardiovaskularnih i neurodegenerativnih oboljenja i starenja [Valko et al., 2006,
2007; Pham-Huy et al., 2008]. Kada je u pitanju hrana antioksidativnost se obi¢no
povezuje sa aktivnoS¢u razlic¢itih enzima (superoksid-dizmutaza, peroksidaze i
katalaze), dok od hemijskih jedinjenja najvecu antioksidativnu mo¢ pokazuju
jedinjenja iz grupe karotenoida, fenola, tokoferola i vitamin C [Larson, 1988;
Bartosz, 1997]. U biljkama, a pre svega vocu i povrcu, najveéi deo antioksidativnih
sposobnosti potice od razli¢itih fenolnih jedinjenja. Njihova sposobnost da
neutraliSu slobodne radikale tesno je povezana sa njihovom strukturom tj.
konjugovanim dvostrukim vezama i velikim brojem OH-grupa vezanih za
aromaticne prstenove [Leja et al., 2007].

Antioksidativnost polena je usko povezana sa njegovim botanickim poreklom,
dok nije utvrdena njena povezanost sa geografskim poreklom [Marghitas et al.,
2009, Almaraz-Abarca et al, 2004; Leja et al, 2007]. Osnovni nosioci antioksidativne
funkcije u polenu su razlicita jedinjenja fenolnog tipa medu kojima se posebno
isticu flavonoidna jedinjenja. Ona mogu biti prisutna u biljkama u znacajnim
koli¢inama (0,5 - 1,5%) [Jovanovic et al., 1994]. Ispitivanje flavonoida koji su bili
radiohemijski obeleZeni pokazalo je da je najveci deo unetih flavonoida (44,2 %)
prisutan u gastrointestinalnom traktu pre nego Sto se izluce putem Zuci. Zbog toga
je logitno pretpostaviti da se glavna aktivnost flavonoida kao antioksidanata
odigra tokom intenzivnih oksidativnih procesa pri varenju. Kiselo-bazna i redoks
svojstva flavonoida Cine ih pogodnim biohemijskim antioksidansima. Zbog njihove
relativno niske pK, vrednosti (4 - 5) radikali dobijeni iz 3',4'-dihidroksiflavonoida

bi¢e negativno naelektrisani na pH= 7, $to znacajno umanjuje reaktivnost i
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olakSava im prolaz kroz negativno naelektrisani dvostruki sloj fosfolipida u
Celijskoj membrani [Jovanovic et al., 1994].

U radu Strohl-ove i Seikel-ove nalazimo jednu od prvih detaljnih pretraga o
sadrZzaju polifenola u polenu bora [Strohl i Seikel, 1965]. One su, takode, izvrsile
identifikaciju jedinjenja fenolnog tipa u razli¢itim vrstama polena:

v flavonon sa manje od 5 OH-grupa (Zuti bor, Pinus ponderosa)

v izoramnetin i kvercetin (japanski crveni bor (Pinus densiflora) i crni bor,

Pinus thunbergiia)
v’ naringenin (mimoza)

v kampferol, robinetin, morin i miricetin (razli¢ite biljne vrste).

Svi su pronadeni u vidu glikozida. U plavom polenu Sumarice (Anemone
nemorosa) pronadena su Cetiri antocijanina, dok je hidrokofeinska kiselina
forsitije (Forsythia intermedia). ViSe estara razliCitih fenolnih kiselina (p-
hidroksibenzoeva, p-kumarinska, ferulinska i kofeinska) sa glukozom je pronadeno
u polenu petunije (Petunia hybrida), dok je polen ginkoa (Ginkgo biloba) obilovao
kininskom i Sikiminskom Kkiselinom. Na osnovu njihovih rezultata (pri ¢emu su
identifikovale vise od pedeset fenolnih jedinjenja) spisku ovih jedinjenja, koja se
mogu naci u polenu, mogu se dodati: vanilin, cis i trans-kumarinska kiselina, galna
kiselina, cis i trans-ferulinska kiselina, auron, dihidrokampferol, dihidrokvercetin,
elaginska kiselina, kao i razliciti estri alkohola sa kumarinskom i srodnim
kiselinama. U radu Campos-eve sa saradnicima [Campos et al., 1997] nalazimo
podatke na osnovu kojih ona tvrdi da se monofloralni poleni koje su sakupile
medonosne pcele mogu ¢ak identifikovati na osnovu sadrzZaja flavonoida i fenola u
njima poredenjem sa floralnim polenom. Naime, sadrzaj fenola u svakom tipu
polena je bio poprilicno konzistentan. Serra-Bonvehi sa kolegama [Serra-Bonvehi
et al, 2001], u uzorcima Spanskih polena, utvrdio je ukupni sadrZaj polifenola
(prosecna vrednost 1,24 + 0,2 g/100g uzorka) i flavonoida (prosecna vrednost je
bila 0,51 + 0,16 g/100g uzorka). Za 64% uzoraka je utvrdeno da sadrZe minimalne
koli¢ine polifenola, ali ne ispod 1,20 g/100g uzorka, dok se deo flavonoida nalazio

u obliku glikozida, a deo se (pod dejstvom a i $-glikozidaze iz pcelinje pljuvacke) nalazio
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u aglikonskom obliku. Njihov prosecan sadrzaj je iznosio 65,05 + 14,20 mg/100g
uzorka, a najzastupljeniji je bio rutin (prosecni sadrzaj 29 * 7,98 mg/100g uzorka).

U fitohemijskoj analizi flavonoidnih ekstrakata, zbog sloZenosti smeSe, jako je
teSko izvrsiti njihovu pojedinacnu izolaciju i karakterizaciju pre nego Sto se uradi
njihova identifikacija [Ferreres et al., 2010]. Analiza uzoraka pomocéu tecne
hromatografije sa masenim detektorom (HPLC/MS) omoguéava potpunu
karakterizaciju ovih jedinjenja, a bez njihovog prethodnog izolovanja i
predi$¢avanja. Sta viSe ova metoda se pokazala kao jako dobra kada se oskudeva
sa materijalom iz koga bi bilo moguce izvrsiti izolovanje i preci$¢avanje ovih
jedinjenja za njihovu dalju analizu, posebno kada je u pitanju ispitivanje nekih
vaznih metabolita ili za ispitivanje izomera. Rezultati njihove analize polena koji je
poticao od biljke iz roda lisi¢ina (Echium plantagineum) pokazali su da su svi
flavonoidi bili u glikozidnoj formi sa najzastupljenijim kampferol-3-0-
neohesperozidom. Od ostalih identifikovani su: kvercetin-3-0-soforozid, kvercetin-
3-O-neohesperozid, kampferol-3-0-glukozid, kampferol-3-O-rutinozid. Di Paola-
Naranjo sa saradnicima [Di Paola-Naranjo et al, 2004] je izvrSio ispitivanje
sadrZaja antocijana u uzorcima polena biljke Echium plantagineum. Pri tome su
utvrdili da su antocijani uglavnom bili prisutni u formi glikozida sa Secerima
(identifikovane su glukoza, rutinoza i ramnoza), pri ¢emu su Seceri bili
glikolizovani u poloZaju C3 na antocijanima. Ukupni sadrZaj antocijana kretao se u
rasponu od 45 mg/100g do 80 mg/100g sirovog uzorka, a od pojedinacnih
jedinjenja identifikovani su delfinidin, cijanidin, petunidin. Glavni antocijanski
pigment u svim uzorcima je bio petunidin-3-rutinozid. Glikozide flavonoida, koji
mogu biti veoma raznovrsni, kao i nacin vezivanja izmedu Secera i flavonoida
ispitivali su u svom radu Ferreres i saradnici [Ferreres et al, 2004]. U tu svrhu
koristili su kombinaciju te¢ne hromatografije (LC), masene spektrometrije (MS) i
elektronsprej jonizacije (ESI). Analiza omogucava ispitivanje tri vrste flavonoida -
soforozida, gentiobiozida i X,Y-diglukozida bez njihove prethodnog razdvajanja i
preciS¢avanja. Vaznu ulogu u identifikaciji i karakterizaciji (1—2) i (1—6)
interglikozidnih veza imaju molekulski joni m/z 162 i 180. Za prvi ova dva jona su
veoma zastupljena, dok u ostala dva slucaja njihova zastupljenost je jako niska.

X,Y-0-diglukozid moZe biti razlikovan od O-diglukozida prisustvom prvog, a
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odsustvom drugog gorenavedenog molekulskog jona. Kod X-soforozid-Y-glukozid
flavonoida, koji ima tri vezane glukoze, m/z 162 je jedini pik dobijen u MS/MS
analizi. Za flavonoid sa Cetiri vezane glukoze ( X-soforotriozid-Y-glukozid i X-
soforizid-Y-soforozid) na osnovu MS/MS analize utvrdeno je da je doSlo do
odvajanja Secera vezanog u polozaju C7. Sa druge strane, Campos-eva sa saradnicima
[Campos et al., 2003] u svojim ispitivanim uzorcima polena pronasla je glikozide
kvercetina, kampferola, herbacetina i izoramnetina. U nekim od wuzoraka
pronadene su i znacajnije koli¢ine aglikona flavonoida kao i nekih drugih fenolnih
jedinjenja. Ispitivanjem je, takode, utvrdeno da je antioksidativha mo¢ uzoraka
opadala sa vremenom i to veoma izraZzeno u prvoj godini stajanja (u nekim
uzorcima opala je i do 50%). Ukupni vremenski period u kome su pracene
promene u antioksidativnim sposobnostima polena je bio Cetiri godine. Osim
uticaja fenolnih jedinjenja ispitan je uticaj i drugih frakcija koje su izolovane iz
polena. Utvrdeno je da je lipidna frakcija (koja je predstavljala ¢ak 48% ukupnog
polena) bila potpuno inaktivna u smislu antioksidativnosti. I proteinska i Se¢erna
frakcija, takode, nisu imale preteranog uticaja na antioksidativnhu mo¢ polena Sto je
potvrdilo znacaj fenolnih jedinjenja u polenima. LeBlanc sa kolegama [LeBlanc et
al, 2009] naglaSava vaznost fenolnih jedinjenja i vitamina kao antioksidanasa u
zastiti polenovog zrna od Stetnog dejstva spoljasnjih faktora, a pre svega UV-
zraCenja. U prilog tome navode cinjenicu da planinske biljke, koje su zbog vise
nadmorske visine u ve¢oj meri izloZene dejstvu UV-zraka, u polenu sadrZe vecu
koli¢inu epoksi-karotenoida i ksantofila i da sa porastom nadmorske visine njihova
kolic¢ina raste. Takode, utvrdeno je da je profil flavonoidnih jedinjenja u egzini
polena drugaciji u odnosu na intinu i da je u spoljasnjem sloju povecano prisustvo
aromaticnih kiselina poput p-hidroksibenzoeve, p-kumarinske, galne, ferulinske i
vanilinske. [spitivanjem antioksidativne moci pojedinih vrsta polena oni su utvrdili
da polen mimoze sadrzi najveci procenat polifenolnih supstanci (najzastupljeniji je
bio naringenin) i, u skladu sa time, je pokazao vecu antioksidativnu mo¢ u odnosu
na polene koji su poticali od ostalih biljnih vrsta (meskito drvo, terpentinsko
Zzbunje i Chenopod). Utvrdena je i direktna veza izmedu broja OH-grupa u
polifenolnim jedinjenjima sa njihovom sposobnoséu “hvatanja” i neutralizacije

slobodnih radikala. Od ostalih identifikovanih jedinjenja u svim uzorcima polena
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naden je glikozid naringenin-4,5-dihidroksi-7-metoksiflavanon. U polenu palme
identifikovani su i 2,6-dihidroksi-6-metilbenzaldehid i 2-formiloksi-1-feniletanon,
dok je u polenu mimoze naden i alkaloid karnegin. U polenu Chenopod-a nadeni su
i estri linolne kiseline. Autori naglasavaju da je vazan i period godine kada se
uzorci sakupljaju. Tako je polen palme bio sa najmanjim sadrzajem fenolnih
jedinjenja vrlo verovatno zbog toga Sto je sakupljen u novembru kada je UV-
zraCenje najmanje pa biljka ima najmanju potrebu za biosintezom ovih jedinjenja.

Almaraz-Abarca sa kolegama [Almaraz-Abarca et al., 2004] je utvrdila direktnu
vezu izmedu sadrzaja flavonoida u uzorcima polena sa njegovom antioksidativnom
moc¢i. Kada su bile u pitanju pojedinacne vrste polena najniZu sposobnost
y2hvatanja“ radikala imao je polen glatkog Stira, umerenu mo¢ pokazali su poleni
kukuruza i ljuti¢a, dok su se kao najbolji antioksidansi pokazali poleni Stira i
nevena. lako su svi bili dobri antioksidansi ipak su dobijene vrednosti niZe od onih
koje pokazuju neka jedinjenja koja se koriste kao standardi za to poput kofeinske
kiseline, kvercetina i askorbinske kiseline. Isti autori analizirali su i uzorke polena
Meskito drveta koje su sakupile medonosne pcele. Rezultati su pokazali da polen
ima veoma visoku mo¢ suzbijanja procesa lipidne peroksidacije [Almaraz-Abarca
et al, 2007] ¢ak viSu od Ccistog kvercetina. Autori posebno naglasavaju znacaj
fenolnih jedinjenja sa reaktivnim OH-grupa u polozZajima 3’ i 4° u B-prstenu
flavonoida. Proces lipidne peroksidacije podrazumeva oksidativhu degradaciju
lipida koja se odigrava zahvaljujuci tome Sto slobodni radikali uzimaju elektron od
lipida u ¢elijskoj membrani $to dovodi do oStecenja same Ccelije. Ovaj proces je
karakteristican pre svega za nezasi¢ene masne Kkiseline zbog njihovih dvostrukih
veza izmedu kojih se nalazi reaktivna metilenska grupa.

Leja sa saradnicima [Leja et al, 2007] utvrdio je da se ukupna
antioksidativnost (TAA) polena kretala u intervalu od 7% (kukuruz) do vrednosti
izmedu 60 - 90% (bela slaCica, maslacak, krusSka, jabuka, divlji kesten, facelija,
bagrem). Umerenu antioksidativhu mo¢ (27 - 55%) pokazali su uzorci polena
vrbice (Chamerion angustifolium), detelina i biljaka Lupinus polyphyllus i Lamium
purpureum. Uzorci polena su se znacajno razlikovali i po vrednosti aktivnosti
skupljanja (,hvatanja“) radikala (RSA, radical-scavening activity). U tom smislu svi

uzorci su mogli da se podele u tri grupe:
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v" uzorci polena sa visokom sposobnos$c¢u neutralizacije DPPH [di(fenil)-(2,4,6-
trinitrofenil)-iminoazanijum] radikala koja se kretala od 61% do 91,3% i to
su bili poleni biljaka L. polyphyllus, facelije, detelina, bele slaCice, bagrema i
divljeg kestena

v uzorci polena sa srednjom RSA-vrednoscu (23,5 - 29,6%)- kukuruza,” vrbice

i kruske

v uzorci polena biljaka sa niskom RSA-vrednosc¢u (8,6 - 16%) - L. purpureum,

maslacka i jabuke.

[ po pitanju ukupnog sadrZaja fenolnih jedinjenja poleni su se znatno
razlikovali. Tako je utvrdeno da poleni kruske i kukuruza imaju najvisu, odnosno
najniZzu koncentraciju ovih jedinjenja od svih ispitivanih polena. Slicno tome
najviSe fenilpropanoida je nadeno u polenu kruske i biljke P. Tanacetifolia, dok je
najniZa koncentracija ponovo bila u polenu kukuruza. Udeo fenilpropanoida u
ukupnim fenolnim jedinjenjima za sve polene je bio priblizno isti (oko 25 %)
izuzev polena bele slacice (38,3%). SadrZaj flavonola je pokazao veliku raznolikost
i kretao se od 170 mg/100g kod biljke L. purpureum do 1349 mg/100g kod polena
kruske. I udeo flavonola u ukupnim fenolnim jedinjenjima znatno je varirao i
kretao se od 4,78% kod L. purpureum do 37,3% kod vrbice. Sadrzaj antocijana je
bio relativno nizak u poredenju sa sadrZajem ostalih fenolnih jedinjenja. Kretao se
od 92 mg/100g kod polena detelina i kukuruza do 327 mg/100g kod polena biljke
P. tanacetifolia. Udeo antocijana u ukupnim fenolima varirao je od 3% (L. purpureum)
do 13% (deteline).

Za razliku od vecine autora koji su utvrdili direktnu vezu izmedu sadrZaja
fenola i antioksidativne sposobnosti polena Marghitas sa svojim timom [Marghitas
et al.,, 2009] nije utvrdila tu vezu. Sadrzaj fenola u uzorcima polena koje si ispitivali
se kretao od 16,4 mg g1 ekvivalenta galne kiseline (GAE) u polenu vrbe do 4,4 mg
g1 GAE u polenu biljke Knautia arvensis L. NajviSu antioksidativnost imali su poleni
suncokreta i kamilice (5335 mmol Fe?* na g uzorka), a najniZu polen biljke Knautia
arvensis L. (0,255 mmol Fe2* na g uzorka). Uzrok neslaganju ukupnog sadrzaja
fenolnih jedinjenja i antioksidativne sposobnosti je bio sadrZaj fenola u uzorcima
biljaka suncokreta, maslacka i Onobrychis viciifolia scop. Ova odstupanja su bila u

skladu sa rezultatima koje je dobio Leja sa saradnicima [Leja et al., 2007]. Sa druge
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strane, sadrzaj ukupnih flavonoida (13,6 mg g1 ekvivalenta kvercetina (QE) u
polenu vrbe do 0,6 mg g1 QE u polenu bora) se podudarao sa antioksidativnhom
moci i bio je u direktnoj vezi sa strukturom flavonoida, tacnije, sa polozajem OH-
grupa vezanih za aromati¢ne prstenove. Moguce je da i odredena nefenolna
jedinjenja doprinose antioksidativnim moéima polena.

U uzorcima polena (dominantno zastupljeni poleni mimoze i iz familija boba)
koje su sakupile solitarne pcele na podrucju severoistocnog Brazila [Sarmento
Silva et al., 2006] utvrdeno je prisustvo sledecih flavonoida: tricetina, selagina
(prvi rad u kome je utvrdeno njegovo prisustvo u polenu), metoksiherbacetina,
naringenina, izoramnetina. Uzorci su, takode, pokazali visoku antioksidativnhu mo¢
i to posebno kada je, umesto, etanola i vode, kao ekstrakciono sredstvo koris¢en
etil-acetat. Carpes-ova sa kolegama [Carpes et al, 2009] pri analizi brazilskih
polena utvrdila je veliku raznovrsnost u smislu sadrzaja fenola (19,28 - 48,90 mg g
1 GAE) i flavonoida (2,10 - 28,33 mg g1 polena). Antioksidativna aktivnost je, u
svakom od uzoraka, imala svoje specifi¢cne vrednosti koji su imale veze sa njegovim
genetickim i botani¢kim poreklom.

Morais sa svojim saradnicima [Morais et al, 2011] u analizi portugalskih
polena, joS jednom, potvrduje tezu da su glavni uzroc¢nik antioksidativnih
sposobnosti polena razli¢ita fenolna jedinjenja i flavonoidi iako nisu pronasli
direktnu korelaciju. Ukupni sadrZaj fenolnih jedinjenja se kretao u opsegu: 10,5 -
16,8 mg g1 GEA. Njihovi rezultati su bili sli¢ni rezultatima Campos-ove i saradnika
[Campos et al., 2003]. Osim fenolnih jedinjenja u aktivnosti uc¢estvuju i vitamini i
proteini. Na osnovu rezultata lipidne peroksidacije pomoc¢u -karotena utvrdene
su znacajne razlike medu pojedina¢nim uzorcima. Feas sa kolegama [Feas et al.,
2012], ispitujuci uzorke polena iz Portugala, utvrdio je prisustvo fenola (12,9 - 19,8
mg g1 GEA) i flavonoida (4,5 - 7,1 mg g! ekvivalenata katehina) kao glavne
bioaktivne komponente. Rezultati su pokazali pozitivnu korelaciju izmedu sadrzaja
ovih jedinjenja sa antioksidativnim sposobnostima polena.

Kroyer i Hegedus [Kroyer i Hegedus, 2001] prikazali su nov nacin odredivanja
antioksidativnosti polena tako Sto osim u nativhom polenu, vrSe ispitivanje i
ekstrakata (etanolnog, metanolnog i vodenog). Ukupni sadrzaj polifenola, koji je

odreden u polenu se kretao u opsegu 7,4 - 9,7 mg g1 GEA dok je u ekstraktima bio
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znatno poviSen - 24,67 mg g1 GEA u etanolnom, 21,77 mg g'1 GEA u metanolnom i
21,47 mg g1 GEA u vodenom ekstraktu. U istom smislu uoceno je i povec¢anje same
antioksidativnosti u ekstraktima u odnosu na kompletan uzorak polena. Na slican
nac¢in, Rzepecka-Stojko-va sa kolegama [Rzepecka-Stojko et al, 2012a] je
odredivala antioksidativnhu mo¢ sledecih ekstrakata polena: etanolnog ekstrakta
(EEP), enzimskog hidrolizata polena (PEP) i ekstrakta polena koji je podvrgnut
digestiji pepsinom (EEPP). Rezultati dobijeni pomoc¢u EPR-spektroskopije pokazali
su sledec¢i opadajudi niz antioksidativnosti: EEPP > EEP > PEP. Na osnovu dobijenih
vrednosti autori zakljuCuju da se polen moZe koristiti kao dobar dijetetski
suplement. U svom drugom radu [Rzepecka-Stojko et al., 2012b] su pratili uticaj
skladiStenja polena na sadrzaj polifenola u njemu. Utvrdili su da je prosecan
sadrZaj iznosio 11,3 mg g1 GEA. Nakon dvanaest meseci ponovo je utvrden sadrzaj
polifenola u uzorcima i ustanovljeno je da je on najviSe opao (na 57,7% od pocetne
vrednosti u ekstraktima) u uzorcima koji su ¢uvani na sobnoj temperaturi i
nezasti¢eni od svetlosti. U uzorcima koji su cuvani na svetlosti sadrzaj polifenola se
odrzao na 63,1% od pocetne vrednosti. Ako su uzorci bili ¢uvani i na sniZenoj
temperaturi o¢uvano je 80% ukupnih fenola u polenu. U PEP uzorcima prosecan
sadrzaj polifenola je iznosio 14,95 mg g-1 GEA i u njima je, takode, najvece opadanje
uoceno za uzorke koji su ¢uvani na svetlu i sobnoj temperaturi (do 58,9% pocetne
vrednosti) dok su, ponovo, se najboljim pokazali uzorci ¢uvani u mraku i na
sniZenoj temperaturi (o¢uvano je 80,9% fenolnih jedinjenja). Najbolji rezultati su
dobijeni kod EEPP uzoraka pri ¢emu je u njima pocetna koli¢ina fenola iznosila ¢ak
39,95 mg gt GEA, dok su vrednosti nakon godinu dana skladiStenja znatno manje
opale i to na 78,3% (svetlo i sobna temperatura), 86,5% (mrak i sobna
temperatura), odnosno 92,1% (mrak i sniZena temperatura).

U radu Smirnove i saradnika [Smirnova et al., 2012] nalazimo zanimljiv osvrt
na ulogu egzinske membrane polena u njegovoj antioksidativnoj moci. Kao Sto je u
uvodnom delu receno, njena glavna komponenta je sloZeni polimerni sporopolenin
Cija struktura jos$ uvek nije do Kkraja razjasnjena, a u koju su inkorporirani strukturni
proteini [Meichik et al, 2006] kao i fenolne kiseline (poput hidroksicimetne i
ferulinske) [de Leeuw et al., 2006] odgovorne za apsorpciju UV-zraka [Rozema et

al, 2001; Atkin et al., 2011]. Na osnovu pretpostavke da ova jedinjenja zadrZavaju
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svoja antioksidativna svojstva i kada se ugrade u sloZeni polimerni matriks
sporopolenina, autori su utvrdili da je moguce neutralisati odredene vrste
slobodnih radikala i vodonik-peroksida ¢ime su ovu tezu potvrdili.

Kada je bio u pitanju sadrzaj vitamina u polenima medu prve radove koji
donose takve podatke, svakako, spada rad Loper-a i saradnika [Loper et al., 1980].
Oni su u uzorcima korbikularnog polena pronasli 20,6 mg/100g vitamina C, 0,76
mg/100g pantotenske kiseline i 0,61 mg/100g piridoksina. Sa druge strane, uzorci
rucno prikupljenog polena su bili znatno bogatiji u sadrzaju vitamina pa je u njima
pronadeno 3,38 mg/100g pantotenske Kkiseline, 8,05 mg/100g niacina, 228
mg/100g inozitola i 0,91 mg/100g piridoksina. I u jednim i u drugim uzorcima
koli¢ina vitamina je sa vremenom opadala. Slicnu promenu u sadrZaju vitamina
nalazimo i u radu Pereira de Melo-ve i de Almeida-Muradian-ove [Pereira de Melo i
de Almeida-Muradian, 2010]. One daju podatke o sadrZaju vitamina C, E, ukupnih
karotenoida i (-karotena u Sest serija brazilskih uzoraka polena. Rezultati za
vitamin C su pokazali da je njegov sadrZaj u sveZim uzorcima tj. uzorcima sa
najvecim sadrzajem vlage bio smanjen Sto bi moglo biti uzrokovano ¢injenicom da
je askorbinska kiselina podloZna razgradnji u vodenom okruZenju tj. u rastvoru.
Koncentracija vitamina E u suvim uzorcima je, sa druge strane, bila niZza za oko
18% nego u svezim uzorcima, $to znaci da sam proces suSenja uti¢e na njegovu
razgradnju. Slicno smanjenje, od 13%, odnosno 16%, dobijeno je za ukupne
karotenoide i za B-karoten. To znaci da su i ova jedinjenja osetljiva na poviSenu
temperaturu i da se delimi¢no razgraduju pri datim uslovima. Ispitivanja su
ponovljena i nakon Sest tj. dvanaest meseci od trenutka skladiStenja. Uzorci su
C¢uvani na sobnoj temperaturi, u svetlu, u mraku i u friZideru na sniZenoj
temperaturi. Pokazalo se da je koncentracija vitamina C u uzorcima koji su ¢uvani
na sobnoj temperaturi opala za 50% u odnosu na sveZe uzorke. Medutim,
znacajnije razlike u sadrZaju vitamina C izmedu uzoraka starih Sest i dvanaest
meseci nema, Sto znaci da se najveci deo vitamina C razgradio u prvom periodu od
trenutka skladiStenja, da taj proces nije linearan i da se posle odredenog vremena
koli¢ina vitamina C ustaljuje. U uzorcima Kkoji su drZani na sniZenoj temperaturi
opadanje kolic¢ine vitamina C je bilo dvostruko manje i kretalo se u vrednosti oko

22% nakon 6, tj. 26% nakon 12 meseci. To ukazuje na ¢injenicu da je vitamin C na
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nizoj temperaturi nesto stabilniji i da je njegova razgradnja, samim time, usporena.
Kada je u pitanju sadrzaj vitamina E rezultati su pokazali da se njegov sadrZaj
znacajnije ne menja pri skladiStenju pri bilo kojim uslovima. Smanjenje Kkoli¢ine
ovog vitamina u uzorcima nije prelazilo 18% kod uzoraka koji su cuvani na sobnoj
temperaturi i na svetlu. S obzirom da su vitamini najbolje o¢uvani u uzorcima
polena koji su skladiSteni na sniZzenoj temperaturi, autori predlazu takve uslove
cuvanja kao standardne. SadrZaj -karotena se pribliZzno podjednako smanjivao u
uzorcima koji su Cuvani na sobnoj temperaturi bilo uz dejstvo svetlosti bilo
zasti¢eni od nje. Koli¢ina razgradenog [-karotena je varirala u zavisnosti od
uzorka i kretala se od 40 - 90% posle Sest tj. 60 - 75% posle dvanaest meseci. Ako
su uzorci ¢uvani na sniZenoj temperaturi smanjenje sadrZaja [3—-karotena je bilo
drasticno nize (do 12%), Sto opet ukazuje na Cinjenicu da uzorke treba Cuvati na
sniZenoj temperaturi.

Na osnovu svih ranijih istrazivanja Campos-eva sa saradnicima [Campos et al.,
2008] daje predlog o koli¢ini vitamina koji treba da budu prisutni u polenu

(Tabela 4).

Tabela 4. - Preporucene vrednosti sadrzaja vitamina u polenu

Vitamin Preporucena koli¢ina [mg kg1]
-karoten 10-200
Bi-tiamin 6-13
B2-riboflavin 6-20
Bs-niacin 40-110
Bs-pantotenska kiselina 5-20
Bs-piridoksin 2-7
C-askorbinska kiselina 70-560
H-biotin 0,5-0,7
Folna kiselina 3-10

II-7g Mikrobioloska ispravnost i antimikrobna aktivnost polena

Uz poznavanje palinoloSkog porekla i hemijskog sastava jedan od osnovnih
parametara kvaliteta polena je njegova mikrobioloSka ispravnost. Da li je neki
polen bezbedan za upotrebu kao dodatak ishrani ne moZemo znati samo ako

utvrdimo od koje biljke vodi poreklo i da li sadrzi neku toksi¢nu supstancu, ve¢ida
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li je u njemu doSlo do razvoja odredenih mikroorganizama. To je kod polena
posebno izrazeno s obzirom da on predstavlja idealnu podlogu za razvoj mikroba,
ako se ima u vidu bogatstvo hranljivih komponenti i optimalna koli¢ina vlage. Osim
sadrzaja vlage joS jedan jako bitan parametar za razvoj mikroba jeste i aw-
vrednost. Iz tog razloga u literaturi postoje radovi koji se bave i ovim aspektom
ispravnosti polena, a u nekima od njih postoje i preporuke o parametrima kvaliteta
koje treba ispoStovati. Tako Campos-eva sa saradnicima u svom revijalnom radu
[Campos et al., 2008] daje, osim hemijskih, preporucene vrednosti i mikrobioloskih
parametara tj. dozvoljen broj jedinki razli¢itih bakterija, plesni i kvasaca (Tabela 5).
Medu ,pionirske” radove sa mikrobioloskog aspekta spadaju radovi Gilliam-
ove [Gilliam, 1979a i b]. Ona je, ispitujuci cvetni i polen koji su sakupile medonosne
pcele identifikovala ukupno sto trinaest vrsta kvasaca i Cetrdeset jednu vrstu
bakterija iz roda Bacillus. Najzastupljeniji kvasac je bio Torulopsis magnoliae za koji
se, poSto ga nije bilo u cvetnom polenu, pretpostavlja da je dospeo u polen
aktivnoscéu samih pcela. Kako su uzorci stajali ili bili adekvatno skladisteni tako je
broj identifikovanih vrsta u uzorcima opadao. Od bakterija vrsta Bacillus subtilis je
izolovana iz svih uzoraka polena, bez obzira na nacin kako su prikupljeni. S
obzirom da su najbrojnije kolonije bakterija pronadene u uzorcima koje su pcele
sakupile, autor pretpostavlja da upravo one, svojom aktivnoS¢u doprinose

kontaminaciji uzoraka.

Tabela 5. - Mikrobioloski parametri kvaliteta polena

Mikrobioloska analiza

Salmonella Nema u 10 g uzorka
Staphylococcus aureus Nema u 1 g uzorka
Enterobacteriaceae Maksimalno 100 na 1 g uzorka
Escherichia coli Nema u 1 g uzorka

Ukupni aerobni mikrobi <100 000 po 1 g uzorka

Plesni i budi <50 000 po 1 guzorka
Aflatoksini [g kg1]

B1 <2

B1+B2+G1+G2 <4
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Serra-Bonvehi i Jorda [1997] utvrdili su prisustvo razlicitih bakterija i plesni
Cija se pojava u uzorcima polena priprisuje kako prirodnom okruZenju, zbog
povoljnog sadrzaja vlage u polenu i aktivnosti vode, tako i ljudskom faktoru. Autori
nisu utvrdili prisustvo aflatoksina u ispitivanim uzorcima.

Gonzdlez sa saradnicima [Gonzalez et al., 2005] daje pregled plesni prisutnih u
uzorcima polena u Spaniji koji su potencijalni izvor mikotoksina u njemu, a pre
svih aflatoksina. Identifikovali su slede¢e rodove - Penicillium sp., Aspergillus sp. i
Alternaria sp. pri ¢emu se plesni iz ove trefe grupe javljaju veoma cesto u
uzorcima. U svim uzorcima u kojima je identifikovan Aspergillus carbonarius
identifikovan je i ohratoksin A, dok je isti mikotoksin naden i u odredenom delu
uzoraka u kojima su pronadene sledece gljivice — Aspergillus ochraceus (53,3%),
Penicillium verrucosum (33,3%) 1 Aspergillus niger (25%). Takode, osim
ohratoksina, u 28,6% uzoraka u kojima su identifikovani Aspergillus flavus i
Aspergillus parasiticus utvrdeno je i prisustvo aflatoksina B1l. Aflatoksin B2 je
naden u svega 10% uzoraka, dok aflatoksini G1 i G2 nisu nadeni. Ispitivanjem
uzoraka polena iz Slovacke [Kacaniova et al., 2011] doslo se do podataka o
prisustvu mikroba iz devet rodova plesni medu kojima su najcesce bile zastupljene
sledete vrste: Mucor mucedo, Alternaria alternata, Mucor hiernalis, Aspergillus
fumigatus i Cladosporium cladosporioides. Najve¢a kontaminacija je bila u
zamrznutom polenu suncokreta, dok su najmalobrojnije plesni pronadene kod
polena bulke (Papaver somniferum). Od mikotoksina uradene su analize na
prisustvo ukupnih aflatoksina, ohratoksina A, fumonizina, zearalenona,
deoksinivalenola i T-2 toksina. U uzorcima polena bulke najzastupljeniji je bio
zearalenon (361,55 + 0,26 pg kg1), dok je kod polena repe (265,40 + 0,18 pg kg1) i
suncokreta (364,72 = 13 pg kg1) to bio T-2 toksin.

MikrobioloSka analiza uzoraka portugalskih polena [Estevinho et al., 2012]
pokazala je da je 60% uzoraka bilo kontaminirano nekom vrstom budi i plesni, dok
su aerobne mezofilne bakterije nadene u 40% uzoraka. Kada je u pitanju sanitarna
ispravnost uzoraka koja je pracena preko prisustva fekalnih bakterija, Escherichia
coli i Staphylococcus aureus, ona je bila zadovoljavajuéa s obzirom da ovi
mikroorganizmi nisu pronadeni. [ za sadrZaj plesni i za sadrZaj mezofilnih bakterija

utvrdena je pozitivna korelacija sa aktivnoS¢u vode i sadrZajem vlage u uzorcima
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kao i sa pH- vrednoScu uzoraka. Ovo se posebno odnosi na pH, jer je uoceno da je
do razvoja mikroorganizama uvek dolazilo u svim uzorcima u kojima je pH-
vrednost bila iznad 4,96. Istovremeno, u svim tim uzorcima aktivnost vode je bila
veca od 0,55. To znaci da je, osim odredene pH- vrednosti, potrebno da i aktivnost
vode u uzorcima ima ta¢no odredenu vrednost inace se mikroorganizmi ne mogu
razviti. Znatno manju brojnost razli¢itih mikroorganizama (bez E. Coli i S. aureus i
sa fekalnim bakterijama u samo dva uzorka) u polenu nasli su Feas i kolege [Feas
et al, 2012], sto dovode u vezu sa poreklom uzoraka, dobrim i adekvatnim
procesom prerade, pakovanja i ¢uvanja. Ono u ¢emu su saglasni sa prethodnim
autorima jeste da su nizak sadrzaj vlage, adekvatno pH i aw- vrednost neophodni za
mikrobiolosku ispravnost uzoraka.

Nogueira sa saradnicima [Nogueira et al., 2012] u uzorcima polena razlic¢itog
geografskog porekla utvrdila je da je 50% uzoraka bilo kontaminirano razli¢itim
rodovima i vrstama budi i kvasaca (Candida sp., Rhodotorula mucilaginosa sp.,
Zigosaccharomyces rouxii sp., Criptococcus humicola sp. i Saccharomyces cerevisiae
sp.), ali da je u svim uzorcima brojnost bila ispod one koja je propisana
argentinskim pravilnikom o kvalitetu hrane (1,5-103 (cfu) jedinki kolonije po g
uzorka). Ovo je bilo znac¢ajno manje od kontaminacije uzoraka koje su pronasli
drugi autori [Coronel et al., 2004], gde su svi uzorci sadrzavali neku vrstu budi ili
plesni. Aerobne mezofilne bakterije su pronadene samo u 12,5% uzoraka i
brojnost im je oscilovala od manje od 10 g1 do 8,7-103 jedinki po g uzorka. Ono po
¢emu se, takode, rezultati ovih autora razlikuju od rezultata Coronel-ove je Sto nisu
pronadene nikakve bakterije koje bi bile indikatori sanitarne neispravnosti
uzoraka ( E. coli, fekalne bakterije, S. aureus, Salmonella sp. i Clostridia), dok je ona
pronasla fekalne bakterije. Prema saznanjima autora ovog rada, plesan koja je
pronadena u najveCem broju uzoraka (Candida Magnoliae) je veoma Cesto
izolovana u koSnicama, ali je neinvazivna vrsta po ljudsko zdravlje. Ipak, rezultati
jednog istrazivanja [Cascio et al, 2007] povezuju je sa pojavom bolesti
tenosinovitis (zapaljenski proces kada se nakuplja tetnost oko tetiva) kod
imunokompetitivne dece tj. dece koja mogu da razviju imuni odgovor. Dve vrste
pronadene u ovim uzorcima (Saccharomyces cerevisiae i Zygosaccharomyces rouxii)

odgovorne su za kvarenje hrane koja je obradena i pakovana pod uobicajenim
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uslovima i standardima rada za proizvodnju hrane. Candida norvegensis sp. i
Rhodotorula mucilaginosa su dve vrste koje mogu izazvati zdravstvene probleme
kod ljudi, jer se nastanjuju na kozi, oko noktiju, u respiratornom i urogenitalnom
traktu i mogu izazvati dijareju. Podatke o sanitarnom kvalitetu polena u Alziru
nalazimo u radu Hani-ja i saradnika [Hani et al., 2012]. Uzorci iz tri alZirska regiona
su se razlikovali po prisustvu aerobnih bakterija (od 103 do 620-103 cfu g1 uzorka)
pri ¢emu je S. aureus pronaden samo u uzorcima iz jedne oblasti. Sadrzaj
koliformnih bakterija je rastao sa porastom vlaznosti vazduha i ambijentalne
temperature. Isti trend je uoCen i za plesni koje su identifikovane u uzorcima (od
50:103 do 400-103 cfu g1 uzorka). U uzorcima nije nadena Salmonella.

Zahvaljujuci prisustvu bioaktivnih jedinjenja poput flavonoida kvercetina, neki
poleni, mogu pokazivati i antimikrobnu aktivnost [Campos et al., 2010]. Tako su
poleni eukaliptusa, sardinijskog ljuti¢a (Ranunculus sardous) i zutike (Ulex
europeans) a koji su sakupile medonosne pcele, zahvaljuju¢i ovom jedinjenju
pokazivali znacCajnu antimikrobnu aktivnost prema bakteriji Pseudomonas
aeruginosa (gram-negativna bakterija iz roda Coccobacillus koja izaziva oboljenje
plu¢a i bubrega). Sa druge strane, neki derivati kvercetina, kojima je bio bogat
polen eukaliptusa, nisu pokazivali antimikrobnu aktivnost. Tichy i Novak [2000] su
pokazali da neke od hidrofobnih komponenti u polenu pcele imaju izrazeno
baktericidno dejstvo prema rodu Viridans streptococci, a koje su, opet, poznate kao
bakterije sa izraZzenim a-hemolitickim dejstvom. Basim sa saradnicima [Basim et
al., 2006] ispitivao je antimikrobna svojstva turskih polena prema sedam
bakterijskih sojeva (A. tumefaciens, P. syringae pv. tomato, X. axonopodis pv.
vesicatoria, P. syringae pv. phaseolicola, P. savastanoi pv. savastanoi, P. corrugate i
R. solanacearum) patogenih za biljke. Medu najvaZnijim jedinjenjima isti¢u razlicite
flavonoide, a pre svih pinocembrin, galangin i pinobanksin. Osim njih, toksi¢ni po
bakterije su se pokazali i estri kumarinske i kofeinske kiseline. S obzirom da su se
do sada kao baktericidi uglavnom koristili vestacki sintetisani preparati na bazi
bakra, autori sugerisSu da bi se, moZda, na ovaj nafin moglo preéi na prirodne
preparate koji, kasnije, ne bi bili toksi¢ni po ¢oveka ako bi tretirana biljka bila
iskoriS¢ena kao hrana. Takode, primena takvih preparata bi bila poZeljnija i sa

ekoloSkog aspekta [Bolkan i Reinert, 1994]. Kada je bila u pitanju antimikrobna
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aktivnost portugalskih uzoraka polena [Morais et al., 2011] za gram-pozitivne
bakterije (Staphylococcus aureus i Bacillus cereus) najvecu aktivnost je pokazivao
jedan od uzoraka jer je u njegovom slucaju minimalna koncentracija koja je
inhibirala aktivnost mikroba bila svega 0,17%. I ostali poleni su pokazivali
antimikrobno dejstvo, ali u znatno visim koncentracijama. Kod gram-negativnih
bakterija (Escherichia coli i Salmonella Typhi) ponovo je najvecu antimikrobnu
aktivnost imao isti uzorak. Svi poleni su pokazali znacajnu antigljivicnu aktivnost
pogotovo prema Zygosacharomyces bailii Sto se verovatno moZe objasniti
Cinjenicom da ova gljivica potiCe iz meda i da se nije prilagodila na prisustvo
metanola koji je koris¢en za ekstrakciju iz polena. Dobijeni rezultati ukazuju da su
gram-pozitivne bakterije bile osetljivije u odnosu na gram-negativne baterije, Sto
se moZe dovesti u vezu kako sa fleksibilnijim celijskim zidom kod ovih bakterija
zidu su najvaznija jedinjenja koja odreduju toksicnost i patogenost
mikroorganizama pri ¢emu Celijski zid gram-negativnih bakterija sadrzi jedan
lipidnosaharidni sloj koji nemaju gram-pozitivne bakterije. Kacaniova sa
saradnicima [Kacaniova et al, 2012] je ispitivala antimikrobnu aktivnost
metanolskih i etanolskih ekstrakata polena iz Slovacke i utvrdila da najvecu
osetljivost pokazuje Escherichia coli CCM 3988, dok osetljivost ostalih bakterija
opada u nizu: Staphylococcus aureus CCM 3953 > Salmonella enterica CCM 4420 >
Pseudomonas aeruginosa CCM 1960 > Listeria monocytogenes CCM 4699. Medu
gljivicama osetljivost opada u nizu: Aspegillus fumigatus > Aspergillus niger >
Aspergillus flavus. NajjaCe antifungalno dejstvo medu plesnima ekstrakti polena su
pokazali prema slede¢im vrstama (u zavisnosti od tipa ekstrakta koji je koriS¢en):
Candida albicans, Candida glabrata, Candida crusei i Rhodotorula mucilaginosa. |
ovi autori, na kraju, zakljucuju da je antimikrobna aktivnost polena povezana sa

fenolnim jedinjenjima prisutnim u njemu.

II-7h Tehno-funkcionalna svojstva hrane

Pod tehno-funkcionalnim svojstvima hrane podrazumevamo fizi¢ka i hemijska

svojstva hrane koja odreduju njene osobine prilikom proizvodnje, prerade,

pakovanja, ¢uvanja ili upotrebe [Barac et al., 2014]. Medu najvaZnija jedinjenja od
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kojih zavise ove osobine ubrajaju se proteini. Od fizickih i hemijskih osobina
proteina, poput primarne strukture tj. aminokiselinskog sastava, sekundarne i
tercijarne strukture, molekulske mase, ukupnog naelektrisanja, hidrofobnog efekta
itd.,, zavisi¢e njihova tehno-funkcionalna svojstva. Ove osobine odredene su i
spoljasnjim faktorima poput pH- vrednosti rastvora, jonske sile, temperature,
rastvorljivosti proteina u vodi [Damodoran, 1997]. Medu najvaznija tehno-
funkcionalna svojstva ubrajaju se rastvorljivost, sposobnost zadrzavanja vode,
emulgujuéa i peniva svojstva funkcionalno aktivnih komponenti. Rastvorljivost
proteina i sposobnost zadrZavanja vode spadaju u grupu tehno-funkcionalnih
svojstava koja zavise od njihove interakcije sa rastvaratem tj. sa vodom, dok su
emulgujuéa i peniva svojstva povezana sa njihovom povrSinskom aktivnoséu
[Pesi¢, 2011]. Ova svojstva bitno uti¢u na krajnje osobine proizvoda Sto moZe biti
veoma vazno s obzirom da je kod potrosaca i sam vizuelni efekat i izgled proizvoda
izuzetno vaZan prilikom odabira.

Rastvorljivost proteina zavisi od odnosa broja polarnih i nepolarnih grupa u
njegovoj strukturi kao i njihovog uzajamnog prostornog polozaja [Belitz et al.,
2009]. Proteini se rastvaraju u vodi kada privlacne sile hidratacije preovladaju
medusobne hidrofobne interakcije koje postoje unutar strukture molekula
proteina. NajniZa rastvorljivost proteina je na njegovoj pl-vrednosti [Barac et al.,
2014], a zavisi i od jonske sile u samom rastvoru. Sa pove¢anjem njene vrednosti i
rastvorljivost obi¢no raste u prisustvu jednovalentnih i dvovalentnih jona [Lee et
al., 2003]. NajniZa rastvorljivost kod proteina soje je pri vrednosti I < 0,1 mol dm-3
[Bara¢ et al, 2014]. PoviSenjem temperature rastvorljivost proteina opada, jer
dolazi do njihove agregacije i formiranja koloidnih struktura. Tako npr.
rastvorljivost glicinina je prepolovljena nakon termickog tretmana rastvora
[Lakemond et al., 2000].

Sposobnost zadrzavanja vode se obic¢no izrazava preko vrednosti kapaciteta
vezivanja vode (WAC) koji pokazuje koliku sposobnost proizvod ili uzorak ima da
zadrzi vodu nasuprot dejstvu gravitacione sile [Bara¢ et al., 2014]. Sama voda
moZe se naci u vise, fizicki razlicitih, interakcija sa protenima [Moure et al., 2006]:

v’ vezana voda

v" hidrodinamicka voda
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v' kapilarno-vezana voda

v fizi¢ki okludovana voda.

Kuntz i Kauzmann su utvrdili da na ovo tehno-funkcionalno svojstvo u hrani
utice primarna struktura proteina [1974]. Osim nje, koliki ¢e WAC pokazati neki
materijal zavisi i od njegove hidrofobnosti, pH- vrednosti, temperature, jonske sile
i koncentracije proteina u rastvoru [Damodoran, 1997]. Proteini soje pokazuju
odlican WAC [Riaz et al., 2006].

S obzirom da se u prehrambenim proizvodima c¢esto nalaze zajedno
komponente koje bi, zbog razlike u polarnosti, po prirodi stvari bile medusobno
nemesljive, upotreba emulgatora je neophodna pri proizvodnji hrane. Njihova
funkcija je da povecaju mesljivost i da nastalu emulziju odrze stabilnom. Upravo
proteini imaju dobra emulgujuca svojstva pre svega zbog posedovanja osobina
povrsinski aktivnih supstanci. Oni zapravo nepolarnu (uljnu) frakciju razbijaju na
sitnije kapljice i smanjuju povrSinski napon na dodirnoj povrsini ulje/voda i na taj
nacin spreCavaju ponovno spajanje u jednu celinu [Tcholakova et al, 2006;
Dickinson, 2009]. Proces formiranja emulzije, uz proteine kao povrsinski aktivne

supstance, je prikazan na slici 6.
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slika 6. Proces formiranja emulzije sa proteinima kao stabilizatorima [Pesi¢, 2011]
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Utvrdeno je da dobra emulgujuc¢a svojstva pokazuju proteini soje [Barac¢ et al.,
2014], mleka [PeSi¢, 2011], azuki pasulja i graska [Barac et al., 2015]. Faktori koji
mogu da uticu na emulgujuca svojstva proteina su: pH- vrednost, temperatura, poviSeni
pritisak, jonska sila, molekulska struktura i koncentracija proteina [Bara¢ et al.,
2014]. Tako je utvrdeno da termicki tretman, uz dogovaraju¢u pH- vrednost, poboljSava
emulgujuca svojstva proteina soje, azuki pasulja i graska [Barac et al., 2015].

Tokom procesa formiranja pene u prehrambenim proizvodima odigravaju se
procesi vrlo sli¢ni emulgovanju, a to su: difuzija proteina do grani¢ne povrsine
izmedu polarne i nepolarne zone (voda/ulje), adsorpcija, koncentrovanje i
smanjenje povrSinskog napona [Bara¢ et al, 2014]. Pene koje se zasnivaju na
proteinima se, zapravo, sastoje od vazduSnih mehurova koji su obmotani
molekulima proteina u vidu tankog filma na povrSini mehura, dok je prostor
izmedu mehurova ispunjen vodom, kao rastvaracem. Kao faktor koji prevashodno
odreduje brzinu i stabilnost formiranja pena na bazi proteina istiCe se njihova
sposobnost brzog difundovanja do medufazne povrsine i formiranje zastitnog filma
u toku kojeg dolazi i do reorganizacije samih molekula proteina [Kinsella and
Phillips, 1989; Phillips et al., 1994]. Na sposobnost proteina soje da formiraju pene
utice viSe faktora, a pre svih prisustvo lipida ili organskih rastvaraca Kkoji
narusavaju stabilnost pene [Barac¢ et al.,, 2014]. Kod proteina mleka peniva svojstva
zavise od vrste i koncentracije proteina, pH- vrednosti, temperature, jonske sile,
prisustva neorganskih soli, lipida ili Sec¢era [PeSi¢, 2011]. Osim njih, kao proteini sa
dobrim penivim svojstvima prepoznati su i proteini belanceta jajeta i Zelatin
[Zayas, 1997].

U dostupnoj literaturi nema podataka o tehno-funkcionalnim svojstvima
polena. Tek nedavno Krystyjan-ova sa saradnicima [Krystyjan et al, 2015] je
ispitivala uticaj dodatka polena pri procesu proizvodnje keksa na njegova
funkcionalna, senzorna i antioksidativna svojstva. Pri tome je utvrdila da dodatak
polena daje znacajno tamniju boju keksu pri pe€enju u odnosu na kontrolni uzorak.
Takode, povecava im mekocu (bez obzira na to koliko se polena doda), sadrZaje
ukupnih Selera, proteina, pepela, dijetetskih vlakana i polifenola. 1 vrednost
ukupne antioksidativnosti je bila poviSena dodatkom polena. Zbog nutritivnog
znacaja polena i potrebe za razvojem zdravih, funkcionalnih proizvoda sa dodatkom

polena, neophodno je poznavanje njegovih tehno-funkcionalnih svojstava.
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II1 EKSPERIMENTALNI DEO

Za potrebe ovog doktorata preko Saveza pcelarskih organizacija Srbije (SPOS)
prikupljeno je dvadeset Sest uzoraka polena tokom prole¢a 2011. Uzorci su nabavljani
od lokalnih pcelara, ¢lanova ove organizacije, pri emu je dvadeset pet uzoraka
prikupljeno u centralnim i severnim delovima Srbije dok je jedan uzorak poticao iz
jugoisto¢nog dela Srbije (Babusnica). Od preostalih dvadeset pet uzoraka za
jedanaest moZemo reci da su vodili poreklo sa podrucja grada Beograda (uzeg ili
Sireg) (u daljem tekstu skra¢eno BG), osam ih je prikupljeno u centralnoj Srbiji (u
daljem tekstu skraéeno CS), a Sest je vodilo poreklo iz Vojvodine (u daljem tekstu

skraceno VOJ). Detaljno geografsko poreklo svih uzoraka prikazano je na slici 7.
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slika 7. Mapa Srbije sa geografskim poreklom ispitivanih uzoraka polena koji su sakupile medonosne pcele
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Nakon pristizanja u laboratoriju svi uzorci su pakovani u dobro zatvorene
PET-kese i cuvani u zamrzivacu na - 18 °C do pocetka ispitivanja i analiziranja. Sve
hemikalije koje su koriS¢ene u eksperimentima bile su analiticke Cistoce (ili joS$
viSeg stepena) i nabavljene od Merck-a (Merck, Darmstadt, Germany), Fluke AG
(Fluka Buchs, Switzerland), Sigma-Aldrich-a (Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Germany) i Tokyo Chemical Industry (TCI, Europe, Belgium). Ultra-Cista voda je
dobijena pomocu sistema SG Ver. 1.11, Water (USA, LLC), dok je za potrebe analize
hemijskih parametara i pripremu standardnih rastvora koriS¢ena voda dobijena
pomocu sistema za preciS¢avanje vode Thermo Fisher TKA MicroPure (0,055 uS
cm1) (Germany). Za potrebe SDS-PAGE elektroforeze u redukcionim uslovima
koriS¢en je set marker-standarda malih molekulskih masa (Amersham Biosciences,
Uppsala, Sweden) koji je ukljucivao: fosforilazu B (94000), govedi (BSA)-serum
albumin (66000), ovalbumin (45000), karbon-anhidrazu (30000), tripsin inhibitor
(20100) i a-laktalbumin (14400).

I1I-1 Odredivanje palinoloskog (botanickog) porekla uzoraka

Uzorci polena su pripremljeni za kvalitativnu analizu botani¢kog porekla prema
metodi koju je opisao Barth sa saradnicima [Barth et al., 2010], a koja je modifikovana u
smislu veli¢ine ispitivanih uzoraka. Mereno je po 500 mg uzorka u centrifugalnoj
kiveti. Uzorci su, zatim, prelivani sa po 15 cm3 apsolutnog etanola i ostavljani da
stoje 24 h. Fragmentacija polenovih zrna je olakSana na taj nacin $to su uzorci
drZani po 5 min u ultrazvu¢nom kupatilu. Nakon centrifugiranja, u trajanju od po 3
minuta, na 2000 x g obrtaja, uklonjen je supernatant. Postupak je ponavljan sve
dok nije dobijena homogena suspenzija. Nakon toga, preostali nerastvoreni deo je
suspendovan u 20 cm3 destilovane vode. Jedna kap te suspenzije, uzeta iz sredista
kivete, nanoSena je izmedu dve staklene plocice za mikroskopiranje i prekrivena
slojem (velicine 18 x 18 mm) Kkoji se sastojao od glicerola, Zelatina, fenola,
destilovane vode i baznog fuksina [Laaidi et al, 2003]. Posmatranjem pod
mikroskopom (uz uvecanje od 400 puta) u svakom uzorku izbrojano je najmanje
po 500 polenovih zrna (u proseku 591 + 57 zrna) koja su zatim identifikovana
koriS¢enjem referentnih slajdova i atlasa [Moore and Webb, 1978; Reille, 1995,
1998, 1999ai 1999b; Bucher et al., 2004].
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III-2 Odredivanje opsteg fizicko-hemijskog sastava uzoraka

I1I-2a Odredivanje sadrzaja vlage u uzorcima

SadrzZaj vlage je odreden prema AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) [AOAC, 1997] standardnoj metodi br. 925.45B. Rezultati su izrazeni u %

(g/100g) u odnosu na masu suvog uzorka.

I1I-2b Odredivanje aktivnosti vode i pH-vrednosti uzoraka

Aktivnost vode je merena na 25 °C tako Sto je svaki uzorak polena direktno
ubacivan u aparat za merenje aktivnosti vode (Testo 650, Germany). Za
odredivanje pH-vrednosti uzoraka koris¢en je digitalni pH- metar (Consort C931,
Consort BVBA, Parklaan 36, B-2300 Turnhout, Belgium). Sama pH- vrednost je
merena tako Sto je na 5 g uzorka polena dodavano 20 cm3 ultra-Ciste vode i

intenzivno muckano na Vortex-u.

III-2c Odredivanje sadrZaja pepela u uzorcima

Sadrzaj pepela (}.P) je odreden prema AOAC-standardnoj metodi br. 920.181.

Rezultati su izraZeni u % (g/100g) u odnosu na masu suvog uzorka (bez vlage).

I1I-2d Odredivanje sadrzaja ukupnih lipida u uzorcima

Sadrzaj lipida (3 L) je odreden prema AOAC-standardnoj metodi br. 963.15.

Rezultati su izraZeni u % (g/100g) u odnosu na masu suvog uzorka (bez vlage).
I1I-2e Odredivanje sadrZaja ukupnih proteina u uzorcima
Sadrzaj proteina (}Pr) je odreden prema AOAC-standardnoj metodi br.

960.52. Rezultati su izraZeni u % (g/100g) u odnosu na masu suvog uzorka (bez

vlage).
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III-2f Odredivanje sadrzaja ukupnih ugljenih hidrata u uzorcima

SadrZaj ukupnih ugljenih hidrata (3;UH) odreden je iz razlike ukupnog sadrzaja
supstanci(100%) i sadrZaja pepela, lipida i proteina [Yang et al., 2013]:

Y'UH = 100 - [YP+ YL+ (Y Pr)]

III-2g Odredivanje energetske vrednosti uzoraka

Ukupna energetska vrednost je izratunata na osnovu hemijskog sastava
uzoraka, a prema preporuci Svetske agencije za hranu (FAO, Food and Agriculture
Organization), po kojoj se sadrZaj proteina, lipida i ugljenih hidrata prisutnih u 100
g uzorka mnozi odgovaraju¢im faktorima da bi se dobile vrednosti ekvivalentne
sadrZaju toplote koji nastaje sagorevanjem ovih jedinjenja u ljudskom organizmu

[FAO, 2002].

III-3 Odredivanje sadrzaja pojedinacnih masnih Kiselina,
polifenolnih jedinjenja i SeCera u uzorcima

Osim odredivanja opSteg fizicko-hemijskog sastava uzoraka polena koji je
podrazumevao i odredivanje ukupnih lipida i Secera u ispitivanim uzorcima uradena je i
detaljnija hemijska analiza prisutnih vaZnih jedinjenja. Za potrebe odredivanja
sadrZaja ovih supstanci prethodno je izvrSena sekvenciona ekstrakcija uzoraka
polena po metodi Campos-ove i saradnika [Campos et al,, 2003] koja je modifikovana i

prilagodena ispitivanim uzorcima.

I1I-3a Sekvenciona ekstrakcija razlicitih frakcija iz uzoraka polena

[zmereno je 0.5 g uzorka polena i ekstrahovano sa 20 cm3 heptana u ultrazvu¢nom
kupatilu 15 minuta na 30 °C. Uzorak je centrifugiran da se odvoji nepolarna
(lipidna) frakcija (frakcija A, F-A) a ostatak se tretira 50%-tnim etanolom (10 + 10 cm3)

15 minuta na ultrazvu¢nom kupatilu. Uzorak se zatim procedi ili centrifugira (po
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potrebi). Etanol se, nakon toga, upari na vakuum uparivacu na 35 °C. Iz preostalog
vodenog sloja fenolna frakcija (F-B) se ekstrahuje pomocu etil-acetata (15 - 20
cm3) u odnosu 1:1. Vodeni ekstrakt se, zatim, ispira odgovarajuom zapreminom
butanola da bi se ekstrahovala proteinska frakcija (F-C). Nakon toga u vodenoj fazi
¢e zaostati samo Seceri (F-D). Ako postoji nerastvorni deo uzorak treba procediti ili

centrifugirati i ¢vrstu fazu odbaciti.

I1I-3b Odredivanje sadrZaja masnih kiselina u uzorcima

Masne Kkiseline, prisutne u ispitivanim uzorcima polena, odredene su gasno-
hromatografskom metodom (GC) i to na sledeci nacin:

Lipidna frakcija (F-A) je rastvorena u tert-butilmetiletru. Masne kiseline lipidne
frakcije su zatim prevedene u metilestre masnih kiselina (MEMK) upotrebom 0,25
M trimetilsulfonijum-hidroksida u metanolu (EN ISO 5509:2000). Pre zapocinjanja
same reakcije transesterifikacije u svaki uzorak je dodato po 30 pL (10 mg cm3)
rastvora metilnonadekanoata kao internog standarda za potrebe kasnije kvantifikacije
masnih kiselina u uzorcima. MEMK su odredivani na instrumentu Shimadzu 2010
(Kyoto, Japan) Kkoji je bio opremljen split/splitless injektorom, plameno-jonizujuc¢im
(FID) detektorom i cijanopropil-HP-88 kolonom (duZina 100 m, prec¢nik 0,25 mm,
debljina sloja filma 0,20 pum) proizvodaca J&W Scientificc CA. Temperatura
injektora je bila 250 °C, a detektora 280 °C. Protok noseceg gasa, azota, je iznosio
1,33 cm3 min-l. Injektirane zapremine uzoraka su bile po 1 pL, a zapremina koja je
splitovana je podeSena u odnosu 1 : 50. Temperatura kolone je programirana od
pocetnih 125 °C do 230 °C. Ukupno vreme analize je iznosilo 50,5 min. Pikovi u
uzorcima su identifikovani poredenjem retencionih vremena sa pikovima u
standardima Supelco 37 component FAME (Supelco, Bellefonte, USA). SadrZaj
masnih kiselina je izracunavan kao mg g lipida i izraZen kao relativna koli¢ina

ukupnih masnih kiselina u %.
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III-3c Odredivanje sadrZaja polifenolnih jedinjenja u uzorcima

Za potrebe odredivanja sadrzaja polifenola u uzorcima polena druga frakcija
(F-B) iz sekvencione ekstrakcije je preciS¢ena i koncentrovana pomoc¢u metode za
¢vrsto-tecnu ekstrakciju (Solid Phase Extraction, SPE). U tu svrhu je koris¢en solid-
phase manifold za merenje i kontrolu, SPE-12G (J.T. Baker, USA) i SPE-kertridZi Strata C-
18E, 500 mg zapremine 3 cm3 (Phenomenex-ThermoFisher Scientific, Germany).
Aktivacija kertridZa je vrSena propustanjem po 10 cm3 metanola i 0,5%-tnog
rastvora hlorovodonicne kiseline, a zatim je na kertridZ nanoSeno po 2 cm?3
pripremljenog F-B ekstrakta. Nakon toga je vrSeno ispiranje kertridZa sa po 10 cm3
0,5% HCI (radi uklanjanja eventualno prisutnih Secera i drugih polarnih supstanci).
Na kraju, vrSeno je eluiranje uzoraka sa po 5 cm? zakiSeljenog rastvora metanola
(dodato mu je 0,5% HCI) u kivete koje su zatvarane i pakovane u zamrziva¢ do
dalje analize.

Standardi za analizu su nabavljeni od Fluka AG (Buch, Switzerland). Analiza je
vrSena UHPLC-MS/MS sistemom uz injektiranje od po 5 uL uzorka. Sistem za
odredivanje sadrzaja polifenola se sastojao od kvaternerne Accela-600 pumpe i
autosemplera povezanih na linearni ion trap - orbitrap - hibridni maseni
spektrofotometar (LTQ OrbiTrap XL, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany).
Za jonizaciju uzoraka (prethodnim zagrevanjem) koriS¢en je elektrosprej sistem
HESI-II (ThermoFisher Scientific, Bremen, Germany). Kolona za razdvajanje koja je
koriS¢ena je bila Hypersil gold C-18 (100 x 2,1 mm, 1,9 pm; Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germany). Mobilna faza se sastojala od vode i 0,1%-tne mravlje
kiseline (A) tj. od acetonitrila i 0,1%tne mravlje kiseline (B). Primenjivan je
program linearnog gradijentnog eluiranja sa protokom od 0,3 cm3 min! i to u
slede¢em reZimu i odnosu: 0,0 - 1,0 min 5% B, 1,0 - 9,9 min od 5% do 95 % (B),
9,9 - 10 min od 95% do 5 % (B), i na kraju 5% (B) u trajanju od 3 min. Polifenolna
jedinjenja su identifikovana i kvantifikovana na osnovu nekoliko parametara
(masenog spektra, tatne mase, karakteristicne fragmentacije i karakteristi¢nih
retencionih vremena) i to pomoc¢u Xcalibur softvera (verzija 2.1), Mass Frontier
softvera (verzija 6.0) i internet baze podataka za izraCunavanje ta¢nih masa

traZenih jedinjenja - ChemSpider (www.chemspider.com).
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I1I-3d Odredivanje sadrzaja rastvorljivih Se¢era u uzorcima

Osim odredivanja ukupnog sadrzaja ugljenih hidrata, kao dela opstih fizicko-
hemijskih parametara, uradeno je i ispitivanje pojedinih vaZnih Secera koji su
rastvorljivi u vodi i nalazili su se u poslednjoj frakciji (F-D) dobijenoj sekvencionom
ekstrakcijom. U tom smislu pripremljeni su standardni rastvori fruktoze, saharoze,
maltoze, glukoze i trehaloze koji su nabavljeni od Tokyo Chemical Industry (TCI,
Europe, Belgium). Analiza je radena HPAEC/PAD metodom (anjonska jonoizmenjivacka
hromatografija visokih performanci sa pulsirajuéom amperometrijskom detekcijom)
na tetnom hromatografu ICS 3000 DP (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) koji je bio
opremljen kvaternernom gradijentnom pumpom (Dionex, Sunnyvale, CA, USA). Za
razdvajanje Secera koriS¢ena je anjon-izmenjivacka- Carbo Pac®PA10 pelikularna
kolona (4x250 mm) (Dionex, Sunnyvale, CA, USA). Zapremina injektovanja je
iznosila 25 pL a radna temperatura 30 °C. Eluiranje uzoraka je vrSeno uz protok od
0,7 cm3 min'! u gradijent sistemu napravljenom od 600 mM NaOH (eluent A), 500 mM
natrijum-acetata (eluent B) i ultra Ciste vode (eluent C). Primenjivan je slede¢i program
gradijentnog eluiranja: 0,0 — 20,0 min, 15% A; 20,1 - 30,0 min, 20% A; 0,0 - 5,0 min, 0%
B; 5,1 - 12,0 min, 2% B; 12,1 - 20,0 min, 4% B; 20,1 - 30,0 min, 20% B. Dobijeni

rezultati su izraZeni kao procentni sadrzaj Secera na suv uzorak polena.

III-4 Odredivanje sadrZaja makro i

mikroelemenata u uzorcima

Mineralni sastav tj. sadrzaj pojedina¢nih makro- i mikroelemenata u uzorcima
polena izvrsen je ICP-OES metodom (indukovano-kuplovana plazma - opti¢ka emisiona
spektrometrija) (iCAP 6500 Duo ICP, Thermo Scientific, UK). Za te potrebe oko 0,6
- 0,7 g uzorka je tretirano sa 7 cm3 65%-tne HNO3 i sa 1 cm3 35%-tnog H20: u
politetrafluoroetilenskim (PTFE) posudama. Za mineralizaciju uzoraka koriscen je
zatvoren mikrotalasni digestioni sistem (ETHOS 1, Milestone, Italy). Na kraju,
dobijeni uzorci su razblaZivani bidestilovanom vodom do 50 cm3. Na isti nacin su
pripremljene i slepe probe. Kao standard su koriS¢eni A multielementni plazma
standardni rastvori, Specpure-4, koji su sadrzavali po 1 g dm svakog od analiziranih

elemenata. Dobijeni rezultati su izraZeni kao mg metala na kg uzorka za makroelemente

Eksperimentalni deo 83



Doktorska disertacija mr Aleksandar Kosti¢

(K, Mg, Na and Ca) i mikroelemente (Fe, Zn, Cu and Co), odnosno, kao pg metala na

kg uzorka polena za elemente prisutne u tragovima (Cd, Cr and Ni).

III-5 Odredivanje proteina SDS-PAGE metodom

Analiza proteina (SDS-PAGE) u redukujué¢im uslovima je uradena po metodi
Fling-a i Gregerson-a [1986]. Gel za razdvajanje (12,5 g/100g) je imao pH = 8,85,
dok je gel za koncentrovanje (5 g/100g) imao vrednost pH od 6,80. Kao radni pufer
je koriS¢en TRIS-glicin pufer [0,05 mol dm-3 TRIS (hidroksimetilaminometan), 0,19
mol dm-3 glicin i 0,1 g/100g SDS (natrijum-dodecilsulfat)]. Ekstrakti polena (F-C)
razblaZivani su puferskim rastvorom, pH = 6,80, do koncentracije od 0,5 mg cm-3
proteina. Svi uzorci su zagrevani 5 minuta u kljucaloj vodi, neposredno pre analize
za koju je uziman alikvot od po 50 pL. Elektroforeza je sprovodena u trajanju od 5
h. Nakon toga gel je potapan i fiksiran u rastvoru boje Comassie blue R250 [0,23
g/100g boje Coomassie®brilliant blue R250, 3,9 g/100g trihlorsircetne kiseline, 6
cm3/100cm3 sircetne kiseline i 17 cm3/100cm-3 metanola]. Posle obezbojavanja,
pomocu rastvora za obezbojavanje [18 cm3/100cm3 etanola i 8 cm3/100cm3
sirCetne kiseline], gel je skeniran i analiziran SIGMA-GEL programom - SigmaGel

software version 1.1 (Jandal Scientific, San Rafael, USA).

I1I-6 Odredivanje tehno-funkcionalnih svojstava polena

U tehno-funkcionalna svojstva proteina, koja su odredena u okviru ove disertacije,
spadaju rastvorljivost proteina, rasvorljivost ugljenih hidrata, emulgujuca i peniva

svojstva polena, kao i njegov kapacitet vezivanja vode (WAC) i ulja (OAC).
III-6a Odredivanje rastvorljivosti proteina
Radi odredivanja sadrzaja rastvorljivih proteina uzorak polena je ekstrahovan

pomocu desetostruko vece zapremine fosfatnog pufera (0,1 M, pH = 7,4) na sobnoj

temperaturi u trajanju od 1 sata. Suspenzija je nakon toga centrifugirana (10.000 x g) 20
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minuta na sniZenoj temepraturi (4 °C). Dobijeni supernatant je predstavljao proteinski
ekstrakt iz polena. Sadrzaj proteina je odreden spektrofotometrijskom metodom
po Bradford-ovoj [1976] na 595 nm uz upotrebu govedeg serum albumina (BSA)

kao standarda.

I1I-6b Odredivanje rastvorljivosti ugljenih hidrata

Radi odredivanja sadrzaja rastvorljivih ugljenih hidrata koriS¢ena je, uobicajena,
,antronska“ metoda [Frglund et al., 1996] koja bi, ukratko, podrazumevala sledece
korake: 0,15 g uzorka polena je ekstrahovano sa 40 cm3 ultra-Ciste vode na 100 °C
u trajanju od 40 minuta. Nakon toga rastvori su profiltrirani, a dobijeni filtrat je
razblaZzen do zapremine od 50 cm3. Zatim je uziman alikvot od 0,3 cm3 uzorka,
dodavano mu je 5 cm3 antrona i meSano sa sumpornom kiselinom (c = 8,6 mol dm-3).
Tako pripremljeni uzorci su zagrevani na vodenom kupatilu na 100 °C u trajanju
od 10 minuta, a nakon toga su ostavljani u ledenom kupatilu da se ohlade do 4 °C.
Nakon toga, merena je apsorbancija plavozelenih rastvora na 620 nm. Sadrzaj
rastvorljivih ugljenih hidrata u uzorcima polena odredivan je primenom
standardnih krivih. Za pripremanje standardnih rastvora uziman je dominantno
ocekivani najzastupljeniji Secer, Sto je u nasem slucaju bila fruktoza, osim uzoraka
10, 201 23, gde je to bila maltoza tj. u uzorku 19 u kome je koriS¢ena smesa (1:1)
fruktoze i maltoze. Odabir najzastupljenijeg Secera, koji ¢e se uzeti kao referentni
za dati uzorak, uraden je na osnovu rezultata analize pojedinih rastvorljivih Secera

u uzorcima polena (III-3c).

III-6¢ Odredivanje emulgujuc¢ih svojstava polena

Emulgujuca svojstva polena odredena su metodom po Pearce-u i Kinsella-i [1978].
U tom smisly, 45 cm?3 vodenog ekstrakta polena (0,1 g/100g) meSano je sa 15 cm? Cistog
suncokretovog ulja, pH= 7. Tako dobijeni uzorci su homogenizovani intenzivnim
muckanjem pomocu homogenizatora marke MSE (MSE-174 Homogeniser, Measuring
& Scietific Equipment lItd., Spenser st, London, S.W1, England) u trajanju od 1

minuta. Uzimani su alikvoti od po 50 pL odmah po zavrSetku homogenizovanja (0 min) i
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10 minuta nakon homogenizacije, pri ¢emu je vodeno racuna da uzorci budu uzeti
tacno sa dna suda za homogenizaciju, bez muckanja i narusavanja emulzije. Svakom od
alikvota je dodavano po 10 cm3 rastvora natrijum-dodecilsulfata (SDS) (0,1
g/100g) i nakon toga im je merena apsorbancija na 500 nm. Dve vrednosti za
apsorbancije- odmah nakon homogenizovanja (Ao) i 10 minuta nakon toga (A1o) -
iskoriS¢ene su za odredivanje indeksa aktivnosti emulzije (EAI) i indeksa stabilnosti

emulzije (ESI). Ova dva parametra racunaju se pomocu sledec¢ih obrazaca:

EAI = 2T-(Ao-F/c-®-10000 ) [m2g-!]

gde su: T-2,203; F- faktor razblazenja (100); c- koncentracija proteina [gcm-3] i &= 0,25

ESI = Ao-(AT/AA) [min]

gde su: AT- vremenski intervali izmedu dva merenja apsorbance (10 min) i AA- razlika u

vrednosti apsorbanci u momentu formiranja emulzije i nakon deset minuta.

I1I-6d Odredivanje penivih svojstava polena

Peniva svojstva polena odredene su pomoc¢u metode Baraca i saradnika [Bara¢
et al, 2010]. Za te potrebe uzimano je po 30 cm3 vodenog ekstrakta polena
(koncentracija 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2 i 2,5 g/100g) pri pH= 7 i podvrgavano je struji
vazduha (protok vazduha je iznosio 6 dm3 u minutu) u trajanju od 15 s kroz
degazer (Waters, Milford, MA, USA) koji se nalazio na dnu kolone od 250 cm3.
Peniva svojstva polena su izraZena kroz vrednosti kapaciteta (FC) i stabilnosti (FS)

pene. Ova dva parametra racunaju se pomocu sledecih obrazaca:

FC=(V1-Vp)/V-100 [%]
gde su: Vo- podetna zapremina rastvora proteina; V- zapremina do koje se podigao nivo

pene u koloni

FS = (V3 - Vo)/V-100 [%]

gde su: Vo- poletna zapremina rastvora proteina; V- zapremina na kojoj se pena odrzala

posle 3 minuta.
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III-6e Odredivanje WAC i OAC vrednosti za polen

Vrednosti odnosa kapaciteta vezivanja vode i kapaciteta vezivanja ulja
(WAC/OAC) za polen odredene su po metodi Wani-ja i saradnika [Wani et al,
2013] uz malu modifikaciju: 1 g uzorka je meSan sa 10 cm3 smeSe dejonizovane
vode i ulja (3:1) u kiveti i meSan 1 minut. Nakon toga, uzorak je ostavljan da stoji
pola sata na sobnoj temperaturi posle ¢ega je centrifugiran 30 min na 2000 x g.
Nakon zavrSenog centrifugiranja merena je zapremina dobijenog supernatanta.
WAC/OAC vrednost je izracunavana iz odnosa pocetne zapremine smese voda/ulje
i zapremine dobijenog supernatanta nakon centrifugiranja uzoraka. Rezultati su

izraZeni kao g smeSe voda/ulje koji su absorbovani na 100 g uzorka polena.

III-7 Odredivanje ukupne antioksidativnosti uzoraka polena

Za odredivanje antioksidativne moci polena koris¢ena je modifikovana metoda
po Serpen-u i saradnicima [Serpen et al., 2007]. Za to je pripremljen radni rastvor ABTS-
a [2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)] (sl. 8) koji se pravi na
sam dan izvodenja eksperimenta (zbog stabilnosti) polazeé¢i od 7 mM rastvora

ABTS-a i to meSanjem 9 cm3 tog rastvora sa 800 cm3 smeSe voda : etanol (1:1).

slika 8. Struktura ABTS-a

Antioksidativna mo¢ polena se ispituje meSanjem 10 mg uzorka sa 10 c¢cm3
radnog rastvora ABTS-a u trajanju od 30 min. Nakon toga, uzorci se centrifugiraju

(9200 x g) a zatim se meri apsorbancija na 734 nm. Rezultati su preracunati na mmol
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Trolox-a (koji bi imao ekvivalentnu antioksidativnu mo¢) na kg uzorka koriS¢enjem
standardne krive. Trolox [6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina]
(sl. 9) je sinteticki analog vitaminu E koji se u organizmu ponasa na slican na¢in ovom
jedinjenju tj. moZe da “hvata” slobodne radikale, u ¢emu se i ogleda njegova

antioksidativna mo¢.
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slika 9. Struktura Trolox-a.

I11-8 Odredivanje mikrobioloske ispravnosti uzoraka polena

Kako je ve¢ naglaseno u delu vezanom za pregled literature, osim poznavanja
botanickog porekla i hemijskog sastava uzoraka polena, mikrobioloski kvalitet je
jo$ jedan od osnovnih parametara koji nam mogu ukazati na njihovu (ne)ispravnost. U
tom smislu, uzorci polena su podvrgnuti mikrobioloskoj analizi na prisustvo budi i
plesni kao jednog od najcesSce zastupljenih biokontaminenata u polenima. Sama
analiza je radena metodom decimanlnih razblaZenja na sledeci nac¢in: odmeravano
je po 10 g uzoraka polena i meSano je sa 90 cm? fizioloSkog rastvora, masene
koncentracije, y(NaCl)=8,5 g dm3. Nakon toga je vrSena homogenizacija ¢ime je
dobijeno osnovno razblaZenje. Od njega je pripremljeno prvo razblaZenje
mesSanjem 1 cm3 tog rastvora sa 9 cm3 fizioloSkog rastvora (razblaZenje 10-1) a
zatim je napravljena i preostala serija decimalnih razblaZenja ( od 102 do 10-%)
uzimanjem po 1 cm3 rastvora odgovarajuéeg razblazenja i meSanjem sa 9 cm3
fizioloSkog rastvora. Za analizu broja plesni koriS¢ena su razblaZenja od 10-3 i 104
tako Sto je po 1 cm3 prebacivan u Petri-jevu Solju i zalivan sa Sabouraud-

maltoznim agarom. Nakon 5 - 7 dana inkubacije, na 25 °C, prebrojane su i razvijene
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kolonije plesni, a rezultat je izraZen kao broj nastalih kolonija (colony forming
units, cfu) po g uzorka polena. Identifikacija kolonija razvijenih plesni uradena je
na osnovu mikroskopskog pregleda micelije i spora prema Watanabe-u [1994] i
Burgess et al. [1994]. Sve izolovane plesni su identifkovane do niova roda osim

Aspergillus sp. koji je identifikovan do nivoa vrste.

III-9 Odredivanje prisustva aflatoksina u uzorcima polena

Prisustvo aflatoksina je ispitivano pomoc¢u imunoenzimske (ELISA) metode.
Homogenizovano je 5 g uzorka i 1 g NaCl u 25 cm? 70%-tnog metanola u erlenmajeru
od 250 ml na orbitalnoj mesalici (GFL 3015, Germany) u toku 30 minuta. Zatim je
homogenat profiltriran kroz Whatman filter papir 1. Filtrat je dalje analiziran
prema uputstvu proizvodaca Celer®Techna test ELISA kitova. Apsorbancija je
odredivana na talasnoj duzini od 450 nm na ELISA c¢itac spektrofotometru (BioTek

ELx800TM, USA).

III-10 Statisticka analiza rezultata

Svi eksperimenti su radeni uz tri ponavljanja, a dobijeni rezultati su izraZeni
kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD). Pomoc¢u t-testa utvrdeno je da li
postoje statisticki znacajne razlike izmedu dobijenih rezultata pri cemu se
smatralo da te razlike ne postoje ako je vrednost za p < 0,05. Za te proracune je
koriSéen statisticki program Statistica verzija 8.0 (Stat.Soft. Inc., Tulsa, OK, USA).
Korelacioni koeficijenti izmedu razli¢itih fizicko-hemijskih i tehno-funkcionalnih
osobina polena su odredeni pomoc¢u Pearson-ovog koeficijenta korelacije na nivou

znacajnosti p <0,05.
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IV REZULTATI I DISKUSIJA

IV-1 Palinoloska analiza polena

Rezultati palinoloSke analize polena prikazani su u Tabeli 6.

Tabela 6. - Rezultati palinoloSke analize polena

uzorak

Predominantni tip

Prateci tip polena

Vazni izolovani tipovi polena

Geografsko

polena(>45%) (15-45%) (3-15%) poreklo (region)
1 Fraxinus (60%) / Rannunculaceae, Zea mays, Rumex, Beograd
Pinaceae, Juglans, Asteraceae
2 Brassicaceae (93%) / Moraceae Backi Monostor
(Vo)
3 Fabaceae (48%) Brassicaceae (19%) Rannunculaceae, Vitis Bor¢a (BG)
4 Helianthus (75%) / Cannabaceae, Asteraceae, Zea mays Beograd
5 / Brassicaceae (45%), Salix (35%) Rosaceae, Vitis Beograd
6 Salix (81%) / Rosaceae, Quercus Babusnica
7 / Plantago (25%), Ambrosia (22%) Apiaceae, Artemisia, Asteraceae, Fabaceae, Valjevo (CS)
Zea mays, Rannunuculace, Tilia
8 Fabaceae (72%) / Brassicaceae, Sophora Obrenovac (BG)
9 Fabaceae (50%) / Brassicaeae, Rosaceae, Salix, Vitis Sabac (CS)
10 Apiaceae (69%) / / Sibnica (CS)
11 Brassicaceae (31%), Fabaceae Lamiaceae, Salix, Tilia Beograd
(18%), Moraceae (18%)
12 Brassicaceae (76%) / Salix, Rosaceae, Sambucus, Apiaceae Mala Krsna (BG)
13 Brassicaceae (53%) / Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Smederevo (BG)
Rannunuculaceae
14 Fabaceae (81%) / Brassicaceae Smederevo (BG)
15 Rosaceae (42%), Fabaceae (23%)  Asteraceae, Plantago Gunjaci (CS)
16 / Plantago (35%), Fabaceae (19%),  Zea mays Valjevo (CS)
Ambrosia (19%), Asteraceae
(18%)
17 / Brassicaceae (34%), Fabaceae Helianthus, Rannunculaceae, Tilia Petrovaradin
(28%) (voy
18 / Ambrosia (31%), Asteraceae Apiaceae, Artemisia, Helianthus, Sid (VO))
(18%) Brassicaceae, Chenopodiaceae,
Rannunculaceae
19 / Asteraceae (18%) Helianthus, Carduus, Brassicaceae, Fabceae, Beograd
Plantago, Poaceae, Zea mays,
Rannunculaceae, Rosaceae
20 / Fabaceae (34%), Brassicaceae Artemisia, Ambrosia, Rannunculaceae, Vitis Brzan (CS)
(25%)
21 Rannunculaceae / Asteraceae, Artemisia, Helianthus Sid (Vo))
(76%)
22 Fabaceae (57%) / Brassicaceae, Ambrosia, Helianthus, Vitis Zrenjanin (VOJ)
23 / Sophora (42%) Asteraceae, Cannabaceae Backa Topola
(von
24 Fabaceae (78%) / Brassicaceae Arandelovac (CS)
25 Sophora (46%) Helianthus (21%) Asteraceae, Chenopodiaceae, Zea mays, Vinca (BG)
Rannunculaceae
26 / Rannunculaceae (24%), Robinia Asteraceae, Artemisia, Ambrosia, Cacak (CS)

22%)

Chenopodiaceae, Cornus, Brassicaceae

U skladu sa preporukom Campos-eve [Campos et al., 2008] medu ispitivanim

uzorcima polena samo tri uzorka su bila monofloralnog tipa i ispunjavala su uslov

da sadrze viSe od 80% polenovih zrna koja vode poreklo od jedne biljne vrste ili iz

iste familije biljaka. To su bili:

uzorak 2 koji je sadrzavao 93% polenovih zrna koja su vodila poreklo od

biljaka iz familije krstaSica tj. kupusnjaca (Brassicaceae)
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- uzorak 6 koji je sadrzavao 81% polenovih zrna vrbe (Salix)

- uzorak 14 sa oko 81% polenovih zrna koja su vodila poreklo od biljaka iz

familije mahunarki (Fabaceae)

Preostala dvadeset i tri uzorka mogu se okarakterisati kao poliflorani sa ukupno
petnaest identifikovanih biljnih vrsta ili familija koje su bile razli¢ito zastupljene. Medu
njima polen biljaka iz familija mahunarki bio je zastupljen kao predominantan u
Sest uzoraka (uzorci 3, 8, 9, 14, 22 i 24) dok je polen krstasica bio zastupljen kao
predominantan u dva uzorka (uzorci 12 i 13). Poleni biljaka iz ove dve familije
pronadeni su u skoro svim ostalim uzorcima bilo kao prate¢i tip polena bilo kao
vazna izolovana vrsta polenovih zrna. Ovako velika i Siroka zastupljenost polena
biljaka iz ove dve familije u skoro svim uzorcima posledica je Siroke zastupljenosti
ovih biljaka u poljoprivrednoj proizvodnji nase zemlje [BoSnjak et al, 2012]. Od
biljaka iz familije mahunarki treba posebno izdvojiti soju, koja se intenzivno gaji na
velikim povrSinama Sirom Srbije, zbog njene upotrebe kako u ljudskoj tako i u
sto¢noj ishrani. Tu su, zatim, razne vrste detelina, koje se gaje kao kvalitetna stoCna
hrana, kao i grasak i pasulj koji su poznate kultivisane vrste rado prisutne na trpezama u
nasim domacinstvima. Sli¢na situacija je i sa kupusom, keljom, brokolijem, kelerabom i
ostalim biljkama iz familije krstaSica (kupusnjaca) medu kojima posebno treba
ista¢i kupus po kome su neki od delova Srbije poznati i van granica nase zemlje
(npr. Futog i okolina su poznati proizvodaci tzv. ,futoskog“ kupusa izuzetnog
kvaliteta). Od ostalih predominantno zastupljenih tipova polenovih zrna prisutni
su, u po jednom uzorku, poleni jasena (uzorak 1) suncokreta (uzorak 4), japanskog
bagrema (Sophora) (uzorak 25) i biljaka iz familije StitonoSa (Apiaceae) (uzorak
10) i ljuti¢a (uzorak 21). Od familija i biljnih vrsta koje su izolovane kao znacajni
izvori polena identifikovane su i dudovi (Moraceae), glavocike, ambrozija, ruZze,
bokvice i bagrem.

U raspodeli biljnih familija i vrsta u zavisnosti od geografskog porekla ne
postoji neka pravilnost tj ve€ina najzastupljenijih vrsta i familija se javlja u svim

delovima Srbije (Tabela 7).
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Tabela 7. - Raspodela biljnih vrsta i familija u zavisnosti od geografskog porekla uzoraka

BGD

VOJ

CS

Predominantno
zastupljeni poleni

Helianthus (75%) Fraxinus (60%)
Fabaceae (81%, 72%,48%)
Brassicaceae (76%,53%) Sophora
(46%)

Brassicaceae (93%),
Rannunculaceae (76%), Fabaceae
(57%)

Apiaceae (69%), Fabaceae (78%,
50%)

Pratedi tipovi polena

Brassicaceae (45%, 31%19%)
Salix (35%), Helianthus (21%),
Fabaceae (18%), Moraceae (18%)
Asteraceae (18%)

Brassicaceae (34%), Fabaceae
(28%), Sophora (42%), Ambrosia
(31%), Asteraceae (18%)

Rosaceae (42%), Plantago (35%),
Fabaceae (34%, 23%, 19%),
Plantago (25%), Brassicaceae
(25%), Rannunculaceae (24%),
Ambrosia (22%, 19%), Robinia
(22%), Asteraceae (18%)

Vazni izolovani tipovi
polena

Rannunculaceae, Zea mays,
Rumex, Pinaceae, Juglans,
Asteraceae, Vitis, Cannabaceae,
Rosaceae, Brassicaceae, Sophora,
Lamiaceae, Salix, Tilia, Sambucus,
Apiaceae, Fabaceae, Helianthus,

Moraceae, Helianthus,
Rannunculaceae, Tilia, Apiaceae,
Artemisia, Brassicaceae,
Chenopodiaceae, Asteraceae,
Ambrosia, Vitis, Cannabaceae

Apiaceae, Artemisia, Asteraceae,
Fabaceae, Zea mays,
Rannunuculace, Tilia,

Brassicaeae, Rosaceae, Salix, Vitis,
Plantago, Ambrosia,
Chenopodiaceae, Cornus

Carduus, Plantago, Poaceae,
Chenopodiaceae

Polen leguminoza se javlja u svim delovima Srbije bilo kao predominantan, prateci
ili vaZan izolovan tip, kao i polen vrbe. Sa druge strane, polen kupusnjaca nije pronaden
kao predominantan u Centralnoj Srbiji, ali se javlja u nekim uzorcima iz tog dela
Srbije kao pratedi ili kao vazan izolovani tip polena. Polen suncokreta je pronaden
u uzorcima iz Vojvodine i Beograda, dok ga nije bilo u uzorcima iz Centralne Srbije
Sto je i oc¢ekivano ako se ima u vidu gde se i kada uzgaja suncokret. Polen japanskog
bagrema je pronaden u uzorcima iz Vojvodine i Beograda sto ukazuje da se u tom
delu Srbije verovatno viSe koristi kao ukrasno bilje. Polen ljuti¢a je pronaden kao
predominantan u uzorcima iz Vojvodine, ali se javlja i u uzorcima iz svih ostalih
delova Srbije u manjim procentima. Polen Stitonosa je pronaden kao dominantan u
uzorcima iz Centralne Srbije, a u ostalim uzorcima se javlja bilo kao prateci tip bilo
kao vaZna izolovana vrsta polena. I biljke iz familija ljuti¢a i StitonoSa su poljsko
samoniklo bilje koje raste po livadama i paSnjacima pa je za ocekivati da se javlja u
svim delovima Srbije.

Primecuje se, u okviru datih rezultata, da je u Sest uzoraka prisutan polen
ambrozije, bilo kao prateci bilo kao vazan izolovani tip. Ambrozija je prepoznata
kao jedna od najinvazivnijih korovskih biljnih vrsta i kao jedna od biljnih vrsta ¢iji

je polen najjaci alergen [Oswalt i Marshall, 2008; Smith et al., 2013].
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IV-2 Fizicko-hemijski sastav uzoraka polena

IV-2a Sadrzaji vlage i pepela u uzorcima polena

Ukupni sadrZaji vlage i pepela, izrazeni u g/100g, u ispitivanim uzorcima

prikazani su u Tabeli 8.

Tabela 8. - Sadrzaji vlage i pepela [g/100g] u uzorcima polena*

Uzorak Vlaga Pepeo

1 8,92 + 0,02 1,18 £ 0,03
2 10,10+ 0,12 2,45+ 0,02
3 9,31+0,02a 2,69 +0,09a
4 10,84 + 0,04 1,93+0,04b
5 11,16 £ 0,04 2,60+0,02c
6 9,76 £ 0,03 b,c 2,98+0,01
7 10,24 £0,02d 3,26+0,02d
8 9,86 +£0,03b 2,73+0,02a
9 10,58 + 0,04 2,85+0,01e
10 4,35 +0,02 2,68+0,05a
11 6,80+ 0,03 2,72+0,02a
12 8,53 +0,03f 2,85+0,04¢
13 9,57+0,07 e 2,57+0,05c
14 11,82 + 0,04 3,32+0,03d
15 11,32+ 0,03 2,34 +0,03f
16 8,09+0,11g 2,26+0,02¢g
17 9,35+ 0,06 a 2,19+ 0,04 gh
18 8,53+0,02f 1,87 +0,03b
19 12,62 £ 0,05 1,89+0,06b
20 10,33 +£0,05d 2,20+ 0,03 gi
21 8,65 + 0,04 2,19 £ 0,05 h,i
22 9,54+0,02e 2,11+ 0,03
23 14,35 £ 0,05 1,59 £ 0,05
24 9,65 + 0,25 ce 2,16 £ 0,03 h,i,j
25 9,05+0,07 2,04 £ 0,06
26 8,18+0,03 g 2,35+0,04f

min vrednost 4,35+0,02 1,18 £ 0,03

max vrednost 14,35+ 0,05 3,32+0,03

* Rezultati za pepeo su uzrazeni u odnosu na masu suvih a vlage u odnosu na masu vlaznih uzoraka. Svaki rezultat je dat sa

standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).

Sadrzaj vlage se u uzorcima kretao u opsegu od 4,35 g/100g koliko je nadeno
u uzorku 10 (Sibnica), do 14,35 g/100g u uzorku 23 (Backa Topola). Srednja
vrednost vlage u uzorcima iznosila je 9,7 g/100g.

Srednja vrednost i koli¢ina vlage su u vecini ispitivanih uzoraka bile iznad gornje
vrednosti dozvoljene po naSem zakonu, a koja iznosi 8 g/100g [SluZbeni list Srbije i
Crne Gore, 2003]. Na osnovu zakonske regulative sadrzaj vlage u ispitivanim uzorcima

bio je i iznad dozvoljenih vrednosti u Brazilu [Brasil, Ministério de Saude, 2001], a
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jedino je neznatno bio ispod vrednosti koje su dozvoljene u Kini [General
Administration of Quality Supervision, Inspection and Quarantine of the People's
Republic of China, 2003] i Bugarskoj [Campos et al., 2008] (10%). Visok sadrZaj
vlage u uzorcima polena je najverovatnije posledica ili neadekvatnih uslova skladiStenja
uzoraka ili nedovoljnog suSenja uzoraka pri njihovom sakupljanju. S obzirom da
prisustvo vlage u ve¢im kolicinama u materijalima koji se koriste u ishrani moze
dovesti do razvoja mikroorganizama i fermentacije, bilo bi potrebno da se ova koli¢ina
vlage svede u zakonski predvidene okvire. Medutim, Bogdanov [Bogdanov, 2012]
sugeriSe da sadrzaj vlage ne bi trebalo da bude ispod 6% jer bi to negativno uticalo
na senzorna svojstva polena i da je optimalna vrednost za nju od 6% do 10%.

Prosecan sadrzaj vlage u ispitivanim uzorcima polena bio je nesto visi u odnosu na
one koje su za uzorke Spanskog polena dobijali Serra-Bonvehi i saradnici [Serra-
Bonvehi et al., 2001; Serra-Bonvehi i Jorda, 1997] (4,68 - 5,87 g/100g) i Orzaez-
Villanueva i saradnici [Orzaez-Villanueva et al., 2001] (7,14 * 1,71 g%), odnosno,
Almeida sa saradnicima [Almeida et al., 2005] za uzorke polena iz juznog Brazila
(7,5%). Medutim, sa druge strane Modro-va sa saradnicima [Modro et al., 2007] je
za druge uzorke brazilskih polena nasla znatno visi sadrzaj vlage (27%), a tako
visoke vrednosti u uzorcima polena nasli su i neki drugi istrazivaci za uzorke
polena iz Amerike (18,8 - 28%) [Herbert i Shimanuki, 1978,] odnosno sa Novog
Zelanda (16 - 21 g/100g) [Human i Nicolson, 2013]. Carpes-ova [Carpes et al.,
2009] je utvrdila da su se vrednosti za vlagu u brazilskim uzorcima polena kretale
u opsegu od 1,69% do 7,84% pri ¢cemu je ¢ak 47% uzoraka prevazilazilo gornju
granicu dozvoljenih vrednosti za sadrZaj vlage po brazilskim propisima.

Sadrzaj pepela u ispitivanim uzorcima kretao se u intervalu od 1,18 g/100g
koliko je sadrzavao prvi uzorak iz Beograda do 3,32 g/100g koliko je izmereno za
uzorak broj 14 koji je vodio poreklo z Smedereva. MoZe se uociti da je koli¢ina
pepela u ispitivanim uzorcima bila znatno ujednacenija u odnosu na sadrzaj vlage.
Ako se dobijene vrednosti uporede sa dozvoljenim vrednostima za sadrzaj pepela
u uzorcima polena (koji se kretao od 2 g/100g do 6 g/100g uzorka [Campos et al.,
2008]) vidimo da se ispitivani uzorci nalaze na donjoj granici tih vrednosti ili ispod
nje. Dobijeni rezultati su bili slicni rezultatima koje su dobili Serra-Bonvehi i Jorda-

ijeva (1,93 g/100g) [Serra-Bonvehi i Jorda, 1997] kao i rezultatima Nogueira-ove i
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saradnika [Nogueira et al., 2012] koji su u polenima nasli sadrzaj pepela u opsegu
od 0,5 g/100g do 3,16 g/100g uzorka. I Human-ova i Nicolson-ova [Human i
Nicolson, 2006] daju rezultate o sadrzaju pepela u uzorcima polena sa
vrednostimanesto iznad 1% za polen koji su sakupile medonosne pcele. Prema
dosadasnjim istrazivanjima najveci uticaj na sadrzaj pepela u uzorcima polena ima
njihovo botanicko i geografsko poreklo, i to pre svega hemijski sastav zemljiSta na
kome raste medonosno bilje [Campos et al., 2008; Orzaez-Villanueva et al., 2001].
Osim toga, Nogueira-ova [Nogueira et al, 2012] istice i moguénost nedovoljno
efikasne procedure CiS¢enja uzoraka polena pri njihovom sakupljanju $to moZe

uticati na povecanje sadrZaja mineralnih materija, a samim time, i pepela u njima.

IV-2b Sadrzaji makro- i mikroelemenata u uzorcima polena

Ukupni sadrzaji makro- i mikroelemenata, izraZeni u mg kg1, u ispitivanim
uzorcima prikazani su u Tabelama 9 i 10.

Najzastupljeniji makroelement je bio kalijum. Njegov sadrzaj se kretao u rasponu
od 2462 do 4236 mg kg1 sa prosecnom vrednoséu od 3391 mg kgl. Najmanje
koli¢ine su pronadene u uzorku broj 4 (Beograd), dok je najvise ovog elementa bilo
u uzorku iz Valjeva (broj 7). Drugi po zastupljenosti je bio kalcijum (855,5 - 2032
mg kg'1) sa prosecnim sadrzajem od 1425 mg kg'L. Najveli sadrZaj ovog elementa
je naden u uzorku broj 12 (Mala Krsna) dok se sa minimalnom koli¢inom kalcijuma
odlikovao uzorak broj 23 (Backa Topola).

SadrZaj magnezijuma je bio nesto ujednaceniji u uzorcima i kretao se u opsegu
od 503 mg kg1 do 964 mg kg1 (prosecna vrednost je bila 749 mg kg-1) pri cemu je
minimalna koli¢ina ovog elementa bila u uzorku iz Beograda koji se odlikovao i
najmanjim sadrZajem kalijuma (br. 4), a maksimalni sadrZaj magnezijuma je
pronaden u uzorku iz Male Krsne (br. 12), koji je imao i najvisi sadrZaj kalcijuma,
kao i u uzorku iz Sapca (br. 9). Ako se uporede botani¢ko poreklo uzoraka i sadrzaj
ova tri najzastupljenija elementa moZe se uociti da je najveci sadrzaj kalijuma
registrovan u uzorku br. 7 ¢iji je polen poticao od polena bokvice (25%) i
ambrozije (22%), dok je minimalni sadrzaj kalijuma zabeleZen u uzorku koji je

dominantno sadrzavao polen suncokreta (br. 4, 75%). Poleni biljaka iz familije
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kupusnjaca mogu se okarakterisati kao bogati kalcijumom, jer su tri uzorka sa
najviSe ovog elementa (2, 12 i 17) predominantno sadrzavala polen biljaka iz ove
familije.. Sa druge strane, moZemo reci da je polen japanskog bagrema siromasan
kalcijumom. Po sadrzaju magnezijuma, kao bogate, moZemo izdvojiti uzorke koji su
pretezno poticali od biljaka iz familija kupusnjaca i leguminoza dok je polen
suncokreta bio siromasan i ovim elementom bas kao i u slucaju kalijuma.

Sadrzaj gvozda, kao sledeceg po zastupljenosti makroelementa, bio je u intervalu
40 - 141 mg kg1 pri ¢emu je srednja vrednost u uzorcima iznosila 70,1 mg kg1.
Najmanje koli¢ine ovog elementa su utvrdene u uzorku broj 22 (Zrenjanin) dok su
najvece koli¢ine izmerene u uzorku broj 4 (Beograd) potpuno suprotno njegovom

minimalnom sadrZaju kalijuma i magnezijuma.

Tabela 9. - Sadrzaji makroelemenata [mg kg-1] u uzorcima polena*

metali K Ca Mg Fe Al Mn In Na
uzorak

1 3616,3+28,7a 921,6+4,6a 747,6+4,7 3, 100,39+0,02a 53,67+0,22 31,94+0,22 57504 275+03
2 32413+257b 1739+14b 831,8+4,2b 483+ 02b 278+ 01 1888+0,30a 369+ 04 26,75+0,16
3 3389+225¢d 1461,7+11,1c 9284+4,1c 831+ 03 1008+04 18,38+0,22 36,59 +0,06 549+0,6
4 2462,0+6,2 11886+14,5d 502,8+2,8 141,3+0,7 112,004 1616+0,31b 449+0,6 584+0,08
5 3420,2+73c 15004 + 199e 819,8+6,7b 74103 362+0,2 32,66+0,51 40,36+ 0,06a 17,7+ 0,3
6 3404,4+6,7c 1196+7d 595+3d 569+0,2 10,97 +0,05 22,75+0.22 412+04b 15,11+0,07
7 42357 £14,6 14545+7,0c 829+4b 100,1+02a 27,11+0,02a 4726+0,22 759+0,1 1944+0,01a
8 3507,6+21,1e 1438+12¢ 9634+43e 60,3+0,3 293+0,1 2197+037c 381+0,2 16,63+0,02
9 35624 +51f 1587,5+19f 9641+61e 641+01c 271%£01a 2340£0,17 398+0,2 164+0,2
10 30457 +153 1280,6 9,6 622,6+3,0f 79,6 £04 62101 19,89+0,28 439+02c 149+0,1
11 3637,0+£282ag 1903 +19 9413+111c 74803 24,7+0,1 20,45+0,35 374+01 293+0,3
12 3664,1+58¢g 2032+11g 9643+70e 52503 21,601 21,32+0,33d 31,702 258+0,2
14 3512+37ef 12363+116h 875+4 93,6 +0,6 61,4+0,3 1896+0.22a 40,74 +0,05d 34,7+0,2b
15 3384+8d 17769+1751 7506+15a 6844 +0,06d 168+0,1b 9223+1,51 409+05bd 155+0,7
16 37109 +4,4h 9737 657,1+58g 481+0,1b 850+0,06 21,73+0,21c 437+05¢c 21,3+0,2
17 3240+7b 20033+220g 7347+6,7ah 66,1+0,3 31,7+01c 21,12+0.21d 41,1+05b 14,7+0,2
18 2740+16 17479+21,1bji 584,7+58d 536+01e 28,52 +0,02 13,52+0,05 288+0,2 346+06b
19 3186,1+32,3b 10349+6,5 619,6+3,0f 44,1+0,1 26,57 +0,02 15,47 +0,09 390+04e 195+09ac
20 35361+141e 1581,4+73f 776169 536+01e 2693+0,11a 17.99+0,15¢e 348+03 21,57 +0,09
21 3675+24gh 17339+144b 650,1+34g 685+0,1d 42,0£0,1 17,67 0,07 403+0,2a 23402
22 32190+16,1b 12287+7,1h 702525 39,6+0,2 166+0,1b 13,81+0,14 419+05 21,7+0,2
23 26625+6,5 8555+83 552,6+1,7 1149+0,1 90,05 + 0,04 14,91+0,08 39,05+0,05e 4,95+0,05
24 3819,7+199i 1307,6+123 847,7+28 546+0,1 221+0,1 1812+0,24¢ 485+0,5 196+02¢
25 3126,7+73 9209+24a 534+3 46,8+0,2 31,6+01c 15,08+0,13 44,402 8,21£0,06
26 3787,6 1681 15324+81e 7309+36h 639+03c 30,35+0,06 1613+0,39b 333£0,2 308+0,1

min vrednost 2462,0£6,2 855,5+8,3 502,8+2,8 39,6102 8,50+0,06 13,52+ 0,05 288+0,2 4,95+ 0,05

max vrednost 42357 +14,6 2032+11 964,3+7,0 141,3+0,7 112,004 92,23+1,51 759%0,1 549+0,6

* Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).

Slede¢i po zastupljenosti od makroelemenata je bio aluminijum. Po sadrZaju
ovog elementa, koji je bio u slicnom rasponu vrednosti kao i sadrZzaj gvozda,
izdvojili su se uzorak iz Valjeva (br. 16) sa svega 8,5 mg kg1 ovog elementa dok je,
ponovo, uzorak broj 4 (Beograd) zapaZen kao onaj u kome je sadrzaj aluminijuma
bio viSe nego 10-ostruko vec¢i (112 mg kg1). Prosec¢na zastupljenost aluminijuma u

uzorcima je iznosila 38,6 mg kg-1.
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Od preostala tri makroelementa (Mn, Zn i Na) mangan je bio najzastupljeniji u
uzorku broj 15 (Gunjaci, 92 mg kg'!) a najmanje ga je bilo u uzorku broj 18 (Sid,
13,5 mg kg1); cinka je najviSe bilo u uzorku iz Valjeva ( 7,76 mg kg1), a najmanje u
uzorku iz Sida (18,29 mg kg'!) Koji je imao i najniZi sadrzaj mangana. Na kraju, po
sadrZaju natrijuma moZemo izdvojiti uzorak broj 3, iz Bor¢e (55 mg kg1), kao
najbogatiji ovim elementom, odnosno uzorak broj 23 iz Backe Topole, koji je vec¢
izdvojen kao najsiromasniji kalcijumom a koji se pokazao i kao uzorak sa minimalnom
koli¢inom natrijuma (55 mg kg1). Ako se posmatraju srednje vrednosti sadrZaja za
ova tri elementa one su iznosile - 41,6 mg kg1 za cink, 23,7 mg kgl za mangan i
21,6 mg kg1 natrijuma u uzorcima. Prate¢i povezanost pojave ovih elemenata sa
botanickim poreklom uzoraka ne uocava se nikakva posebna pravilnost osim Sto se
moZe re¢i da su uzorci koji su, pretezno, poticali od suncokreta i japanskog

bagrema bili siromas$ni po sadrZaju natrijuma.

Tabela 10. - Sadrzaji mikroelemenata [mg kg-1] u uzorcima polena*

metali

Cu Ba Ni Sr cd Co Cr
uzorak

1 5,78+0,03 1,763 +0,004 1,513+0,021 0,730+0,008 0,099 + 0,008 0,098 + 0,001 0,46+0,01

2 7,90+ 0,08 0,665 +0,003 1,140,02a 0,957 +0,009 0,066 +0,004a 0,033 +0,004a 021001lag

3 7,59+ 0,05 1,244 +0,002 0,44+0,02 1,60%0,02a 0,055+ 0,003 b, 0,036 £ 0,005 ab 0,26+0,02b

4 63+01a 0,931 0,005 0,252+ 0,006 0,82+0,01 0,045+ 0,009 d,e 0,049 +0,004c 0,332 0,007

5 7,363+0,096b 1,54+ 0,01 1,00+0,02 0,92+0,02 0,142 £0,012 0,047 +0,001 ¢ 0,26+0,02b

6 6,60 0,06 2,047 0,005 0,72+0,01b 1,639 +0,008 0,055 +0,002b 0,030 £0,002ad 0,17 +0,02¢

7 9,12+0,04 6,098 £ 0,004 0,94+0,02 337001 0,228+ 0,001 0,083 0,002 0,27+0,03b

8 808+0,13 0,649 +0,0204 041+0,03 1,15+0,01 0,044 +0,001d 0,033+0,003a 0,23+0,02de

9 10,29+0,05¢ 0,728+0,003 0,71+0,01b 1,172+0,005b 0,054 +0,007 bcf 0,029 0,005 a,f 0,24+0,02d
10 6,78+0,07 0,905+ 0,001 0,37+0,02¢ 1,18+0,13b 0,048 0,005 e 0,090 + 0,005 e 0,249 +0,002d
11 98102 1,039.+0,005 1,26+0,01 1,78+0,02 0,057 0,002 ¢ 0,024 +0,004a 0,24+0,01d
12 8910,1 0,383 0,003 0,35+0,01 0,746 + 0,009 0,050 +0,002 e,f 0,016+0,002 g 0,23+0,02e
14 7,326 0,098 b 0,77+0,01 0,300 £0,008d 3,06+0,02 0,044+ 0,002 d 0,042+0,001b 0,27+0,01b
15 8,62+0,05 2,64+0,02 2,23+0,03 1,198 +0,005 0,167 + 0,004 0,058 +0,005 ¢ 0,20+0,01af
16 6,08+0,05 1,84+0,02 0,75+0,03 1,032 +0,008 0,049 £ 0,005 e,f 0,036+0,001a 0,17+0,01c
17 10,74 +0,07 0,94+0,01 0,29+0,02d 3,20+0,03 0,039 +0,004d 0,017+0,008adfg 021+001g
18 852+0,04 0,630 + 0,004 081+0,01e 0,878+ 0,002 0,048+ 0,005 d,f 0,026 £0,003a 0,17+0,02¢
19 6,25+0,07a 0,567 + 0,004 0,56 +0,02 0,858+ 0,003 0,053 +0,002 f 0,029 +0,003a 0,19 0,01fi
20 8,67+0,05 0,681+ 0,005 0,65+0,02 1,076 +0,006 ¢ 0,050+ 0,002 e 0,024+ 0,002 af 0,21+0,02agh
21 104+0,1c 1,306+ 0,008 1,12+0,02a 230+0,01 0,061+0,009ab,c 0,030+0,001a 021+001lag
22 6,86+0,07 0,760 + 0,004 0,367 0,004 ¢ 1,59+001a 0,067 £0,004a 0,017+0,010g 0,17+0,01c
23 440+0,04 0,782 0,001 0,23+0,02 0,906 + 0,004 0,028 £ 0,003 0,035+0,002a 0,29 0,02
24 821+0,08d 0,597 +0,008 080£0,02e 1,07£0,01c 0,056 + 0,004 b,c 0,031+0,004a 0,196 + 0,006 £h
25 5,26+ 0,05 0,465 +0,007 0,543 +0,003 0,510+ 0,004 0,046+0,011df 0,0130+0,005g 0,20+0,01ah
26 83+02d 0,640 £ 0,009 1,14+0,02a 0,67+0,01 0,036 + 0,004 0,030 + 0,006 0,21+0,03aeghi

min vrednost 4,40 0,04 0,383 +0,003 0,23 +0,02 0,730 + 0,008 0,028+ 0,003 0,0130 0,005 0,17+0,01
max vrednost 10,74+ 0,07 6,098 + 0,004 2,23+0,03 3,37+0,01 0,228+ 0,001 0,098 + 0,001 0,46+0,01

*Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).

Rezultati koji su dobijeni, o zastupljenosti makroelemenata u ispitivanim uzorcima,
su u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili Carpes-ova i njeni saradnici [Carpes
etal, 2009], kao i Morgano sa saradnicima [Morgano et al., 2012] za uzorke polena

iz Brazila u kojima su tri najzastupljenija metala bili, takode, kalijum, kalcijum i
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magnezijum. Isti redosled zastupljenosti ovih makroelemenata su pronasli i Yang i
saradnici u kineskim uzorcima polena [Yang et al., 2013]. Ako se dobijeni rezultati
uporede i sa rezultatima koje su dobili Stanciu i njegove kolege [Stanciu et al., 2011]
ponovo se moZe uociti saglasnost u zastupljenosti tri navedena glavna makroelementa.
Gledano kolicinski, prose¢an sadrzaj kalijuma u uzorcima je bio jedan i po do dva
puta manji u odnosu na vrednost koju su dobili Yang (5324 mg kg'1) i Carpes-ova
sa saradnicima (5117 mg kg1). Sadrzaj kalcijuma je bio izmedu vrednosti koje su
oni dobili (2068 mg kg1 tj 1031 mg kg1 Ca), a po sadrZaju magnezijuma ispitivani
uzorci su bili gotovo identi¢ni uzorcima Carpes-ove (755 mg kg'1), dok je Yang sa
saradnicima pronaSao dvostrukovecu prosecnu zastupljenost Mg u uzorcima
kineskih polena (1449 mg kg1). Velike varijacije u sadrZaju ovih elemenata autori
dovode u vezu sa razlikama u botanickom poreklu uzoraka.

Kada su u pitanju ostali metali koji su u uzorcima polena bili prisutni kao
makroelementi moZe se uociti da je natrijum znatno manje zastupljen u odnosu na
rezultate drugih istraZivaca. Tako je u uzorcima Spanskih polena, koje su ispitivali
Orzaez-Villanueva i njene kolege [Orzaez-Villanueva et al,, 2001, 2002], natrijum
bio drugi po zastupljenosti od makroelemenata, odmah iza kalijuma i to sa prose¢nim
sadrzajem od 582 mg kg1 Sto je daleko viSe (10 puta) od maksimalnog sadrZaja
natrijuma detektovanog u uzorku br. 3 (55 mg kg1). Znatno vecu zastupljenost
natrijuma, u odnosu na ispitivane uzorke, pronasli su Szczesna [2007] i Yang sa
saradnicima [Yang et al, 2013]. Sa druge strane, nizak sadrZaj natrijuma u uzorcima
polena pronaSao je i Morgano sa saradnicima [Morgano et al, 2012] koji je
natrijum svrstao u mikroelemente. Po sadrZajima gvozda, mangana i cinka
ispitivani uzorci polena su bili u saglasnosti sa rezultatima Orzaez-Villanueva-e i
saradnika, dok je prosecan sadrzaj gvoZda i mangana bio neznatno viSi u kineskim
uzorcima polena [Yang et al.,, 2013]. Sadrzaj cinka je bio u saglasnosti i sa ovim
rezultatima. Serra-Bonvehi i Jorda [Serra-Bonvehi i Jorda, 1997], isti¢u vaZnost
gvozda i cinka kao dva elementa neophodna u ljudskoj ishrani, a koje je polen
sadrZavao u koli¢ini od 15% potrebnog dnevnog unosa za odraslog ¢oveka (39,2 mg kg
za Fe tj 33,9 mg kg! za Zn). U tom smislu, oni naglasavaju da je polen znatno
bogatiji ovim vaZznim makroelementima i pogodniji za upotrebu u ishrani od

drugih pcelinjih proizvoda. Poredenjem vrednosti potrebnog dnevnog unosa ova
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dva elementa sa vrednostima dobijenim za ispitivane uzorke polena uocava se da
bi na ovaj odrasla osoba obezbedila ¢ak 30% dnevnih potreba za unosom gvozda t;j.
15% za cink. Po sadrZaju aluminijuma samo dva uzorka polena su sadrZavala ovaj
element u koli¢inama ve¢im od 100 mg kg1 dok je u svim ostalim uzorcima njegov
sadrZaj bio znatno nizi. Ovakvi rezultati su zadovoljavaju¢i, jer Campos-eva sa
saradnicima [Campos et al., 2008] kao jedan od velikih problema u uzorcima koje
su oni ispitivali isti¢e upravo to Sto je sadrZaj ovog elementa u svima bio veci od
ove granice, a slicne podatke za aluminijum nalazimo i u Morgano-ovom radu
[Morgano et al, 2010]. Naime, veliki problem sa ovim elementom je $to je on
neurotoksican i moZe da utie na reproduktivnost ljudi. Zbog toga se preterana
konzumacija ovakvog polena ne preporucuje starijim ljudima, trudnicama i deci.
Imajuci u vidu da su oba uzorka u kojima je detektovan poviSen sadrzaj ovog
elementa (br. 3 i br. 4) geografski vodili poreklo iz regiona grada Beograda moguce
je da je to uzrok njihove kontaminacije aluminijumom. Ako se ima u vidu da je
Beograd, kao glavni grad, industrijski i trgovacki centar Srbije, moguce je da je pod
antropogenim uticajem doSlo do zagadenja ako su uzorci prikupljani u urbanoj
zoni grada. Ono $to Somerville i Nicol-ova isticu [Somerville i Nicol, 2002], osim
velikog variranja u sadrZaju svih elemenata zastupljenih u polenu u zavisnosti od
njegovog botanickog porekla, jeste i to da je koncentracija svih elemenata u polenu
znatno visa u odnosu na koncentracije u medu. Razlog tome moZe biti i ¢injenica da
u toku transporta do kosSnice pcele polen vlaze nektarom odakle moZe da potice
deo elemenata identifikovanih u polenu.

Analizom sadrzZaja mikroelemenata po zastupljenosti, na prvom mestu se
izdvojio bakar (4,4 - 10,7 mg kg1) sa prosecnim sadrZajem u uzorcima od 7,8 mg
kg-1. Ovakav sadrZaj bakra je skoro devet puta ve¢i od prosetnog sadrZaja ovog
elementa u uzorcima polena iz Spanije (0,89 mg kg1) [Orzaez-Villanueva et al,
2001, 2002], dvostrukovec¢i od sadrZaja koje je dobila Szczesna [2007] i ¢ak sto
puta viSe od rezultata koje su dobili Morgano i saradnici za brazilske uzorke polena
[Morgano et al.,, 2012]. Sa druge strane, po sadrzaju bakra uzorci polena iz Kine
[Yang et al, 2013] su bili viSe nego dvostrukobogatiji (17,35 mg kg1). Ako
posmatramo pojedinacno, po uzorcima, najveéa koli¢ina bakra (10,7 mg kg1) je

pronadena u uzorku broj 17 koji je poticao sa Petrovaradina, dok je najmanje
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bakra bilo u uzorku broj 23, poreklom iz Backe Topole. U njemu je pronadeno 4,4
mg kgl ovog elementa. Sadrzaj stroncijuma, za koji nisu pronadeni podaci da je
odredivan ranije u uzorcima polena, iznosio je u proseku 1,38 mg kg-1. Maksimalna
koli¢ina ovog mikroelementa, izmerena u ispitivanim uzorcima, bila je 3,4 mg kg1
(br. 7, Valjevo) a minimalna 0,73 mg kg (br. 1, Beograd). U sli¢cnim koli¢inama
(1,22 mg kg'1) pronaden je i barijum. Imajuci u vidu da se ova dva elementa cesto
sprate“ u zemljistu [Warren et al., 1974] i na slicnost u veli¢ini Sr2* i Ba2+* jona,
moguce je da dode do zamene u mineralima jednog elementa drugim [Krejci et al.,
2011a]. Na taj nacin biljka moZe da ih zajedno usvoji preko korenovog sistema
[Krejci et al, 2011b] zbog cCega je moguce i da im koncentracije u biljci, pa i u
polenovom zrnu, budu slicne. Posmatrano po uzorcima, najveci i najmanji sadrzaj
barijuma je bio u uzorku broj 7 (6,1 mg kg-1) odnosno 12 (0,38 mg kg1). Na osnovu
ovih vrednosti moZemo da kaZemo da je deo uzoraka sa ve¢im sadrzajem ovog
elementa bio u saglasnosti sa rezultatima koje su, za sadrzaj barijuma u brazilskim
polenima, dobili Morgano i saradnici (2,78 - 17,63 mg kg'1), dok su uzorci sa neSto
nizim sadrZajem bili ispod dobijenih vrednosti. S obzirom na potencijalnu
toksi¢nost ova dva elementa po coveka [Schroeder et al.,, 1972; Toccalino et al,
2012] jasno je da njihovo prisustvo u uzorcima polena nije poZeljno.

ProsecCan sadrZaj nikla u ispitivanim uzorcima je iznosio 0,76 mg kgl sa
maksimalnom vrednoSc¢u od 2,23 mg kgt (uzorak broj 15, Gunjaci) i minimalnom
vrednosc¢u od 0,228 mg kg1 pronadenom u uzorku iz Backe Topole. Ako se ove
vrednosti uporede sa rezultatima za uzorke brazilskog polena [Morgano et al,, 2012], a
u kojima se sadrzaj ovog mikroelementa kretao u opsegu od 0,1 - 1,13 mg kg1,
zakljucuje se da je sadrZaj nikla bio neznatno viSi u pojedinim uzorcima polena.

Za preostala tri mikroelementa (Cr, Cd i Co) moZemo reci da su bili prisutni u
minimalnim koli¢inama ili u tragovima (prosecni sadrzaji: Cr- 0,234 mg kg1; Cd-
0,067 mg kg1 i Co- 0,038 mg kg1). Ovi rezultati su bili u skladu sa rezultatima koje
su dobili Morgano i saradnici u slu¢aju kadmijuma (0,003 - 0,233 mg kg-1) ili neSto
nizi za hrom (0,01 - 2,32 mg kg1) i kobalt (0,01 - 1,11 mg kg1). Takode, prose¢na
vrednost sadrzaja kadmijuma je bila u skladu sa predloZenim standardnim vrednostima
za ovaj metal [Campos et al., 2008], a koja iznosi manje od 0,1 mg kg1 i koja je jako

niska ako se ima u vidu njegova toksi¢nost. Samo tri uzorka su sadrzavala kadmijum
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iznad dozvoljene granice i to: uzorak broj 7 (0,228 mg kg1), uzorak broj 15 (0,167 mg
kg1) i uzorak broj 5 (0,142 mg kg1). Veoma je moguce da je u svim ovim uzorcima
uzrok kontaminacije bio antropogen tj. da su poleni prikupljani u podrucju blizu
nekog industrijskog postrojenja, naseljenog mesta ili saobracajnice.

U Tabeli 11 dati su rezultati korelacione analize za sadrzaj makro- i
mikroelemenata u uzorcima polena.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se videti da je sadrzaj aluminijuma u
znacajnoj srednjoj pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem hroma (0,60) kao i u znacajno
jakoj pozitivnoj korelaciji sa sadrZzajem gvoZzda (0,80). Sa druge strane, sadrzaj
ovog elementa je bio u znacajnoj srednjoj negativnoj korelaciji sa sadrZajem
kalijuma (-0,52). SadrZaj barijuma u svim uzorcima je bio u znacajno jakoj
pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem cinka (0,80) kao i u znacajnim srednjim
pozitivnim Kkorelacijama sa sadrzajima mangana (0,60) kobalta (0,53) i
stroncijuma (0,50). SadrZaj magnezijuma se nalazio u znacajno jakoj pozitivnoj
korelaciji sa sadrzajem bakra (0,84) i u znacajnoj srednjoj korelaciji sa sadrzajem

kalcijuma u uzorcima (0,51).

Tabela 11. - Rezultati korelacione analize za sadrzaj makro i mikroelemenata u uzorcima polena

Al Ba Ca Cd Co Cr Cu Fe Zn Sr Ni Na Mn Mg K
Al / -0,11  -0,29 -0,22 0,25 0,60* -030 0,80* 0,04 0,02 -0,35 0,08 -0,20  -0,22  -052*
Ba -0,11 / -0,02 0,41 0,53* 0,15 0,14 0,31 0,80*  0,50* 0,38 -0,04  0,60* 0,02 0,46
Ca -029  -0,02 / 0,11 -0,26  -0,28 084* -024 -035 0,28 0,24 0,29 0,20 0,51* 0,23
cd -0,22 0,41 0,11 / 0,46 0,10 -0,12  -0,09 0,27 0,17 0,23 -0,08 0,37 0,24 0,29
Co 0,26 0,53*  -0,26 0,46 / 0,64*  -0,25 0,48 0,62* 0,09 0,30 -0,05 0,42 -0,02 0,14
Cr 0,60* 0,15 -0,28 0,10 0,64* / -0,25  0,74* 0,41 -0,04 0,07 0,01 0,07 0,08 -0,06
Cu -0,30 0,14 084* -0,12 -0,25 -0,25 / -0,14  -0,06 0,46 0,26 0,26 0,19 0,48 0,43
Fe 0,80* 0,31 -0,24  -0,09 0,48 0,74*  -0,14 / 0,41 0,19 -0,06  -0,13 0,13 -0,19  -0,27
Zn 0,04 0,80* -0,35 0,27 0,62* 0,41 -0,06 0,41 / 0,41 0,17 -0,22 0,34 -0,06 0,39
Sr -0,02  0,50* 0,28 0,17 0,09 -0,04 0,46 0,19 0,41 / -0,10 0,15 0,14 0,22 0,35
Ni -0,35 0,37 0,24 0,23 0,30 0,07 0,26 -0,06 0,17 -0,10 / 0,13 0,72* 0,10 0,36
Na 0,08 -0,04 0,29 -0,08  -0,05 0,01 0,26 -0,13  -0,22 0,15 0,13 / -0,12 0,46 0,31
Mn -0,20  0,60* 0,20 0,37 0,42 0,08 0,19 0,13 0,34 0,14 0,72*  -0,12 / 0,14 0,25
Mg -0,22 0,02 0,51* 0,24 -0,02 0,08 0,48 -0,19  -0,06 0,22 0,10 0,46 0,14 / 0,62*
K -0,52* 0,46 0,23 0,29 0,14 -0,06 0,43 -0,27 0,39 0,35 0,36 0,31 0,25 0,62* /
*

znacajne srednje (r= 0,50-0,70) i jake korelacije (r> 0,70).

Sadrzaj kobalta je bio u znacajnoj srednjoj pozitivnoj korelaciji sa rezultatima
za sadrZaje hroma (0,64) i cinka (0,62), dok je prisustvo hroma u uzorcima bilo u
znacajno jakoj korelaciji sa sadrzajem gvozda (0,74). Znacajne srednje pozitivne
koorelacije pokazali su jo$ sadrZaji nikla i mangana (0,60) kao i magnezijuma i
kalijuma (0,62). Jedini element Ciji rezultati se nisu mogli dovesti u pouzdanu vezu

ni sa jednim drugim elementom u ispitivanim uzorcima je bio kadmijum.
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IV-2c¢ Sadrzaj proteina u uzorcima polena

Ukupni sadrzaj proteina u ispitivanim uzorcima polena, kao i njihova rastvorljivost
prikazani su u Tabeli 12. Na osnovu dobijenih rezultata ukupni sadrzaj proteina
kretao u rasponu od 14,81 g/100g koliko ih je nadeno u uzorku broj 25, iz Vince do
27,25 g/100g koliko ih je sadrzavao uzorak iz Male Krsne (br. 12). Prosecan
sadrZaj proteina, u uzorcima, iznosio je 19,44 g/100g.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim za uzorke kineskog
(14,86 - 28,96 g/100g) [Yang et al., 2013], kolumbijskog (13 - 24,5 g/100g) [Barajas et
al,, 2012], portugalskog i Spanskog (12,50 - 25,15 g/100g) [Nogueira et al., 2012] i
brazilskog polena (15,04 - 27,69 g/100g) [Carpes et al., 2009]. Rezultati su u saglasnosti
i sa rezultatima Herbert-a i Shimanuki-ja [2002] koji su poredili sadrZaje proteina u
sveZze prikupljenim (21,0 - 29,3 g/100g) i uskladiStenim uzorcima (19,3 - 26,5 g/100g)
polena. U rezultatima Serra-Bonvehi-ja i Jorda-e za Spanske polene nalazimo znatno
manje razlike u sadrzajem proteina (12,6 - 18,2 g/100g), Sto je bilo u saglasnosti sa
rezultatima za ispitivane uzorke polena koji su sadrzavali manje koli¢ine proteina
(manje od 20%). Ispitivani uzorci polena sa visim sadrzajem proteina (22 - 27%)
su bili u saglasnosti sa rezultatima Saa-Otero-ove i saradnika [Saa-Otero et al.,, 2000].

Kauffeld [1980] prikazuje podatke o sadrZaju proteina u uzorcima koji su sakupile
medonosne pcele (17,1 - 22,6%) i onih koji su ru¢no prikupljeni (6,2 - 20,7%) pri cemu
su rezultati dobijeni u ovoj studiji bili u saglasnosti sa dobijenim ispitivanjima ovog
autora. Sa druge strane, rezultati dobijeni u ovoj disertaciji su bili ispod vrednosti
koje su dobile Human-ova i Nicolson-ova [2006]. Naime, po njihovom istraZivanju
rucno prikupljeni uzorci polena su bili znatno bogatiji po sadrZaju proteina (51%)
u odnosu na one koje su sakupile pcele (31%) ili koji su uzeti direktno iz koSnice (28%).
U rezultatima Estevinho-ove sa saradnicima [Estevinho et al., 2012] nalazimo
podatke o neSto viSem sadrzaju proteina u uzorcima polena koje su oni ispitivali
(24,23 - 34,18 g/100g) kao i u rezultatima Santiago-ove [2008] koja je u uzorcima
polena iz Venecuele nasla da se sadrzaj proteina kretao u rasponu od 24,92 do ¢ak
52,56 g/100g suvog uzorka. Sa druge strane, u radu Villanueva-ove [Orzaez-
Villanueva et al., 2002] sa saradnicima nalazimo neSto niZe prosecne sadrzaje

ukupnih proteina (9,89 - 16,56 g/100g) u odnosu na one prikazane u ovoj disertaciji.
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Tabela 12. - SadrZaj ukupnih proteina (g/100g) i njihova rastvorljivost (%)*

Uzorak UKkupni proteini Rastvorljivost proteina
1 17,62+0,19a 2,79+0,13
2 23,56 +0,19 6,00 £0,01a
3 20,69+0,25b 7,47 £ 0,27 c,d
4 15,75 +0,12 19,27 £ 0,38 i
5 22,62+0,25¢ 7,95+ 0,03 d,e
6 24,81 £ 0,06 5,77 £ 0,04 a
7 17,25 £ 0,06 16,99 £+ 0,14 f
8 21,25+ 0,19 4,75 +0,10
9 21,93 +0,12 6,22+0,12a
10 18,87 £ 0,12 8,82 +0,09 gh
11 20,62+0,19b 6,40 £ 0,02 a,b
12 27,25 +0,19 7,08 £ 0,12 b,c
13 22,69 £ 0,06 ¢ 6,40 +£0,02 a,b
14 19,87 +£0,25d 8,38+0,10e,g
15 20,37+0,31b 7,36 £ 0,09 c,d
16 17,87 +£0,19a 12,11 £ 0,36
17 19,94 +0,25d 9,30+0,28 h
18 16,12+ 0,31 e 18,80 £ 0,43 i
19 16,31+0,19¢ 17,36 £ 0,04 f
20 17,87 +£0,31a 10,32 £ 0,09
21 16,75 + 0,31 16,92 £ 0,38 f
22 17,62+0,19a 14,93 + 0,73
23 15,25+ 0,25 23,99 +1,59
24 19,69 + 0,25 d,f 10,86 £ 0,20 j
25 14,81 £ 0,31 25,90 £ 0,60
26 19,50+ 0,12 f 10,54 £ 0,36
min vrednost 14,81 £ 0,31 2,79+0,13
max vrednost 27,25 +0,19 25,90 £ 0,60

*Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).

Ako uporedimo botanicko poreklo ispitivanih uzoraka polena moZze se primetiti da
uzorak koji ima najveci sadrZaj proteina (27,25 g/100g) nije monofloralan, ali je sa
izrazito dominantno zastupljenim polenom biljaka iz familije krstaSica. I druga dva
uzorka u kojima je polen ovih biljaka bio dominantno zastupljen (uzorak broj 2 je
monofloralan) su se odlikovali visokim sadrZajem proteina (23,56 g/100g u uzorku broj
2 odnosno 22,69 g/100g u uzorku broj 13). Uzorci polena koji su prevashodno bili
bogati polenom leguminoza odlikovali su se neznatnim razlikama u sadrzZaju proteina
(od 17,62 g/100gdo 21,93 g/100g), dok je najniZi sadrZaj proteina (14,81 g/100g)
naden u polifloralnom uzorku koji je sadrzavao polen japanskog bagrema i suncokreta.
Dobijeni rezultati ukazuju da botanicko poreklo uzoraka moZe imati uticaja na
sadrZaj proteina ali i da su odredene varijacije u sadrzaju proteina prisutne i kod
uzoraka koji imaju isto botanicko poreklo.

Ni u dostupnoj literaturi ne postoji saglasnost o tome kako botanicko poreklo
polena utice na sadrZaj proteina u njemu. Roulston sa saradnicima [Roulston i Cane;

Roulston et al.,, 2000] iznosi tvrdnju na osnovu svojih istraZivanja da je sadrzaj
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proteina (2 - 61%) u polenima bio vrlo raznolik medu devedest tri familije biljaka
ali, unutar jedne biljne familije, vrlo konzistentan. Najnizi sadrzaj proteina bio je u
polenima anemofilnih biljaka. Veée koncentracije proteina su utvrdene u polenima
biljaka koje oprasuju Zivotinje mada nije jasno utvrdeno da li je razlog tome teznja
da se polinator ,nagradi“ i privuce ili ¢injenica da je polen tih biljaka imao
najmanja zrna. Takode, nije utvrdena direktna veza izmedu koli¢ine proteina u
polenu i vrste biljke koju pcele biraju za opraSivanje. Feas sa saradnicima [Feas et
al, 2012], na osnovu znacajnih razlika u sadrZaju proteina koje su postojale u
uzorcima polena zakljucuje da je uzrok tome, najverovatnije, razlicito botanicko
poreklo uzoraka. Do istog zakljucka dosli su i Nogueira i saradnici [Nogueira et al.,
2012]. U radu Saa-Otero-ove i saradnika [Saa-Otero et al., 2000] nalazimo podatke
da je sadrZaj proteina u pojedinim, monofloralnim, vrstama polena varirao od
14,4% do 29,5%. Sa druge strane, Somerville [Somerville, 2001] i Nicol-ova
[Somerville i Nicol, 2006] na osnovu svoje vrlo detaljne studije sa sto devedeset
Cetiri uzorka australijskog polena su dosli do zakljucka da, za razliku od prethodno
navedenih autora koji tvrde da unutar jedne biljne vrste i roda postoji poprilicna
konzistentnost u sadrZaju proteina u uzorcima, takve stalnosti nema i da se i uzorci
koji poticu od iste biljne vrste mogu statisti¢ki znacajno razlikovati po sadrzaju
proteina. I Almeida-e sa njenim timom [Almeida et al., 2005] predlaZe zaklju¢ak da
¢e biljka, pod razli¢itim uslovima, uvek imati polen razli¢itog hemijskog sastava pa
u tom smislu razli¢it mora biti i sadrzaj proteina.

Na osnovu svega toga moZemo zakljuciti da se u ispitivanim uzorcima polena
razlike koje postoje u sadrzaju proteina za uzorke Kkoji su imali isto botanicko poreklo
mozda mogu dovesti u vezu sa razlicitim uslovima pod kojima su biljke uzgajane.

Rastvorljivost proteina predstavlja jedno od osnovnih tehno-funkcionalnih
svojstava hrane koja odreduju mogucnost primene u prehrambenoj industriji. Ova
grupa svojstava zavisiod fizickog i hemijskog sastava, izuzimajuéi nutritivnhu
vrednost [Kinsella i Melachouris, 1976]. Rastvorljivost proteina u velikoj meri
odreduje druge osobine materijala kao Sto su sklonost ka emulgovanju i Zeliranju,
kao i njegovu penivost [Kinsella i Melachouris, 1976]. U slucaju ispitivanih uzoraka
polena rastvorljivost proteina se kretala u opsegu od 2,79 g/100g (uzorak broj 1)
do 25,9 g/100g kolika je bila rastvorljivost proteina u uzorku iz Vince (br. 25).

Prosecna rastvorljivost proteina je iznosila 11,22 g/100g. Dobijene vrednosti se
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mogu uporediti sa rastvorljivoS¢u proteina u proteinskim proizvodima od soje sa

niskom rastvorljivoS¢u (brasno, koncentrati i izolati) na pH = 7 [Lee et al, 2003].

Naime, ovi proizvodi su pokazivali prosecnu rastvorljivost od 20 g/100g, ili neSto

niZu, pri ovoj pH- vrednosti Sto je zavisilo od tipa proizvoda i od jonske sile rastvora.

Prema ovim autorima na rastvorljivost sojinih proteina u velikoj meri uticu njihov

sastav, konformacija molekula kao i uslovi pri proizvodnji. Uzimajuéi u obzir

kompleksnost hemijskog sastava polena sasvim je izvesno da ¢e na rastvorljivost

proteina iz polena uticati, osim njihovog sastava i konformacije molekula, i moguce

interakcije koje oni mogu da ostvare sa drugim komponentama u polenu kao $to su

lipidi, fenolna jedinjenja, ugljeni hidrati i mineralne komponente.

IV-2d SDS-PAGE analiza

Analiza sastava rastvorljivih proteina u uzorcima polena izvrSena je SDS-PAGE

analizom u redukovanim uslovima. Izgled elektroforegrama rastvorljivih proteina

u polenu je prikazan na slici 10.
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Slika 10. Elektroforegrami rastvorljivih proteina polena dobijeni SDS-PAGE metodom u

redukujué¢im uslovima
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Na osnovu toga uocavaju se sli¢nosti i razlike u sastavu rastvorljivih proteina
medu ispitivanim uzorcima. Veoma jasno se izdvaja nekoliko proteinskih traka u
opsegu 10 - 80 kDa. Svi uzorci, osim uzorka broj 1, sadrZe dve glavne trake proteina sa
molekulskim masama (MWs) od 77 kDa, odnosno 59 kDa, Sto ukazuje da
rastvorljivi proteini polena imaju slican proteinski sastav.

U opsegu molekulskih masa od 25 kDa do 50 kDa, u trinaest uzoraka polenovih
ekstrakata, moZe se uociti nekoliko traka proteina koje su bile manjeg ili veceg
intenziteta. Proteini sa molekulskim masama manjim od 25 kDa su takode
identifikovani u svim uzorcima, ali su dobijene trake kod vecine uzoraka difuzne.
Slicnost u pogledu sastava rastvorljivih proteina u ispitivanim uzorcima polena moZe se
dovesti i u vezu sa uticajem enzima koje pcele luce prilikom prikupljanja polena, a
kojim delimicno utiCu na sastav proteina u njemu. Naime, pcele radilice imaju
veoma razvijene vilicne (mandibularne) Zlezde koje luce kiseli sekret (pH = 5,5 -
6,0) [Terra i Ferreira, 1994] cija je funkcija rastvaranje polenovih zrna, propolisa i
delimi¢no varenje hrane [Stanimirovi¢ et al, 2000]. Tako su u pljuvacki pcele
identifikovane amilaze i katalaze [Bogdanov, 2012], serin-proteinaze [Schumaker
et al., 1993; Terra i Ferreira, 1994] kao i neke cistein-proteinaze [Schumaker et al.,
1993; Terra i Ferreira, 1994]. Sve rastvorljive proteine, na osnovu njihovih

molekulskih masa, moZemo podeliti na tri glavne frakcije:

v’ frakcija proteina sa molekulskim masama od 80 - 50 kDa
v’ frakcija proteina sa molekulskim masama od 50 - 25 kDa

v’ frakcija proteina sa molekulskim masama od 25 - 10 kDa.

Na osnovu toga, u Tabeli 13 prikazan je sastav proteina u ispitivanim uzorcima
saglasno njihovim molekulskim masama.

Na osnovu rezultata ove analize procenjeno je da se udeo rastvorljivih
proteina sa molekulskim masama u opsegu od 80 kDa do 50 kDa kretao u uzorcima
od 13,4% do 32,2%. Najveci udeo ove frakcije proteina je naden u uzorku broj 6,
dok je najmanji udeo proteina najvec¢ih molekulskih masa naden u uzorku broj 24.
Prosecan udeo ove frakcije u uzorcima proteina polena iznosio je 20,4%.
Zastupljenost proteina svih frakcija koje su imale molekulske mase izmedu 50 kDa

i 25 kDa varirala je od 22,2% do 43,6% rastvorljivih proteina, dok se zastupljenost
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proteina svih frakcija sa molekulskim masama u opsegu od 25 kDa do 10 kDa
kretala u intervalu 32,9 - 63,4% rastvorljivih proteina. NajviSe proteina svih
frakcija sa molekulskim masama od 50 kDa do 25 kDa bilo je u uzorku broj 18, a
najmanje u uzorku broj 17 sa prosecnim udelom ovih frakcija od 33,2%. Najvise
proteina svih frakcija sa najmanjim molekulskim masama je nadeno u uzorku broj
17, a najmanje u uzorku broj 13. Srednja vrednost udela ovih frakcija proteina,
gledano u odnosu na sve uzorke, iznosila je 46,4% rastvorljivih proteina. MoZe se
uociti da je uzorak iz Petrovaradina (br. 17), koji je sadrZavao smeSu polena
leguminoza i kupusnjaca imao najvisi sadrzaj proteinskih frakcija sa najmanjim
molekulskim masama, najmanji sadrzaj svih frakcija proteina sa molekulskim
masama od 50 kDa do 25 kDa kao i veoma nizak sadrZaj proteinskih frakcija sa

najve¢im molekulskim masama .

Tabela 13. - Procenti sasav rastvorljivih proteina [%] u uzorcima polena na osnovu njihovih molekulskih masa*

Proteinske frakcije na osnovu njihovih molarnih masa

Uzorak 80 - 50kDa 50 - 25kDa 25 - 10kDa

1 301 244+09a 45,5+ 1,1ab,d
2 20,6 +0,6a 31,6 £ 0,8 b,c 478+0,8c
3 16,2+ 0,7 b,c,h 38,3+0,8d 455+ 1,1ab,d
4 19,9+0,9a,d 41,8+0,8¢ef 384+13e
5 244 +1,0 255+08ag 50,0+£09f
6 32,2+09e 31,6 £0,7 b,c 362+1,1¢g
7 21,2+09ag 40+1h 38,8+0,8¢e
8 264+1,0f 33,4+0,8d 40,2+09e
9 31,9+09e 31,6 £0,7 b,c 365+12¢g
10 19,0+0,7d 28,7+0,7i 52,3+1,3h,i
11 224+09¢g 31,5+0,8b,c 46,1 +0,9a,b,c
12 209+0,8a 27,6 £0,61i 51,5+1,2fh
13 31,5+1,0e 36+1j 32,9+0,9
14 26,8+09f 30,5+0,6b 42,6 £0,7j
15 19,9+0,9a,d 262+09g 53,8+ 0,8ik
16 14,2+ 0,61, 35,6+0,8j 502+1,0f
17 14,3+0,41i, 22,2+0,5k 63,4+1,3
18 16,6 £ 0,6 bk 43,6 £ 0,8 39,8+09e
19 15,5+ 0,5 b,c,i 40,0 £ 0,8 h,m 445+1,0a,l
20 15,7 £ 0,6 b,c,i 22,9+09k 61,4+1,2
21 14,9+ 0,7 h,i 40,3+0,9h 44,8 £ 0,8 b,dm
22 14,9 £ 0,6 h,i 38,6 £ 0,6 d,m 46,5+ 1,1 b,c;m
23 14,9 £ 0,6 h,i 41+1eh 44 +1jl
24 13,4+0,6j 32,5+09cd 541+1,1k
25 17,7 +£0,7k 42,8+0,8fe 395+09e
26 15,7 £ 0,7 b,c,i 253+0,7ag 59+1

min vrednost 13,4+0,6 22,2+0,5 32,9+0,9

max vrednost 32,2+0,9 43,6 £+ 0,8 63,4+1,3

*Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).
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IV-2e SadrZaj ukupnih i rastvorljivih ugljenih hidrata u uzorcima polena

Ukupni sadrZaj ugljenih hidrata, dobijen ispitivanjem uzoraka polena, kao i
njihova rastvorljivost prikazani su u Tabeli 14. Ukupni sadrzaj ugljenih hidrata se
kretao u intervalu od 64,42 g/100g (uzorak br. 12, Mala Krsna) do 81,84 g/100g
Secera koliko je sadrzavao uzorak broj 25, iz Vince. Prosecan sadrZaj ove grupe
jedinjenja u ispitivanim uzorcima iznosio je 75,51 g/100g Sto cini Secere
najzastupljenijom frakcijom u uzorcima polena i, u tom smislu, ima jako veliki

uticaj na njihova nutritivna svojstva i energetsku vrednost.

Tabela 14. - SadrZaj ukupnih ugljenih hidrata (g/100g) i njihova rastvorljivost (%)*

Uzorak Ukupni ugljeni hidrati Rastvorljivost ugljenih hidrata

1 78,12 £0,25a 68,9 +0,5a
2 67,21 +£0,28 71,1+£0,6b
3 74,37 £0,38 b 64,0+0,3cd
4 79,66 £ 0,17 64,9+0,1c
5 70,47 £ 0,31 69,5+0,1ab
6 69,30 £ 0,09 61,0+0,1¢f
7 77,31 +£0,09 ¢, d 56,1+03g
8 73,64 £0,0,24 ¢ 577+0,2¢g
9 72,66 £ 0,17 62,7+0,2d,e
10 76,39 0,19 f 40,0+0,4
11 73,25+0,24 ¢ 68,3+0,1a
12 64,42 £ 0,29 65,0+0,6 c
13 70,98 £ 0,13 69,5+0,4ab
14 74,72 +0,31b 459+0,1h
15 75,09 £ 0,39 64,6 £ 0,3 c,d
16 77,74 £ 0,24 a,c 48,1+0,41i,
17 75,94 + 0,32 f 75,0 £ 0,4
18 78,85+0,36g 47,0+ 0,4 h,i
19 80,19 £ 0,28 59,8+0,1f
20 76,96 £0,41d 49,6 £0,3j
21 78,68+0,40g 51,9+0,2
22 7876 +0,25 g 60,4+0,2f
23 81,65+0,33h 60,2+05f
24 76,31+0,32f 31,2+0,2
25 81,84+ 0,38 h 455%0,1h
26 76,37 £0,23 f 575+02¢g

min vrednost 64,42 £ 0,29 31,2+0,2

max vrednost 81,84 + 0,38 75,0 £ 0,4

*Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).

Dobijene vrednosti za ukupni sadrZaj ugljenih hidrata su bile veom sli¢ne
onima koje su, u svojim istraZivanjima, dobili Nogueira [Nogueira et al., 2012] i
Yang [Yang et al.,, 2013] sa saradnicima. Prva je, ispitujuci portugalske i Spanske

polene, dobila da se sadrzaj ugljenih hidrata kretao u opsegu od 69,68 g/100g do
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84,25 g/100g, dok je drugi autor u kineskim polenima pronasao ukupne Secere u
intervalu 59,43 - 75,65 g/100g. Bitno je naglasiti da su obe grupe autora koristile
istu metodu za izraCunavanje sadrzaja Secera koja je koriS¢ena i u ovoj disertaciji
(III-2f). Sa druge strane, Carpes-ova sa svojim timom [Carpes et al, 2009] je
ukupni sadrZaj ugljenih hidrata odredila spektrofotometrijskom metodom i dobila
nesto nizu vrednost za prosecnu zastupljenost ove grupe jedinjenja (52,1 g/100g)
Sto mozZe biti u vezi sa primenjenom metodom rada, ali i sa strukturom Secera i
prirodom. Jo$ niZe vrednosti za ukupan sadrzaj Sefera u polenima sa Novog
Zelanda dobila je Day-ova sa saradnicima [Day et al, 1990]. Medutim, autori
naglasavaju da u prikazanim rezultatima za sadrZaj Secera, s obzirom na metodu
koju su koristili (kolorimetrijsko odredivanje pomoc¢u hidrazina p-hidroksibenzoeve
kiseline), izvesna odstupanja mogu nastati zbog prisustva proteina i odredenih
makroelemenata (Ca) koji uticu na reakciju Secera sa ovim jedinjenjem [Lever, 1972]. 1z
istog razloga moguce je da dobijeni rezultat za ukupne Secere bude nesSto nizi od
sadrZaja redukujucih Secera kada se oni pojedinacno odrede. Na ove koli¢ine uticu
nektar i med koje pcela dodaje iz svoje pljuvacke dok sakuplja ili pakuje polen
[Stanley i Linskens, 1974]. I Estevinho-ova sa saradnicima [Estevinho et al., 2012]
prikazuje sli¢ne vrednosti o sadrZaju Secera u ispitivanim uzorcima polena (60,82 -
70,76%) dok je u radu Feas-a i kolega [Feas et al., 2012] prosecan sadrzaj ugljenih
hidrata iznosio 67,7%. Orzaez Villanueva i kolege [Orzdez Villanueva et al., 2002],
takode, potvrduju da su Seceri glavna nutritivna komponenta u polenu i sve uzorke

dele u Cetiri grupe:

13,33% uzoraka sadrzavalo je Secere na nivou od 60 - 65 g%

v
v 33,33% imalo je sadrzaj Setera u intervalu 65 - 70 g%
V' 46,66% u intervalu od 70 do 75 g%

v

6,66% uzoraka je imalo najveci sadrzaj Secera u intervalu - 75 - 80 g%.

Poredenjem sa rezultatima za ispitivane uzorke polena moZemo zakljuciti da
su oni bili neSto bogatiji po ukupnom sadrZaju ugljenih hidrata. Naime:
v jedan uzorak (3,85%) od dvadeset Sest spadao je u prvu grupuy,

najsiromasnijih uzoraka
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v" dva uzorka (7,69%) su sadrzavala do 70 g Secera

v sedam uzoraka (26,92%) je sadrzavalo od 70 g do 75 g ovih jedinjenja

v’ trinaest uzoraka (50%) je po sadrzaju Seera spadalo u Kkategoriju

najbogatijih po sadrzaju ukupnih ugljenih hidrata

v tri uzorka (11,54%) prevazilaze granice koje su ovi autori dali jer su

sadrZzavali ukupnih ugljenih hidrata preko 80 g/100g uzorka. To su bili
uzorci iz Beograda (br. 19), Bac¢ke Topole (br. 23) i Vince (br. 25) koji je,

bio najbogatiji po ukupnom sadrzaju ugljenih hidrata.

Sa druge strane, uzorci polena iz Spanije koje su sakupile medonosne pcele imali su

nesto nizi sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata (20 - 48 g/100g) [Serra-Bonvehi i Jord3,

1997].

SadrZaj rastvorljivih ugljenih hidrata u ispitivanim uzorcima polena je prikazan u

Tabeli 15.

Tabela 15. - SadrZzaj pojedinacnih i ukupnih (}}) rastvorljivih ugljenih hidrata (g/100g) u ispitivanim uzorcima polena*

uzorak Fruktoza Glukoza Saharoza Maltoza Trehaloza )
1 31,49+0,40 a 0,33+£0,02 0,77 £0,02a 16,22 +0,27 3,23£0,16a 52,04
2 22,82+0,25b 16,11+ 0,29 5,65+0,21 0+0 0,26 £0,01 44,84
3 26,59 £ 0,49 7,02 £0,23 0,93 £ 0,04 10,21+0,23a 2,09+0,10b 46,84
4 23,72+042c 7,79 £0,20 a 0,63+0,02¢ 14,37 +031c 2,10£0,09b 48,61
5 34,59 £ 0,49 1,20 + 0,06 0,67 £0,02¢c 14,28+ 0,38 ¢ 3,68+0,18 54,42
6 21,02+0,75d 15,27 + 0,34 0,75+0,03a,b 9,62+0,39ab 0,73 £0,02 47,39
7 30,20+ 0,46 ¢ 1,36 £0,03 1,21 +0,06 12,18 +0,25d 4,67 0,22 49,62
8 28,49 +0,50 f 1,85+0,07b 0,43+0,01d 10,45+ 0,46 a,)b 0,84+0,02¢c 42,06
9 19,47+0,35¢g 3,60+0,17 ¢ 394+0,16 13,10+ 0,56 d 1,20+0,06d 41,31
10 0,96 £ 0,01 1,06 £0,03d 00 28,86 + 0,45 3,26+0,12a 34,14
11 36,32+0,56 h 0,27 £0,01 0,45+0,01d 11,35+ 0,26 1,55+0,06 € 49,94
12 22,72+0,33b 6,39+0,27 e 0,25+0,01e 880+0,19¢e 1,05+0,05h 39,21
13 11,21+0471 1,00 +£0,04d 1,53 +£0,07 35,15+0,84 1,60 £ 0,06 e,f 50,49
14 19,95+ 0,26 d,g 3,70+£0,18¢c 0,84+ 0,01 6,19+0,19f 2,23+£0,08b 32,91
15 29,03 0,63 e,f 6,12+0,28¢e 0,66+0,01c 8,41+0,24e 2,00+£0,09b,g 46,22
16 23,13+ 0,46 b,c 1,55+0,03 f 0,73+£0,01b 7,77 £0,22 1,64 £ 0,08 e,f 34,82
17 35,62+0,39h 8,23+0,21a,g 0,39+0,01f 10,25+0,19a 2,02+0,08b,g 56,51
18 17,55+ 0,36 9,14+0,28 h 0,22 +0,01 6,90 + 0,20 1,58+ 0,07 e,f 35,39
19 21,22+0,43d 1,65+0,06 f 035+0,01g 21,61+0,38 1,19+£0,05d 46,02
20 10,88+ 0,141 0,88+0,03 0,74+0,01ab 19,90 + 0,43 0,87+0,02¢c 33,27
21 24,67 £0,41 2,16 £0,09 0,34+0,01g 10,21+ 0,45ab 1,11+ 0,05 dh 38,49
22 31,34+0,56 ae 1,95+0,06 b 0,090 + 0,003 11,92 +0,19d 1,79+0,12fg 47,09
23 37,10+ 0,67 h 4,83+0,16 0,51+0,01 9,83+£0,16b 0,69 +0,01 52,96
24 15,29 + 0,69 8,61+0,37gh 0,25+0,01e 0,65 +0,01 0,19 £0,01 24,99
25 19,28+0,60¢g 8,98+0,14h 0,16 £ 0,01 599+0,16f 0,83+£0,02¢c 35,24
26 28,26+ 0,62 f 8,65+ 0,32g,h 0,38+0,01f 2,57+£0,12 3,19+0,14a 43,05
min vrednost 0,96 + 0,01 0,27 £ 0,01 00 00 0,19+ 0,01
max vrednost 37,10 £ 0,67 16,11 + 0,29 5,65+ 0,21 35,15 + 0,84 4,67 £ 0,22

*Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).

Dobijeni rezultati su

pokazali da u dvadeset tri uzorka najzastupljeniji

monosaharid je bila fruktoza Sto je bilo u saglasnosti sa rezultatima Serra-Bonvehi-

ja i Jorda-e [1997]. Kada je bio u pitanju sadrzaj rastvorljivih ugljenih hidrata ovi
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autori su nasli da je polen bio znatno bogatiji redukuju¢im (32,9 g/100g) nego
neredukuju¢im Secerima (6,12 g/100g) od kojih su, zapravo pronasli samo
saharozu. Pored fruktoze kao drugi najzastupljeniji monosaharid je nadena
glukoza dok su disaharidi poput maltoze i trehaloze nadeni samo u tragovima. Za
razliku od rezultata njihovog istraZivanja u tri uzorka polena koji su ispitivani u
ovoj disertaciji najzastupljeniji Secer je bila maltoza dok su u jednom uzorku bili
podjednako zastupljeni fruktoza i maltoza. Glukoza, koju su ovo dvoje autora nasli
kao drugi najzastupljeniji Se€er u uzorcima je bila treci po zastupljenosti.

Ako se pogledaju vrednosti za sadrzaje ovih Secera koli¢ina fruktoze u uzorcima se
kretala u Sirokom opsegu od 0,96 g/100g do 37,10 g/100g sa prose¢nim sadrZajem
od 23,92 g/100g uzorka. Najveci sadrzaj fruktoze je naden u uzorku broj 23 (Backa
Topola) i iznosio je 37,10 g/100g dok je, sa druge strane, uzorak broj 10 (Sibnica)
bio izuzetno siromasan ovim Secerom (0,96 g/100g) da bi se moglo rec¢i da je u
njemu fruktoza bila zastupljena samo u tragovima. Maltoza, kao redukuju¢i disaharid,
bila je najzastupljenija u uzorcima 10, 13 i 20 dok je u uzorku broj 19 po kolicini
bila skoro izjednacena sa fruktozom. Opseg sadrZaja ovog Secera kretao se od 0 do
35,15 g/100g sa prosecnom vrednosSéu od 12,27 g/100g. U uzorku broj 2 (Backi
MonoStor) maltoza nije detektovana dok je najviSe ovog Secera bilo u uzorku broj
13, iz Smedereva. Treci po zastupljenosti rastvorljivi ugljeni hidrat u ispitivanim
uzorcima bila je glukoza sa prose¢nim sadrzajem od 4,99 g/100g. Najveci sadrzaj
ovog redukuju¢eg monosaharida pronaden je u uzorku iz Backog MonoStora
(16,11 g/100g) dok je najmanje glukoze sadrZavao uzorak broj 11, iz Beograda
(0,27 g/100g). Za razliku od Serra-Bonvehi-ja i Jorda-e [1997] koji daju rezultate sa
sadrZajem saharoze, kao najzastupljenijeg neredukujuceg SeCera (prosecni sadrzaj je
iznosio 6,12 g/100g) u uzorcima polena iz ove disertacije prosefan sadrzaj
saharoze je bio znatno nizi (0,91 g/100g). Poredenjem sa rezultatima za preostala
Cetiri identifikovana i ispitana rastvorljiva Seera uocava se da je sadrzaj saharoze
bio najmanji. Ako se pogleda sadrzaj saharoze pojedina¢no po uzorcima, uocava se
da u uzorku broj 10 (Sibnica) ona nije identifikovana dok je najvise saharoze sadrzavao
uzorak broj 2, iz Backog Monostora, u kome je nadeno 5,65 g/100g ovog Secera. U
ve¢im koli¢inama od saharoze u ispitivanim uzorcima polena pronadena je

trehaloza (1,75 g/100g) Sto je ¢ini najzastupljenijim neredukuju¢im disaharidom.
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Uzorak sa najvecim sadrZajem ovog Secera je bio uzorak broj 7 (4,67 g/100g), iz
Valjeva dok ga je najmanje bilo u uzorku iz Arandelovca (0,19 g/100g).

Poredenjem dobijenih rezultata sa rezultatima ostalih autora dolazimo do
podataka da je najzastupljeniji SecCer fruktoza s tim Sto se pronadene koli¢ine
razlikuju. Tako Saa-Oterova sa saradnicima [Saa-Otero et al., 2000] daje podatke o
sadrZaj fruktoze u opsegu od 17,6% do 26,3%, u zavisnosti od botanickog porekla
polena, dok je Qian sa kolegama [Qian et al., 2012] pronasao nesto ujednaceniju
zastupljenost fruktoze u uzorcima (15,9 - 19,9%). Uocava se da ispitivani uzorci
znatno viSe variraju po zastupljenosti fruktoze i da se javljaju uzorci koji sadrze i
dvostrukovecu koli¢inu ovog Sec¢era u odnosu na podatke u literaturi, ali postoje i
uzorci sa znatno manjom koli¢inom fruktoze. I Szczesna [Szczesna, 2000] izveStava
0 najvecoj zastupljenosti fruktoze (46%) dok je redosled ostalih rastvorljivih
Secera bio: glukoza (36%), saharoza (8%), maltoza (7%) i trehaloza (1%). Ono po
Cemu se rezultati iz ove disertacije razlikuju jeste znatno niZi sadrZaj saharoze u
ispitivanim uzorcima dok, sa druge strane, ovo je jedan od retkih radova u kojem
je, saglasno rezultatima za ispitivane uzorke polena, pronadena maltoza u
znacajnijoj koli¢ini kao i trehaloza koja je u ostalim slucajevima kada je
identifikovana pronalaZena u tragovima [Serra-Bonvehi et al., 2001].

U Tabeli 16 prikazani su rezultati korelacione analize sadrZaja rastvorljivih

ugljenih hidrata koji su ispitivani.

Tabela 16. - Rezultati korelacione analize za sadrzaj rastvorljivih ugljenih hidrata u uzorcima polena

Fruktoza Maltoza Glukoza Trehaloza Saharoza
Fruktoza / -0,40 -0,04 0,19 -0,07
Maltoza -0,40 / -0.59* 0,25 0,14
Glukoza -0,04 -0.59* / 0,40 0,34
Trehaloza 0,19 0,25 0,40 / -0,20
Saharoza -0,07 0,14 0,34 -0,20 /

* znacajne srednje (r= 0,5-0,7) i jake korelacije (r> 0,7).

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se videti da sadrzaji rastvorljivih ugljenih
hidrata nisu u medusobnoj korelaciji osim Sto su sadrzaj glukoze i maltoze u znacajnoj
srednjoj negativnoj korelaciji Sto znaci da porast sadrZaja jednog Secera uslovljava

smanjenje u sadrzaju drugog.
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Na osnovu rezultata za rastvorljivost ugljenih hidrata i ukupnog sadrzaja
rastvorljivih ugljenih hidrata moZe se uociti da postoje izvesna odstupanja. Naime,
kod vecine uzoraka rastvorljivost ugljenih hidrata je bila neSto ve¢a u odnosu na
ukupni sadrzaj rastvorljivih Secera koji su pojedinacno identifikovani Sto ukazuje
da u sastavu polena postoje jos neki rastvorljivi ugljeni hidrati koji u ovom istrazivanju
nisu bili obuhvacéeni analizama. To se, pre svega, odnosi na skrob [Bogdanov, 2012]
i pektin [Human i Nicolson, 2006]. U slucaju pektina ove autorke su utvrdile da se
njegov sadrzaj znacajno povecao u uzorcima polena koji su pcele sakupile i uskladistile
u kosnici Sto se moglo dovesti u vezu sa procesom hidratacije samog polena. Naime,
uoceno povecanje vode u polenu pcele u odnosu na cvetni polen dovodi do bubrenja
polenovog zrna Sto znaci da se mora promeniti struktura opne polenovog zrna a za
to je potrebno da se sintetiSu pektini.

Takode, kod cetiri uzorka (5, 13, 23 i 24) ukupni sadrZaj rastvorljivih ugljenih
hidrata je bio nesto veci u odnosu na njihovu rastvorljivost Sto se moZze, kao Sto je
ranije naglaseno, dovesti u vezu sa metodom rada, ali moZe biti i posledica interakcije
ugljenih hidrata sa drugim komponentama u polenu, a pre svega sa proteinima
(gde mogu da predstavljaju prosteticnu grupu u nekom sloZenom proteinu) ili sa
polifenolima, sa kojima formiraju glikozide o ¢emu ¢e biti reci u delu o ispitivanju
sadrzaj polifenolnih jedinjenja u polenu. Ako se uporede vrednosti za ukupni
sadrZaj ugljenih hidrata i njihovu rastvorljivu frakciju vidimo da udeo rastvorljivih
Secera znacajno varira i kre¢e se od 31,2% u uzorku broj 24 do 75% koliko ih je
sadrzavao uzorak broj 17. Ukoliko uporedimo botanicko poreklo tih uzoraka uocava se
da i jedan i drugi uzorak u svom sastavu sadrze polene mahunarki i krstaSica Sto
potvrduje tezu Saa-Otero-ve i saradnika da je teSko dovesti u direktnu vezu sadrzaj
ovih Secera sa palinoloskim poreklom uzoraka [Saa-Otero et al., 2000]. Prosetna
rastvorljivost ugljenih hidrata u ispitivanim uzorcima je iznosila 58,29% od
ukupnih ugljenih hidrata. Najverovatnije da udeo rastvorljivih ugljenih hidrata
opada u onim uzorcima u kojima su viSe bili zastupljeni polisaharidi poput kaloze,

celuluoze, lignina i sporopolenina a koji nisu bili rastvorni u vodi [Krell, 1996].
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IV-2f SadrZaj ukupnih lipida i pojedina¢nih masnih Kiselina u uzorcima polena

Ukupni sadrzaj lipida odreden u uzorcima polena, kao i pojedina¢nih masnih
kiselina koje su identifikovane prikazan je u Tabeli 17.

Na osnovu prikazanih podataka moZe se videti da se ukupni sadrZaj lipida, u
ispitivanim uzorcima, kretao od 1,31 g/100g do 6,78 g/100g. Najmanje ovih supstanci
pronadeno je u uzorku broj 25 (Vinca) dok je najveéi sadrZaj pronaden u uzorku
broj 2 (Backi Monostor). Prose¢an sadrzaj lipidnih supstanci je iznosio 2,66 g/100g
uzorka. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa podacima koje daju Orzaez-Villanueva
i saradnici (3,60 - 8,96 g/100g) [Orzaez-Villanueva et al, 2002], Somerwille (prosec¢ni
sadrzaj 2,52 g/100g) [2005] kao i Estevinho-ova (2,33 - 3,32 g/100g) [Estevinho et al,
2012] i Nogueira-ova (2,35 - 3,06 g/100g) [Nogueira et al., 2012] sa svojim timovima. Sa
druge strane, nesto viSe prosecne vrednosti za sadrzaj lipida nalazimo u radovima
Serra-Bonvehi-ja i Jorda-e (prosecni sadrzaj 5,91 g/100g) [Serra-Bonvehi i Jord3,
1997] kao i Carpes-ove i njenih kolega (prosec¢ni sadrzaj 4,86 g/100g) [Carpes et
al., 2009]. U uzorcima polena iz Egipta nadeni su lipidi u znatno vecoj kolic¢ini (7,16
- 10,92%)[Shawer et al, 1987] dok Day-ova sa kolegama [Day et al., 1990], u
uzorcima novozelandskih polena, nalazi lipidne materije u znatno Sirem opsegu
vrednosti u odnosu na sve ostale radove (od 0,17% do 13,4%).

Poredenjem botanickog porekla ispitivanih uzoraka polena moZe se jasno
uociti da je najveéi sadrzaj lipidnih supstanci naden u monofloralnom polenu koji
je vodio poreklo od kupusnjaca. I ostali uzorci u kojima je polen ove familije bio
dominantan i znacajno zastupljen su se odlikovali neSto viSim sadrZajem lipidnih
supstanci. Tako npr. drugi po sadrZaju lipidnih supstancije bio polen iz uzorka 12
(5,48 g/100g); u njemu je pronadeno ¢ak 76% polena kupusnjaca Sto ga €ini skoro
monofloralnim. Isto tako, i uzorak iz Smedereva (br. 13) imao je visok sadrzaj
polena ove familije biljaka (53%), a, u skladu sa time, i neSto visi sadrZzaj lipidnih
supstanci (3,76 g/100g). Sa druge strane, mozZe se re¢i da prisustvo polena
leguminoza utice na smanjenje sadrzaja lipidnih supstanci. Naime, uzorci u kojima
je polen ove familije biljaka imao znacajnog udela uglavnom su se nalazili pri dnu

skale po sadrzaju lipidnih materija.
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Tako je u uzorcima 14, 22 i 24 od kojih je prvi bio monofloralni sa 81% udela
polena ove familije, a druga dva su se odlikovala visokim sadrZajem polena
leguminoza (57 i 78%), sadrZaj lipida bio ispod ili na granici od 2 g/100g uzorka.
Poredenjem sadrZaja lipidnih supstanci u uzorcima u kojima su bili zastupljeni
istovremeno poleni ove dve vrste biljnih familija u znacajnijim koli¢inama, moze se
videti da je sadrzaj lipida bio na nivou ili nesto malo iznad prosec¢nog sadrzaja - u
uzorku 3 (48% leguminoze i 19% kupusnjace) iznosio je 2,25 g/100g, u uzorku 17
(34% kupusnjace i 28% leguminoze) iznosio je oko 3 g/100g, a i u uzorku broj 21
(34% leguminoze i 25% kupusnjace) 2,96 g/100g. Na osnovu ovoga moZe se
zakljuciti da poleni ove dve familije biljaka imaju suprotne trendove u smislu
sadrZaja lipidnih supstanci.

Tabela 17 (I deo). - Ukupni sadrZaj lipida [g/100g] i sadrZaj pojedinacnih masnih kiselina [%] u uzorcima polena*

UKkupni
uzorak lipiI()li C8:0** C12:0%* C14:0%* C15:0%* C16:0** C16:1** C17:0%*
1 3,07 £0,03 2,29+0,10 0,92 £0,02 2,36+0,10a 0,98+0,03a 26,48+ 0,28 1,15+0,10a 0,96 £0,03a
2 6,78+ 0,07 6,44+0,16a 1,77 £0,08 a 7,29+ 0,21 1,99 + 0,08 15,80 + 0,21 / 2,85+0,12b
b,c
3 2,25+0,04 554+0,11b 2,84+0,11b 11,24+ 0,03b 0,71+0,02d 27,68+ 0,39 a / 0,76 £ 0,02
2,66 0,01 8,56 £0,12 10,51+0,21 / / 37,39+0,37 / /
5 4,30 + 0,04 2,73+ 0,06 ¢ 520+0,12c 4,78 + 1,20 + 0,05 20,89+0,29b / 1,79+ 0,08 ¢
0,23c,d,e
6 291+0,02b 1,58 +0,07 2,07 £0,06 1,81£0,09 1,34+0,06e 34,28+0,27 ¢ / 0,69 £ 0,03
7 2,18+0,01¢cd 4,71+0,10d,e 7,45+0,11d 4,84+0,10d 1,93 £0,08 b,f 23,56+ 0,26d / 2,40+0,10d
8 2,38+0,03e 3,00+0,11h 1,23+0,06e 4,42 +0,11¢f / 27,58+ 0,29 a /
9 2,55 +0,04 7,51+0,16 430+0,19f 2,51+0,10a,g 1,63+0,03 20,95+0,29b / 1,24+ 0,06
10 2,05+0,02f 11,56 + 0,14 4,65+0,11fg 557+0,12h 2,16 £0,10c 24,88+ 0,21e / 2,43+0,10d
11 3,40 £0,03 2,54+0,11c 1,21+0,06e 4,26+ 0,12 i,f 0,96 £0,04a 27,67 0,37 a 1,13£0,05a 1,56 £0,07 e
12 5,48+0,06 3,07+0,09h 0,73 £0,02 4,74+0,12d,j 0,47 £0,02 18,39+ 0,15 / 2,72+0,10b
13 3,76 £0,02 4,89+0,12de / 4,49 +0,10¢fj 0,85 + 0,04 20,69+0,21b / 1,81+0,09
of
14 2,08+0,03fg 4,76 +0,11d,e 1,61+0,08ah 6,88 0,12 1,79 0,08 f 23,43+0,23d / 1,74+0,08 c
15 2,19+£0,05¢c 4,41+0,12fg 546+0,11c,i 2,76 0,10 k 3,24 +0,09 21,60 +0,20 / 2,61+0,09
b,d
16 212£0,03dg  639+0,09a 5,650,101 / / 31,47+ 0,24 f / /
17 1,93+0,03 519+0,10i 291+0,09b 3,32+0,111m 1,38+0,06e 28,10+0,19a / 1,99 +0,08 f
18 3,15+0,02 4,07 +0,10 4,71+0,11g 513+0,09e 0,74+0,03d 20,72+0,22b / 1,57+0,07 e
19 1,61+0,03 4,67 +0,11d,f 2,36+0,10j 3,380,111 / 22,74+0,22¢g / 0,94+0,03a
20 2,96+0,05b 548+0,19 0,69 £0,03 10,43+ 0,23 / 33,73+0,29 / /
ch
21 2,38+£0,04e 4,77 +0,10 e,f 6,22 £0,21 3,99+0,181 / 40,54 0,52 / 2,46+0,11d
22 1,50+0,03h 4,77 £ 0,12 e f 4,48+0,10f,g 564+0,13h / 24,83+0,23 ¢ / /
23 1,51+0,03h 16,75+ 0,23 3,22+0,10 7,85+0,12 / 24,73+0,22 ¢ / /
24 1,84 £0,041 4,42+0,11g 2,27+£0,10j 11,05+ 0,15b 0,75+0,03d 33,25+0,27h / /
25 1,31+0,01 530+0,11b,i 7,47 +0,15d 2,71+0,11gk 1,48+0,07 e 31,83+0,25f / /
26 1,78 +0,07 i 2,98+0,10h 1,59+0,07h 3,13+£0,11m 1,08 + 0,05 22,99+0,28 / /
dg
min vrednost 1,31+0,01 1,58 £ 0,07 0,69 +0,03 1,81 +0,09 0,47 £0,02 15,80 + 0,21 1,13 £0,05 0,69 0,03
max vrednost 6,78 £ 0,07 16,75 + 0,23 10,51+ 0,21 11,24 £ 0,03 3,24 £ 0,09 40,54 + 0,52 1,15+ 0,10 2,72+0,10

* Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).
** Oznake u tabeli: C8:0 - kaprilna kiselina; C12:0 - laurinska kiselina; C14:0- miristinska kiselina; C15:0- pentadekanoinska

kiselina; C16:0- palmitinska kiselina; C16:1- palmitoleinska kiselina; C17:0- margarinska kiselina.

Iz tog razloga dok prisustvo polena kupusnjaca utiCe na povecanje sadrzaja
ukupnih lipida prisustvo polena mahunarki utiCe na njegovo smanjivanje pa je

rezultat ova dva suprotna uticaja prosecni sadrZaj lipidnih supstanci u ovakvim
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uzorcima. Najnizi sadrZaj lipida naden je u polifloralnom uzorku broj 25 koji je
pretezno sadrZavao polen japanskog bagrema (46%) i suncokreta (21%). Ako se
pogleda i uzorak broj 23, koji je sadrZzavao 42% polena japanskog bagrema a
sadrzaj lipida mu je bio jako nizak (1,51 g/100g), moZe se izvesti zakljucak i da se
polen ove biljke odlikuje niskim sadrZajem lipidnih supstanci. Takode, i uzorak
broj 4 koji je bio skoro monofloralnog porekla od suncokreta imao je sadrZzaj lipida
u granicama proseka Sto znaci da je polen i ove biljke siromasan ili relativno

siromasan lipidnim supstancama.

Tabela 17 (II deo). - Sadrzaj pojedinacnih masnih kiselina [%] u uzorcima polena*

C18:0** C18:1n-9** C18:2n-6** C18:3n-6** C18:3n-3** C20:0** C20:1** C20:2**
1 6,43 £0,14 22,50+0,30a 9,08+0,19ab / 8,64+0,14a 0,78+ 0,02 / 0,77 +0,02
2 6,96 +0,18a 19,25+ 0,24b 8,69+0,19a / 27,72+ 0,13 1,25+£0,06a / /
b

3 11,16 +0,15b 15,05+0,15¢ 4,99+0,10c / 17,00+ 0,19 2,31+£0,08c / /
4 15,47+ 0,24 ¢ 13,93+0,23d 6,60+0,21d / 7,54+0,15¢c / / /
5 13,31+0,22 12,69+ 0,21 8,01+£0,13e 0,56 +0,02 25,05+0,24d 1,95+0,08b / /

de ef
6 14,53+ 0,13 f 18,85+ 0,24b 11,06+ 0,14 f / 7,68 £0,08 c 1,38+0,06a / /
7 12,06+0,18¢g 11,99+0,20g 9,57+0,11g / 16,37+0,17 e 2,06+0,07b / /
8 12,08 +0,18 22,71+0,31a 562+0,12 hi / 22,32+034f 1,03+0,05 / /

gh
9 11,39+ 0,38b 13,50+ 0,31d 9,37+0,26b,g / 22,19+0,.27f 2,39+0,11cd 1,68 0,08 /
10 6,98+0,12a 10,77 £0,12 7,57 £0,11 / 14,38+0,17¢g 4,06+0,11e / /
11 8,90 +0,14 13,99+ 0,34d 504+0,14c / 22,27+0,26f 399+0,12e / /
12 10,25+ 0,161 15,06 £ 0,16 ¢ 521+0,13¢j / 36,79+ 0,46 2,57+0,114df / /
13 13,09+0,11d 15,59+0,18h 553+0,10h / 27,75+0,21b 5,30+0,09 / /
14 11,92+0,13 g 1566+ 0,15h 6,42+0,13d / 21,53+0,28 2,50+0,11 ¢f / /
15 13,93+0,16 17,12+ 0,13 8,77+0,11a / 16,30+ 0,11 e 1,60+0,07¢g / /

ik
16 13,20+ 0,19d 12,35+ 0,14 11,20+ 0,17 f / 19,74+ 0,151 / / /

€g

17 12,98+ 0,20 16,71+ 0,19 3,92+0,11 / 20,68+0,21h 1,32+0,06a / /

dl
18 12,41 + 12,82+0,20f 10,98 +0,25f / 22,48+0,27f 1,90 £0,09 b / /

0,12h,m

19 12,53+0,14m 10,10 £ 0,181 798+0,15e / 14,72+0,15¢g 3,41+0,13 / /
20 13,61+0,14 1495+ 0,16 ¢ 537+0,11h, / 20,010,301 1,95 +0,08b / /

ek
21 10,08+ 0,20 n 11,30 £ 0,25 584+0,14ik / 12,50+ 0,11 / 2,30+ 0,09 /
22 9,85+0,15n 12,17+0,16g 562 0,21hk / 20,66 + 0,27 h / / /
23 14,23+ 0,15fj 13,63+0,16d 4,98+0,10c / 8,64£0,12a 595+0,11 2,64 0,09 /
24 12,81+0,131 13,54+ 0,15d 597+0,11k / 13,60+ 0,18 1,57+0,07¢g / /
25 15,47 +0,28 ¢ 10,08 £ 0,161 8,03+0,11e / 11,69 + 0,25 2,28+0,09¢ / /
26 14,11+ 0,20j 15,05+0,17 ¢ 6,67 +0,15d / 24,98+0,28d 4,57 +0,14 /

min vrednost 6.43 0,14 10,08 + 0,16 3,92 40,11 0,56 + 0,02 7,54+ 0,15 0,78 + 0,02 1,68 + 0,08 0,77 + 0,02
maxvrednost 15,47 + 0,24 22,71+0,31 11,20+ 0,17 0,56 + 0,02 36,79 + 0,46 5,95+0,11 2,64 + 0,09 0,77 £0,02

* Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).
** Oznake u tabeli: C18:0- stearinska kiselina; C18:1n-9- oleinska kiselina; C18:2n-6- linolna kiselina; C18:3n-6-y- linolenska

kiselina; C18:3n-3- linolenska kiselina; C20:0- arahidska kiselina; C20:1- eikozanska kiselina; C20:2- eikozadienska kiselina.

Vecina autora je saglasna da je uzrok razlikama u sadrzaju lipidnih supstanci
razlika u botanickom poreklu [Bogdanov, 2012; Shawer et al., 1987; Day et al.,
1990; Campos et al., 2008], a Szcsesna [Szcsesna, 2006a] izdvaja i mogucnost

uticaja razlicite metodologije rada. Naime, imaju¢i u vidu veliku raznovrsnost ove
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grupacije jedinjenja kao i razlike u tome u kom delu polenovog zrna se javljaju (Sto
je ve¢ detaljno objasnjeno u odeljku II-2d OpSteg dela) Dobson-ova [Dobson, 1988]
ukazuje na slicnosti u sadrZaju lipida u povrSinskom sloju polenovog zrna u
zavisnosti od njegovog botanickog porekla. Tako npr. biljke iz familije glavocika
pokazuju veliku raznovrsnost u sadrzaju lipida dok, sa druge strane, biljke iz
familije Onagraceae se odlikuju siromasnom lipidnom frakcijom uz posebno slabu

zastupljenost ugljovodonika.

Tabela 17 (III deo). - Sadrzaj pojedina¢nih masnih kiselina [%] u uzorcima polena*

C22:0** C20:3n-6** C20:3n-3** C20:5n-3** C22:5n-3** C22: 6n-3** C24:0**
1 0,72+0,03a 4,95+0,16 5,12 +0,12 / 2,70 £0,15 / 3,17+0,12
2 / / / / / /
3 0,72+0,03a / / / / / /
4 / / / / / / /
5 1,83+0,07b / / / / / /
6 2,51+0,07 / / / 2,21+0,06 / /
7 1,76+ 0,08 b / / / / / 1,28+0,08a
8 / / / / / / /
9 1,36 0,06 ¢ / / / / / /
10 5,00 + 0,12 / / / / / /
11 0,88 + 0,02 / 3,99+0,12 / / / 0,96 0,03
12 / / / / / / /
13 / / / / / / /
14 1,75+0,07b / / / / / /
15 2,20+0,11 / / / / / /
16 / / / / / / /
17 1,51+0,07 d,e / / / / / /
18 1,37 0,06 c,d / / / / / 1,15+0,04a
19 10,91+ 0,19 6,25+0,11 / / / / /
20 1,26+ 0,06 ¢ / / / / / /
21 / / / / / / /
22 / / / / / / /
23 7,29+0,11 / / / / / /
24 0,78+0,02a / / / / / /
25 3,66 0,18 / / / / / /
26 1,58 0,05 e 0,54 +0,02 0,74 +0,02 / / / /
min vrednost 0,72 + 0,03 0,54 0,02 0,74 0,02 / 2,21+0,06 / 0,96 + 0,03
max vrednost 10,91+ 0,19 6,25 0,11 512 +0,12 / 2,21+0,06 / 3,17 £0,12

* Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).
** Oznake u tabeli: C22:0- behenska kiselina; C20:3n-6- dihomo-y-linolenska kiselina; C20:3n-3- eikozatrienska Kiselina;
C20:5n-3- eikozapentanoiska kiselina; C22:5n-3- dokozapentanoiska kiselina; C22:6n-3- dokozaheksanoinska Kkiselina;

C24:0- lignocerinska kiselina.

Analizom sadrZaja pojedinacnih masnih kiselina dolazimo do sledecih
zakljucaka:
v u svim uzorcima prisutno je Sest masnih kiselina i to - C8:0, C16:0, C18:0,
C18:1n-9,C18:2n-6 i C18:3n-3
v" od preostalih masnih Kiselina Sest se moze posmatrati kao znacajno zastupljene
jer su se javljale u vec¢ini uzoraka i to - jedna (C12:0) je identifikovana u dvadeset

pet uzoraka polena, jedna (C14:0) u dvadeset Cetiri uzorka, jedna (C20:0) u
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dvadeset dva uzorka, dve (C15:0 i C22:0) u osamnaest uzoraka i jedna
(C17:0) u sedamnaest uzoraka
v’ za osam masnih Kiselina se moze re¢i da su slabo zastupljene u uzorcima i to -
jedna (C24:0) je detektovana u Cetiri uzorka, tri (C20:1, C20:3n-3 i C20:3n-
6) su identifikovane u tri uzorka, jedna (C16:1) je pronadena u dva uzorka,
jedna (C18:3n-6) je identifikovana samo u jednom uzorku dok dve masne
kiseline (C20:5n-3 i C22:6n-3) nisu pronadene ni u jednom od ispitivanih
uzoraka.
Prisustvo retkih i neuobicajenih masnih kiselina u semenu biljaka moze se, u
mnogim slucajevima, dovesti u vezu sa pripadnoSéu odredenoj biljnoj familiji
[Aitzmiiller, 1993; Bagci et al., 2003; Tsydendambaev et al, 2004]. U smislu

sadrZaja polinezasi¢enih masnih kiselina biljne vrste i familije se dele u dve velike

grupe:
v ,18:3biljke
v ,16:3“biljke.

Kod prve grupe biljaka obavezno je prisustvo linolenske kiseline (C18:3) kao
karakteristi¢ne polinezasi¢ene masne kiseline i svih drugih masnih kiselina za koje
je ona prekursor dok je kod ,,16:3“ biljnih vrsta karakteristi¢no da, osim linolenske,
sadrZe i najmanje 2% heksadekatrienske kiseline (C16:3) [Mongrand et al., 1998;
Tsydendambaev et al, 2004]. Linolenska kiselina je proizvod metabolizma
preteZno viSih biljaka i zbog toga se javlja kod biljnih vrsta koje su na najviSem
evolutivnim stupnju dok su ,16:3“ biljne vrste uglavnom na neSto niZem stupnju
razvoja jer je ova masna kiselina karakteristi¢na i za prokariotske organizme poput
algi ili cijanobakterija [Mongrand et al., 1998; Tsydendambaev et al., 2004].

Na osnovu navedenih podataka moguce je objasniti prisustvo nekih od retkih

masnih kiselina u ispitivanim uzorcima polena na slede¢i nacin:

v" y-linolenska kiselina (C18:3n-6) i njeno prisustvo u uzorku broj 5 mogu se
povezati sa prisustvom polena biljaka iz familije Brassicaceae s obzirom da
je ova retka masna Kkiselina izolovana u semenu uljane repice (Brassica

napus) [Thelen i Ohlrogge, 2002]. S obzirom da je uzorak br. 5 vodio
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poreklo iz beogradskog regiona ova biljna kultura je zastupljena i gaji se u
okolnim mestima, pa je moguce da je njen polen prisutan i u ispitivanom
uzorku polena

v' Prisustvo eikozadienske (C20:2) polinezasi¢ene masne Kiseline u uzorku br.
1 moZe se povezati sa prisustvom polena biljaka iz familije Rannunculaceae,
koji je zastupljen u njemu [Tsydendambaev et al., 2004] kao i sa polenom
kukuruza koji je, takode, izolovan u ovom uzorku [Makarenko et al., 2003]

v’ Prisustvo eikozanske (gadoleinske) kiseline (C20:1) u uzorku br. 9 moze se
povezati sa prisustvom biljaka iz familije Fabaceae (a koji je bio dominantno
zastupljen u ovom uzorku) i to najverovatnije sa sojom jer je ova masna
kiselina izolovana iz semena ove biljke [Thelen i Ohlrogge, 2002] kao i sa
polenom biljaka iz familije Brassicaceae (pre svega sa uljanom repicom) ¢iji
je polen, takode, identifikovan u ovom uzorku, a moZe da sadrzi
eikozadiensku kiselinu [Holbrook et al, 1992]. Prisustvo ove nezasi¢ene
masne Kiseline u uzorku broj 21 moZe se dovesti u vezu sa dominantno
zastupljenim polenom biljaka iz familije Rannunculaceae [Tsydendambaev
et al., 2004; Cheikh-Rouhou et al.,2007; Telci et al., 2014], dok se njeno
prisustvo u uzorku broj 23 moZe dovesti u vezu sa prisustvom polena
biljaka familije Cannabaceae u kojima je utvrdeno da u njihovom semenu
ima ove retke masne kiseline [Bagci et al., 2003]

v' lako se dominantno zastupljene familije od kojih vode poreklo uzorci
polena broj 1 i 11 potpuno razlikuju, prisustvo palmitoleinske kiseline u
njima bi se moglo dovesti u vezu sa polenom kukuruza za Sta postoje i
podaci u literaturi [Makarenko et al., 2003]. Naime, polen ove biljke je
prisutan u uzorku br. 1 kao prateci polen, a moguce je da se javlja i u uzorku
br. 11 samo u veoma niskoj koli¢ini pa nije identifikovan kao znacajnije
zastupljen. Osim toga u uzorku broj 1 ova nezasi¢ena masna kiselina moze
da potice i od polena biljaka iz familije Rannunculaceae u Cijem semenu je,

takode, izolovana [Cheikh-Rouhou et al.,2007].

Prisustvo retkih polinezasi¢enih masnih kiselina (C18:3n-6, C20:3n-3 i C20:3n-6) u

odredenim uzorcima polena moZe se povezati sa prisustvom mikroorganizama u
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njima [Lopez Alonso i Garcia Maroto, 2000]. Naime, u procesu biosinteze ovih
kiselina iz stearinske kiseline pod dejstvom odgovaraju¢eg enzima, desaturaze,
nastaje oleinska kiselina, a iz nje se dalje formira linolenska kiselina. S obzirom na
Cinjenicu da visSe biljke, kao i sisari, nemaju sposobnost biosinteze ovih masnih
kiselina zbog nedostatka, enzima koji su neophodni u procesu elongacije C-niza,
moguce je da su one nastale kao produkt aktivnosti mikroorganizama [Gill i
Valivety, 1997].

Uzorci broj 11 11 mogu se okarakterisati kao specifi¢ni, s obzirom da su bogati
retkim masnim kiselinama, jer se jedino u njima moze pronaci palmitoleinska
kiselina dok se uzorak 1 jo$ odlikuje i specificnim prisustvom lignocerinske (koje
ima i u uzorku broj 11) eikozatrienske, dokozapentanoinske kao i dihomo-y-
linoleinske kiseline. Moguce je da se ovo moZe povezati sa njihovim zajednickim
geografskim poreklom, jer oba uzorka vode poreklo iz Beograda, kao i sa
eventualnom aktivno$¢u mikroorganizama u njima.

S obzirom na vaZnost masnih kiselina u ishrani i na to da mozemo razlikovati
zasiCene i nezasiCene masne kiseline koje, sa nutritivnog aspekta, imaju razliCit
znacaj [Serra-Bonvehi i Jorda, 1997] (o ¢emu je bilo reci u odeljku II-2d OpSteg
dela) uporedeni su i sadrzaji svakog od ovih tipova masnih kiselina u ispitivanim
uzorcima. U Tabeli 18 dati su ukupni sadrZzaji zasi¢enih (ZMK), mononezasi¢enih
(MNMK]) i polinezasi¢enih masnih kiselina (PNMK) u ispitivanim uzorcima.

Najzastupljenija medu zasi¢enim masnim kiselinama je bila palmitinska kiselina sa
prosetnim sadrZajem od 26,39%. Najveca zastupljenost ove kiseline je bila u
uzorku broj 21 (40,54%), a najmanja u uzorku broj 2 (15,80%).

Druga po zastupljenosti je bila stearinska kiselina ¢iji se sadrZaj u uzorcima kretao u
opsegu 6,43 (uzorak br. 1) - 15,47% (uzorak br. 25). ProseCan sadrZaj ove masne
kiseline u uzorcima je iznosio 11,91%. Na kraju, treca zasi¢ena masna kiselina, a koja je
bila prisutna u svim ispitivanim uzorcima, je bila kaprilna kiselina sa prose¢nim
sadrzajem 5,32% od ukupnih masnih kiselina pri ¢emu je najvise ove kiseline nadeno u
uzorku broj 23 (16,75%), a najmanje u uzorku broj 6 (1,58%). Od mononezasi¢enih
masnih Kiselina u svim uzorcima je bila prisutna oleinska Kiselina sa prose¢nim
udelom od 14,67% pri Cemu je najveci sadrzaj ove kiseline naden u uzorku broj 8

(22,71%) a najmanji u uzorcima broj 19i 25 (10,10%). Linolna i linolenska kiselina
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su bile polinezasicene masne kiseline koje su identifikovane u svim ispitivanim
uzorcima polena. Znatno veci udeo je utvrden kod linolenske (prosecan sadrzaj
18,59%) nego kod linolne kiseline (prosecan sadrzaj 7,23%). Uzorak najbogatiji
linolenskom kiselinom je bio uzorak broj 12 (36,79%), a najsiromasniji je bio
uzorak broj 4 (7,54%). Sa druge strane, najve¢i udeo linolne kiseline je naden u

uzorku broj 16 (11,20%), a najmanji u uzorku broj 17 (3,92%).

Tabela 18. - Udeli pojedinih tipova masnih kiselina [%] u uzorcima polena

kao i odnos sadrzaja zasi¢enih i nezasi¢enih m.k.

uzorci ZMK* MNMK* PNMK* Y (NMK) NMK/ZMK
1 45,09 23,65 31,26 5491 1,2178
2 44,35 19,25 36,41 55,66 1,255
3 62,96 15,05 21,99 37,04 0,5883
4 71,93 13,93 14,14 28,07 0,3902
5 53,68 12,69 33,62 46,31 0,8627
6 60,19 18,85 18,74 37,59 0,6245
7 62,05 11,99 25,94 37,93 0,6113
8 49,34 22,71 27,94 50,65 1,0266
9 53,28 15,18 31,56 46,74 0,8773
10 67,29 10,77 21,95 32,72 0,4863
11 52,93 15,12 27,31 42,43 0,8016
12 42,94 15,06 42 57,06 1,3288
13 51,12 15,59 33,28 48,87 0,956
14 56,38 15,66 27,95 43,61 0,7735
15 57,81 17,12 25,07 42,19 0,7298
16 56,71 12,35 30,94 43,29 0,7634
17 58,7 16,71 24,6 41,31 0,7037
18 53,77 12,82 33,46 46,28 0,8607
19 60,94 10,1 28,95 39,05 0,6408
20 67,15 14,95 25,38 40,33 0,6006
21 68,06 13,6 18,34 31,94 0,4693
22 49,57 12,17 26,28 38,45 0,7757
23 80,02 16,28 13,62 29,9 0,3737
24 66,9 13,54 19,57 33,11 0,4949
25 70,2 10,08 19,72 29,8 0,4245
26 52,03 15,05 32,93 47,98 0,9222
min vrednost 42,94 10,08 14,14 28,07 0,3737
max vrednost 80,02 23,65 42,00 57,06 1,3288

ZMK- zasi¢ene masne kis.,, MNMK-mononezasi¢ene masne kis., PNMK-polinezasi¢ene masne Kkis.

Ako se vrednosti sadrzaja pojedinacnih masnih kiselina u ispitivanim uzorcima
uporede sa podacima u literaturi najsli¢niju raspodelu u sadrZaju masnih kiselina
nalazimo u podacima za kineske uzorke polena [Yang et al, 2013] s tim Sto su
autori u ovim uzorcima kao najzastupljeniju pronasli linolensku (25,1%) a kao
drugu po zastupljenosti palmitinsku kiselinu (19,6%) dok je u analiziranim
uzorcima redosled bio obrnut sa vrlo slichnom procentualnom zastupljenoséu

(26,39% tj. 18,59%). Treca po zastupljenosti, u oba slucaja, je bila oleinska kiselina
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koje je u kineskim uzorcima polena bilo (17,3%) Sto je bilo nesSto viSe u odnosu na
uzorke polena ispitivane u ovoj disertaciji (14,67%). Stearinska kiselina, koja je u
ispitivanim uzorcima polena bila 4. po zastupljenosti, u kineskim se nalazila na 5.
mestu (2,96%), odmah iza behenske kiseline koja se u ispitivanim uzorcima nasla
na 8. mestu i to kao poslednja od masnih kiselina koje su bile zastupljene u vecini
uzoraka. Slican raspored najzastupljenije tri masne Kiseline nalazimo i u radu
Estevinho-ve i saradnika [Estevinho et al., 2012] koji su pronasli da su tri glavne
masne kiseline bile linolenska (30 - 55,7%), linolna i palmitinska kiselina kao i u
radu Feds-a i saradnika [Feas et al., 2012], dok Saa-Otero i saradnici [Saa-Otero et
al., 2000] navode da su glavne tri nezasi¢ene masne kiseline bile linolenska, linolna
i oleinska kiselina, dok je palmitinska bila znatno manje zastupljena (1,3 - 1,8%) ali
prisutna i svim uzorcima. Isti redosled tri glavne kiseline nalazimo i u radu Serra-
Bonvehi-ja i Jorda-e koji isticu da je to zbog toga Sto ove nezasicene Kiseline sluze
da pokrivaju polenovo zrno u vidu tankog filma u ,pollen Kkitt“ zoni [1997].
Markowicz Bastos-eva sa saradnicima [Markowicz Bastos et al., 2004] je u svim
uzorcima brazilskih polena utvrdila prisustvo oleinske, linolne i arahidske kiseline,
dok palmitinska nije identifikovana u jednom od uzoraka. Sa druge strane, u
njihovim uzorcima linolenska kiselina je pronadena samo u dva (od Cetrnaest)
uzoraka. Po Manning-u [2001] u polenu je identifikovano 18 masnih kiselina od
kojih su najzastupljenije i najvaznije bile palmitinska, stearinska, oleinska i linolna
kiselina. Nicolson i Human-ova [2013] u svom radu daju podatke o prisustvu svega
osam masnih kiselina u juzZnoafrickim polenima pri ¢emu su tri glavne bile
miristinska, palmitinska i linolenska kiselina.

S obzirom na vaZnost i znacaj posmatranja uzajamnog odnosa ova dva tipa
masnih kiselina i na poZeljno visi sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina u odnosu na
zasi¢ene [Serra-Bonvehi i Jorda, 1997], u Tabeli 18 dat je i odnos ove dve
vrednosti za ispitivane uzorke polena. Kako bi uzorci polena imali zadovoljavajuci
nutritivni kvalitet neophodno je da odnos ove dve grupe masnih kiselina bude veci
od 1 tj. da su viSe zastupljene nezasi¢ene masne kiseline.

Na osnovu podataka dobijenih za ispitivane uzorke u ovom istrazivanju moze
se videti da je vrednost ovog parametra u samo Cetiri uzorka (1, 2, 8 i 12)
zadovoljavajuca tj. veca od 1. U svim ostalim uzorcima zasi¢ene masne kiseline su

bile zastupljene u ve¢em udelu u odnosu na nezasic¢ene i zbog toga je za dvadeset
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dva uzorka vrednost ovog parametra bila manja od 1. U tom smislu moZe se
zakljuciti da su takvi uzorci imali manju nutritivnu vrednost. Medutim, dobijeni
rezultati su se poklopili sa podacima koje za NMK/ZMK odnos daje Markowicz
Bastos sa svojim kolegama [Markowicz Bastos et al., 2004] koji su, takode, za
brazilske uzorke polena dobili da je udeo zasi¢enih masnih kiselina bio ve¢i od
nezasi¢enih i da su, u tom smislu, uzorci bili slabijeg kvaliteta sa nutritivnog
aspekta. Sa druge strane, uzorci polena iz Spanije [Serra-Bonvehi i Jord4, 1997] su
bili dobrog nutritivnog kvaliteta jer je u svima NMK/ZMK odnos bio veci od 1,
tacnije skoro 2 (1,96). Slican, povoljan odnos, nezasi¢enih i zasi¢enih masnih
kiselina nasli su i Feas i saradnici [Feas et al., 2012] mada je u njihovom slucaju taj
odnos bio nesSto nizi i blizi 1, ali sasvim dovoljan da uzorke moZemo da
okarakteriSemo kao nutritivno dobre. Yang i saradnici [Yang et al., 2013] isticu da
iako u svim uzorcima su najzastupljenije masne Kkiseline bile linolenska, linolna i
palmitinska njihov sadrzaj je znacajno varirao. Zbog toga se i vrednost odnosa
zasicenih i nezasi¢enih masnih kiselina znatno razlikuje u uzorcima. Tako je udeo
linolenske kiseline u svim uzorcima generalno bio visi od udela linolne kiseline, a
ona je poznata kao esencijalna masna kiselina za ljudsku ishranu i kao takva se
mora unositi putem hrane. Kod Coveka ona bitno utice na povecanje sadrZaja
lipoproteina vece gustine. Ovakav poviSen sadrZzaj nezasi¢enih masnih kiselina u
polenima direktno ih nominuje kao dobre kandidate za upotrebu u ljudskoj ishrani
kao dijetetski dodatak. Autori razlike koje postoje u sadrZaju pojedinacnih masnih
kiselina u uzorcima povezuju sa razli¢itim bioloSkim poreklom kao i sa razlikama u
procesu dobijanja i skladiStenja uzoraka polena. O velikom uticaju botanickog
porekla polena na sadrzaj masnih kiselina govore u svom radu i Saa-Otero-va sa
saradnicima [Saa-Otero et al., 2000].

PoviSeni sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina u odnosu na nezasi¢ene masne
kiseline u uzorcima polena ispitivanim u ovoj studiji moZe biti posledica kako
samog sastava i porekla polenovih zrna tako i neodgovarajucih uslova prerade i
cuvanja polena [Markowicz Bastos et al., 2004]. Naime, polenovo zrno, nakon Sto
ga pcCela sakupi, ako dode u kontakt sa sadrzajem njenih pljuvac¢nih Zlezda podleze
nizu hemijskih promena i transformacija medu koje spada i oksidacija nezasi¢enih
masnih kiselina pod dejstvom hidrolitickih enzima iz pljuvacke pcele. Na ove
promene utiCu i temperatura i prisustvo kiseonika. Takode, kada pcelari sakupe

polen veoma cCesto ga podrvrgavaju razlic¢itim procesima dehidratacije Sto moze
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uticati na smanjenje sadrzaja nezasi¢enih masnih kiselina u njemu. Uticaj uslova
prerade i cuvanja polena se posebno namece kao logic¢an zakljucak s obzirom da je
poznato da pcele biraju polen sa visokim sadrzajem nezasi¢enih masnih kiselina
[Serra Bonvehi i Jorda, 1997].

Ako se podaci dobijeni za sadrZaje masnih Kkiselina u ispitivnim uzorcima
povezu sa botanickim poreklom ponovo se, kao i u slu¢aju ukupnih lipida, uocava
da je sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina najvisi u uzorcima broj 12 (57,06%) i 2
(55,66%) koji su monofloralnog, ili izrazito dominantnog, porekla od familije
kupusnjaca. Sa druge strane, najvisi sadrZaj zasi¢enih masnih kiselina je pronaden
u uzorcima 23 (80,02%) i4 (71,93%) i 25 (70,2%) za koje je ranije utvrdeno da su
se odlikovali najniZim sadrzajem ukupnih lipida ili su bili u granici proseka.

U Tabeli 19 dati su rezultati korelacione analize za sadrzaj pojedinacnih
masnih kiselina u uzorcima polena. Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti
slede¢i zakljucci:

v’ sadrzaj kaprilne Kiseline je u znacajnoj srednjoj pozitivnoj korelaciji (0,57)

sa sadrZajem eikozanske Kiseline koja se javlja samo u tri uzorka (br. 9, 21 i
23). Ovo se ne moZe dovesti u vezu sa njihovim botani¢kim poreklom s
obzirom da sva tri poti¢u od razli¢itih biljnih vrsta i familija

v’ sadrzaji oleinske i laurinske Kiseline su bili u znacajnoj srednjoj negativnoj
korelaciji (-0,57)

v' sadrzaj palmitinske Kiseline je, takode, u znacajnoj srednjoj negativnoj
korelaciji sa sadrzajem linolenske kiseline (-0,64)

v' sadrzaj palmitoleinske Kkiseline je bio u znacajnoj srednjoj negativnoj
korelaciji sa sadrzajem stearinske kiseline (-0,50). Sa druge strane, prisistvo
ove masne Kkiseline je bilo u znacajno jakim pozitivnim korelacijama sa
sadrZzajima dve nezasiCene masne Kkiseline - eikozadienske (0,70),
eikozatrienske (0,99), kao i u znacajnoj srednjoj pozitivnoj korelaciji sa
sadrZzajem dokozapentanoinske kiseline (0,51). SadrZaji eikozatrienske i
palmitoleinske Kkiseline su u izuzetno znacajno jakoj pozitivnoj korelaciji
(0,99). Njihovo prisustvo se poklapa u dva od tri uzorka u koliko se javlja
eikozatrienska kiselina (br. 1 i 11), dok u uzorku broj 26 nema
palmitoleinske kiseline. Ono Sto karakteriSe ove uzorke je zajednicko

geografsko poreklo jer su oba uzorka iz regiona grada Beograda. U ista dva
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uzorka identifikovana je i lignocerinska kiselina tako da i ona pokazuje jaku
korelacionu povezanost (0,77) sa sadrZajem palmitoleinske kiseline

v’ sadrzaji pentadekanoinske i margarinske kiseline su u umereno jakoj
pozitivnoj korelaciji (0,58). Ove dve masne kiseline, pre svega zbog
neparnog broja C-atoma, spadaju u rede i manje zastupljene masne Kkiseline
kako u biljnom, tako i u Zivotinjskom svetu [Rezanka i Sigler, 2009; Jenkins
et al, 2015]. U ljudskom organizmu one se javljaju kao posledica
konzumiranja mleka i mle¢nih proizvoda u kojima nastaju kao produkt
aktivnosti mikroorganizama u toku fermentacije [Vlaeminck et al., 2006]. S
obzirom da su i uzorci polena podloZni procesu fermentacije, moguce je da
je prisustvo ove dve masne kiseline u njima upravo posledica takvih
mikrobioloskih procesa pa je zbog toga izraZena i pozitivha korelacija
izmedu njihovih sadrzaja.

v’ sadrzaji oleinske i dokozapentanoinske kiseline su se nalazili u znacajnoj
srednjoj pozitivnoj korelaciji (0,55) S$to bi se moZda moglo povezati sa
Cinjenicom da je oleinska kiselina prekursor u biosintezi ove polinezasi¢ene
masne Kiseline[Gill i Valivety, 1997]

v' sadrzaji palmitinske i linolenske kiseline pokazuju znacajnu jaku negativnu
korelaciju (-0,64) u uzorcima polena

v’ sadrzaji arahidske i behenske Kkiseline su pokazali znacajnu srednju
pozitivnu korelaciju (0,50) Sto bi se moglo povezati sa ¢injenicom da su obe
kiseline u uzorke polena verovatno dospele kao posledica aktivnosti
mikroorganizama, jer u viSim biljkama su retko zastupljene masne kiseline
sa C-nizom duZim od osamnaest atoma. Pri tome, moguce da je prvo, iz
stearinske kiseline, elongacijom niza nastala arahidska, a zatim iz nje i
behenska kiselina

v’ sadrzaj behenske Kkiseline je pokazivao znacajno srednju pozitivnu
korelaciju sa sadrzajem dihomo-y-linoleinske kiseline (0,53)

v" lignocerinska Kiselina je prisutna u ista dva uzorka u kojima je pronadena i
eikozatrienska kiselina tako da njihovi sadrZaji pokazuju znacajno jaku

pozitivnu korelacionu povezanost (0,80).
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Tabela 19. - Korelaciona analiza sadrZaja pojedinih tipova masnih kiselina

8:0 12:0 14:0 15:0 16:0 16:1 17:0 18:0 18:1n 18:2n 18:3n 18:3n 20:0 20:1 20:2 22:0 20:3n 20:3n 22:5n 24:0
-9 -6 -6 -3 -6 -3 -3
8:0 / 0,28 0,17 -0,08 0,00 0,27 0,11 0,05 0,32 0,16 0,17 0,32 0,36 0,57* -0,20 0,41 0,17 0,29 0,31 0,26
12:0 0,28 / -0,40 0,07 0,34 -0,28 -0,04 0,32 -0,52* 0,31 0,13 0,44 -0,40 0,14 -0,21 0,01 0,22 -0,30 0,24 -0,09
14:0 0,17 -0,40 / 0,07 -0,09 -0,15 -0,03 0,17 -0,02 0,46 -0,00 0,13 0,24 0,05 0,17 0,01 -0,19 0,17 0,27 0,15
15:0 -0,08 0,07 -0,07 / -0,42 0,01 0,58* 0,15 0,13 0,33 0,06 0,06 0,13 -0,23 0,01 0,01 0,17 0,01 0,07 0,08
16:0 0,00 0,34 -0,09 -0,42 0,03 0,46 0,30 0,12 -0,13 -0,18 -0,64* 0,43 0,17 0,00 -0,14 0,10 0,02 0,17 -0,08
16:1 -0,27 -0,28 -0,15 0,01 0,03 / 0,02 40,50 0,32 -0,02 -0,06 -0,13 0,04 -0,10 0,70* -0,12 0,39 0,99* 0,51* 0,77*
17:0 -0,11 -0,04 -0,03 0,58 0,46 0,02 / -0,47 0,01 0,08 0,12 0,39 0,06 -0,00 -0,04 -0,08 -0,08 -0,01 -0,09 0,09
18:0 0,05 0,32 0,17 -0,15 0,30 -0,50*  -0,47 / -0,21 0,03 0,11 -0,20 0,08 0,02 -0,45 0,17 0,23 -0,49 -0,22 -0,45
18:1n -0,32 40,52 -0,02 0,13 -0,12 0,32 0,01 0,21 / -0,02 0,12 0,08 -0,18 -0,20 0,48 -0,38 0,08 0,36 0,55* 0,32
-9
18:2n -0,16 0,31 0,46 0,33 -0,13 -0,02 0,08 0,03 -0,02 / 0,08 -0,19 -0,27 -0,15 0,18 0,08 0,17 0,00 0,38 0,30
-6
18:3n 0,17 0,13 -0,00 0,06 -0,18 -0,06 0,12 0,11 0,12 0,08 / 0,19 -0,03 -0,07 -0,04 0,00 -0,06 -0,06 -0,06 -0,07
-6
18:3n -0,32 0,44 0,13 0,06 -0,64*  -0,13 0,39 -0,20 0,08 -0,19 0,19 / 0,17 0,26 -0,29 -0,37 0,26 0,14 -0,43 0,21
-3
20:0 0,36 0,40 0,24 0,13 -0,43 0,04 0,06 0,08 -0,18 -0,27 -0,03 0,17 / 0,19 -0,18 0,50* 0,04 0,04 -0,20 0,11
20:1 0,57* 0,14 0,05 -0,23 0,17 -0,10 -0,00 0,02 -0,20 -0,15 -0,07 -0,26 0,19 / -0,07 0,21 0,11 0,11 0,10 -0,13
20:2 -0,20 0,21 0,17 0,01 0,00 0,70* -0,04 -0,45 0,48 0,18 -0,04 -0,29 -0,18 -0,07 / -0,09 0,60* 0,77* 0,76* 0,85*
22:0 0,41 0,01 0,01 0,01 -0,14 -0,12 -0,08 0,17 -0,38 0,08 0,00 0,37 0,50* 0,21 -0,09 / 0,53* -0,12 -0,03 0,11
20:3n -0,17 0,22 -0,19 -0,17 -0,10 0,39 -0,08 0,23 0,08 0,17 -0,06 0,26 0,04 0,11 0,60* 0,53* / 0,45 0,43 0,47
-6
20:3n -0,29 -0,30 0,17 0,01 0,02 0,99* -0,01 0,49 0,36 0,00 -0,06 -0,14 0,04 0,11 0,77* -0,12 0,45 / 0,57* 0,80*
-3
22:5n -0,31 0,24 -0,27 0,07 0,17 0,51* -0,09 0,22 0,55* 0,38 -0,06 -0,43 -0,20 -0,10 0,76* -0,03 0,43 0,57* / 0,07
-3
24:0 -0,26 -0,09 -0,15 0,08 -0,08 0,77* 0,09 -0,45 0,32 0,30 -0,07 -0,21 0,11 -0,13 0,85* -0,11 0,47 0,80* 0,07 /

* znacajne srednje (r= 0,5 - 0,7) i jake korelacije (r> 0,7).
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IV-2g Energetska vrednost uzoraka polena

Ukupna energetska vrednost ispitivanih uzoraka polena je prikazana u Tabeli
20.
Na osnovu prikazanih rezultata uocava se da su se energetske vrednosti u
uzorcima polena kretale u opsegu 350,65 - 395,6 kcal/100g uzorka. Prose¢na
energetska vrednost u uzorcima je iznosila 376,06 kcal/100g. Najveéu energetsku
vrednost je imao uzorak broj 2 (Backi Monostor), dok je sa najnizom energetskom
vrednoScu bio uzorak iz Backe Topole (br. 23).

Poredenjem energetskih vrednosti za ispitivane uzorke polena sa njihovim
botanickim poreklom uocava se da je uzorak sa najviSom energetskom vrednosc¢u

bio monofloralni uzorak koji je sadrzavao polen kupusnjaca.

Tabela 20. - Energetska vrednost, E [kcal/100g] pojedinacnih uzoraka polena*

uzorak E [kcal/100g] uzorak E [kcal/100g]
1 381,08 + 0,07 14 364,01 +0,01
2 395,6+0,1a 15 366,6 +0,1
3 375,2+0,1 16 379,5+0,3
4 371,1+0,1b 17 373,37+0,09d
5 3783+0,1c 18 383,09 + 0,02
6 376,79 £ 0,02 19 358,28 + 0,05
7 371,0+£0,03 b 20 374,71 £ 0,06
8 373,6+0,03d 21 378,59+0,04c
9 371,5+0,04 e 22 370,35+ 0,07
10 394,54+0,02 23 350,65 + 0,05
11 391,5+0,03 24 372t1e
12 395,2+0,2a 25 371,4+0,2b,e
13 382,0+0,2 26 377,4+0,2
min vrednost 350,65 + 0,05
max vrednost 395,6+0,1

* Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se

statisticki znac¢ajno razlikovali (p< 0,05).

Ukoliko se pogledaju energetske vrednosti i ostalih uzoraka u kojima je polen ovih
biljaka bio dominantno (12 i 13) ili znacajnije zastupljen (5, 11 i 17), moZe se
uociti da su njihove energetske vrednosti iznad ili blizu prosecne vrednosti energije Sto
bi moglo ukazati na to da polen ovih biljaka ima dobru ili zadovoljavaju¢u energetsku
vrednost. Sa druge strane, najniZzu energetsku vrednost imao je polifloralni polen
koji je preteZno sadrzavao polen japanskog bagrema. I drugi uzorak polena (br.
25) koji je takode, u znacajnoj meri, sadrZzavao polen ove biljke se odlikovao niZom

energetskomvrednoscu Sto bi moglo ukazati na postojanje odredene zavisnosti izmedu

Rezultati i diskusija 127



Doktorska disertacija mr Aleksandar Kosti¢

energetskih vrednosti uzoraka i njihovog palinolosSkog porekla. Ukoliko se dobijena
prosecna energetska vrednost uporedi sa rezultatom koji su dobile Orzaez-Villanueva i
saradnici [Orzéez-Villanueva et al., 2002], a koja je iznosila 381,7 kcal/100g, moZe
se uociti da se radi o veoma sli¢nim rezultatima. Ako se, pak uporede preporuceni
doprinosi pojedinih nutritivnih komponenti (proteina, ugljenih hidrata i lipida) u
ukupnoj energetskoj vrednosti [FAO, 2002], a koji bi po ovim autorima trebalo da
iznose - 10 - 12% od proteina, 30% od lipida i oko 60% od ugljenih hidrata - onda
bi u analiziranim uzorcima oko 41 kcal/100g trebalo da potice od proteina, oko
225 kcal/100g od ugljenih hidrata a oko 113 kcal/100g od lipida.
Kada se preraCunaju podaci o doprinosu energetskim vrednostima pojedinih
komponenti za ispitivane uzorke, dobijaju se slede¢i podaci:
v' 23,51 kcal/100g poti¢e od lipida $to je znacajno niZe od preporucene
vrednosti
v' 70,8 kcal/100g potice od proteina S$to je gotovo dvostrukovise od
preporucene vrednosti
v' 176,1 kcal/100g potic¢e od rastvorljivih ugljenih hidrata $to je neznatno
niZe od preporucene vrednosti.
MoZe se zakljuciti da su uzorci polena analizirani u ovoj disertaciji
zadovoljavaju¢eg energetskog kvaliteta, ali sa nedovoljno pravilnom raspodelom

energetskih vrednosti gledano po komponentama.
IV-2h Koorelaciona analiza nutritivnih parametara polena
Rezultati medusobnog poredenja sadrzaja ukupnih proteina, pepela, vlage,

ukupnih ugljenih hidrata (U.H.), lipida i energetske vrednosti u ispitivanim

uzorcima polena prikazani su u Tabeli 21.

Tabela 21. - Korelaciona analiza nutritivnih parametara uzoraka polena

Vlaga Pepeo Proteini Lipidi U. H. E
Vlaga / -0,15 -0,14 -0,10 0,14 -0,79*
Pepeo -0,15 / 0,59* 0,20 -0,60* 0,22
Proteini -0,14 0,59* / 0,66* -0,98* 0,50*
Lipidi -0,10 0,20 0,66* / -0,79* 0,69*
U. H. 0,14 -0,60* -0,98* -0,79* / -0,58*
E -0,79* 0,22 0,50* 0,69* -0,58* /

* znacajne srednje(r= 0,5 - 0,7) i jake korelacije (r> 0,7).
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Na osnovu dobijenih rezultata moZe se uociti da postoji znacajno jaka negativna
korelacija izmedu sadrZaja vlage i energetske vrednosti ispitivanih uzoraka (r=- 0,79,
p< 0,05). Ovakav rezultat je krajnje logi¢an i ocekivan, jer sa porastom vlage u
uzorcima smanjuje se zastupljenost hranljivih komponenti u polenu koje imaju
pozitivan uticaj na njegovu energetsku vrednost. Sadrzaj pepela je pokazao
znacajno srednju pozitivnu korelaciju sa sadrzajem proteina (r= 0,59, p< 0,05) a
negativnu sa sadrzajem ugljenih hidrata (r= -0,60, p< 0,05). Ovo se moZe povezati
sa ¢injenicom da pri sagorevanju odredeni deo proteina moze zavrsiti u pepelu bilo
jer je bio neorganskog porekla (npr. prosteticne grupe u odredenim proteinima
koje mogu biti metalnog tipa) bilo jer sagorevanjem daju jedinjenja koja su u
¢vrstom stanju pa zaostaju u pepelu. Sa druge strane, sagorevanjem ugljenih
hidrata kao proizvodi nastaju ugljenik(IV)-oksid i voda koji ne mogu dati nikakav
doprinos u sadrZaju pepela. SadrZaj proteina pokazao je i znaCajnu srednju
pozitivnu korelaciju sa sadrZajem lipida (r= 0,66, p< 0,05) kao i sa energetskom
vrednoSc¢u (r= 0,50, p< 0,05). I jedan i drugi rezultat su ocekivani s obzirom da
lipidi mogu da formiraju lipoproteinske strukture u polenu, a doprinos proteina
ukupnom sadrZaju energije uzoraka je ve¢ istaknut u odeljku IV-2g. Osim toga,
ukupni sadrzaj proteina je pokazao znacajno jaku negativnu korelaciju sa ukupnim
sadrZajem ugljenih hidrata (r= -0,98, p< 0,05). Ovakav rezultat se moZe objasniti
Cinjenicom da su ovo dve ,kompetitivne“ grupe nutritivnih sastojaka u polenu Sto
moZe da znaci da povecanje sadrZaja jedne izaziva smanjenje sadrZaja druge grupe
jedinjenja. Na slican nacin mogao bi se objasniti i uzajamno negativan odnos
sadrZaja lipida i ugljenih hidrata i znacajno jaka negativna korelacija (r= -0,79, p<
0,05). Osim toga, s obzirom da su lipidi uglavnom hidrofobne komponente u
polenu, a ugljeni hidrati uglavnom hidrofilne, i na ovaj nacin se moZe dodatno
povezati obrnuto srazmeran odnos ovih grupa jedinjenja. Ono Sto se joS dodatno
da primetiti jeste da je energetska vrednost uzoraka u znacajnim srednjim
pozitivnim korelacijama sa sadrzajima lipida (r= 0,69, p< 0,05), ugljenih hidrata

(r=-0,58, p< 0,05) i proteina (r= 0,50, p< 0,05).
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IV-3 Tehno-funkcionalna svojstva uzoraka polena

Uz rastvorljivost proteina i ugljenih hidrata, ¢iji su rezultati prikazani u okviru
podataka o sadrZaju proteina (IV-2d) i ugljenih hidrata (IV-2e) u okviru
istraZivanja odredena su i preostala vazna tehno-funkcionalna svojstva polena -

emulgujuca, peniva kao i kapaciteti vezivanja vode i ulja.

IV-3a Emulgujuca svojstva uzoraka polena

Emulgujuéa svojstva imaju jednu od vaZnih uloga u formiranju strukture i
osobina prehrambenih proizvoda kao Sto su: majonezi, krimeri, instant kafe, krem-
likeri, neki voéni napici i mnogi proizvodi od mesa [Dalgleish, 2004]. Ona veoma
pozitivno uticu na kinestetske osobine prehrambenih proizvoda ¢ime poboljsavaju
njihovu atraktivnost za kupca. Dobijeni rezultati za indeks stabilnosti (ESI) i

indeks aktivnosti emilzije (EAI) su prikazani u Tabeli 22.

Tabela 22. - Emulgujuca svojstva - ESI [min] i EAI [m2g-1] - uzoraka polena*

uzorak ESI EAI
1 21,6 £0,7 ab 16,08+ 0,17 a
2 43,0+0,7 10,76 £0,15b
3 294+1,1cd 13,30+ 0,04 c
4 30,6 x1,1ce 14,08 £ 0,29 d,e
5 239+1,0fg 14,94 + 0,24 f,g
6 27,9 +1,0d,h,i 17,58 £ 0,55 h,i
7 39,3+0,3j 13,74+ 0,11 c,d
8 19,6 +0,1k 17,06+ 0,11 h
9 20,0+ 0,7 bk 22,11+ 0,04j
10 28,3+ 0,6 d,h,i 21,54+ 0,94
11 22,2+0,6 af 24,52 + 0,62
12 239+09fg 16,34 £ 0,46 a
13 29,7 0,9 ci 14,57 £ 0,68 e,f
14 40,0+ 09¢e, 13,91+ 0,24 ¢cd
15 27,4+1,2h 18,31+0,2k
16 37,6 +1,4 13,69+ 0,06 a
17 32,1+1,6em 14,43 £ 0,17 e,f
18 243+x10g 14,70 £ 0,18 e,f
19 49,3+0,7n 12,53+0,18
20 23,1+0,7 afg 17,54 + 0,37 h,i
21 33,2+0,1m 15,46 +042¢g
22 374+16e 13,34+0,11 ¢
23 47,5220 15,09 £ 0,09 f,g
24 40,6 £1,7j 18,15+ 0,24 i,k
25 48,2+ 0,6 n,0 10,40+ 0,5b
26 29,3+1,3¢ci 14,20+ 0,2d,e
min vrednost 19,6 £ 0,1 10,40 £ 0,5
max vrednost 49,3 +0,7 24,52 + 0,62

* Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).
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Na osnovu dobijenih rezultata mogu se uociti znacajne razlike u vrednostima oba
parametra. Vrednosti za ESI su se kretale u opsegu od 19,6 min (uzorak broj 8) do
49,3 min (uzorak broj 19) pri ¢emu je prosecna vrednost iznosila 31,85 min, dok
su se vrednosti za EAI parametar kretale u intervalu: 10,40 - 24,52 m? g1 sa
srednjom vredno$¢u od 15,71 m?2 gl Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima koji su dobijeni za proteinske proizvode kao Sto su: izolati proteina
graska [Barac¢ et al., 2010], brasno indijskog tzv. ,kidney bean“ pasulja [Wani et al.,
2013a], brasno crnog (vigna) pasulja (,black gram“)[Wani et al, 2013b] i
niskomasno sojino brasno [Heywood et al., 2002], Sto pokazuje da polen koji su
sakupile medonosne pcele ima dobra emulguju¢a svojstva. Korelaciona analiza
dobijenih rezultata za sadrZaje rastvorljivih proteina, proteinskih frakcija i
emulgujucih osobina polena (Tabela 23) ukazuje da:

v’ postoji znacajna pozitivna Korelacija izmedu ESI-vrednosti i rastvorljivosti

proteina

v' rastvorljivost proteina je bila u negativnoj korelaciji sa vredno$¢u za EAI-

parametar

v' frakcija proteina koja je najvise doprinosila dobrim emulguju¢im osobinama

polena je bila frakcija sa MWs od 50 kDa do 25 kDa

v proteini ve¢ih molekulskih masa (PF 80 - 50 kDa) pokazivali su negativnu

korelaciju sa emulguju¢im svojstvima polena.

Dobijeni rezultati ukazuju da se proteini manjih molekulskih masa,
najverovatnije, lakSe adsrobuju na dodirnoj povrsini voda/ulje omogucavajuci
stvaranje stabilnije emulzije u odnosu na proteine sa ve¢im molekulskim masama.
Negativna korelacija izmedu ESI i EAI ukazuje da se stabilna emulzija mnogo lakSe
formira kada je na dodirnoj povrSini adsorbovano viSe molekula proteina.
Postojanje pozitivne korelacije izmedu rastvoljivosti proteina i emulgujucih
svojstava polena utvrdio je Phillips sa saradnicima [Phillips et al., 1994]. Osim
proteina dobra emulgujuca svojstva mogu da imaju i druge komponente hrane, kao
$to su polarni lipidi. Kod voda/ulje emulzija komponente koje se mogu naci na
medufaznoj povrSini su molekuli proteina, manji monogliceridi, estri masnih

kiselina, fosfolipidi ili smes$a svih ovih jedinjenja [Dalgleish, 2004].
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Tabela 23. - Korelacioni koeficijenti (r) i jednacine (p< 0,05) izmedu rastvorljivosti proteina, odgovarajucih

proteinskih frakcija i emulgujuéi osobina uzoraka polena

parametri r Korelaciona jedna¢ina y X
Rastvorljivost proteina / -0,57 y=22,97-0,573x rastvorljivost PF 80-50kDa
PF 80-50kDa proteina
Rastvorljivost proteina / 0,73 y=-11,24 +0,678x rastvorljivost PF 50-25kDa
PF 50-25kDa proteina
ESI / Rastvorljivost 0,47 y=2418+0,682x ESI rastvorljivost
proteina proteina
EAI / Rastvorljivost -0,39 y=1844-2,19% EAI rastvorljivost
proteina proteina
ESI / PF 80-50kDa -0,39 y=43,69-0,579% ESI PF 80-50kDa
ESI / PF 50-25kDa 0,41 y=1326+0,560x ESI PF 50-25kDa
ESI / EAI -0,55 y=5475-0,143x ESI EAI

Polen koji su sakupile pcele sadrzi sva ova jedinjenja, u razli¢itim koncentracijama,
zavisno od botaniCkog i geografskog porekla [Stanley i Linskens, 1974; Liang et al.,
2013]. Osim toga, poleni sadrZe znacajne koli¢ine elemenata poput kalijuma i
kalcijuma, polisaharida poput skroba i pektina, koji takode mogu da ostvaruju
interakcije sa komponentama koje mogu da imaju stabilizujudi ili destabilizujuci
efekat na emulziju. Zbog toga niske vrednosti korelacionih koeficijenata izmedu
indeksa stabilnosti/aktivnosti emulzije i rastvorljivosti proteina ili njihovog
sadrzaja mogu biti posledica interakcija izmedu povrsSinski aktivnih komponenti

prisutnih u uzorcima polena.

IV-3b Peniva svojstva uzoraka polena

Struktura velikog broja prehrambenih proizvoda zavisi od inkorporacije vazduha
tokom proizvodnog procesa. U takve proizvode spadaju hleb, kolaci, sladoled ili
topinzi [Phillips et al., 1994]. O¢uvanje penive strukture je znatno teZe u odnosu na
emulzije jer je sama struktura medufazne povrsine voda/vazduh bitno drugacija od
strukture medufazne povrsine voda/ulje [Dalgleish, 2006]. Suspenzije polena, koje
su bile pripremljene za potrebe ispitivanja njihovih penivih osobina (0,1; 0,2; 0,5; 1; 2 i
2,5 g/100g) nisu uspele da formiraju odrzivu penu, pod datim eksperimentalnim
uslovima. Mogudi razlog tome je prisustvo povrsinski aktivnih lipidnih supstanci
prisutnih u ,pollen kitt“ zona u povrSinskom delu zrna polena. Ovi lipidi redukuju
stabilnost pene zbog vece povrsinske aktivnosti u odnosu na proteine Sto iziskuje
potiskivanje proteina sa medufazne povrsine voda/vazduh. Ovo umanjuje debljinu

povrsinskog proteinskog filma, smanjuje njegovu kohezivnost Sto rezultuje u
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slabljenju jacine filma i dovodi do njegovog pucanja [Phillips et al, 1989]. Na
osnovu rezultata Liang-a i saradnika [Liang et al., 2013] glavne frakcije polarnih
lipida u polenu ¢ine fosfolipidi ¢elijskih membrana, fosfatidil-holini i fosfatidil serini. Na
osnovu svega recenog mozemo zakljuciti da bi se polen pcela mogao Koristiti kao
uspesSno antipenivo sredstvo pri proizvodnji onih prehrambenih proizvoda kod

kojih su peniva svojstva nepoZzeljna.

IV-3c¢ Kapacitet vezivanja vode (WAC) uzoraka polena

Kapacitet vezivanja vode moZze biti vazan kod prehrambenih proizvoda kod kojih je
bitno posti¢i tatno odredenu vlaznost proizvoda. Komponente koje imaju visoku
vrednost WAC-a ¢e obezbediti da krajnji proizvod bude suv i krt Sto, u nekim
situacijama, moZe biti izuzezno vazno, posebno pri skladistenju.

Rezultati za WAC ispitivanih uzoraka polena (Tabela 24) se medusobno znacajno
razlikuju i kreéu se u opsegu od 0,92 g g1 u uzorku broj 18 iz Sida do 2,25 g g
koliko je utvrdeno u uzorku iz Smedereva (br. 14). Prose¢na vrednost u uzorcima
je iznosila 1,43 g g'1. Dobijeni rezultati za ispitivane uzorke su bili neSto niZi od
onih koje je dobio Wani sa saradnicima za brasno indijskog (,kidney“) pasulja (2,6
- 2,7 g g'l) [Wani et al., 2013a], odnosno za brasno crnog (vigna) pasulja kod koga
su se vrednosti za WAC kretale od 2,9 do 3,1 g g1 [Wani et al, 2013b]. Takode,
prosecna vrednost za WAC u datim uzorcima polena je bila nesto niZa u odnosu na
vrednost dobijenu za brasno dobijeno od sorte pasulja vitabosa (Mucuna
deeringiana) (1,82 cm3 g1) [Acufia et al., 2012] ali je bila sli¢na onoj koju su, isti
autori, dobili za sojino brasno (1,43 cm3 g-1). Glavne komponente koje bi mogle da
uticu na sposobnost vezivanja vode kod polena su nerastvorni proteini koji sadrze
velike hidrofilne zone, poput polarnih naelektrisanih boc¢nih grupa koje vode
poreklo od aminokiselina ili od nerastvornih ugljenih hidrata, koji, takode, mogu
da sadrZe u svojoj strukturi veliki broj polarnih grupa. Ovi molekuli, zahvaljujuci
svojoj sloZenoj strukturi i ¢injenici da nisu planarni ve¢ da se nalaze u prostoru kao
trodimenzionalne forme, mogu da vezuju na svojoj povrSini vodu pomocu
kapilarnih sila. Kapacitetu vezivanja vode mogu doprineti i lipidni molekuli sa
polarnim grupama, poput fosfolipida ili nekih soli masnih kiselina, koji poseduju

polarne delove molekula i mogu, dodatno, da pojacaju sposobnost vezivanja vode.
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Tabela 24. - WAC [g g'1], OAC [g g'1] i WOAI vrednosti za uzorke polena*
uzorak WAC 0AC WOAI

1 1,69+ 0,01 3,25+0,01 0,520 £ 0,004 a
2 1,28+ 0,01ab 2,28+0,01a 0,561 + 0,004
3 1,85+0,01 1,95+0,02b 0,949 + 0,005
4 1,30+ 0,01a,c 2,21+0,01c 0,588 +0,0002
5 1,29+0,02a,d 2,90+0,01d 0,445 + 0,005
6 1,64+ 0,01 2,01+0,01 0,816 + 0,002
7 1,35+0,01f 2,71+0,02e 0,498 + 0,001 b
8 1,73+0,01 2,28+0,01a 0,759 + 0,001
9 1,99 +0,01 2,68+0,01 0,743 £ 0,001
10 1,03 +0,02 1,96 £0,01b 0,526 £ 0,007 a
11 1,31+£0,01d,c 1,55+0,01 0,845 + 0,001
12 1,37 £0,02fg 1,00+ 0,01 1,370 £ 0,003
13 1,20+0,01 3,33+0,01 0,360 + 0,003
14 2,25+0,01 3,17 £0,01 0,710 £ 0,001
15 1,25+0,01be 2,60+0,01 0,481 £0,003c
16 1,36 +0,01fg 2,71+0,01e 0,502 + 0,002 b
17 1,41+0,01 2,92+0,01d 0,483 £0,001c
18 0,92 £0,02 2,32+0,01 0,397 £ 0,007
19 1,46 + 0,02 2,21+0,01 cf 0,661 + 0,005
20 1,32+0,01c 2,19+0,01fg 0,604 + 0,001
21 1,28+ 0,02ab,e 2,72+0,01e 0,471 + 0,005
22 1,39+0,02¢g 2,71+0,01e 0,513 £ 0,006
23 1,53 +£0,02 3,53+0,01 0,433 £0,003d
24 1,38+0,02¢g 2,42+ 0,01 0,570 = 0,002
25 1,36 £0,01fg 2,18+0,01g 0,624 + 0,003
26 1,25+0,02e 290+0,01d 0,431+0,003d

min vrednost 0,92 +£0,02 1,00 £ 0,01 0,360 £ 0,03

max vrednost 2,25%0,01 3,53+0,01 1,370 £ 0,003

* Svaki rezultat je dat sa standardnom devijacijom. Uzorci oznaceni istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovali (p< 0,05).

[z tog razloga, dobijene razlike u vrednostima za WAC ukazuju na razlike u
sadrzaju proteina, lipida i ugljenih hidrata u uzorcima polena koji su sakupile

medonosne pcele.

IV-3d Kapacitet vezivanja ulja (OAC) uzoraka polena

Kapacitet vezivanja ulja bilo kog prehrambenog proizvoda je vaZan parametar
jer su lipidne komponente odgovorne za o¢uvanje arome proizvoda, konzistencije i
pojacavanja prijatnog ukusa u ustima [Kinsella i Melachouris, 1976; Kinsella,
1982]. Vrednost za OAC u najvecoj meri zavisi od sposobnosti proizvoda da fizicki
okluduje ili vezuje ulje u u svoju strukturu pomocu kompleksnih kapilarnih sila i
hidrofobnih interakcija. Iz tog razloga veoma vazno je prisustvo hidrofobnih zona u
prehrambenom proizvodu, koje ¢e omoguditi startnu interakciju sa uljem po
principu da se ,sli¢cno u slicnom rastvara“ i meSa. Na osnovu rezultata za OAC
ispitivanih uzoraka polena prikazanih u Tabeli 24 mozZe se uociti da su se

vrednosti ovog parametra kretale u sledecem intervalu: 1 g g1 (uzorak br. 12, Mala
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Krsna) - 3,53 g g1 (uzorak br. 23, Backa Topola). Ovo ukazuje na znacajne razlike
medu uzorcima, pri Cemu je srednja vrednost za OAC iznosila 2,49 g g-1. Dobijeni
rezultati OAC-a za ispitivane uzorke polena su bili visSi u odnosu na one koje je
Wani sa saradnicima dobio za ispitivane uzorke brasna pasulja (2,1 - 2,2 g g1 za
crni tj. 2,2 - 2,3 g g'1 za indijski pasulj) [Wani et al,, 2013a i b]. Takode, polen je
pokazao vecu mo¢ vezivanja ulja i u odnosu na rezultate za za brasno dobijeno od
sorte pasulja vitabosa (Mucuna deeringiana) (1,82 cm3 g-1) odnosno sojino brasno
(1,43 cm?3 g1) koje je dobio Acufia sa svojim timom [Acufia et al., 2012]. NiZe
vrednosti OAC-a u odnosu na polen dobijene su i pri ispitivanju braSna vecine
proteinskih izolata [Elizalde et al., 1996; Boye et al., 2010]. Glavna komponenta
koja doprinosi velikom OAC kod polena moZe biti sporopolenin, o kome je detaljno
bilo re¢i u uvodnom delu ove disertacije [Stanley i Liskens, 1974; Shaw i Yeardon,
1966]. Zahvaljujuci svojoj kompleksnoj poroznoj strukturi, sa puno Supljina, on
moze da okluduje i ,zarobi“ uljaste supstanceu unutrasnjosti matriksa. Osim njega
poviSenoj vrednosti za OAC mogu doprineti i drugi lipidi iz ,pollen kitt“ zone zrna
polena kao proteini sa izraZenim hidrofobnim zonama koji, takode, mogu da
ostvare interakcije sa nepolarnim lipidnim supstancama.

Poredenjem odnosa za WAC i OAC parametar izrazenog kroz WOAI-vrednost
moZe se ustanoviti koliko je neki materijal sa izbalansiranim hidrofilnim i
lipofilnim karakteristikama (ako je taj odnos sa vrednoscu oko 1), odnosno, koliko
ima viSe izraZene hidrofilne ili hidrofobne osobine. U skoro svim uzorcima polena
koji su ispitivani vrednost ovog odnosa (Tabela 24) je bila manja od 1 osim u
uzorku 12 gde je taj odnos imao vrednost oko 1,37. Ovo ukazuje da je sam polen
preteZzno lipofilna supstanca tj. da u njemu preovladujuéi uticaj imaju jedinjenja
hidrofobnog karaktera S$to se moZe povezati sa opnom polenovih zrna koja je
izrazito bogata lipidnimsupstancama. Odstupanje koje se javilo kod uzorka broj 12
nije u skladu sa njegovim visokim sadrzajem lipidnih supstanci(5,48%) Sto ukazuje
da, u ovom slucaju, neke druge materije, odreduju povecanu hidrofilnost poput
ukupnih proteina kojima je ovaj uzorak bio najbogatiji od svih (27,25%). Rezultati
korelacione analize za WOAI-parametar prikazane su u Tabeli 25. Utvrdene su i
znacajne Kkorelacije izmedu WOAI-vrednosti i sadrzaja ugljenih hidrata i pepela.

Takode, postojanje pozitivne korelacije izmedu sadrzaja proteina i WOAI-vrednosti
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ukazuje na kompleksnu vezu izmedu ovih parametara. Nisu pronadene znacajne
koorelacije izmedu WAC i OAC vrednosti sa drugim tehno-funkcionalnim osobinama

polena, kao ni sa njegovim hemijskim sastavom.

Tabela 25. - Korelacioni koeficijenti (r) i jednacine (p< 0,05) izmedu WOAI i sadrzaja

proteina, ugljenih hidrata i pepela u uzorcima polena

parametri r Korelaciona jednacina y X
WOAI / proteini 0,54 y=-0,12+0,038x WOAI proteini
WOALI / ugljeni hidrat -0,52 y=257-0,026x WOAI ugljeni hidrati
WOAI / pepeo 0,44 y=016 +0,192x WOAI pepeo

IV-4 Sadrzaj fenolnih jedinjenja i ukupna
antioksidativnost uzoraka polena

SadrzZaji pojedinacnih odredenih fenolnih jedinjenja flavonoidnog tipa

prikazani su u Tabeli 26.
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Tabela 26. - SadrZaji pojedinih fenolnih jedinjenja [mg/100g] u uzorcima polena**

-

0

n

-

-

-

-

fenol gk pk. hk* kk.* ru* ek na* Tu* ak.* ka* kr* pn* ga®
uzorak
1 210+0,02a 0,040+0,001ab 0,58+0,01 1,93+0,02 82205 046+0,01a 0,110+ 0,003 0,240+ 0,007 / 0,190+ 0,006 a 2,75+0,03 0,46+0,01 0,230+ 0,007
2 2,01+0,01ab 0,180+ 0,007 ¢ 0,70+0,01 0,590+ 0,009 1947+15 0,570+ 0,007 / 0,170+ 0,004a / 0,200+ 0,009a 0,200+ 0,008a / 0,020+ 0,001
ab
3 2,04+0,05¢c / 0,31+0,01abf 0,54+0,01cd 235+03a 0,170+ 0,008 / 0,170+ 0,007a / / 0,090+0,003¢c / 0,01+0,0004a
b,c
4 2,03+£0,02ad 0,040+0,001b 0,32+0,01ab,c 0,53+0,01cd 8,02+0,08 0,640+ 0,008 / 0,170+ 0,003a / / 0,070+ 0,002 / 0,01£0,0003a
5 2,06+0,03b 0,050+ 0,002 0,88+0,02 0,67 +0,02 115+1 047+0,02a / 0,200+0,008 2,21+0,02 0,040+0,001b 0,190+ 0,009a / 0,01+0,0003a
6 2,04+0,02ae 0,150+ 0,006 d,e 044+001e 0,56+0,02b,c 24,7+0,5b 0,34+0,01d / 0,170+ 0,004a 1,86+0,05 / 0,080+0,003¢c / /
7 2,01+0,02af 0,040+0,001ab 0,30+0,01af 0,520+0,009d 225+05¢ 0,180+0,009b 0,090 0,002 0,170+ 0,008a / / / / 0,01£0,0002a
8 201£002ag 0,160 0,007 d 051+0,02g 0,60+0,01a 442+03d / / 0,180 +0,006a / / 0,050 % 0,002 / /
9 2,07£0,01 0,0100 £0,0005 f 034+0,01cd 0,62+0,02ae 31,7+03 / / 0,170 +0,008a / / / / /
bdfghij
10 2,10+0,02 0,0100 +0,0004 f 0,380+0,009h 0,540 +0,008 ¢ 266+04e 0,180+0,008b / 0,79£0,02 / 0,130+ 0,006 c 0,060 + 0,002 / /
b,dfgkimno
11 2,09+0,02 0,140 0,006 e,g 0,33+0,01b,cd 0,53+0,02¢cd 456+0,1f / / 0,200+ 0,008 / / / / 0,010+0,001a
bdfgp
12 2,35+0,04 0,120 £0,005 h;i 0,350+0,009d 0,53+0,02¢cd 201,6+16 0,180+ 0,007 b 0,53+0,01 0,180+ 0,008a / 0,240+ 0,009 / / 0,010+0,001a
abcdfgq
13 2,12+0,03 0,130+ 0,004 gh 050+0,02g 0,90+0,02 111,5+0,5 0,32+0,01d / 0,190 £ 0,004a 69+0,2 0,170+0,003d 0,73+0,02 0,180+ 0,008 0,080+ 0,003
bdefgrst
14 2,06+0,03 0,23+0,01 032+0,01ad 0,630+0,009e 70+1 0,180+ 0,008 b / 047+0,01b / 0,130+ 0,006 ¢ / / /
q
15 2,03+0,03 0,040+0,002a 043+0,01eg 059+0,02ab 239+08abc 038+0,01e 0,27+0,01 0,190 +0,009a 0,560 + 0,008 / / / /
amr
16 2,06+0,02bfg 0,150+ 0,007 de 0,250 + 0,008 055+0,01 cf 492+1,0 036+001de / 0,180 +0,008a / / / / /
17 2,01+0,03 0,130+ 0,006gh,j 041+0,01gh 0,58+0,02 342+09g / 0,39+0,01 / 0,020+ 0,001 0,100 +0,004b / 0,090+ 0,003
ahnpst abfg
18 2,04+0,02 0,120+ 0,005h,i 0,28+0,011 / 4,43+0,09 0,290+ 0,009 0,38+0,01 0,160 +0,007a / / / / /
anps
19 2,01+0,03 0,190+ 0,008 c 0,270+0,0091 0,50+0,01d 3101 / 0,43+0,02 0,160 +0,007a / 0,040+0,001b / / /
ajipsu
20 2,08+0,03 0,140+ 0,003 e 0,40+0,01h 0,59+0,02ab 559+11 0,160+ 0,002 c / 0,200+ 0,009 / 0,100+ 0,004 / / /
bfgtu
21 2,07+0,02 0,070+ 0,003 0,34+0,01cd 0,53+0,01cd 27,7+07e / / 047 +£0,02b / / / / 0,01+0,0004a
ab,v
22 2,05+0,02 0,110 £0,005i 030+0,01afi 050+0,01d 12,2+0,3 / / 0,160 +0,007a / / / / /
oqt
23 2,09+0,02 0,160+ 0,006d 043+0,02¢h 0,84+0,02 45,08 +0,95 0,250 +0,009 / 0,33+0,01 / 0,39£0,01 0,280+ 0,009 0,050 + 0,002 0,040+ 0,001
abz df
24 2,02+0,02 0,0100 +0,0005 f 0,30+0,01ai 0,52+0,02cd 17,3+03 040+0,02e 0,160 + 0,005 0,170+ 0,008a / / / / /
j0.q,6vz
25 2,03+0,02 0,060+ 0,003 1,50+0,04 0,78+0,01 103,7+0,6 / 0,100 + 0,004 0,190 +0,009a / 0,180+ 0,008a,d 0,110+0,005b / 0,030+0,001
0qtz
26 2,07+0,07a 0,090 +0,003 0,29+0,01fi 054003 cg 350+05g / / 0,190 +0,007a / / / / /
min vrednost 2,01+£0,03 0,0100 = 0,0004 0,250+ 0,008 0,50+0,01 31+0,1 0,160 + 0,002 0,090 0,002 0,160+ 0,007 0,560 + 0,008 0,020+ 0,001 0,060 + 0,002 0,050+ 0,010+ 0,001
c 0,002 a
max vrednost 2,35+0,04 0,23+0,01 1,50+0,04 1,93+0,02 201,616 0,570 + 0,007 0,53 0,01 047+0,01 69+0.2 0,39+0,01 2,75+0,03 0,46 +0,01 0,230 £ 0,007

‘g.k. - galna Kis., p.k. - protokatehinska kis., h.k. - hlorogena kis., k.k. - kofeinska kis., ru. - rutin, e.k. - elaginska kis., na - naringenin, lu - luteolin, a.k. - apscisinska kis., ka - kampferol, kr - krisin, pn

- pinocembrin, ga - galangin.

** slovima su obeleZeni uzorci koji se statisticki ne razlikuju (p< 0,05).
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Na osnovu dobijenih rezultata moZe se u uociti da su u svim uzorcima
identifikovana 4 fenolna jedinjenja i to - rutin, galna i hlorogena kiselina kao i luteolin.
Najzastupljeniji u svim uzorcima je bio rutin sa prosetnim sadrZajem od 38,93
mg/100g uzorka. Pri tome su se koliCine ovog jedinjenja znacajno razlikovale od
uzorka do uzorka. Maksimalni sadrzaj je pronaden u uzorku iz Male Krsne (br. 12)
u kome je izmereno 201,6 mg/100g dok je minimalni sadrzaj pronaden u uzorku
broj 19 (Beograd)- 3,1 mg/100g rutina. U literaturi se moZe na¢i podatak o
sadrzaju ovog glikozida u uzorcima polenima iz Spanije [Serra-Bonvehi et al,
2001] sa prosecnim sadrzajem od 29 mg/100g uzorka, Sto je neznatno niZe u
odnosu na prosecni sadrZaj u analiziranim uzorcima. Po misljenju ovih autora
sadrZaj rutina se moZze iskoristiti kao parametar sveZine uzoraka kao i uslova
njihovog ¢uvanja. Osim toga, Di Paola-Naranjo i saradnici [Di Paola-Naranjo et al.,
2004] su u polenu biljke iz roda lisi¢ine (Echium plantagineum) pronasli, ponovo,
rutin ali i slicno jedinjenje, petunidin-3-rutinozid. Takode, u polenima veceg broja
biljaka (kukuruz, ljuti¢, meskito drvo) autori su [Almaraz-Abarca et al, 2007]
identifikovali prisustvo kvercetina, u znacajnijim koli¢inama, koji je sastavni deo

rutina tj. u njemu gradi 3-0-glikozidnu vezu sa disaharidom, rutinozom (slika 11).

OH
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Slika 11. Struktura rutina

Poredenjem sa botanickim poreklom uzoraka moze se jasno uociti povezanost
prisustva ovog jedinjenja sa odredenom biljnom vrstom ili familijom.

Cetiri uzorka (br. 12, 2, 5 i 13), koja su po sadrzaju rutina bila znacajno iznad
ostalih, su bili ili monofloralnog tipa od biljaka iz familije kupusnjaca ili sa znacajnim
udelom polena ovih biljaka. Sa druge strane, dva uzorka sa daleko najniZim sadrzajem

rutina su bili uzorci 19 (Beograd) i 18 (Sid). U prvom je pronadeno 3,1 mg/100g, a

Rezultati i diskusija 138



Doktorska disertacija mr Aleksandar Kosti¢

u drugom 4,43 mg/100g rutina Sto je pedeset puta manje u odnosu na najbogatije
uzorke. Poredenjem botanickog porekla ova dva uzorka uocava se da su i u jednom
i u drugom polifloralnom uzorku prisutni poleni biljaka iz familije glavoc¢ika, mada
uzorak broj 16, koji sadrzi isti udeo polena ovih biljaka ima desetostrukoveci
sadrZaj rutina. Moguce je da sama sloZenost uzoraka i prisustvo velikog broja vrsta
polena utiCe na prisustvo ovog jedinjenja, jer u njima nijedan od tipova polena nije
bio zastupljen sa viSe od 20% udela.

Blisku povezanost botanickog porekla polena i prisustva odredenih
polifenolnih jedinjenja uocili su i Campos-eva sa saradnicima [Campos et al., 1997]
koja, ¢ak, ukazuje da se moZe izvrSiti identifikacija palinoloskog porekla uzorka na
osnovu profila prisutnih fenolnih jedinjenja. Naime, ako se podese stalni i identi¢ni
uslovi i uporede signali flavonoida, dobijeni HPLC analizom, onda se procenat
odredene vrste i tipa polenovih zrna moZe dobiti kao odnos signala odredenog
flavonoida u uzorku polena koji su sakupile medonosne pcele (a koji se pretezno
sastoji od jedne do dve vrste polenovih zrna uz par pratecih tipova) i u uzorku
Cistog, cvetnog, polena.

Drugo po zastupljenosti fenolno jedinjenje je bila galna kiselina. Ono Sto
karakteriSe prisustvo ove kiseline je da je ona u svim uzorcima prisutna u gotovo
identi¢noj koli¢ini sa prosecnim sadrZajem od 2,14 mg/100g. Kao dokaz da je ovo
skoro uvek prisutno fenolno jedinjenje u prirodnim prozvodima, pa tako i u polenu
[Le Blanc et al., 2009; Strohl i Seikel, 1965] govori i Cinjenica da se u standardnoj
metodi, za odredivanje ukupnih fenola, po Folin-Ciocalteau rezultati izrazZavaju
upravo kao mg ekvivalenti galne kiseline, koja se koristi i kao standard. S obzirom
na veoma ujednaCenu zastupljenost ovog jedinjenja (oko 2 mg/100g) u svim
uzorcima nije moguce njeno prisustvo dovesti u vezu sa odredenom biljnom
familijom ili vrstom.

Osim galne joS jedna fenolna kiselina, hlorogena, je identifikovana u svim
uzorcima sa prosecnim sadrzajem od 0,45 mg/100g uzorka. Zastupljenost ove
kiseline se, u dvadeset pet uzoraka, kretala u opsegu od 0,25 mg/100g do 0,88
mg/100g sa neSto ve¢im sadrzajem u uzorku broj 25 gde je detektovana koli¢ina
ovog jedinjenja od 1,5 mg/100g. Nije moguce dovesti prisustvo ove kiseline u vezu

sa palinoloskim poreklom ispitivanih uzoraka.
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Cetvrto fenolno jedinjenje, prisutno u svim ispitivanim uzorcima polena je bio
luteolin. Sadrzaj ovog flavona se kretao u opsegu: 0,16 - 0,79 mg/100g. Prosecni
sadrZaj je iznosio 0,24 mg/100g. Ni u ovom slucaju nije bilo moguce dovesti u
direktnu vezu prisustvo ovog jedinjenja sa palinoloskim poreklom uzoraka polena
koji su ispitivani u ovoj disertaciji.

Na Kkraju, treba ista¢i da su jo$S dve, iz ove grupe jedinjenja, kiseline

detektovane u dvadeset pet od dvadeset Sest uzoraka. To su kofeinska kiselina
(prosecni sadrzaj je iznosio 0,67 mg/100g) i protokatehinska kiselina (prosecni
sadrZaj je iznosio 0,109 mg/100g). Kofeinska kiselina jedino nije pronadena u
uzorku broj 18 (Sid), koji se odlikovao i daleko najnizim sadrZajem rutina. U svim
uzorcima koli¢ine su se kretale od 0,50 mg/100g do 0,90 mg/100g osim jednog
uzorka iz Beograda (br. 1) u kome je utvrdeno prisustvo ove kiseline u koli¢ini od
1,93 mg/100g. Jedini uzorak u kome nije utvrdeno prisustvo protokatehinske
kiseline je bio uzorak broj 3. U svim ostalim uzorcima ova Kkiselina je nadena u
niskim koncentracijama pri ¢emu je najviSe je bilo u uzorku broj 19, iz Beograda
(0,19 mg/100g), dok je u uzorku broj 10 (Sibnica) nadena u tragovima.
Fenolno jedinjenje koje je, takode, bilo zastupljeno u vecini uzoraka jeste elaginska
kiselina koja je identifikovana u sedamnaest ispitivanih polena. SadrZaji ove
kiseline, tamo gde je pronadena, su se kretali u opsegu od 0,16 - 0,64 mg/100g.
Najnizi, ujednaceni, sadrzaji ove kiseline (0,16 - 0,18 mg/100g) su pronadeni u
nekoliko uzoraka (br. 3, 7, 10, 12, 14 i 20), dok je maksimalna koli¢ina elaginske
kiseline (0,64 mg/100g) pronadena u uzorku iz Beograda (br. 4). Prosec¢ni sadrzaj
ove Kkiseline po uzorcima je iznosio 0,33 mg/100g. Zastupljenost fenolnih kiselina
je i oCekivana ako se ima u vidu njihova vazna uloga u razli¢itim procesima u
biljkama poput fotosinteze, rasta, razmnoZavanja, odbijanja predatora i slicno
[Leiss et al. 2009; Ghasemzadeh i Ghasemzadeh, 2011]. Takode, ove kiseline su u
povisenoj koncentraciji prisutne u egzini polenovog zrna kako bi ga Stitile od
Stetnih dejstava, a pre svega od UV-zraka [Le Blanc et al., 2009].

Od preostalih jedinjenja flavonoidnog tipa galangin je pronaden u Cetrnaest, a
krisin i kampferol su nadeni u po dvanaest uzoraka. Iako ga jeste bilo u ve¢em broju
uzoraka, galangin je u trinaest uzoraka naden u jako niskim koncentracijama (<0,1
mg/100g) dok je jedino uzorak iz Beograda (br. 1), koji je vodio poreklo pretezno

od polena jasena, sadrzavao znacajniju koli¢inu ovog jedinjenja (0,230 mg/100g)
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te bi se njegovo prisustvo moglo povezati sa polenom ove familije. Prosecan
sadrzaj hrizina iznosio je 0,377 mg/100g uzorka. NajviSe hrizina sadrzavao je
uzorak broj 1 (Beograd) - 2,75 mg/100g, dok je u svim ostalim uzorcima u kojima
je identifikovan njegov sadrZaj bio manji i kretao se u intervalu: 0,10 - 0,73
mg/100g. U pet uzoraka pronaden je u jako niskim koncentracijama reda veli€ine
od 0,05 do 0,09 mg/100g (br. 3, 4, 6,8 i 10). Kao i u slucaju galangina, poviSena
koncentracija krisina u uzorku broj 1 bi mogla da se poveZe sa polenom jasena koji
je bio dominantno zastupljen samo u ovom uzorku polena.

Zastupljenost kampferola u dvanaest uzoraka se kretala u intervalu od 0,02
mg/100g, koliko ga je pronadeno u uzorku broj 17 (Petrovaradin), do 0,39
mg/100g koliko je sadrzavao uzorak iz Backe Topole (br. 23). Prosecan sadrzaj
kampferola je iznosio 0,124 mg/100g. O prisustvu kampferola u aglikozidnoj formi
[Strohl i Seikel, 1965] odnosno, u obliku glikozida [Ferreres et al., 2010] nalazimo
podatke i u dostupnoj literaturi. Sadrzaj naringenina, koji je naden u osam uzoraka,
kretao se u intervalu od 0,09 mg/100g koliko ga je bilo u uzorku broj 7 (Valjevo)
do 0,53 mg/100g koliko je nadeno u uzorku broj 12 (Mala Krsna). Prosecan
sadrZaj ovog flavonoida koga su i drugi autori [Le Blanc et al.,, 2009; Sarmento Silva
et al, 2006; Strohl i Seikel, 1965] pronalazili kao slobodnu komponentu u
polenima iznosio je 0,104 mg/100g uzorka. Jos dva fenolna jedinjenja - apscisinska
kiselina i pinocembrin - pronadeni su u po cetiri, odnosno, tri uzorka polena.
Najvisi sadrZaj ove kiseline je iznosio 6,9 mg/100g uzorka (br. 13, Smederevo) dok
je najmanje je bilo u uzorku broj 15 (Gunjaci, 0,560 mg/100g). Sadrzaj
pinocembrina u tri uzorka kretao se u intervalu: 0,05 - 0,46 mg/100g. NajviSe ga je
bilo u uzorku broj 1 a najmanje u uzorku 23.

U Tabeli 27 prikazani su rezultati korelacione analize za sadrZaje fenolnih

jedinjenja u ispitivanim uzorcima polena koje su sakupile medonosne pcele.

Tabela 27. - Korelaciona analiza sadrzaja pojedinih fenolnih jedinjenja u uzorcima polena

Elaginska k. Galangin Galnak. Hlorogenak. Krisin Kofeinska k. K ol Luteolin Protokatehinska k. Rutin
Elaginska k. / 0,004 0,76* 0,75* 0,10 -0,01 -0,59* -0,72* 0,18 0,81*
Galangin 0,004 / 0,53* -0,33 0,99 0,99* 0,05 0,14 -0,54* -0,35
*

Galna k. 0,76* 0,53* / -0,60* 0,46 0,52* 0,17 0,40 -0,34 -0,76*
Hlorogena k. 0,75% -0,33 -0,60* / -0,23 -0,29 -0,83* -0,60* -0,42 0,54*
Krisin 0,10 0,99* 0,46 0,23 / 0,99* -0,03 0,10 -0,61* -0,30
Kofeinska k. -0,01 0,99* 0,52* -0,29 0,99* / 0,06 0,23 -0,61* -0,43
Kampferol -0,59* 0,05 0,17 -0,83* -0,03 0,06 / 0,78* 0,60* -0,47
Luteolin -0,72* 0,14 0,40 -0,60* 0,10 0,23 0,78* / 0,07 -0,86*
Protokatehinska k. -0,18 -0,54* -0,34 -0,42 -0,61* -0,61* 0,60* 0,07 / 0,31

Rutin 0,81* -0,35 0,76* 0,54* -0,31 -0,43 -0,47 -0,86* 0,31 /

* znacajne srednje (r= 0,5 -0,7) i jake korelacije (r > 0,7).
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Skoro linearnu zavisnost u sadrZajima (r= 0,99) u ispitivanim uzorcima nalazimo za
hrizin sa galanginom i kofeinskom kiselinom. To se posebno moZe pratiti kod prva
dva jedinjenja jer se pojavljaju u skoro identi¢nom broju uzoraka a i maksimalne
koli¢ine su im vezane za isti uzorak (br. 1) koji sadrzi i maksimalnu koli¢inu
kofeinske kiseline. Na osnovu toga, moZemo reci da je polen jasena bogat sa ova tri
fenolna jedinjenja i da je njihovo pojavljivanje uslovljeno njegovim botanic¢kim
poreklom. U znacajno jakoj pozitivnoj korelaciji su i sadrzaji elaginske kiseline i
rutina (r= 0,81). Prisustvo rutina u znacajnijim koli¢inama je bilo praceno
prisustvom luteolina u niskim koncentracijama na S$ta ukazuje znacajno jaka
negativna korelacija sadrZaja ova dva jedinjenja (r= -0,86). Znacajno jaku
negativnu korelaciju (r= -0,83) pokazali su i sadrzaji kampferola i hlorogene
kiseline dok je sa sadrzajem luteolina, sadrzaj kampferola pokazivao znacajnu jaku
pozitivnu korelaciju (r= 0,78). Sadrzaj rutina je bio u znacajnoj srednjoj pozitivnoj
korelaciji (r= 0,54) sa sadrzajem hlorogene kiseline. Znacajno jake pozitivne
koorelacije sadrzaja galne, elaginske i hlorogene kiseline (r= 0,75) su ocekivane s
obzirom na to da su sve ove kiseline vazne za mnoge fizioloSke procese u biljkama
kao i za zaStitu samog polenovog zrna zbog ¢ega su i pronadene u vecini uzoraka.
Na kraju, treba istaéi i znacajno jaku negativnu korelaciju sadrzaja luteolina sa
elaginskom (r= -0,72) kao i znacajnu srednju negativnu korelaciju sa hlorogenom
kiselinom (r=-0,60).

Na osnovu pojedinac¢nih vrednosti za sadrZaje fenolnih jedinjenja odreden je i
ukupni sadrzaj ovih supstanci (USF) u svakom uzorku polena. Rezultati su
prikazani u Tabeli 28. Kako su ova jedinjenja jedna od najzasluZnijih za ukupni
antioksidativni kapacitet polena zahvaljujudi, pre svega svojoj strukturi [Leja et al.,
2007], u istoj tabeli su prikazani i rezultati ispitivanja ukupnog antioksidativnog
kapaciteta (UAK) uzoraka polena kako bi se utvrdilo da li postoji veza izmedu ova
dva parametra saglasno sa navodima u literaturi [Campos et al., 2003; Le Blanc et

al, 2009].

Rezultati i diskusija 142



Doktorska disertacija mr Aleksandar Kosti¢

Tabela 28. - Ukupni sadrZaj fenolnih jedinjenja [mg/100g] i ukupni antioksidativni
kapacitet [mmolkg-'TROLOX] uzoraka polena

uzorak usf uak uzorak usf uak
1 91,29 59,84 14 74,02 67,64
2 199,34 92,51 15 28,39 97,23
3 26,83 96,13 16 52,75 54,88
4 11,83 27,46 17 37,93 71,70
5 121,78 99,49 18 7,70 71,70
6 30,34 108,65 19 6,70 35,10
7 25,82 53,21 20 59,57 77,33
8 47,71 91,98 21 31,19 64,01
9 3491 87,93 22 15,32 54,34
10 30,79 34,78 23 49,94 28,11
11 48,90 117,21 24 20,88 63,74
12 206,09 138,89 25 108,68 44,73
13 123,72 84,36 26 38,18 96,79
min vrednost 6,70 27,46
max vrednost 206,09 138,89

Na osnovu rezultata za ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja mogu se uociti
znacajne razlike u dobijenim vrednostima pri ¢emu se maksimalna (206,09
mg/100g, uzorak broj 12, Mala Krsna) i minimalna dobijena vrednost (6,70
mg/100g, uzorak broj 19, Beograd) razlikuju za viSe od trideset puta. Prosecan
sadrzaj fenolnih jedinjenja u uzorcima je iznosio 58,87 mg/100g. Pored toga, kod
vecine uzoraka moZe se uociti znacajno nizi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (ili

njihov prosecan sadrzaj) u poredenju sa podacima koji postoje u literaturi:

440 - 1640 mg/100g [Marghitas et al., 2009]

1050 - 1680 mg/100g [Morais et al., 2011]

1290 - 1980 mg/100g [Feas et al., 2012]

740 - 970 mg/100g [Kroyer i Hegedus, 2001]

prose¢ni sadrzaj 1130 mg/100g [Rzepecka-Stojko et al., 2012b]

SN N N NN

prosecni sadrzaj 1240 mg/100g [Serra-Bonvehi et al., 2001].

Ovakav sniZeni sadrzaj fenolnih jedinjenja mogao bi se dovesti u vezu sa
uslovima skladistenja i cuvanja uzoraka kao i sa vremenom koje su uzorci proveli
uskladiSteni do trenutka kada su analize uradene. Naime, sa porastom vremena
skladiStenja uzoraka polena sadrzaj fenolnih jedinjenja u njemu je znacajno
opadao [Rzepecka-Stojko et al,, 2012b]. Osim toga, ako uzorci, iz bilo kog razloga,
nisu konstantno ¢uvani na sniZenoj temperaturi i u mraku sadrzaj fenola Ce,
takode, se znac¢ajno umanjiti. Treba napomenuti da je vaZan i period godine u kome
se vrsi prikupljanje polena. Ukoliko je to u periodu smanjenog dejstva suncevih
zraka i UV-zraka i prisustvo ovih jedinjenja u polenu, kao zastitih molekula, ¢e biti

manje [Le Blanc et al.,, 2009].
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Poredenjem botanickog porekla ispitivanih uzoraka polena sa sadrZajima
jedinjenja fenolnog tipa moZe se uociti da je najve¢i udeo ovih jedinjenja bio
prisutan u polenu koji se mozZe okarakterisati kao polen skoro monofloralnog tipa
sa poreklom od biljaka iz familije kupusnjaca. I naredna tri uzorka sa visokim
vrednostima ukupnog sadrZaja fenolnih jedinjenja bila su vezana upravo za polene
koji su dominantno poticali od biljaka iz ove familije. NajniZim sadrzajem fenolnih
supstanci, pak, odlikovala su se dva polifloralna uzorka polena u kome nijedna
vrsta polena nije bila dominantno zastupljena, ali je sa najve¢im udelom bio polen
koji je poticao od biljaka iz familije glavocika. Osim ova dva uzorka, niske
vrednosti ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja nadene su kod polena koji je
dominantno poticao od suncokreta kao i kod dva polena koja su vodila poreklo
pretezno od biljaka iz familije leguminoza. Kod ostalih uzoraka u kojima je polen
ovih biljaka bio dominantno zastupljen moZe se uociti da se vecina njih odlikovala
niskim sadrZajem ovih jedinjenja. Ovi rezultati kao i podaci o uzorcima sa
maksimalnim koli¢inama fenolnih jedinjenja ukazuju da se prisustvo ove grupe
supstanci moze dovesti u vezu sa njihovim botanickim poreklom.

Poredenjem podataka o ukupnom sadrzaju fenolnih jedinjenja i ukupnog
antioksidativnog kapaciteta uzoraka polena moZe su uociti da je uzorak koji se
odlikovao maksimalnim vrednostima za oba parametra bio uzorak br. 12 (Mala
Krsna). Medutim, ve¢ kod naredna dva uzorka koja su imala visoke UAK-vrednosti
uocavaju se znacajna odstupanja jer su, po sadrzaju fenolnih jedinjenja, ovi uzorci
bili bliZe minimalnim vrednostima. Jedino se jo$ uzorak broj 5 (Beograd), koji se
odlikovao nesto viSim vrednostima sadrZaja fenolnih jedinjenja, moZe
okarakterisati kao uzorak sa visokom antioksidativnom moc¢i. Dobijeni podaci
podudaraju sa podacima Marghitas-ove [Marghitas et al., 2009], Leja-e [Leja et al.,
2007] i Morais-a [Morais et al., 2009] sa saradnicima koji nisu pronasli direktnu
vezu izmedu ukupnog sadrZaja fenolnih jedinjenja u uzorcima polena i njihovog
antioksidativnog kapaciteta. Ova odstupanja i razlike mogla bi se objasniti
Cinjenicom da i druga jedinjenja mogu da uti¢u na sposobnost polena da neutraliSe
slobodne radikale: vitamini [Loper et al, 1980; Pereira de Melo i Almeida-
Muradian, 2010], proteini i Se¢eri [Campos et al., 2003]. Iako je Campos-eva sa

saradnicima, uz proteine i Secere, ispitivala i udeo lipida u antioksidativnoj mo¢i
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polena i utvrdila da oni na to ne uticu, Smirnova sa saradnicima [Smirnova et al.,
2012] ukazuje na ulogu egzinske opne (koja je bogata sporopoleninom i slicnim
supstancama lipidnog karaktera) u antioksidativnoj sposobnosti polena. Naime,
oni prosiruju spisak uloga ove opne u zrnu polena. To znaci da osim zastitne uloge
polnih ¢elija od mehanickog oSteéenja, suSenja i apsorpcije UV zracenja, egzinska
opna moZe imati ulogu i u uklanjanju visSka slobodnih radikala koji nastaju u
njegovoj neposrednoj blizini, u intini. Oc¢igledno je da dinamicki sistem koji je
zasluzan za stvaranje i razgradnju reaktivnih vrsta u celijskom zidu predstavlja
sloZzeni multikomponentni mehanizam Kkoji obezbeduje otpornost na stres
polenovog zrna. U isto vreme, ovaj sistem je uklju€en i u intracelularne interakcije
na stigmi tucka kao i u finalnu fazu rasta i razvoja vegetativne cevi.

Na osnovu dobijenih rezultata ne moZe se utvrditi veza izmedu vrednosti za
UAK i geografskog porekla uzoraka. Naime, uzorak sa najniZom vredno$¢u za UAK i
drugi po redu uzorak sa njenom najviSom vrednosc¢u poticu iz Beograda. Ovaj
zakljucak je bio u saglasnosti sa slicnim podacima do kojih su dosli drugi autori [

Marghitas et al., 2009; Almaraz-Abarca et al., 2004; Leja et al., 2007].

IV-5 pHi aw- vrednosti i ispitivanje prisustva plesni i
aflatoksina u uzorcima polena

[spitivanje i poznavanje mikrobioloskih karakteristika uzoraka je, uz informacije o
palinoloskom i fizicko-hemijskom sastavu polena, najvaZniji parametar njegovog
kvaliteta. One, u velikoj meri, zavise od sadrZaja vlage, pH i aw- vrednosti uzoraka

polena.

IV-5a pH i aw- vrednosti uzoraka polena

Kao Sto je ve¢ naglaSeno u delu o ispitivanju sadrzaja vlage, aktivnosti vode i
pH- vrednosti polena (II-2a) su dva vazna parametra koji se smatraju od velike vaznosti
za bezbednu upotrebu polena kao dodatka ishrani. Ukoliko se njihove odgovarajuce,
grani¢ne, vrednosti vrednosti prekorace u uzorcima polena moze, veoma lako, do¢i
do razvoja razlicitih bakterija, plesni i kvasaca kao biokontaminanata. Problem sa

prisustvom mikroba u uzorcima polena nije toliko u samim mikrobima koliko u
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njihovim produktima metabolizma koji mogu biti izuzetno toksicni i Stetni po zdravlje.
Da bi se oc¢uvala mikrobioloska ispravnost uzorka u bilo kom trenutku njegovog
sputa“ od proizvodaca do potrosaca moraju biti ispoStovani standardi koji ¢e
spreciti razvoj mikroorganizama. Da bi se to izbeglonije uvek potrebno vrsiti neke
posebne tretmane uzoraka poput zracenja, ozonizacije ili hemijske obrade (¢ime bi
se mogla nagraditi neka toksi¢na jedinjenja, smanjiti nutritivna vrednost polena ili
promeniti njegova tehno-funkcionalna svojstva) ve¢ treba delovati preventivno i
na taj nacin spreciti kontaminaciju mikrobima [Bogdanov, 2012]. S obzirom da su
aktivnost vode i pH-vrednost uzoraka polena veoma Cesto u intervalu koji pogoduje

razvoju mikroba odredene su i vrednosti ova dva parametra i prikazane u Tabeli 29.

Tabela 29. - pH- vrednost i aktivnost vode, aw u uzorcima polena

Uzorak pH aw uzorak pH aw
1 5,25 0,38+0,01 14 5,53 0,388+0,013
2 5,30 0,39+0,01 15 5,28 0,386+0,014
3 5,26 0,385+0,015 16 512 0,385+0,012
4 5,13 0,390+0,015 17 5,35 0,387+0,012
5 5,48 0,386+0,011 18 5,46 0,385+0,010
6 5,20 0,387+0,015 19 4,90 0,370+0,009
7 4,88 0,390+0,015 20 5,01 0,377+0,014
8 5,30 0,388+0,015 21 5,62 0,375+0,010
9 4,01 0,391+0,015 22 4,56 0,385+0,012
10 4,55 0,384+0,015 23 4,77 0,39+0,01
11 5,52 0,389+0,019 24 5,45 0,382+0,012
12 5,67 0,382+0,011 25 5,09 0,380+0,009
13 5,75 0,387+0,015 26 5,82 0,375+0,010
min vrednost 4,01 0,370£0,009
max vrednost 5,82 0,391+0,015

Prosena vrednost za aktivnost vode u ispitivanim u uzorcima je iznosila 0,384.
NajniZu vrednost za aw je imao uzorak broj 19, iz Beograda (0,370) a najvisu
(0,391) uzorak iz Sapca (br. 9). MoZe se uociti da je opseg vrednosti za sve uzorke
jako mali te se dobijeni rezultati nisu medusobno statistic¢ki znacajno razlikovali
(p< 0,05). Vrednosti za pH su se kretale u intervalu 4,01 - 5,82. Najkiseliji je bio
uzorak broj 9 (Sabac), dok je najvisu pH- vrednost imao uzorak iz Cacka (br. 26).
Opseg u kome su se kretale dobijene vrednosti za pH je bio veéi u odnosu na
rezultate za ay-vrednost, sa prosecnom vrednosc¢u za pH koja je iznosila 5,2. Na
osnovu prosecne vrednosti za aw (0,384) moZe se videti da je ona nesto visa u
odnosu na vrednost koju preporucuju Serra-Bonvehi i Jorda [1997] kao bezbednu
za upotrebu polena u ljudskoj ishrani, a to je 0,30. Sa druge strane, rezultati za

aktivnost vode su bili u potpunoj saglasnosti sa rezultatima koji su dobijeni za
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uzorke polena iz Brazila (prose¢na vrednost 0,38) [Carpes et al, 2009], Spanije
(0,26 - 0,43) i Portugala (0,32 - 0,55) [Estevinho et al,, 2012; Nogueira et al., 2012].
Carpes-ova, posebno naglasava, da je njihov rezultat u saglasnosti sa brazilskim
propisima za dehidratisanu hranu. Iz tog razloga treba istaci da je vrednost od 0,30
samo predlog dva autora, a ne zvanican stav niti zakonski propis jer se propisi, od
zemlje do zemlje, mogu i znacajno da razlikuju po dozvoljenim vrednostima.
Dobijene pH- vrednosti ispitivanih uzoraka su bile u saglasnosti sa rezultatima koje
su dobijali drugi autori u svojim istraZivanjima: 4,33 - 6,33 [Estevinho et al,, 2012],
4,3 - 5,2 [Feas et al,, 2012]. Osim toga, vrednosti za pH su bile u skladu i sa brazilskim
propisima (4,0 - 6,0) [Brasil, 2001]. Niske vrednosti pH garantuju ispravnost uzoraka
polena [Feas et al., 2012]. S obzirom da je ve¢ evidentirano (IV-2a) poviSeno
prisustvo vlage u vecini uzoraka i da je vrednost za aktivnost vode neSto iznad
0,30, moguce je da je uzrok tome neki propust i greska bilo pri proizvodnji, bilo pri
skladiStenju uzoraka polena . Po nekim autorima najkriti¢niji momenat je sakupljanje
polena u zamkama koje se postavljaju na ulaz u kosnice [Estevinho et al., 2012].
Glavni problem je Sto veoma Cesto pcelari ne skladisSte dnevno polen koji se na taj
nacin nakupi u zamkama, a posto je on vrlo higroskopan visak vlage iz vazduha ¢e
se nahvatati na njemu. Druga kriticna faza je suSenje. Ono se mora izvrsiti Sto je
brZze moguce. Obi¢no susenje na vazduhu treba izbegavati, jer ono veoma pogoduje
razvoju mikroorganizama. SadrZaj vlage ispod 3% moZe negativno da se odrazi na
boju i da podstakne veéi broj hemijskih procesa poput Milardove reakcije,
dehidratacije fruktoze, gubitka lako isparljivih supstanci i razvoja neprijatnog

mirisa koji je posledica oksidacije lipida [Serra-Bonvehi i Jorda, 1997].

IV-5b Ispitivanje prisustva plesni u uzorcima polena

Rezultati ispitivanja prisustva plesni u uzorcima polena su dati u Tabeli 30.

Prisustvo plesni je utvdeno u deset od dvadeset Sest ispitivanih uzoraka
polena. Pri tome, rodovi Mucor sp., Penicillium sp. i Alternaria sp. identifikovani su
u tri uzorka (30%), dok su rodovi Rhizopus sp, Trichoderma sp. i Fusarium sp.
izolovani u dva uzorka (20%). Vrsta Aspergillus flavus je izolovana u dva ispitivana

uzorka (20%). Najveca kontaminacija plesnima je pronadena u uzorku broj 17, sa
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Petrovaradina, u kome su identifikovana dva roda plesni (Fusarium sp. i Alternaria
sp.), kao i vrsta Aspergillus flavus. Takode, jos dva uzorka su bila kontaminirana sa
po dva razlic¢ita roda - Penicillium sp. i Rhizopus sp. su identifikovani u uzorku iz
Babusnice (br. 6) dok su Penicillium sp. i Mucor sp. izolovani u uzorku broj 12
(Mala Krsna). Od ostalih sedam kontaminiranih uzoraka u svima je identifikovana

samo po jedna vrsta ili rod plesni.

Tabela 30. - Prisustvo plesni i aflatoksina, AFB1 [pug kg1] u uzorcima polena

identifikovane brojnost identifikovane brojnost
uzorak vrste i/ili kolonija [AFB1] uzorak vrste i/ili kolonija [AFB1]
rodovi [cfug1] rodovi [cfug1]
1 / / 10,63 14 / / 5,20
2 / / 11,86 15 Trichoderma 1-104 13,16
sp.
3 Mucor sp. 1-103 7,72 16 / / 6,62
4 / / 5,74 17 Aspergillus 1-103 7,68
flavus
Fusarium sp. 1-103
Alternaria sp. 1-103
5 / / 13,84 18 Alternaria sp. 1-103 10,89
6 Penicillium sp. 1-103 17,32 19 / / 6,87
Rhizopus sp. 1-103
7 / / 3,15 20 Mucor sp. 1-103 9,63
8 Penicillium sp. 1-104 9,04 21 Alternaria sp. 1-103 6,83
9 / / 4,72 22 / / 10,95
10 / / 5,39 23 / / 4,82
11 / / 8,87 24 / / 11,61
12 Penicillium sp. 1-103 4,84 25 / / 3,96
Mucor sp. 1-103
13 Aspergillus 1-103 6,48 26 / / 7,00
flavus
min 1-103 3,15
vrednost
max 1-104 17,32
vrednost

Brojnost kolonija plesni u uzorcima polena koji su bili kontaminirani se kretala
u opsegu od 1-103 do 1-10% cfu g'1. U uzorcima broj 8 (Obrenovac) i 15 (Gunjaci)
pronadena je najveca brojnost plesni iz rodova Penicillium sp. (br. 8) i Trichoderma
sp. (br. 15)- 104 cfu g'1. S obzirom da u nasem pravilniku o kvalitetu i ispravnosti
nisu definisani i propisani parametri o mikrobioloSkom kvalitetu i ispravnosti
polena koji su sakupile medonosne pcele, dobijene vrednosti o brojnosti kolonija
plesni u uzorcima polena su uporedene sa propisanim granicama u argentinskom
pravilniku o kvalitetu hrane [Coronel et al., 2004]. U skladu sa njime, gornja
dozvoljena granica prisustva za plesni iznosi 1,5-103 cfu g1. Na osnovu toga i

dobijenih rezultata moZe se rec¢i da je u uzorcima 6, 8, 12, 15 i 17 zabeleZena
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poviSena brojnost kolonija plesni, dok je u preostalih pet uzoraka, u kojima su
plesni identifikovane, njihova brojnost bila u skladu sa navedenim pravilnikom.
Poredenjem geografskog porekla uzoraka i pronadenih kolonija plesni moZe se
primetiti da se radi o uzorcima sa potpuno razli¢itih prostora i da su uzorci iz Sida
(181 21) bili kontaminirani.

Poredenjem botanickog porekla ispitivanih uzoraka i prisustva plesni u polenu
nije moguce utvrditi direktnu vezu izmedu ova dva podatka. Iako je u sedam od
deset uzoraka koji su u svom sastavu imali polen biljaka iz familije kupusnjaca i
leguminoza identifikovano prisustvo plesni postojali su i uzorci (br. 6, 8 i 21) koji
su, takode, sadrzavali polen ovih biljaka ali u njima nisu pronadene plesni.
[spitivanje mikrobioloske ispravnosti uzoraka polena u radovima drugih autora
[Serra-Bonvehi i Jorda, 1997; Feas et al., 2012; Nogueira et al., 2012] pokazuje da
postoji velika raznovrsnost u prisutnim vrstama i rodovima mikroorganizama pre
svega, plesnima. Prisustvo vrste Aspergillus flavus kao i veleg broja plesni
identifikovanih do nivoa roda (Mucor, Alternaria, Penicillium i Fusarium) u
analiziranim uzorcima bilo je u saglasnosti sa podacima iz literature. Na osnovu
dostupne literature prisustvo roda Trichoderma nije zabeleZeno u ispitivanju
mikrobioloSke ispravnosti uzoraka polena zbog Cega rezultati iz ove disertacije
predstavljaju doprinos identifikovanim vrstama plesni prisutnim u polenu koji su
sakupile medonosne pcele.

Do kontaminacije polena mikroorganizmima moze do¢i bilo na samom cvetu,
bilo u toku prikupljanja polena ili ishrane larvi i matice u ko$nici kada pele mogu
doprineti tome [Snowdon i Cliver, 1996]. Po miSljenju Serra-Bonvehi-ja i Jorda-e
[Serra-Bonvehi i Jorda, 1997] velika raznovrsnost u vrstama i tipovima
mikroorganizama prisutnih u uzorcima polenima se moZe pripisati kako
prirodnom okruZenju tako i ljudskom faktoru. U sveZe prikupljenom polenu
sadrzaj vode se krece u granicama od 20 do 30%, Sto u kombinaciji sa visokim
sadrZzajem hranljivih materija predstavlja veoma pogodnu sredinu za rast i
razmnozavanje razli¢itih mikroorganizama, a pre svega kvasaca, plesni, sporogenih
bakterija i koka [Brindza et al., 2010]. U osuSenom polenu sadrzaj vlage bi trebalo
da se krece u rasponu od 4 do 8% [Mutsares, 2005; Melo i Almeida-Muradian,

2011]. Kvalitet osuSenog polena ¢e u velikoj meri zavisiti od primenjenih metoda
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za njegovo konzervisanje. Vecina pcelara u Srbiji, tradicionalno obavlja proces
suSenja na otvorenom, u hladu, u struji ambijentalnog vazduha, $to moZe dovesti
do kontaminacije polena mikotoksigenim plesnima. I aktivnost vode bitno utice na
razvoj mikroorganizama u polenu: Sto je bila vec¢a aktivnost vode u uzorcima
utoliko je bio i ve¢i sadrZaj mikroorganizama u njima. U tom smislu, Serra-Bonvehi

iJorda [1997] predlaZu sledece mere predostroZnosti:

v’ uzorke bi trebalo sakupljati u roku od 48 h od trenutka postavljanja zamki
u koSnicama

v’ uzorke treba susiti dok im aktivnost vode ne opadne ispod 0,60 i to u roku
od 24 h od trenutka prikupljanja (72 h od trenutka postavljanja zamki u

ko$nicama).

Zbog svega navedenog tradicionalni nacin suSenja uzoraka na otvorenom u
trajanju od nekoliko dana bi trebalo izbegavati i uzorke suSiti samo u zatvorenom
prostoru i pod kontrolisanim uslovima.

Osim vrednosti za a, veoma vazan parametar Koji moze selektivno uticati na
prisustvo plesni u uzorku polena je njegova pH- vrednost. Poredenjem rezultata za
pH- vrednost u ispitivanim uzorcima polena u kojima je doSlo do razvoja plesni
(pH 5,01 - 5,75) sa literaturnim podacima moze se uociti da su oni u saglasnosti sa

slede¢im tvrdnjama:

v' Magan i Lacey [1984] tvrde da je razvoj mikroba mogu¢ samo u intervalu
pH od 4,5 do 6,0
v" Po Estevinho-voj i saradnicima [Estevinho et al., 2012] donja granica za pH-

vrednost je joS visa i iznosi 4,96.

Medutim, kao S$to je ve¢ naglaSeno, pH- vrednost je prate¢i parametar koji, uz
aktivnost vode, moze uticati na pojavu mikroorganizama u osuSenom polenu. Tako
su Magan i Lacey [1984] utvrdili da se najniza vrednost za aw na kojoj, uz
adekvatnu pH- vrednost, ve¢ pocinje razvoj plesni iz rodova Aspergillus sp. i Penicillium
sp. kretala u granicama od 0,71 do 0,96. Medutim, na razvoj plesni u polenu pored
pH- vrednosti mogu uticati i vrsta plesni o kojoj se radi, kao i optimalna temperatura za

njihov rast i razmnoZavanje. Sa druge strane, prema nekim autorima [Estevinho et
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al, 2012] razvoj mikroorganizama zapocinje vec¢ pri vrednosti za aw od 0,55. Obe
vrednosti su znatno iznad 0,30, koje su predloZili Serra-Bonvehi i Jorda [Serra-
Bonvehi i Jorda, 1997], a takode su i iznad vrednosti dobijenih u ovom istrazivanju.
S obzirom da je u ispitivanim uzorcima polena, i pored niske a,- vrednosti ipak doslo do
razvoja mikrooganizama, moZe se zakljuciti da je potrebno dodatno ispitati i
usaglasiti predloZene vrednosti za aw ali je, isto tako, izvesno da je ovo samo jedan
od potencijalnih faktora koji odreduje prisustvo i razvoj plesni u uzorcima polena.

Kontaminacija odredenim mikroorganizmima nije Stetna toliko zbog samih
mikroorganizama, ukoliko se ta vrednost krece u propisanim granicama, ve¢, pre
svega, zbog produkcije mikotoksina [Bara¢ et al., 2015]. Ova jedinjenja nastaju kao
produkti metabolizma mikroba i mogu se javiti u razli¢itim vrstama proizvoda kao
Sto su kukuruz, pirinac, cerealije, kikiriki, leSnik, orasi, suva hrana, zelena i przena
kafa, kakao i zaCini [Magan i Olsen, 2004]. Medu mikotoksinima posebno treba
apostrofirati aflatoksine [Serra-Bonvehi i Jorda, 1997]. Oni su potencijalno
toksicni, kancerogeni, mutageni, teratogeni i imunosupresivni agensi. Nastaju kao
sekundarni produkt metabolizma pre svega dve vrste iz roda Aspergillus sp. -
Aspergillus flavus (zbog Cega je on u ovom istrazivanju i identifikovan do nivoa
vrste za razliku od svih ostalih plesni koje su identifikovane na do niova roda) i
Aspergillus parasiticus [Rustom, 1997] Rezultati analize prisustva aflatoksina B1
(AFB1, slika 12) kao najopasnijeg iz ove grupe srodnih jedinjenja za ispitivane
uzorke polena prikazani su u Tabeli 30.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se uociti da u svim uzorcima je zabeleZena
kontaminacija sa AFB1. S obzirom da je prethodnom analizom prisustva plesni
utvrdeno da je ¢ak Sesnaest uzoraka bilo sterilno, a da je analiza prisustva AFB1
pokazala da su svi uzorci kontaminirani, dobijeni rezultati ukazuju na to da su svi
uzorci, u nekom trenutku, ipak, bili kontaminirani vrstama iz roda Aspergillus sp.

[Moss, 1996].
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Slika 12. Strukturna formula aflatoksina B1 (AFB1)

Kasnije, verovatno usled promene uslova i stvaranja nepovoljnog okruZenja,
doslo je do njihovog odumiranja. Bez obzira na to, za vreme svog prisustva u
polenu plesni su produkovale aflatoksine koji su pronadeni u uzorcima polena.
Moguce je da je ve¢ sama biljka, sa koje je pcela sakupljala polen bila zaraZena
plesnima i da na taj nacin polen biva kontaminiran jos$ dok je na cvetu.

Na osnovu ¢injenice da najveci broj uzoraka polena, analiziranih u ovoj disertaciji
potiCe iz Vojvodine, Beograda i centralne Srbije, regiona poznatih po gajenju
Zitarica (za ljudsku ishranu), kukuruza i soje (za ishranu Zivotinja), a imaju¢i u vidu
da je polen leguminoza bio jedan od dva najzastupljenija polena u ispitivanim
uzorcima, ovakav vid kontaminacije aflatoksinom je bio mogu¢. Iako je razvoj ovog
tipa plesni, do sada, viSe bio karakteristiCan za vlaZnije suptropske i tropske
krajeve, poslednjih godina na Balkanskom poluostrvu dolazi do postepenih i sve
znacajnijih klimatskih promena koje su pracene ucestalom pojavom intenzivnih
padavina i naglim promenama temperatura po ¢emu se uslovi sve viSe pribliZzavaju
onima koji pogoduju razvoju kvasaca i plesni. Izvestaj Republickog hidrometeoroloskog
zavoda za period od 2010. do 2012. godine pokazuje da je prole¢ni i letnji deo u te
dve godine bio izrazito suSan. Kako se taj period poklapa sa vremenom
prikupljanja ispitivanih uzoraka polena i imaju¢i u vidu da su kasno prolece i leto
upravo deo godine kada je najintenzivnija pcelinja paSa i prikupljanje meda i
polena, ovako su$ni uslovi su sigurno dodatno pogodovali razvoju plesni i pojavi
aflatoksina. Poznato je da je u prethodne dve godine bilo velikih problema sa
pojavom aflatoksina u sto¢noj hrani u Srbiji, a kasnije i u mleku. Medu biljnim
vrstama koje su posebno osetljive i podloZne razvoju plesni iz roda Aspergillus sp.
treba istac¢i kukuruz, soju kao i lesnik i srodno koStunjavo voce [Rustom, 1997;

Nilbfer and Boyaciogu, 2002].
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Drugi moguci nacin kontaminacije polena mikotoksinima je u okviru same
kosnice, ukoliko su pcele bile zaraZene nekom boles¢u ili zbog prisustva Stetnih
insekata i miSeva koji napadaju kosnice u pcelinjacima. Prisustvo ovih mikotoksina
Stetno je i za same pcele, jer nepovoljno utice na razvoj legla i odraslih jedinki, ¢cime
se slabi drustvo i postaje podloZno bolestima i napadima drugih Zivotinja [Niu et
al, 2011]. Tre¢i put za kontaminaciju uzoraka aflatoksinima je dejstvo ljudskog
faktora tj. da su uzorci mogli biti inficirani plesnima u toku prikupljanja, suSenja,
transporta, pakovanja ili skladiStenja. Razlog zasSto je prisustvo aflatoksina veoma
opasno i Stetno je njegova izuzetno velika toksi¢nost. Naime, laboratorijski testovi
na miSevima su pokazali da je kancerogeno dejstvo ovih jedinjenja izraZeno vec¢ pri
dnevnom unosu od svega 10 ug kg1 telesne teZine [Belitz et al., 2009]. Poredenja
radi, da bi se izazvao karcinom kod miseva pod dejstvom izuzetno toksi¢nog
jedinjenja, dimetilnitrozoamina, potreban je dnevni unos od ¢ak 750 pg kg1 telesne
tezine. Njegova akutna toksi¢na doza (LDso) iznosi 7,5 mg kgl telesne teZine
odraslog coveka [Belitz et al, 2009]. Prema listi Medunarodne agencije za
ispitivanje kancera (IARC) aflatoksin B1 spada u grupu 1 supstanci, a to su
supstance sa dokazanim kancerogenim dejstvom na coveka. Od svih aflatoksina on
je jedini sa potvrdenim sposobnostima izazivanja kancera i sa najja¢im mutagenim
dejstvom i to pre svega na Celije jetre [Wogan et al., 1994; Eaton i Gallager, 1994].
Analizirajuc¢i dobijene vrednosti za sadrzaj AFB1 u ispitivanim uzorcima polena

dolazi se do slede¢ih rezultata:

v' najnizZa koncentracija ovog mikotoskina je zabeleZena u uzorku broj 7 (3,15
ug kg1), koji je vodio poreklo iz Valjeva, a najvisa (17,32 pg kg1) u uzorku
broj 6, iz Babusnice

v Na osnovu dobijenih rezultata moZe se uociti da su se koncentracije AFB1 u
najmanje kontaminiranom i u najkontaminiranijem uzorku razlikovale za
oko 5,5 puta

v’ prosecan sadrzaj aflatoksina B1 u ispitivanim uzorcima iznosio 8,26 ug kg-1.

Vrednosti za maksimalno dozvoljene koncentracije (MDK) aflatoksina prema
pravilniku o kvalitetu hrane koje vaze u Srbiji [Sluzbeni list, 2011] krec¢u se u
intervalu od 2 do 12 pg kg1 zavisno od toga o kojoj se hrani i namirnicama radi.

Dozvoljene vrednosti aflatoksina su u zemljama EU jo$ niZe, propisane su
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pravilnikom [EC No 1881, 2006] i krecu se od nulte tolerancije u mleku i mle¢nim
proizvodima do 8 pg kg! za kikiriki ali pre njegove upotrebe u ljudskoj ishrani. Za
najveci deo prehrambenih proizvoda granice dozvoljenih koncentracija se krecu u
intervalu 2 - 5 pg kg1 telesne tezine. Ukoliko MDK vrednosti koje vaze u Srbiji
uporedimo sa vrednostima dobijenim za uzorke polena analizirane u okviru ove

disertacije moZemo uociti sledece:

v najveéi deo uzoraka se uklapa u dozvoljene vrednosti, izuzev uzoraka 15
(13,16 pgkg1),5 (13,84 pgkg1)i6 (17,32 pg kgl)

v Za dva uzorka moZemo reci da su po vrednostima za AFB1 bila na gornjoj
granici dozvoljenih MDK - uzorak 24 (11,61 pg kg1) i uzorak 2 (11,86 pg kg1).

Ako sadrZaje AFB1 u uzorcima polena uporedimo sa propisima koji vaze u EU,
prosecan sadrzaj aflatoksina B1 u ispitivanim uzorcima polena (8,26 pg kg1)
prevazilazi gornju dozvoljenu koncentraciju u kikirikiju, kao materijalu u kome je
najveca tolerancija za prisustvo aflatoksina. Sa druge strane, svi uzorci, o¢ekivano,
prevazilaze nultu toleranciju kao i MDK-vrednosti za ve¢inu namirnica, a za koje je
navedeno da iznose 2 pg kgl. Osim toga, ako se posmatra i gornja dozvoljena

granica u tom smislu od 5 pg kg1 telesne tezine uocava se sledece:

v dvadeset jedan uzorak sadrZi aflatoksina u koli¢inama iznad dozvoljenih
granica

v’ tri uzorka su na granici dozvoljene vrednosti (9- 4,72 pug kg1, 23- 4,82 ug kgt i
12- 4,84 pg kg1)

v" dva uzorka se uklapala u referentne vrednosti EU - uzorak broj 7 (3,15 pg kg1)
i uzorak broj 25 (3,96 ug kg1).

[ako nijedan od ova dva propisa ne navodi eksplicitno polen koji su sakupile
pcele (osim ako ga ne posmatramo kao dijetetski dodatak ishrani a za koji su MDK-
vrednosti manje od 0,1 pg kg'1), imajuci u vidu dosadasnje podatke o Stetnosti bilo
kakvog prisustva aflatoksina u hrani moZe se zakljuciti da se upotreba kontaminiranog
polena koji su sakupile medonosne pcele mora izbegavati. U literaturi postoji
podatak [Niu et al., 2011] da se Stetno dejstvo aflatoksina na pcele moze smanjiti
dodavanjem propolisa u njihovoj ishrani Sto ostavlja moguénost da bi ovaj pcelinji
proizvod mogao imati isti ili slican efekat kada bismo ga dodali polenu namenjenom

ljudskoj ishrani, a koji je bio kontaminiran aflatoksinima.
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Razlog zaSto je u ovom istraZivanju akcenat stavljen na ispitivanje prisustva
aflatoksina u polenima jeste taj Sto vecina ostalih identifikovanih plesni ne spada u
kategoriju Stetnih i opasnih po ljudsko zdravlje. Naime, jedina vrsta plesni iz roda
Mucor sp. koja moZe da ima Stetno dejstvo na Coveka je Mucor indicus i za nju je
utvrdeno da moZe da izazove zigomikozu [Toro et al, 1998]. Ovo oboljenje se u
slucaju da mu je izaziva¢ Mucor indicus naziva mukormikoza i manifestuje se
pojavom teskih rana i deformacija na licu, a pre svega na nosu i oko ociju ili usta.
[ako se radi o retkom oboljenju (najces¢e se javlja nakon velikih prirodnih
katastrofa), s obzirom da skoro svi dolazimo u kontakt sa plesnima koje ga
izazivaju, kod osoba sa oslabljenim imunim sistemom ono moZe biti jako opasno pa
¢ak i sa smrtnim ishodom [Muma i Chipalo-Mutati, 2010]. Ovu bolest mogu da
izazovu i neke vrste gljivica iz roda Rhizopus sp. koje, osim nje, kod dijabeticara
mogu da dovedu i do pojave ketoacidoze [Chinn i Diamond, 1982; Chiasson et al.,
2003; Maletkovic i Drexler, 2013]. Ova bolest se ranije Cesto javljala kod
dijabeticCara sa dijabetesom tipa I (rede kod tipa II) i bila je izrazito smrtonosna sve
do pojave i primene insulina u njihovom lecenju 20-ih godina XX veka. Plesni iz
roda Alternaria sp. mogu biti izazivaci alergija kod nekih ljudi [Singh i Denning,
2012]. U okviru roda Fusarium sp. svega nekoliko vrsta mogu imati Stetno dejstvo
po c¢oveka zbog produkovanja mikotoksina fumonizina [Moss, 1998]. Ovaj toksin
kod coveka moZe, potencijalno, izazvati pojavu primarnog karcinoma jetre i
jednjaka, a ima izraZeno dejstvo i kao neurotoksin [Domijan, 2012] i uglavnom se
javlja u siromas$nijim delovima sveta gde su ljudi orijentisani ka upotrebi sirovog
kukuruza i njegovog brasna direktno u ishrani. Na kraju, u rod Trichoderma sp.
spada osamdeset osam vrsta plesni (medu kojima je i svakodnevno prisutna bud
koja se javlja u ku¢ama i stanovima), a svega nekoliko vrsta pokazuje blagu
toksic¢nost po coveka [Reino et al., 2008].

Na osnovu svega iznetog moZe se zakljuciti da bi osim analize polena na
prisustvo mikroorganizama kao standardni deo mikrobioloSke procedure trebalo
uvesti i njegovu analizu na prisustvo mikotoksina s obzirom da su dobijeni
rezultati pokazali da odsustvo plesni u ispitivanim uzorcima polena nije garant da
oni u sebi ne sadrze odredene toksine i da, u tom smislu, mogu biti potencijalno

opasni i Stetni za upotrebu kao dodatak ishrani ljudi.
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V ZAKLJUCCI

U okviru ove doktorske disertacije izvrSena je hemijska i nutritivna
karakterizacija polena koji su medonosne pcele sakupile u razli¢itim regionima
Srbije. Na osnovu svih izloZenih i prodiskutovanih rezultata mogu se formulisati

sledec¢i zakljucci:

v" Na osnovu palinoloskog porekla ispitivanih uzoraka polena moze se zakljuciti da
ih je vecina bila polifloralnog porekla izuzev tri ispitivana uzorka koji se mogu
okarakterisati kao monofloralni, jer sadrZze viSe od 80% polenovih zrna jedne
biljne familije ili vrste - uzorak br. 2 (93% polena kupusnjaca, Brassicaceae),
uzorak br. 6 (81% polena vrbe, Salix) i uzorak br. 14 (81% polena mahunarki,
Fabaceae). Nije bilo moguce utvrditi povezanost palinoloskog porekla polena sa
njegovim geografskim poreklom s obzirom da je u skoro svim uzorcima polen
kupusnjaca i mahunarki identifikovan u manjem ili ve¢em procentu. Ovo je bilo
ocekivano s obzirom na zastupljenost vrsta iz ove dve familije u svim delovima i

regionima Srbije.

v' Na osnovu rezultata dobijenih za sadrzaj vlage u ispitivanim uzorcima polena
(4,35 -14,35 g/100g) moze se zakljuciti da je u velikoj ve¢ini uzoraka ovaj parametar
bio iznad gornje granice dozvoljene po zakonskoj regulativi (8 g/100g). To
moZe biti posledica bilo neadekvatnih uslova ¢uvanja i skladiStenja uzoraka bilo
nedovoljnog suSenja. Neophodno je sadrzaj vlage svesti na granicu od oko 6%
kako bi se sprecila pojava i razvoj mikroba koji bi ugrozili ispravnost polena koji

su sakupile medonosne pcele.

v na osnovu sadrzaja pepela (1,18 - 3,32 g/100g) ispitivani uzorci su bili na ili
ispod donje granice dozvoljenih vrednosti za sadrZaj pepela u polenu (2 -6

g/100g).
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v' Na osnovu rezultata dobijenih za sadrzaj makro- i mikroelemenata, kao tri
najzastupljenija elementa su se izdvojili kalijum, kalcijum i magnezijum, Sto je
bilo u skladu sa rezultatima vecine istrazivaca. Ono Sto se razlikovalo jeste
kolic¢inska zastupljenost pojedinih elemenata $to potvrduje tezu da geografsko
poreklo, pre svega kroz sastav okolnog zemljiSta, ima veliki uticaj na sadrZaj
minerala u polenima. Osim toga, utvrdena je i povezanost sadrzaja odredenih
makroelemenata sa botani¢kim poreklom uzoraka. Tako je zapaZeno da se
uzorci koji su dominatno sadrzavali polen kupusnjaca i mahunarki mogu
okarakterisati kao bogati magnezijumom, dok je za uzorke bogate polenom
suncokreta bilo karakteristicno da su sadrzavali najmanje koliCine kalijuma i
magnezijuma. Uzorci koji su dominantno sadrzavali polen mahunarki bili su
bogati i po sadrZaju kalcijuma, dok se uzorci bogati polenima suncokreta i
japanskog bagrema mogu okarakterisati kao siromas$ni natrijumom. UocCeno je i
da su ispitivani uzorci polena sadrzavali gvozZde i cink u znacajnim koli¢inama.
Kako su ova dva elementa vazna sa nutritivnog apsekta utvrdeno je da bi
koriS¢enjem ispitivanog polena koji su sakupile medonosne pcele kao dodatka
ishrani odrastao ¢ovek mogao da podmiri 30% dnevih potreba za unosom gvozda,
odnosno, 15% kolic¢ine cinka koja mu je neophodna. Prisustvo aluminijuma, kao
potencijalno toksi¢nog elementa, u granicama iznad dozvoljenih (100 mg/100g)
je utvrdeno samo u dva ispitivana uzorka pri ¢emu su oba vodila poreklo iz
Beograda. Na osnovu toga je zakljuCeno da je povisena koncentracija ovog

elementa u tim sluc¢ajevima posledica uticaja antropogenog faktora.

v' Na osnovu ispitivanja sadrZaja mikroelemenata utvrdeno je da je najzastupljeniji bio
bakar. Po prvi put u uzorcima polena koji su sakupile medonosne pcele
identifikovan je i stroncijum. Na osnovu sadrZaja toksicnih metala (Cr, Cd, Co)

utvrdeno je da su prisutni samo u tragovima.

v’ ProseCan sadrzaj proteina u ispitivanim uzorcima polena je iznosio 19,44
g/100g Sto je bilo u skladu sa najve¢im brojem prethodnih istraZivanja.
Poredenjem botanickog porekla uzoraka sa sadrzajem proteina utvrdeno je da

se poleni kupusnjaca mogu okarakterisati kao najbogatiji po sadrZaju proteina
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dok se, sa druge strane, poleni suncokreta i japanskog bagrema mogu okarakerisati
kao poleni sa niskim sadrzajem proteina. Moguce je da i nacin uzgajanja biljaka

utice na sadrzaj proteina u njima.

v' Na osnovu prosec¢ne vrednosti za rastvorljivost proteina (11,22 g/100g) moze
se zakljuciti da je polen koji su sakupile medonosne pcele sli¢an proizvodima od
soje sa niskom rastvorljivoséu proteina. Ovo se moZe dovesti u vezu sa
kompleksnim hemijskim sastavom polena, sa sloZenom strukturom samih
molekula proteina, njihovom konformacijom, kao i sa mogu¢im interakcijama
koje oni mogu da ostvare u polenu sa drugim komponentama prisutnim u njemu

(Secerima, lipidima, metalima).

v" Na osnovu rezultata SDS-PAGE analize jasno se mogu uociti tri frakcije proteina
i to: proteini sa molekulskim masama od 80 kDa do 50 kDa, proteini sa
molekulskim masama od 50 kDa do 25 kDa i proteini sa molekulskim masama
od 25 kDa do 10kDa. Svi ispitivani uzorci polena (izuzev uzorka br. 1) su kao
dve glavne trake proteina sadrzavali trake sa molekulskim masama od 77 kDa tj.
59 kDa sto je ukazivalo na slicnost u sastavu rastvorljivih proteina u ispitivanim
uzorcima polena. Sli¢nost u pogledu sastava rastvorljivih proteina u ispitivanim
uzorcima polena moze se dovesti i u vezu sa enzimama koje pcele luce prilikom
prikupljanja polena (amilaze, katalaze serin i cistein-proteinaze). Jedan od
ispitivanih uzoraka (br. 17) moZe se okarakterisati kao uzorak bogat proteinima

niskih molekulskih masa.

v/ Na osnovu prose¢nog sadrzaja ugljenih hidrata (75,51 g/100g) u ispitivanim
uzorcima moZe se zakljuciti da se radi o najzastupljenijoj frakciji u polenima
koja ¢e, u skladu sa time, imati i veliki uticaj na nutritivne karakteristike i
energetsku vrednost ispitivanih uzoraka polena. Poredenjem sa podacima u
literaturi samo jedan uzorak bi se mogao okarakterisati kao siromaSan
(sadrzavao manje od 65 g/100g), trinaest uzoraka je bilo izuzetno bogato
ukupnim ugljenim hidratima (od 75 do 80 g/100g) dok tri uzorka prevazilaze
gornju granicu od 80 g/100g ukupnih Secera.
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v' Na osnovu sadrzaja rastvorljivih ugljenih hidrata zaklju¢eno je da je u dvadeset
tri uzorka najzastupljeniji Secer bila fruktoza, sa prose¢nim sadrzajem od 23,92
g/100g. U tri uzorka najzastupljeniji Secer je bila maltoza (prosecan sadrzaj od
12,27 g/100g) dok su u jednom uzorku u podjednakim koli¢inama pronadene
fruktoza i maltoza. Preostala tri rastvorljiva ugljena hidrata koja su identifikovana,
glukoza, saharoza i trehaloza, bili su prisutni u uzorcima u manjim koli¢inama.
Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji se razlikuju od literaturnih pre svega po
tome Sto je sadrzaj saharoze u uzorcima polena bio znatno niZi od podataka
dostupnih u literaturi. Osim toga, kod vecine uzoraka rastvorljivost ugljenih
hidrata je bila neSto viSa od ukupnog sadrZaja rastvorljivih ugljenih hidrata koji
su ispitani i identifikovani, Sto ukazuje da su u uzorcima, najverovatnije, bili
prisutni i jo$S neki rastvorljivi ugljeni hidrati koji nisu bili obuhvaceni

ispitivanjem i to pre svega skrob i pektini.

v Na osnovu dobijenih rezultata za ukupne sadrzaje lipida (1,31 - 6,78 g/100g)
moze se zakljuciti da su bili u saglasnosti sa ve¢inom prethodnih istrazivanja.
Poredenjem sadrZaja ukupnih lipida sa palinoloskim poreklom uzoraka
zakljuceno je da su uzorci koji su bili bogati polenom kupusnjaca imali i najviSe
sadrZaje lipida. Sa druge strane, uzorci polena koji su vodili poreklo od
mahunarki mogli su se okarakterisati kao uzorci sa niskim sadrzZajem lipidnih

materija. Do sli¢nog zakljuc¢ka se moZe doc¢i i za polen japanskog bagrema.

v Na osnovu analize sadrzaja pojedina¢nih masnih kiselina utvrdeno je da su u
svim ispitivanim uzorcima polena prisutne slede¢e masne Kkiseline: kaprilna
(C8:0), palmitinska (C16:0), stearinska (C18:0), oleinska (C18:1n-9) i linolenska
(C18:3n-3). Od preostalih dvadeset masnih kiselina za Sest se moZe reci da su
znacajno zastupljene u vecini uzoraka - laurinska (C12:0), miristinska (C14:0),
pentadekanoinska (C15:0), margarinska (C17:0), arahidska (C20:0) i behenska
kiselina (C22:0). Sa druge strane, za Sest masnih kiselina se moZe reé¢i da su
“retke” i neuobicajene, jer su se javljale u svega nekoliko ispitivanih uzoraka:
palmitoleinska (C16:1), vy-linolenska (C18:3n-6), eikozanska (C20:1),
eikozatrienska (C20:30n-3), dihomo-y-linolenska (C20:3n-6) i lignocerinska
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(C24:0), dok dve nisu pronadene ni u jednom od uzoraka: dokozopentanoinska
(C20:5n-3) i dokozoheksanoinska kiselina (C22:6n-3). Prisustvo “retkih” masnih
kiselina moZe se, u nekim slucajevima, dovesti u vezu sa palinoloskim poreklom
ispitivanih uzoraka polena i posluziti kao parametar hemotaksonomije. U tom
smislu, prisustvo y-linolenske kiseline u jednom od ispitivanih uzoraka, moze se
povezati sa prisustvom polena biljaka iz familije Brassicaceae. Prisustvo
eikozadienske kiseline u jednom od ispitivanih uzoraka moguce je povezati sa
prisustvom polena biljaka iz familije ljutica (Rannunculaceae) kao i sa polenom
kukuruza (Zea mays). Prisustvo gadoleinske kiseline (C20:1) u nekoliko
ispitivanih uzoraka moZe se povezati sa prisustvom polena biljaka iz familija
mahunarki, kupusnjaca, ljutica ili konoplje (Cannabaceae). Prisustvo
palmitoleinske (C16:1) kiseline u dva ispitivana uzorka polena moze se povezati
sa prisustvom polena kukuruza u njima, za koji je dokazano da sadrzi ovu retku

masnu kiselinu, ili sa polenom biljaka iz familije ljutica.

v' Na osnovu rezultata odnosa sadrZaja nezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina
moZe se zakljuciti da je samo u jednom uzorku ovaj odnos bio ve¢i od 1, Sto je
vrednost poZeljna sa nutritivnog aspekta. SniZene vrednosti ovog odnosa, a
samim time i hranljiva vrednost polena, moZe se dovesti u vezu kako sa samim

poreklom polena tako i sa neodgovarajuc¢im uslovima njegove prerade i cuvanja.

v Na osnovu rezultata dobijenih za energetske vrednosti uzoraka polena (350,65 -
395,6 kcal/100g) moZe se zakljuciti da su ispitivani uzorci polena zadovoljavajuceg
energetskog kvaliteta, ali sa nedovoljno pravilnom raspodelom energetskih
vrednosti po komponentama s obzirom da sadrZe niZi sadrZaj lipida i ugljenih

hidrata i viSi sadrZaj proteina u odnosu na preporucene vrednosti.

v U okviru ove disertacije po prvi put su odredena tehno-funkcionalna svojstva
polena - emulgujuca svojstva, peniva svojstva, kapacitet vezivanja vode i ulja.
Na osnovu rezultata dobijenih za ESI (19,6 - 49,3 min) i EAI (10,4 - 24,5 m? g'1)
parametre moze se zakljuciti da polen koji su sakupile medonosne pcele ima

dobra emulgujuéa svojstva koja su u rangu sa emulgujuéim osobinama
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proteinskih proizvoda kao Sto su izolati graska, brasSno viSe vrsta pasulja i sojino
niskomasno brasno. Najveci doprinos stabilnosti emulzija daju proteini malih
molekulskih masa jer se lakse adsorbuju na dodirnoj povrsini voda/ulje i na taj
nacin stabilizuju emulziju. Osim proteina na stabilnost nagradenih emulzija
uticaj mogu da imaju i drugi molekuli prisutni u polenu kao $to su polarni lipidi,

skrob, pektin, joni kalijuma ili kalcijuma.

v’ Ispitivanje penivih osobina polena je pokazalo da uzorci ne poseduju ovo
svojstvo, jer suspenzije koje su pravljene nisu uspele da formiraju odrZivu penu.
Zbog toga se moze zakljuciti da polen koji su sakupile medonosne pcele

poseduje anti-peniva svojstva.

v Na osnovu rezultata za WAC-parametar (0,92 - 2,25 g g'1) moZe se zakljuciti da
uzorci polena nisu pokazali visok kapacitet vezivanja vode. Glavna komponenta
koja je mogla da utiCe na vrednost ovog parametra su nerastvorljivi proteini, a

osim njih i neki od polarnih lipidnih molekula.

v Na osnovu rezultata za OAC-parametar (1 - 3,53 g g'1) moZe se zakljuciti da
polen ima veéu sposobnost vezivanja ulja od vode i da je kapacitet vezivanja ulja
ispitivanih uzoraka polena bio ve¢i u odnosu na vrednosti OAC parametra kod
viSe vrsta brasna pasulja i sojinog brasna. Kao glavna komponenta koja bi mogla
da utice na povecanu OAC vrednost izdvaja se sporopolenin, kao i drugi lipidni
molekuli prisutni u “pollen-kitt” zoni ili proteini sa izraZenim hidrofobnim
zonama. Poredenjem vrednosti za ova dva parametra kroz WOAI-parametar
moZe se zakljuciti da su svi uzorci, izuzev jednog, imali vrednost ovog parametra

nizu od 1. To ukazuje na ¢injenicu da je polen, pretezno, lipofilnog karaktera.

v" Na osnovu rezultata analize sadrzaja fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima
polena mozZe se zakljuciti da su Cetiri bila prisutna u svim uzorcima. Najzastupljenije
od svih jedinjenja je bio rutin sa znacajnim razlikama u sadrzaju (3,1 - 201,6
mg/100g) gledano po uzorcima S$to se delimi¢no moZe dovesti u vezu sa

njihovim palinoloskim poreklom. Naime, moze se zakljuciti da su uzorci koji su
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u znacajnijoj meri sadrzavali polen kupusnjaca bili bogatiji ovim glikozidom.
Prisustvo preostala tri fenolna jedinjenja prisutna u svim uzorcima - galne
kiseline (prosecni sadrzaj 2,14 mg/100g), hlorogene kiseline (prosecni sadrzaj
0,45 mg/100g) i luteolina (prosecni sadrzaj 0,24 mg/100g) - nije bilo moguce
dovesti u vezu sa odredenim tipom polenovih zrna i njegovim palinoloskim
poreklom. Od preostalih fenolnih jedinjenja u vecini je bila prisutna i elaginska
kiselina (0,16 - 0,64 mg/100g) kao i galangin, hrizin (prosecan sadrzaj 0,377
mg/100g) i kampferol (prosecan sadrzaj 0,124 mg/100g) s tim Sto je galangin
samo u jednom uzorku bio prisutan u znacajnijoj koli¢ini. U tom smislu moguce
je njegovo prisustvo, kao i prisustvo krisina, povezati sa polenom jasena koji je

bio dominantno zastupljen tip polena u datom uzorku.

v' Na osnovu vrednosti za ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja (6,7 - 206,1
mg/100g) i poredenjem sa podacim dostupnim u literaturi, moZe se zakljuciti da
je vecina uzoraka bila relativno siromasna polifenolima. Ovakvi rezultati bi se
mogli dovesti u vezu ili sa uslovima ¢uvanja i skladiStenja uzoraka, jer sa
vremenom i porastom temperature sadrzaj ovih jedinjenja opada, ili sa
periodom godine kada su uzorci prikupljeni. Poredenjem botanickog porekla
ispitivanih uzoraka, uzorci bogatiji fenolnim jedinjenjima se mogu dovesti u
vezu sa polenom biljaka iz familije kupusnja¢a dok bi na nizak sadrZaj ovih
jedinjenja uticaj mogao da ima polen biljaka iz familije glavocika. Sa druge
strane, nije bilo mogucée utvrditi direktnu povezanost botani¢kog porekla
uzoraka sa ukupnim antioksidativnim kapacitetom kao ni povezanost sa

geografskim poreklom ispitivanih uzoraka.

v' Na osnovu vrednosti za aktivnost vode (prosetna vrednost 0,384) i pH-
vrednost u uzorcima (4,01 - 5,82) moze se zakljuciti da su dobijene vrednosti u
saglasnosti sa ve¢im brojem ranijih istrazivanja. Dobijene vrednosti za ax su
nesto viSe u odnosu na vrednost 0,3 koju odredeni autori u literaturi
preporucuju kao bezbednu za upotrebu polena u ljudskoj ishrani. S obzirom da
je u vecini uzoraka utvrden i poviSen sadrZaj vlage, najverovatnije je uzrok

povecanih vrednosti ova dva parametra neki od propusta prilikom prikupljanja
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ili Cuvanja ispitivanih uzoraka od strane pcelara. U literaturi ne postoji potpuna
saglasnost oko vrednosti za aw i pH koje su potrebne za razvoj mikroorganizama.
Zbog toga je neophodno dodatno ispitati i usaglasiti predloZene vrednosti
imajuci u vidu i da su awi pH-vrednost samo neki od faktora koji mogu uticati na

razvoj mikroorganizama.

v Veéina pcelara u Srbiji tradicionalno obavlja suSenje uzoraka polena na
otvorenom, u hladu, Sto bi trebalo izbegavati jer osim poviSenog sadrzaja vlage i

aw-vrednosti mnogo veci problem predstavlja potencijalni razvoj mikroba.

v Na osnovu rezultata analize prisustva plesni utvrdeno je da je deset od dvadeset
Sest ispitivanih uzoraka bilo kontaminirano jednim od Sest rodova plesni
(Mucor sp., Penicillium sp., Alternaria sp. Rhizopus sp. Fusarium sp.,
Trichoderma sp.) pri ¢emu je prisustvo plesni iz roda Trichoderma po prvi put
utvrdeno u polenu. Osim toga, u dva uzorka je izolovana plesan Aspergillus
flavus. Poredenjem vrednosti brojnosti kolonija sa dostupnim, argentinskim,
pravilnikom o mikrobioloskoj ispravnosti polena (u nasem pravilniku nije
definisana gornja granica dozvoljenog prisustva plesni) utvrdeno je da se za dva
uzorka moZe re¢i da su imali poviSenu kontaminaciju plesnima. Poredenjem
botanickog porekla uzoraka i prisustva plesni u njima nije bilo moguce utvrditi

direktnu povezanost.

v Na osnovu rezultata mikotoksikoloSke analize utvrdeno je da su svi uzorci bili
kontaminirani aflatoksinom B1 kao jednim od najopasnijih produkata
metabolizma odredenih vrsta plesni. Potrebno je naglasiti i da postepena
promena klime na naSem podrucju cini sveukupnu hranu izloZenijom i
podloZnijom dejstvu mikroba, a samim time i pojavom mikotoksina u njoj. lako
su dobijeni rezultati pokazali da je vecina uzoraka polena bila sterilna i bez
prisustva plesni, Cinjenica da je u svim uzorcima utvrdeno prisustvo aflatoksina
B1 potvrduje ispravnom pretpostavku iznetu u okviru ove disertacije da bi bilo
neophodno, kao deo standardne mikrobioloske analize polena, uvesti i

mikotoksikoloSku analizu uzoraka.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

Mornucavn Anekcangap Koctuh

6poj nHpexca AX13/2012

UsjaBrbyjem
a je noKTOopcKa aucepTtauuja nog HacnoBom

AHanmsa XemMmujCKMX ¥ HYTPUTUBHUX KapaKTePUCTHKa NomneHa Koju cy MefoHOCHe nyerne

cakynurie y pasnuiutum peruoxHmuma Cpbuje

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTpaXMBaukor paaa,

e [ia npeanoxeHa guceprauvja y UenuHW HY y gernosuMa Huje buna npegnoxeHa
3a pobujare OGunNoO Koje aunnome npema CTyaWjCKUM nNporpamuMa Apyrux
BMCOKOLLKOCKMX YCTaHOBa,

® [Na CYy pe3ynrtaTtyh KOpeKTHO HaBedeHu U

e [la HUCaM KPLUMO ayTopcka npaBa U KOPUCTUO UHTENEKTYaliHy CBOjUHY APYIUX
nmua.

MoTnuc aokropaHaa

Y beorpagy, 09. X 2015.
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Mpunor 2.

Uzjapa 0 MCTOBETHOCTU LUITaMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wme 1 npeaume aytopa: AnekcaHaap Koctuh
bpoj nHgekca: 0X13/2012
Cryavjcku nporpam: Xemuja/AHanuTu4ka xemuja

HacnoB papa: AHanu3a XeMUjCKUX U HYTPUTUBHMX KapakTepUCTUKa nosieHa Koju cy
Me[OHOCHE NYene cakynune y pasnuunutum pernoHuma Cpbuje

MenTopu: npodp. ap XKusocnas Tewwuh; gou. ap MupjaHa MNewwmh

Motnucanu: mp AnekcaHaap Koctuh

Msjaerbyjem ga je wtamnaHa Bepauja MOr JOKTOPCKOr paja WCTOBETHA eNEeKTPOHCKO]
Bepauju Kojy cam npepao/na 3a objaeremBake Ha noptany [OururtanHor
penosuTopujyma YHusepsurteta y beorpaay.

Josgoreaeam fa ce objaBe Moju NMYHKM nogauM BesaHn 3a aobuvjarbe akagemckor
3Barba JOKTOpa Hayka, Kao LWTo cy Me 1 Npesume, rogMHa u Mecto pohiewa U Jatym
oabpaHe paga.

OBu nuyHM nopaum Mory ce 00jaBuTU Ha MPEeXHUM CTpaHulama AurkTanHe
B6ubnuoteke, y eneKTpOHCKOM KaTtarnory u y nybnvikauujama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTnuc gokTopaHga
Y beorpagy, 09. X 2015.
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Mpwunor 3.

Uzjasa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHusepautetcky bubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [Aurutantu
peno3uTopujym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece Mojy [OKTOpCKYy AucepTtauujy nog
HacroBom:

AHanM3a XeMUjCKUX 1 HYTPUTUBHUX KapaKTepUCTHKa NOSIeHa Koju CY MEOHOCHE nyene

cakynune y pasnuuutum pervonuma Cpbuje

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

JucepTauujy ca cBMM NpurosuMa npegao cam Y enekTpoHCKoOM dropmarty NorogHoMm 3a
TPajHO apXvuBUpam-e.

Mojy AoKTopcKy aucepTtauujy noxpakseHy y [iurutandu penosuTtopujym YHuBepauTeTa
y beorpagy mory fila kopucTe CBM KOju nowTyjy oapeabe cagpkaHe y onabpaHom tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyyvo.

1. AytopcTBO

2. AyTOpCTBO - HeEKoMepLMjanHo
@AyTopc:TBo — HekoMepLujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — Aenut rnog UCTUM ycrosuma
5. AytopcTtso — 6es npepage

6. AyTOpCTBO — [enuTi Nog UCTUM YCroBUMa

(Monumo pa 3a0KpyxuTe camo jefHy of WecT NoHyheHux NuueHUu, KpaTak onuc
nuyeHum aart je Ha nonehuHu nucra).

Mortnuc pokropaHaa

Y beorpagy, 09. X 2015.
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