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Izvod

Dopunska ishrana pcela invertnim sirupom predstavlja najpopularniji nacéin prihrane. Pce-
lari ¢esto pripremaju invertni sirup dodatkom kiseline rastvoru saharoze na povisenim tem-
peraturama. Medutim, proizvodnja invertnog sirupa u nekontrolisanim uslovima pH, tem-
perature i vremena moze uzrokovati nastanak 5-hidroksimetil-2-furaldehida (HMF), Stet-
nog za pcele. Visoko kvalitetan invertni sirup dobija se hidrolitickom razgradnjom saharoze
pomocu enzima invertaze. Posto med sadrZi enzim invertazu, moZe se koristiti kao biokata-
lizator inverzije saharoze. U radu je ispitan sadrzaj redukujucih Secera nastalih delovanjem
bagremovog meda na 50 mas.% rastvora saharoze. Odnos mase redukujucih Secera i saha-
roze na 40 °C, nakon 5 dana hidrolize i pri koncentraciji meda 10 mas.% iznosio je 0,30 g
redukujucih Secera/g saharoze. Najveci sadrzaj redukujucih Secera postignut je na tempe-
raturi 35 °C, nakon 48 h invertovanja. U svim uzorcima sirupa hidrolizata dobijenim na raz-
licitim temperaturama (35-65 °C) detektovan je HMF u koncentracijama manjim od 4,32
mg kg_l. Ustanovljen je visok stepen negativne korelacije (koeficijent linearnosti —0,94)
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izmedu parametara volumetrijskog i polarimetrijskog prac¢enja reakcije hidrolize.
Kljucne reci: med kao biokatalizator, hidroliza saharoze, redukujuéi Seceri, HMF.
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Savremena apikultura se suocava sa nizom prob-
lema, medu kojima je i dopunska ishrana pcela. Dodat-
nom ishranom se pomaze pcelinjem drustvu da preZivi i
postane brojnije i produktivnije. S druge strane, nepra-
vilna priprema hrane moze uzrokovati povecan stepen
oboljevanja i uginuca, ¢ime se smanjuje brojnost i pro-
dukciona svojstva pcelinjeg drustva. U nepovoljnim
godinama za ishranu pcela, u pcelarstvu se primenjuje
prihrana Seéernim sirupima (rastvorima saharoze). Ras-
tvor saharoze pcele razgraduju sopstvenim biohemij-
skim mehanizmima na glukozu i fruktozu. To dovodi do
njihove fizioloske iscrpljenosti, usled cega u fazu pre-
zimljavanja ulaze oslabljene. U cilju prevencije slab-
lienja pcelinjeg drustva, preporucuje se, pre zime, doda-
vanje sirupa vec razgradene — invertovane saharoze [1].

Pcelari u Srbiji najces¢e sami invertuju rastvor saha-
roze u nekontrolisanim uslovima temperature, pH i vre-
mena hidrolize. Medutim, na poviSenoj temperaturi u
uslovima kiselo katalizovane dehidratacije heksoza,
nastaje 5-hidroksimetil-2-furaldehid (HMF) [2]. Ranija
istraZzivanja potvrduju Stetne efekte HMF na pcele [3-5],
pri ¢emu precizne grani¢ne vrednosti toksicnosti ovog
jedinjenja nisu odredene [6]. Le Blanc et al. [4] su ispi-
tivali smrtnost pcela koje su hranjene visokofruktoznim
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kukuruznim sirupom. Dobijeni rezultati ukazuju na
smrtnost 50% jedinki koje su hranjene devetnaest dana
sirupom koji je sadrzavao HMF u koncentraciji 150 mg
kg™. Isti autori su u ogledu dopunske ishrane p&ela
visokofruktoznim kukuruznim sirupom sa razlicitim do-
zama HMF od 57, 100, 150, 200 i 250 mg kg_l, odre-
divali mortalitet tokom 26 dana od pocetka ishrane.
Rezultati su pokazali da od pet koris¢enih, samo sirup
sa 250 mg kg™ HMF indukuje povecan mortalitet péela
[4]. Jachimowicz and El Sherbiny [5] utvrdili su 50%
smrtnost populacije pcela koje su tokom Sesnaest dana
hranjene komercijalno kiselo-hidrolizovanim invertnim
ecernim sirupom koji je sadrzao 150 mg kg™ HMF. U
Belgiji je, tokom 2009-2010. godina, registrovan neuo-
bi¢ajeno visok stepen uginuca pcela koji nije pripisan
sindromu CCD (colony collapse disorder). Detaljnom
analizom pojave je utvrdeno da su neka drustva tokom
zime dohranjivana invertnim Secerom, sa sadrZajem
HMF > 475 mg kg . Ovako visok sadrzaj HMF bio je
posledica nepravilnog postupka proizvodnje dopunske
hrane za pcele [7].

Visoko kvalitetan invertni sirup moZe se dobiti hid-
rolitickom razgradnjom saharoze pomocu enzima inver-
taze. S obzirom na nedovoljnu dostupnost industrijski
dobijenog enzima i njegovu cenu, znacajno je ispitati
kataliticku mo¢ meda, koji je lako dostupan pcelarima.
Zahvaljujuci prisustvu invertaze, med se mozZe upotre-
biti kao biokatalizator u reakciji inverzije (hidrolize)
saharoze. Posebno je znacajno invertovati saharozu
medom, koje bi pcele inace koristile u ishrani iz sop-
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stvenog legla, kako bi se sprecio prenos bolesti. Uno-
som meda u rastvor saharoze dobija se kvalitetniji
proizvod za ishranu pcela sa stanovista hranljive vred-
nosti. Med sadrzi male koli¢ine razli¢itih enzima, od
kojih su najvazniji dijastaza, invertaza, katalaza, gluko-
zooksidaza i fosfataza. Invertaza meda potice iz intes-
tinalnog trakta pcela [8]. Aktivnost enzima u medu
zavisi od temperature i vremena skladistenja, kao i bo-
tanickog porekla meda [9-11]. Kataliticki efekat ovog
pcelinjeg proizvoda iskoristio je Strojkov [12] vrSedi
inverziju saharoze uz dodatak koncentrovane siréetne
kiseline. Ceksteryte and Racys [1] su vrsili hidrolizu 60
mas.% rastvora saharoze pomoéu meda uz dodatak
limunske kiseline.

Dostupna literatura u Srbiji ne sadrzi podatke o upo-
trebi meda kao katalizatora u reakcijama inverzije saha-
roze.

Cilj rada bio je da se u skladu sa visokim zahtevima
proizvodnje dopunske hrane za pcele, ispita kataliticki
efekat bagremovog meda. Reakcija hidrolize 50 mas.%
rastvora saharoze vrSena je bez dodatka kiseline za
razliku od ispitivanja drugih autora.

EKSPERIMENTALNI DEO

Koris¢en je 50 mas.% rastvor konzumne saharoze
kao supstrat hidrolize. Biokatalizator je bio bagremov
med prikupljen u sezoni 2012. u okolini Cagka (N 43°50'
E 20°23', nadmorska visina 284 m). Sadrzaj redukujuéih
Secera u medu (72,3%) je odreden metodom po Lane—
—Eynon [13], a sadrZaj suve materije (82,7%) refrakto-
metrijskom metodom. Volumetrijska metoda predvi-
dena za analizu meda [13] je prilagodena analizi hidro-
lizata saharoze. Sadrzaj redukujuéih Seéera u dobije-
nom sirupu znatno je manji u odnosu na prisutne redu-
kujuce Secere u medu. Imajudi u vidu ovu Cinjenicu, pri-
preman je Cetiri puta koncentrovaniji rastvor hidroli-
zata. SadrZaj redukujuéih Secera izrazen je u mas.%
suve materije hidrolizata.

Koris¢ene hemikalije u radu su r.a. i HPLC Cistoce.
Specifi¢ni ugao optic¢ke rotacije meren je polarimetrom
(model POL-1, Optic, Italy). Suva materija je merena na
Abbe refraktometru (A. Krilss-Optronic, Germany).
Temperatura je odrzavana u vodenom kupatilu sa vari-
ranjem 1 °C. SadrZzaj HMF odredivan je na HPLC
Waters (Binary HPLC Pump 1525, 717 plus auto-
sampler, dual A absorbance detector 2487). Hromato-
grafsko razdvajanje HMF vrSeno je na koloni ODS2
Spherisorb (4,6 mmx250 mm, 5 pum) ekvilibrisanoj po
30 min pred svaku seriju merenja smeSom voda:me-
tanol = 90:10 (vol.). Grejac kolone bio je podesen na 30
°C. Mobilna faza bila je smesa voda: metanol (90:10) u
izokratskom modu protoka 1 mL min". Merenje je
vr$eno na 285 nm. Po 2 g uzorka je rastvarano vodom u
mernom sudu od 10 mL. Svaki uzorak pre injektovanja
profiltriran je kroz memranski filter ALLPURE NY (0,45
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um). Injektovano je po 20 pL standarda/uzorka. Pri-
premljeno je sedam standarda u opsegu koncentracija
0,66-11 mg L. Kalibraciona kriva konstruisana je po-
mocu softvera Empower. Limit detekcije (LOD) i limit
kvantifikacije (LOQ) odredeni su na osnovu standardne
devijacije odgovora detektora i nagiba kalibracione
krive [14] i iznosili su 0,39 1,17 mg L_l, redom. Sadrzaj
HMF u hidrolizatu odreden je jednacdinom:

X
HMF(mgkg™)=—— 1

( &8 ) 100m ()
gde je x — koncentracija HMF u uzorku dobijena po-
mocu softvera, mg L_l, m — masa hidrolizata, kg.

Sadriaj redukujucih Secera tokom inverzije saharoze
na 40 °C

Tri reakcione posude od kojih je svaka sadrzala 400
g 50 mas.% rastvora saharoze stavljene su u vodeno
kupatilo (40 °C). U prvu posudu dodato je 10, u drugu
20, a u treéu 30 mas.% bagremovog meda. Stvaranje
redukujucih Secera praceno je 12 dana dvema nezavis-
nim metodama: modifikovanom volumetrijskom meto-
dom i polarimetrijski [13]. Analize su vrSene prvog,
petog, sedmog, devetog i dvanaestog dana ogleda. Za
svaki uzorak vrSena je predtitracija i dve glavne titra-
cije. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost dve
glavne titracije preracunato na % suve materije. Polari-
metrijsko merenje predstavlja srednju vrednost naj-
manje dva merenja preracunato u specifi¢ni ugao op-
ticke rotacije.

Sadrzaj redukujucih Secera i HMF na razlicitim
tempeaturama inverzije

Posuda sa 400 g 50 mas.% rastvora saharoze kome
je dodato 10 mas.% bagremovog meda stavljena je u
vodeno kupatilo gde je odrZavana zadata temperatura
48 h. Tokom inverzije saharoze pracen je sadrzaj HMF i
redukujuéih Se¢era u temperaturnom opsegu od 35-65
°C. Eksperiment je izveden u tri ponavljanja.

REZULTATI | DISKUSIJA

U radu je ispitan nastanak redukujuc¢ih Secera
tokom hidrolize saharoze pomoc¢u meda kao biokatali-
zatora i stvaranje Stetnog nusproizvoda HMF.

Uticaj vremena i koncentracije meda na sadrzaj
redukujudih Secera u sirupu

Tokom inverzije rastvora saharoze katalizovane bag-
removim medom poveéavao se sadrzaj redukujucih
Secera. Uporedno je prikazana zavisnost sadrzaja redu-
kujucih Seéera (crni simboli) i specificnog ugla opticke
rotacije (beli simboli) u funkciji vremena (slike 1-3).
Redukujuci Seceri na pocetku inverzije poti¢u iz doda-
tog meda. Sadrzaj redukujucih Secera rastao je tokom
vremena, dok se specificni ugao opticke rotacije sma-
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njivao. NajviSe redukujucih Secera (46,0 mas.%) izme-
reno je dvanaestog dana ogleda u uzorku sa 10 mas.%
meda. U istom uzorku je izmerena i najniza vrednost
specifitnog ugla optitke rotacije 30,3° cm® g dm™*
(slika 1).
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Slika 1. SadrZaj redukujucih Secera R, mas.% (m) i specificnog
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ugla opticke rotacije [aJy” (o) tokom inverzije u uzorku sa

10 mas.% meda.

Figure 1. The content of reducing sugars, R, wt.% (m) and the

specific optical rotation angle [ajg (o) during the inversion

in 10 wt.% honey sample.
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Slika 2. SadrZaj redukujucih Secera R, mas.% (®) i specificnog
iy .. 20 . ..

ugla opticke rotacije [aJ5” (o) tokom inverzije u uzorku sa

20 mas.% meda.

Figure 2. The content of reducing s%gars, R, wt.% (e) and the

specific optical rotation angle [a], 5 (o) during the inversion

in 20 wt.% honey sample.

Ceksteryte and Racys [1] su vrSili hidrolizu 60 mas.%
rastvora saharoze pomocu meda (7,6 mas.%) u trajanju
od pet dana na 38-40 °C. Nakon ovog vremena, uz do-
datak 0,024 mas.% limunske kiseline na po¢etnu masu
rastvora inverzija je produZena jo$ pet dana na istoj
temperaturi. Dobili su invertni sirup sa 52.30£1.30%
redukujucih Secera.

U uzorku sa 20 mas.% meda najvedéi sadrzaj reduku-
jucih Secera (57,5 mas.%) je izmeren dvanaestog dana
ogleda, pri cemu je specifican ugao opticke rotacije
iznosio 17,5 cm’ g dm " (Slika 2). Maksimalni sadrzaj
redukujucih Seéera (62,4 mas.%) u uzorku sa 30 mas.%

meda je odreden takode dvanaestog dana ogleda, a
specifican ugao opticke rotacije je iznosio 12,5 cm? g
dm™ (Slika 3).
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Slika 3. SadrZaj redukujucih Secera R, mas.% ( A ) i specificnog
ugla opticke rotacije [a]DZO (4) tokom inverzije u uzorku sa
30 mas.% meda.

Figure 3. The content of reducing sugars, R, wt.% ( A ) and the
specific optical rotation angle [a]go (4) during the inversion
in 30 wt.% honey sample.

Brzina nastajanja redukujucih Secera bila je najveca
prvih pet dana trajanja ogleda. Duzim invertovanjem,
brzina reakcije se smanjivala. Ovaj vremenski period
(pet dana) predstavlja optimalno vreme reakcije. Prinos
reakcije (g redukujucih Secera/g saharoze) priblizno je
isti kod sva tri uzorka od prvog do petog dana ogleda
(Tabela 1). Prinos redukujucih Secera se neznatno pove-
¢avao u uzorcima sa koncentracijom meda ve¢om dva,
odnosno tri puta od najnize primenjene (10 mas.%).
Zbog toga se koncentracija od 10 mas.% moZe smatrati
kao optimalna.

Koncentracija meda Dani

mas.% 1.-5. 5-7. 7.-9. 9.-12.
10 0,30 0,02 0,01 0,03

20 0,32 0,06 0,02 0,03

30 0,34 0,04 0,06 0,02

Dobijeni rezultati specifi¢nih uglova opticke rotacije
i odgovarajucih procenata redukujucih Secera pokazuju
medusobnu linearnu zavisnost (Slika 4). Koeficijent line-
arnosti polarimetrijskog i volumetrijskog merenja (—0,94)
ukazuje na statistic¢ki znacajnu negativnu korelaciju (P <
0,05) posmatranih obelezja.

Uticaj temperature na stvaranje redukujuéih Secera i
sadrzaj HMF

U drugom delu eksperimenta praden je sadriaj
redukujucih Sec¢era tokom 48 sati hidrolize pomoéu 10
mas.% meda u temperaturnom opsegu od 35-65 °C
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Slika 4. Zavisnost specificnih uglova opticke rotacije [a]ﬁ” od sadrZaja redukujucih Secera R, mas.%.
Figure 4. Specific optical rotation angles [a]g” as a function of the content of reducing sugars R, wt.%.

(tabela 2). Dobijeni rezultati ukazuju da se sadrzaj redu-
kujucih Seéera povecavao na svim temperaturama, u
funkciji vremena. Brzina nastajanja redukujucih Secera
je obrnuto proporcionalna poviSenju temperature
reakcije. NajviSi sadrzaj redukujuéih Secera od 26,1
mas.% izmeren je u uzorku koji je hidrolizovao 48 h na
temperaturi od 35 °C,, tabela 2.

Tabela 2. SadrZaj redukujucih Secera R (mas.%) u hidrolizatu
dobijenom na razlic¢itim temperaturama tokom 48 h hidrolize
pomocu 10 mas.% meda

Table 2. The content of reducing sugars, R (wt.%) in the hydro-
lysate obtained at different temperatures during 48 h of
hydrolysis by 10 wt.% honey

Temperatura Vreme, h

°C 10 36 48

35 14,5+0,4 20,5+0,1 26,1+0,4
40 14,2+0,1 20,610,3 25,5+0,1
45 14,2+0,2 19+0,5 24,610,2
50 13,5+0,2 17,8+0,1 21,2+0,3
58 13,0+0,1 16,7+0,1 20,9+0,1
65 13,1+0,1 16,5+0,3 19,4+0,2

U svim uzorcima dobijenih hidrolizata nakon 10, 36 i
48 h invertovanja u temperaturnom opsegu od 35-65
°C prisutan je HMF (sadrzaj HMF > LOD, Tabela 3).

Sve softverski odredene koncentracije HMF bile su
manje od LOQ. Ovo ukazuje na nemoguénost preciznog
kvantifikovanja HMF u pojedinacnim uzorcima. Kada se
u jednacini (1) za vrednost promenljive x uzme LOQ
(minimalna vrednost koja se moZe kvantifikovati), a za
promenljivu m masa uzorka (0,0027 kg) dobijenog
hidrolizom na 65 °C nakon 48 h (gde se ocekuje najvedi
sadrZzaj HMF), dobijene vrednosti ukazuju da se u svim
uzorcima nalazilo manje od 4,32 mg-kg'1 0ovOg nuspro-
dukta. Ova vrednost je manja od vrednosti koncentra-
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cije HMF za koju je utvrdeno da je bezopasna za pcele:
30 mg/kg [5] i manja od preporudenog najviseg sadr-
Zaja ovog jedinjenja 20 mg/kg, kao $to je u mnogim
vrstama meda [15]. Hidrolizom saharoze pomodéu meda
kao biokatalizatora nastaje znatno manje HMF nego
tokom kiselinske hidrolize. Med koji su proizvele pcele
hranjene invertnim sirupom dobijenim kiselinskom hid-
rolizom pomoéu HCl na 70 °C u roku od samo 2 h inver-
zije sadrzao je ¢ak 28,22 mg/kg HMF [16], a poznato je
da pcele imaju sposobnost metabolizma HMF do odre-
dene granice [1]. Ceksteryte and Racys [1] su dobili
invertni sirup koji je sadrzao 1,43 mg/kg HMF hidro-
lizom saharoze pomoc¢u meda i limunske kiseline.

Tabela 3. SadrZaj HMF (mg L_l) u hidrolizatu dobijenom na
razlicitim temperaturama tokom 48 h hidrolize pomocu

10 mas.% meda

Table 3. The content of HMF (mg L_l) in the hydrolysate
obtained at different temperatures during 48 h of hydrolysis
by 10 wt.% honey

Temperatura Vreme, h

°C 10 36 48

35 0,588+0,004 0,629+0,002  0,650+0,003
40 0,573+0,002 0,6310,06 0,70+0,02
45 0,612+0,006  0,686+0,004  0,687+0,001
50 0,59+0,06 0,725+0,006  0,728+0,006
58 0,65+0,03 0,81+0,04 0,90+0,05
65 0,613+0,006  0,900+0,006  0,934+0,006
ZAKLJUCAK

Tokom hidrolize 50 mas.% rastvora saharoze uz
dodatak meda kao biokatalizatora, bez kiseline, menja
se sadrzaj redukujuéih Secera. Brzina stvaranja redu-
kujucih Secera na 40 °C bila je najveca prvih pet dana
trajanja ogleda. Optimalna koncentracija meda iznosila
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je 10 mas.%. Koeficijent linearnosti parametara volu-
metrijskog i polarimetrijskog pracenja reakcije hidrolize
saharoze pomoc¢u meda iznosio je —0,94. Brzina nas-
tanka redukuju¢ih Secéera je obrnuto proporcionalna
povisenju temperature, a najviSe redukujuéih Secera,
26,1% nastalo je na temperaturi 35 °C. U svim uzorcima
sirupa dobijenim na razli¢itim temperaturama (35-65
°C), sadrzaj HMF je bio manji od 4,32 mg kg .
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SUMMARY

THE CATALYTIC EFFECT OF HONEY ON FORMATION OF REDUCING SUGARS DURING SUCROSE HYDROLYSIS

Mirjana N. Radovanovié¢, Branimir Z. Raci¢, Snezana T. Tanaskovi¢, Goran S. Markovi¢, Dalibor D. Tomic¢,

Jelena S. Pantovi¢
University of Kragujevac, Faculty of Agronomy, Cacak
(Professional paper)

In commercial apiculture, beekepers usually remove honey from hives and
replenish food reserves with sugar syrup. When honeybees use sugar syrup (suc-
rose solution), they break down sucrose into glucose and fructose. These pro-
cesses exhaust and weaken bees. In order to prevent bee exhaustion resulting
from this processing, bees should preferably be supplied with ready made food
before winter, i.e., with syrup in which sucrose has already been inverted. Feeding
with inverted syrups is the most popular way of honeybee feeding. Beekeepers
usually prepare inverted syrups by adding a weak organic acid (citric, oxalic, acetic
or lactic acid) to sucrose solution at elevated temperatures. Inverted syrup pro-
duction under uncontrolled pH, temperature and time conditions can cause the
formation of 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde (HMF), a compound harmful to
bees. High quality inverted syrup can be obtained through the hydrolytic decom-
position of sucrose by the enzyme invertase. Due to its invertase content, honey
can be used as a biocatalyst for sucrose inversion. Invertase activity depends on
the type, method and time of honey storage. This study evaluates the catalytic
effect of acacia honey on formation of reducing sugars during hydrolysis of 50
wt.% sucrose solution. The ratio of reducing sugars and sucrose at 40 °C, after 5
days of hydrolysis at a concentration of honey and 10 wt.% was 0.30 g reducing
sugars/g of sucrose. The highest content of reducing sugars was achieved at a
temperature of 35 °C, after 48 h of invertion. In all samples of hydrolysates
obtained at different temperatures (35-65 °C), HMF was detected at concentra-
tions of less than 4.32 mg kg_l. A high degree of negative correlation (coefficient
of linearity —0.94) was established between parameters of volumetric and polar-
imetric measurements during the hydrolysis of sucrose.
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