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1. UVOD

Med se kao sladilo i prirodni konzervans koristio od davnina. Poznat pod nazivom ,,ljekovita
hrana bogova“ dolazi iz ¢injenice da se koristio kao iscjeljujuce sredstvo u posljednih 8000

godina, Sto potvrduju brojna arheoloska istrazivanja.

Danas se koristi u narodnoj medicini, gdje mu se pripisuju antibakterijska, antivirusna,
antikancerogena, antioksidacijska i mnoga druga ljekovita svojstva. S obzirom na raznolikost
biljaka, tlo 1 klimu u kojoj rastu biljke, med ima specifi¢na fizikalna, kemijska, senzorska

svojstva.

Bogat je antioksidansima, posebice fenolima i flavonoidima. Za cijelokupni antioksidacijski
kapacitet meda, osim fenola, zasluzne su brojne druge komponente: organske kiseline,
aminokiseline, peptidi, enzimi, organskih kiseline, produkti Maillardovih reakcija, organske

kiseline (Bertoncelj i sur., 2007.).

Cilj ovog rada biti ¢e odrediti sadrzaj ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti bagremova
meda iz sezone 2018., pomo¢u FRAP i DPPH metode. Dobivene rezultate usporedit e se s

drugim slicnim istrazivanjima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. DEFINICIJA MEDA

Prema Pravilniku o medu i Codex Alimentariusu, med se moze definirati kao prirodno sladak
proizvod $to ga medonosne pcele (Apis mellifera) proizvode od nektara medonosnih biljaka ili
sekreta zivih dijelova biljaka ili izlu¢evina kukaca koji siSu na zivim dijelovima biljaka, koje
pcele skupljaju, dodaju mu vlastite specificne tvari 1 sokove, pohranjuju, izdvajaju vodu i

odlazu u stanice saca do sazrijevanja (Pravilnik, 2015; CXS 12, 2019).

Navedena definicija ukazuje da je med proizvod koji ima dvostruko porijeklo: biljno i
zivotinjsko. Kao krajnji proizvod medonosnih pcela, med je smjesa razli¢itih Secera, no sadrzi
1 druge spojeve poput bjelancevina, aminokiselina, enzima, organskih kiselina, peludi i
mineralnih tvari. Porijeklo vuce iz cvjetnog nektara ili medne rose, a nikako iz drugih

Secernih proizvoda (Anonymous 1, 2019).

2.2. VRSTE MEDA

Postoji nekoliko podjela:

1) Prema nastanku / podrijetlu:

e NEKTARNI (cvjetni) - nastaje sakupljanjem nektara medonosnih biljaka, kojih je u
Hrvatkoj zabiljezeno vise od stotine.

e MEDLIIKAVAC - nastaje od medljike ili medne rose lisnatih 1 Stitastih biljnih usi.
Karakteristi€an je po tamnijoj boji u odnosu na nektarni med, zbog veceg sadrzaja
mineralnih tvari. Prema podrijetlu se moze podijeliti na crnogori¢ni (bor, jela, smreka,
pinija) i bjelogoricni (lipa, bukva, hrast).

e MIJESANI - smjesa nektarnog (cvjetnog) i medljikovca.

2) Obzirom na ispasu pcela, odnosno cvjetove s kojih se skuplja nektar:

e UNIFLORNI - podrazumijeva med koji je nastao prikupljanjem nektara s ve¢inskim
udjelom jedne vrste medonosne biljke Sto se moZe potvrditi peludnom analizom koja
pokazuje da pelud biljke treba sadrzavati 20- 50% ukupne koli¢ine peludnih zrnaca

meda, ovisno o vrsti meda.



e MULTIFLORNI - podrazumijeva med koji je nastao prikupljanjem nektara s vise

vrsta medonosnih biljaka i nema izrazeniji postotak pojedinih peludnih zrnaca.

U Hrvatskoj je medljikovac podcijenjen med, s obzirom na to da u sebi ima vise minerala,

melecitoze i saharoze (melocitoza - sloZeni Secer koji je teSko probavljiv).

3) Prema konzistenciji:

e KRISTALIZIRANI ili CVRSTI med - svojstvo koje se javlja kada postotak vode pada
na manje od 20% te prevladavaju glukozni Seceri (75%). Kristalizacija se razlikuje
kod pojedinih vrsta medova 1 moZe se uociti u vremenskom razdoblju od tjedan do
godine dana nakon vrcanja.

e KREMASTI med - definira se kao 100%-tni prirodni med dobiven kontroliranom
kristalizacijom tekuceg meda. Takva se konzistencija postize mijeSanjem tijekom
kojeg ostaju saCuvana sva prirodna svojstva, a postignuta konzistencija ostaje ista.

(Zdravlje iz kosnice: med i drugi péelinji proizvodi, 2013).

4) Prema nacinu proizvodnje:
e med u sacu - med kojeg pcele skladiSte u stanicama svjeze izgradenog saca, bez
legla ili u satnim osnovama izgradenim iskljucivo od pcelinjeg voska, koji se
prodaje u poklopljenom sacu ili u sekcijama takvog saca
e med sa sac¢em ili med s dijelovima saca

e cijedeni med - med koji se dobiva ocjedivanjem otklopljenog saca bez legla

vrcani med - med dobiven vrcanjem (centrifugiranjem) otklopljenog saca bez legla
e presani med - med dobiven presanjem saca bez legla, sa ili bez koriStenja umjerene
temperature koja ne smije prije¢i 45 °C

e filtrirani med - med dobiven na nacin koji tijekom uklanjanja stranih anorganskih
ili organskih tvari dovodi do zna¢ajnog uklanjanja peludi

e pekarski med — je med koji se koristi u industriji ili kao sastojak hrane koja se
potom preraduje i moze:

- imati strani okus ili miris,
- biti u stanju vrenja ili prevrio, ili

- biti pregrijan (Pravilnik, 2015).



2.2.1. BAGREMOV MED (Robinia psedoacacia)

Cisti bagremov med, bez drugih primjesa, pokazuje vrlo svijetlu, gotovo bezbojnu boju. Ima
slab intenzitet mirisa i moze podsjecati na sok od bagrema. Isti¢e se po tome da je blag i
ugodan nepcu.

Zreo se bagremov med prepoznaje po tome Sto je gust, a na niskoj temperaturi ima svojstvo
ljepljivosti. Zbog veceg sadrzaja fruktoze u odnosu na glukozu moze i1 do godine dana ostati U
tekucem stanju, bez da kristalizira. Bagremov med pripada skupini prvorazredne stolne vrste
meda. Cesto se moZe susresti s primjesom drugih, najéeiée voénih vrsta medova. Zabiljezeno
je da moze biti postupno proziran ako ga pcele odlazu u novo sace. Tada se naziva djevic¢anski
ili ,,virgin“ med, odnosno med u djevicanskom sacu. Konzumacijom se bagremovog meda
opusta cijeli ziv€ani sustav te se ublazavaju simptomi vrtoglavice, nesanice, depresije 1 stresa

(Simi¢, 1980).

2.3. SVOJSTVA | SASTAV MEDA

2.3.1. FIZIKALNA SVOJSTVA

2.3.1.1. KRISTALIZACIJA

Kristalizacija se kao ucestala pojava prilikom skladiStenja meda odvija na temperaturama od
10-15° C. Kvaliteta i nutritivna svojstva meda ne naruSavaju se njegovom Kristalizacijom. Na
istu utjeCe sastav meda (sadrzaj SeCera, voda, prisutnost kristalizacijskih jezgri), uvjeti i
vrijeme skladiStenja. Poznato je da bagremov med kristalizira vrlo sporo te moze ostati U
nekristaliziranom stanju do 2 godine, dok med medljike ili uljane repice kristalizira u kratkom
vremenskom razdoblju tijekom skladisStenja, ¢ak i u sacu ili neposredno nakon postupka
vrcanja. Na brzinu stvaranja kristala utjece sadrzaj Secera, omjer razli¢itih Secera te odnosa
Secera 1 vode. Primjerice, ako odredeni med sadrZi veci udio fruktoze i vode, ili ako sadrzZaj
glukoze ne prelazi 30% ukupnog udjela, kristalizacija izostaje. Kristalizirani se med vraca u
prvobitno stanje postupkom zagrijavanja do 40° C, $to predstavlja grani¢nu temperaturu iznad
koje se narusava nutritivni sastav meda, gubi se enzimatska aktivnost, hlapljive komponente i

poveéava se udio hidroksimetilfurfurala (Laktié i Sekulja, 2008).



2.3.1.2. VISKOZNOST
Med je viskozna tekuéina ¢ija viskoznost najvise ovisi o udjelu vode i temperaturi. Veéi udjel
vode i viSa temperatura izaziva manju viskoznost. Fluidnost je veé¢ine medova dovoljno

visoka za u¢inkovito manipuliranje tijekom obrade (Bogdanov, 2004).

2.3.1.3. HIGROSKOPNOST

Med se odlikuje velikom higroskopnosc¢u i ima svojstvo da na sebe privlaci vodu u vlaznim
uvjetima. Prilikom navlacenja vode moze doc¢i do ubrzane fermentacije koja izaziva ubrzano
kvarenje meda. Takvu karakteristiku meda treba uzeti u obzir tijekom skladiStenja i
manipuliranja u obradi (Bogdanov, 2004).

2.3.1.4. ELEKTRICNA VODLJIVOST

Fizikalno svojstvo koje se sve vise provodi u kontrolama kakvoce meda zbog svoje
jednostavnosti 1 brzine provodenja. Nedavno je uklju¢eno u nove medunarodne standarde
Codex Alimentariusa 1 Europske unije, kao zamjena za odredivanje sadrZaja pepela. Ono
direktno ovisi o udjelu mineralnih tvari i kiselina u medu, koje ujedno predstavljaju elektrolite
u postupku odredivanja elektri¢ne vodljivosti. Sluzi i kao kriterij za razlikovanje nektarnog
meda od medljikovca. Za veéinu vrsta medova i njihovih mjesavina smije iznositi najvise 0,8

mS/cm (Bogdanov, 2004; CSX 12, 2019).

2.3.1.5. INDEKS REFRAKCIJE

Indeks refrakcije ovisi o udjelu vode u medu. Bitno je da se mjeri pri temperaturi od 20°C
zato $to se na nizoj ili viSoj temperaturi od 20° C koeficijent refrakcije mijenja i nije
mjerodavan. Refraktometar mjeri na principu loma svjetlosti u trenutku prolaska kroz otopinu,

stoga je bitno da je med u tekué¢em stanju (Bogdanov, 2004).

2.3.2. SENZORSKA SVOJSTVA MEDA

Boja, okus, miris i aroma ovise o podrijetlu, uvjetima prerade i na¢inu ¢uvanja meda.
Boja najviSe ovisi o botanickom podrijetlu i kre¢e se izmedu dva ekstrema, zelenkasto bijele
(bagremov med) do tamnosmede (kestenov med) boje. Sve se ostale nijanse kre¢u izmedu,

imaju isto svojstvo kristalizacije tijekom skladistenja, prilikom koje dolazi do posvjetljenja



meda. Postupkom dekristalicaije, med se vraéa u prvobitnu nijansu. Odreduje se
kolorimetrijskim tehnikama.

Okus meda najvise proizlazi iz razliCitih omjera i vrsta Secera. Tako se okus mijenja
od slatkog preko gorkog do kiselog, koji je pokazatelj fermentacije. Za slatko¢u je meda
odgovorna fruktoza koja je 2,5 puta slada od glukoze i 1,5 od saharoze.

U razli¢itim se medovima nalaze razli¢iti omjeri fruktoze, glukoze i saharoze. Tvari sa vise
OH skupina, takoder mogu biti odgovorne za slatko¢u meda.

Miris proizlazi iz razli¢itih karbonilnih spojeva (aldehida / ketona), alkohola i estera.
Prisutno je preko pedeset spojeva koji pridonose mirisu meda. Krajnji miris ovisi 0
botanickom podrijetlu meda koji je ujedno parametar pri odredivanju procjene kvalitete. Posto
se sastoji od hlapivin komponenti koje ishlape na temperaturama iznad 40° C, moze
predstavljat jedan od pokazatelja patvorenosti meda.

Aroma meda izvorno ovisi o omjeru glukoze i fruktoze, aldehida, diacetila,
metilacetilkarbamata te hlapljivih i nehlapljivih kiselina. Kod uniflornih se medova
primjecuje mirisna i okusna aroma karakteristicna za pojedine biljke, dok kod multiflornih

takva aroma nije poznata (Skenderov i lvanov, 1986).

2.3.3. KEMIJSKI SASTAV MEDA

Med je kao prirodna slatka tvar mjesavina razli¢itih spojeva sastavljena od ugljikohidrata
(70-80%) od kojih su glukoza (31%), fruktoza (38%) i voda (20%). Najvaznija su vrijednosti
meda njegova antioksidacijska, antibakterijska, protuupalna i anti-tumorska svojstva, koja
ponajvise ovise o flori iz koje je proizveden. Sadrzi enzimske (katalaza, glukoza oksidaza i
peroksidaza) i neenzimske antioksidacijske komponente: fenolni spojevi, askorbinska
kiselina, a-46 tokoferol, karotenoidi, organske kiseline, aminokiseline, proteini i produkti
Maillarovih reakcija (Casuelo i Vazquez, 2018).

Manje od 1% udjela tih tvari odgovorni su za senzorska i nutritivna svojstva meda (Singhal i
sur, 1997.).



2.3.3.1. UGLJIKOHIDRATI

S udjelom do 80% ¢ine med prezasi¢enom otopinom Secera imajuci najveci utjecaj na njegova
slatko¢u, fizikalna svojstva (kristalizacija, viskoznost, higroskopnost, ljepljivost, gustoca),
kao i energetsku vrijednost (Barhate i sur., 2003).

U procjeni kvalitete i patvorenja meda ugljikohidrati se gledaju kao bitan parametar. Sadrzaj
se pojedinih Secera mijenja zrenjem i skladiStenjem meda. Saharoza se kao jedan od
parametara za otkrivanje patvorenosti pod utjecajem enzima invertaze razlaze na jednake
djelove fruktoze i glukoze.

Prema prisutnoj koli¢inu saharoze u kona¢nom proizvodu, moZe se ustanoviti eventualno
patvorenje (Riethop i sur., 1962).

Prema Pravilniku o medu, sadrzaj saharoze u medu ne smije prijeéi vise od 5%, osim za med
bagrema (Robinia pseudoacacia), lucerne (Medicago sativa), Banksia menziesii, slatkovine
(Hedysarum spp.), eukaliptusa (Eucalyptus camadulensis), Eucryphia lucida, Eucryphia
milliganii,agruma (Citrus spp.) gdje koli¢ina saharoze ne prelazi 10%. Sukladno tome, med
ne smije biti dobiven hranjenjem pcela Se¢erom 1 Se¢ernim proizvodima, niti se mijesati s

medom dobivenim na taj na¢in (Pravilnik, 2015).

2.3.3.2. VODA

Drugi najzastupljeniji element s udjelom od 15-23% je voda. Upravo zbog tolikog udjela,
direktno utjece na fizikalna svojstva meda (kristalizaciju, viskoznost, specifi¢nu tezinu, indeks
refrakcije) 1 kakvo¢u meda. Tijekom cuvanja i skladiStenja moze do¢i do promjene udjela
vode u medu, Sto utjeCe na stabilnost i otpornost, kao i mikrobiolosko kvarenje meda
(fermentacija-osmofilni kvasci koji razgraduju glukozu i fruktozu na etanol i ugljikov dioksid)
tijekom Cuvanja (Bogdanov i sur., 1999.).

Cimbenici koji mogu utjecat na udio vode u konaénici osim skladistenja i procesiranja su
podrijetlo i sastav nektara, klimatski uvjeti, péele i snaga péelinje zajednice, relativna vlaznost

i temperatura unutar kosnice (Flanjak, 2012).

2.3.3.3. PROTEINI | AMINOKISELINE
Proteini i aminokiseline nalaze se u obliku koloida ili obliku prave otopine aminokiselina, a

mogu biti zivotinjskog (od pcela-zlijezda slinovnica) i biljnog ( iz peludi) podrijetla.



Udjel proteina moze se kretati od 0-1,7% s tim da medljikovac sadrzi viSe proteina od
nektarnog meda (UrSulin-Trstenjak, 2010).

Analiza se slobodnih aminokiselina u medu Koristi kao parametar odredivanja botani¢kog i
zemljopisnog podrijetla. Uz ukupno 26 esencijalnih i neesencijalnih aminokiselina, kao
indikator patvorenja i zrelosti meda uzima se aminokiselina prolin. Takoder, sastav i koli¢ina
pojedinih aminokiselina moze koristiti kao marker u odredivanju botani¢kog podrijetla. Tako
se primjerice kestenov med karakterizira po aminokiselini argininu, dok bagremov po
fenilalaninu (Flanjak, 2012).

2.3.3.4. ORGANSKE KISELINE

Osim svojih antibakterijskih svojstava, organske kiseline pridonose ugudnoj aromi i
specificnom okusu meda. Od velikog broja organskih kiselina (mravlja, octena, maslacna,
vinska, limunska, jabuc¢na, mlije¢na, benzojeva, jantarna) najzastupljenija je glukonska
kiselina koja je produkt djelovanja glukoza enzima oksidaze na glukozu. Ovisno o podrijetlu
meda, mijenja se pH vrijednost (za nektarni med se kre¢e od 3.3-4.6, dok za medljikovac i
med kestena izmedu 4.5-6.5). Opcenito, tamnije vrste medova imaju vecu kiselost od

svjetlijih (Flanjak, 2012).

2.3.3.5. MINERALNE TVARI

Svojom malom prisutno$¢u (0,02-1,03%) doprinose nutritivnoj vrijednosti  meda.
Najzastupljeniji mineral u medu je kalij, a u manjim koli¢inama nalazimo olovo, krom,
kadmij, nikal, kositar i litij. Svakako, minerali se mogu koristiti kao parametri i pokazatelji
botanickog 1 zemljopisnog porijekla, jer dolaze od same biljke s koje pcela skuplja nektar.
Njihova koli¢ina ovisi o sastavu tla na kojem je biljka rasla u odredenim klimatskim uvjetima.
Jedan od parametara prilikom razlikovanja nektarnog meda od medljikovca je elektri¢na
provodnost meda koja je linearno povezana sa sastavom i udjelom mineralnih tvari u medu
(Flanjak, 2012., Bogdanov i sur., 2007).

2.3.3.6. VITAMINI

Med sadrzi male koli¢ine vitamina, no najvise vitamine B skupine koji uglavhom dolaze od
zrnaca peludi. U tu skupinu se ubrajaju: tiamin (B1), riboflavin (B2), nikotinska Kiselina (B3),
pantotenska kiselina (B5), piridoksin (B6), biotin (B8 ili H), folna kiselina (B9) i vitamin K.



Zbog niskog pH meda, moze se pronaci i vitamin C, prisutan u skoro svim vrstama meda,
bitan zbog svoje antioksidacijske aktivnosti. Zabiljezeno je da se postupkom filtracije moze

smanjiti udio vitamina u medu (Missio da Silva i sur., 2016).

2.3.3.7. FENOLNE KOMPONENTE

Fenolni se spojevi mogu podjeliti u nekoliko skupina: jednostavni fenoli, fenolne Kiseline,
fenilpropanoidi i flavonoidi. Glavna im je razlika po broju ugljikovih atoma spojenih u
fenolni kostur (Michalak, 2006.). Uglavnom dolaze iz cvijetnog nektara, propolisa (i/ili
voska) i u manjoj mjeri pelud (Flanjak, 2012., Anklam, 1998).

Osobitno su bitni jer imaju sposobnost hvatati slobodne radikale u tijelu, inhibirajuce i
stimuliraju¢e djelovati na specificne enzime, hormone. Tako ocituju svoja antibakterijska,
antialergijska, antimutagena i protuupalna svojstva (Kumar i Pandey, 2013).

U medu se od fenolnih komponenata nalaze: flavonoid aglikoni, benzojeva kiselina i njeni
esteri te cimetna kiselina i njeni esteri.

Kao $§to je prikazano na slici, flavonoid sa¢injavaju dva aromatska prstena povezana mostom

od tri ugljikova atoma.

Slika 1: Osnovna kemijska struktura flavonoida (Pietta, 2000).

Uzev$i u obzir modifikacije ugljikova prstena, flavonoidi se djele u Sest podskupina:
flavononi, flavoni, flavonoli, izoflavonoidi, antocijani, flavani.

Glavne skupine flavonoida u medu su: flavononi, flavonoli i flavoni

Neki flavonoidi sluZe pri identifikaciji botani¢kog porijekla, dok je primjerice zanimljivost da
lavandin i bagremov med u svom flavonoidnom profilu nemaju odredeni flavonoid po kojem
bi bili specifi¢ni i zato se ne koriste kod identifikacije botanickog porijekla (Ferreres i sur.

1994;1998., Flanjak, 2012). Najces¢i flavonoidi koji se nalaze u medu su: pinocembrin,
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kvercetin, krizin, galangin, luteolin, hesperitin. Ovise o botani¢kom podrijetlu i primjenjuju se
kao markeri pri identfikaciji i razlikovanju razli¢itih medova (Turkmen i sur., 2006).

Druge bitne komponente u medu koje se izoliraju zajedno s flavonoidima jesu fenolne
kiseline koje su specificne za pojedine vrste meda. Neke od njih su: kava Kiselina, p-
kumarinska kiselina, ferulinska kiselina, galna, elaginska i sinapinska kiselina

(Flanjak, 2012).

2.3.3.8. ENZIMI

Prisutne male koli¢ine enzima u medu mogu potjecati od same biljke, dodatkom péele dok
pretvara nektar u med, kao i od kvasaca/bakterija, ako su prisutni u medu. Njihova je uloga
osim §to ubrzavaju kemijske procese u zivom organizmu i bioloSkom materijalu, sluze i kao
parametar pri odredivanju kakvoée meda. Enzimi se promatraju iz tehnoloskog aspekta,

obzirom da su osjetljivi na svjetlost, toplinu i druge oblike energije.

Najzastupljeniji enzimi u medu su: dijastaza (a-amilaza i p-amilaza), invertaza (a-

glukozidaza), glukoza oksidaza, katalaza, kisela fosfataza itd. (White, 2000).

DIJASTAZA (a i p amilaza): Izvor je dijastaze péela. Katalizira uglavnom kao a-amilaza i
razlaze Skrob na dekstrine. Aktivnost dijastaze ovisi 0 vrsti meda i visestruko je veca kod
tamnijih vrsta medova (medljikavac, kesten). Dobar je pokazatelj patvorenosti meda. Pri

visokim pH dolazi do inaktivacije dijastaze (White, 2000).

INVERTAZA: lzvor je invertaze uglavnom pcela, no moze biti prisutna i u samoj biljci.
Uloga joj je da razgraduje saharozu iz nektara u glukozu i fruktozu. Aktivnost joj ovisi 0
fizioloSkom stanju péela, snazi i zdravstvenom stanju péelinjih zajednica, biljnom podrijetlu
same biljke, klimatskim uvjetima, intenzitetu lu¢enja nektara i stupnju prerade (Bonvehi i sur.,
2000).

GLUKOZA OKSIDAZA: enzim koji p¢ele dodaju u med. Katalizira reakciju oksidacije
glukoze u glukonsku kiselinu i vodikov peroksid. Tako utjece na mikrobiolosku stabilnost

meda. Aktivnost joj je niska u nerazrjedenom medu (White i sur., 1963).
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KATALAZA: Uglavnom dolazi od peludi. Razgraduje vodikov peroksid na vodu i Kisik.
Uvjetovana je omjerom glukoza oksidaze i katalaze i tako utje¢e na antibakterijski potencijal
meda (Weston, 2000).

Proteaza hidrolizira protein i polipeptide na manje peptide, Esteraza hidrolizira estersku
vezu, Kisela fosfataza hidrolizira estere fosforne kiseline.

2.3.3.9. HIDROKSIMETILFURFURAL

Razgradnjom heksoza (ve¢inom fruktoze koja je termolabilnija od glukoze 1 saharoze) u
kiselom mediju/Maillarovim reakcijama pri zagrijavanju ili skladiStenju nastaje furan {5-
(hidroksimetil)furan-2-karbaldehid} tj. hidroksimetilfurfural. Ovisi o profilu i udjelu
ugljikohidrata u medu, aktivitetu vode (nizak pogoduje rastu), prisutnosti organskih Kiselina,
pH i udjelu vlage (Massio da Silva i sur., 2016).

: H —o
termi¢ka obrada H
skladistenje " o

H
fruktopiranoza

-H,0
H w
H o o " .
- N
\ / No H,0 /) o -H,0 HO— o
OH

HMF .

intermedijarni produkt 2 intermedijarni produkt 1

Slika 2: Nastajanje HMF-a tijekom skladistenja i toplinske obrade (Anonymous 3, 2019).

Uz enzime dijastaze i invertaze, HMF je jedan od glavnih parametara u odredivanju kakvoce
meda, moze biti pokazatelj posljedice pregrijavanja i svjezine meda (Tosi i sur, 2002).

Kao produkt Maillardovih reakcija dolazi rijede zbog niskih temperatura. Dozvoljeni udio
HMF-a u hrvatskom medu iznosi 40 mg-kg™ i isti je kao udio kojeg propisuju Codex
Alimentarius i Europska komisija. Dozvoljen udio u medu iz zemalja s tropskom klimom
iznosi 80 mg-kg™. (Anonymous 2, 2019; Pravilnik 2015; CXS 12, 2019).
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2.4. ANTIOKSIDACIJSKA SVOJSTVA MEDA

2.4.1. DEFINICIJA | PODJELA ANTIOKSIDANASA

Slobodni radikali su atomi ili molekule koje sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona u

vanjskoj orbitali, zbog ¢ega pokazuju iznimno veliku reaktivnost i nestabilnost.

Zbog tog svojstva, oduzimaju elektron drugim molekulama, $to ima za posljedicu oksidaciju
raznih biomolekula ukljuujuci: proteine, lipide, lipoproteine 1 DNA. Na taj nacin
uspostavljaju lan¢anu reakciju i mogu uzrokovati niz degenerativnih bolesti.

Drugi reaktivni oblici kisika, poput: hidroksilnog radikala (*OH), peroksidnog radikal aniona
(ROQ*), hiperoksidnog radikala (HO- ), vodikovog peroksida ( H2 O2) i drugih, uklju¢eni su i
doprinose starenju stanica, destabilizaciji membrana, oste¢enju DNA i oksidaciji lipoproteina
niske gusto¢e u organizmu. Na taj nain izazivaju mutagenze, karcinogeneze, mogu biti
uzrocnici razli¢itih bolesti poput: dijabetesa, gastointestinalnih upalnih bolesti, ateroskleroze,
bolesti srca i jetre (Halliwell, 1989).

U bioloskom sustavu nastaju kao posljedica starenja organizma kao nusprodukti normalnog
metabolizma, ali ih mogu uzrokovati izlaganje stresu kao i dijelovanje vanjskih ¢imbenika,

poput zracenja (Ammar i sur., 2009).

Zbog negativnih djelovanja slobodnih radikala, povecalo se zanimanje brojnih znanstvenika
na podrucju nutricionizma i medicine za izuCavanjem djelovanja tvari koji sprijeCavaju
slobodne radikale u bioloskim sustavima i hrani.
Antioksidansi ili ,hvata¢i slobodnih radikala“ su molekule koje imaju sposobnost
neutraliziranja spojeva kisikove i duSikove vrste te na taj nacin sprjecavaju ili odgadaju
oksidaciju odredenih supstrata. U¢inkovitost im ovisi o doniranju vodika slobodnom radikalu.
Dijele se na dvije skupine:
e Primarni - pokazuju svojstvo da odgadaju ili sprjecavaju inicijacijski ili
propagacijski stupanj lipidne oksidacije -> fenolne komponente
e Preventivni - sprjeCavaju inicijacijsko djelovanje samog slobodnog radikala na
naCin da: hvataju singlet kisik, inhibiraju peroksidativne enzime, keliraju s
prijelaznim metalima-> katalaza i peroksidaza, superoksid dimutaza.
(Karadag i sur., 2009; Flanjak, 2012).
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Antioksidansi koji su prisutni u 4 velike skupine i nalaze se u hrani i bioloskim sustavima su:

enzimi (katalaza, peroksidaza, superoksid dimutaza) koji pretvaraju reaktivne kisikove

vrste u nereaktivne molekule kisika.

hvatac¢i slobodnih radikala (fenolne komponente, vitamin C, tokoferoli) doniraju

vodikov atom peroksil radikalima i tvore neradikalne produkte koji sprjecavaju lipidnu

oksidaciju.

kelatori prijelaznih metala (fosforna, limunska kiselina, fenolni spojevi, aminokiseline,

feritin) kompleksi s metalnim ionima (Cu i Fe) koji mogu odgadati inicijalne reakcije

katalizirane metalima i pokazuju sposobnost odgadanja razgradnje lipida.

hvataci singlet kisika (karotenoidi, tokoferoli i mokraé¢na kiselina) koji pretvaraju

singlet kisik u stabilniji triplet kisik zbog svoje konjugirane dvostruke veze u strukturi.
(Lee isur., 2004; Prior i sur., 2005; Flanjak, 2012).

2.4.2. ANTIOKSIDANSI U MEDU

Postoji mnogo komponenata koje sudjeluju u antioksidacijskoj aktivnosti meda, no zbog

sloZzene kemijske strukture pojedinih komponenata jo$ uvijek nije otkriven toCan mehanizam

djelovanja svih antioksidanasa u medu.

Pokazalo se da:

fenolne komponente: flavonoidi (krizin, kvercetin, pinocembrin, pinobanksin,
kempferol, galangin, luteolin, apigenin, miricetin, hesperitin)

fenolne kiseline ( kumarinska, kafeinska, ferulinska, klorogena, elagi¢na)

enzimi (katalaza, glukoza-oksidaza),

peptidi

aminokiseline

organske kiseline

produkati Maillardovih reakcija

derivati karotenoida

jesu komponente koje pridonose antioksidacijskom djelovanju meda (Flanjak 2012;
Bertoncelj i sur., 2007).

Prema (Beretta i sur., 2005) i (Bertoncelj i sur., 2007) dokazano je da botanicko i geografsko

podrijetlo meda uvelike utjece na antioksidacijski kapacitet meda.
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Isto tako, antioksidacijski kapacitet meda je rezultat prisutnosti fenolnih komponenata kao
bitne sastavnice meda. Uoceno je da tamnije vrste meda sadrze vise fenolnih komponenata,
Sto ima za posljedicu veci antioksidatvni kapacitet. Na sastav i antioksidacijska svojstva meda
mogu utjecat uvjeti Cuvanja, nacin skladiStenja i obrada meda, ali znatno manje od njegovog

botanickog podrijetla.

2.4.3. ANALITICKE METODE U ODREDPIVANJU ANTIOKSIDACIISKOG
KAPACITETA MEDA

Zbog slozenog sastava meda, potrebni su razliCiti standardi 1 protokoli pri odredivanju
antioksidacijske aktivnosti. Metode se baziraju na tome da antioksidansi imaju sposobnost
deaktivacije slobodnih radikala sa prijenosom elektrona ( Single Electron Transfer) SET i

prijenosom vodikovog atoma (Hydrogen Atom Transfer) HAT mehanizmom.

e HAT (Hydrogen Atom Transfer) — prijenos vodikovog atoma

e Brze reakcije gdje se reaktivnost temelji na kompeticijskoj kinetici zabiljezenoj
pomocu kalibracijske krivulje. U mehanizmu sudjeluju generator slobodnih
radikala koji oksidira probnu tvar za pra¢enje procesa i antioksidant koji se natjece

sa probnom tvari za slobodne radikale.

AH + X* — XH + A

e Najcesce analiticke metode za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koje se

zasnivaju na HAT mehanizmu su:

ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parametar)
CBA (Crocin bleaching antioxidant assay)

U bioloSkom sustavu i u hrani pojava lipidne oksidacije je izrazito Stetna pojava, a temelji se
na doniranju vodikovoh atoma pri ¢emu nastaje peroksil radikal koji izaziva lipidnu
oksidaciju. Zato su razli¢iti antioksidansi bitni u o¢uvanju membrana stanice i u lipidnoj

oksidaciji, gdje se posebice istice vitamin E.
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e SET (Single Electron Transfer) — prijenos jednog elektrona

Temelji se na deprotonizaciji i ionizacijskom potencijalu rektivnih funkcionalnih
skupina, mjerenju sposobnosit antioksidansa da donira elektrone i reducira
razlicite spojeve.

X*+AH — X + AH*"

AH®*" + H,O — A® + H30"

X+ H30" — XH + H20

M(III) + AH — AH® + M(II)

- U reakciji sudjeluju antioksidans 1 probna tvar koja ima ulogu oksidansa primajuci
elektrone od antioksidansa. Kao posljedica se uo¢ava promjena boje probne tvari,
koja je proporcionalna koncentraciji antioksidansa. Dobivena redukcijska
sposobnost antioksidansa prikazuje se kao jednadzba pravca gdje se isCitavaju
promjene absorbancije i koncentracije antioksidansa na kojem se promatra nagib

pravca.

- Metode koje se baziraju na odredivanju antioksidacijske aktivnosti meda su :

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
DPPH ( 2,2 difenil-pikril-hidrazil)
TEAC ( Trolax Equivalent Antioxidant Capacity)

Oba se navedena mehanizma dogadaju skoro paralelno, no o tome koji ¢e se odviti ovisi o
otapalu, strukturi i svojstvima antioksidansa, topljivosti i koeficijentu razdjeljenja (Huang i
sur., 2005; Prior i sur., 2005; Flanjak, 2012).

Kod navedenih se istrazivanja ¢esto mogu dobiti rezultati koji se ne mogu dobro usporediti, a
tome mozZe biti uzrok: sama analiticka metoda mjerenja kao priroda supstrata za oksidaciju,
fizi€ka struktura testnog sustava, vrsta pocetne oksidacije i prisutnost interferirajucih

komponenti (Flanjak, 2012).

Jo§ neke od metoda za detekciju antioksidacijskih aktivnosti su kvantifikacija i moguca
identifikacija fenolnih komponenti: kvantifikacija Folin-Ciocalteu ili Folin-Denis metodom

pomocu UV spektrofotometrije, elektrokemijska detekcija za pojedinacne fenole.

15



Takoder postoji mogucnost detekcije antioksidacijske aktivnosti s tankoslojnom
kromatografijom, papirnom kromatografijom, plinskom kromatografijom, tekué¢inskom
kromatografijom visoke djelotvornosti, sprektofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola te

1,2-difenola (Naczk i Shahidi, 2004).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. UZORCI

Analiziran je 41 uzorak meda od bagrema (Robinia pseudoacacia) s podru¢ja Hrvatske i
Bosne i Hercegovina iz sezone 2018. Po jedan uzorak dolazi s podruc¢ja Bosne i Hercegovine,
Primorsko-goranske Zzupanije, Karlovacke, Vukovarsko-srijemske, Pozesko—slavonske,
Virovitice, Bjelovarsko-bilogorske, dva s podruc¢ja Sisacko—moslavacke i Medimurske
zupanije, tri s podrucja Krapinsko-zagorske i Varazdinske, pet iz Osjecko-baranjske te ostatak

s podrucja grada Zagreba i okolice.

U uzorcima bagremovog meda (Robinia pseudoacacia) je odreden udio ukupnih fenola i
antioksidacijska aktivnost. Ukupni fenoli su se odredivali Folin-Ciocalteu metodom, a
antioksidacijska aktivnost pomo¢u FRAP i DPPH metode.

Rezultati analiza prestavljaju vrijednosti tri paralelna mjerenja za svaki uzorak.

3.1.2. OPREMA

Spektrofotometar
Elektricna mjesalica
Analiticka vaga

pH metar

Vodena kupelj
laboratorijsko posude: (kivete, pipete, staklene caSe, epruvete, odmjerne

tikvice, lijevei, mikropipete, stakleni Stapic)

17



3.1.3. REAGENSI

TPTZ (2,4,6- Tri[pyridyl]-s-triazine)

40 mM HCL

20 mM zeljezov Klorid (FeCls - 6(H2 O))

300 mM acetatni pufer (CH3COONa- 3(H20)), pH 3,6
20 mM Zeljezov sulfat (FeSO4 7(H20))

Destilirana voda

Apsolutni etanol

130 uM DPPH ( 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u apsolutnom etanolu 100 mM
acetatni pufer (CH3COONa - 3(H20)), pH 5,5

Glukoza, Fruktoza, Maltoza, Saharoza

Galna kiselina

Folin-Ciocalteu's phenol reagens
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3.2. METODE RADA

3.2.1. PRIPREMA ANALOGA MEDA

PRINCIP:

Za potrebe je ispitivanja pripremljen analog meda (umjetni med ¢iji sastav odrazava
prosjecan sastav Secera u medu) koji sadrzi 40% fruktoze, 30% glukoze, 8% maltoze i 2%
saharoze. KoriStenjem analoga provjerava se interferiraju li glavni sastojci meda (Seceri) u

analizama 1 utjeCe li nativna boja meda na rezultate mjerenja.
POSTUPAK:

Za pripremu se 100 g analoga izvaze 40 g fruktoze, 30 g glukoze, 8 g gluzkoze, 8 g maltoze i
2 g saharoze te otopi u 20 mL destilirane vode. Pripremljeni se analog ¢uva na mra¢nom

mjestu pri sobnoj temperaturi.

3.2.2. ODREDIVANIJE UKUPNIH FENOLA
PRINCIP:

Sadrzaj je ukupnih fenola odreden spektrofotometrijski u otopini meda. Folin-Ciocateu
reagens je smijesa fosfovolframove i fosfomolibden kiseline, a pri oksidaciji fenolnih
sastojaka ove kiseline se reduciraju u volframov oksid i molibdenov oksid koji su plavo
obojeni. Mjeri se nastali intenzitet plavog obojenja pri valnoj duljini 750 nm (Beretta i sur.,
2005; Bertoncelj i sur., 2007).

POSTUPAK:

Izrada bazdarnog dijagrama galne kiseline: pripremi se stock otopina galne Kiseline te iz nje
standardne otopine galne kiseline u koncentracijama 20-100 pg-mL™?, tako $to se otpipetira
300 uL otopine svake koncentracije galne kiseline i 3 mL 10 % Folin-Ciocalteu reagensa.
Standardna otopina se promjeSa na vortexu 2 minute te se nakon 20 minuta mjeri
apsorbancija na spektofotometru pri 750nm. Svaki uzorak standardne otopine se analizira u
tri ponavljanja, na temelju izmjerenih apsorbancija, nacrta se bazdarni dijagram. Priprema
otopine uzorka: 5, 0000 g uzorka meda se izvaze, otopi u 20 mL destilirane vode te

kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL i dopuni destiliranom vodom do oznake.
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ODREDIVANIE:

U epruvetu se otpipetira 300 puL otopine meda i doda 3 mL Folin-Ciocalteu reagensa.
Otopina se mijesa na elektritnoj mjesalici 2 minute te se nakon 20 minuta ocita

apsorbancija pri 750 nm u odnosu na analog Secera, odnosno slijepu probu.

RACUN:

Bazdarni se pravac nacrta pomocu racunala na temelju rezultata dobivenih mjerenjem
apsorbancije razli¢itih koncentracija galne kiseline. Pomocu bazdarnog pravca se dobije

jednadzba prema kojoj se izratunava koncentracija te udio ukupnih fenola.

U ovom slucaju, dobivena jednadzba pravca glasi: y = 0,0004x + 0,0009

gdje je:

y — apsorbancija pri 750 nm

x — koncentracija galne kiseline (ug-mL™)

ukupni se fenoli izrazavaju kao mg ekvivalenta galne kiseline (eng. Gallic Acid

Equivalents GAE) po kg meda.

0,045
. ‘.
0,04 L
.. y=0,0004x-0,0009
0035 . R2 = 0,9719
0,03
0,025 ..

0,02

A750nm

0,015 e
0,01 ’
0,005

0 20 40 60 80 100 120
Koncentracija galne kiseline (ug-mL™)

Slika 3: Bazdarni dijagram galne kiseline za odredivanje ukupnih fenola
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3.2.3. ODREDIVANIJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazin) METODOM

PRINCIP:

,DPPH radikal ima sposobnost delokalizacije nesparenog elektrona preko cijele molekule,
tako da molekule DPPH radikala ne stvaraju dimere, kao §to je to slucaj kod vecine radikala.
Delokalizacija elektrona kroz molekulu DPPH odgovorna je za tamno ljubicastu boju.*
(Flanjak, 2012).

Nespareni elektron DPPH radikala postize apsorbancijski maksimum pri 517 nm i ljubicaste je
boje. Promjena je ljubiCaste boje u Zutu posljedica sparivanja nesparenog elektrona DPPH
radikala s vodikom antioksidansa, stvaraju¢i reducirani DPPH-H. Promjena boje je u
stehiometriijskom odnosu s brojem sparenih elektrona (Prakash, 2001). Dodatak antioksidansa
rezultira smanjenjem apsorbancije koja je proporcionalna koncentraciji i antioksidacijskoj
aktivnosti samog spoja (Beretta i sur., 2005; Bertoncelj i sur., 2007).

t,,.,@g,g o,@g_g

difenilpikrilhidrazil (Ijubi¢aste boje) difenilprikrilhidrazin (Zute boje)

Slika 4. Strukturna formula DPPH radikala i reduciranog oblika DPPH, (Molyneux, 2004;
Flanjak, 2012)

POSTUPAK:

Pripremi se pocetna otopina meda tako §to se izvaze 15 g uzorka meda, kvantitativno se
prenese u odmjernu tikvicu od 25 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake. 1z te
otopine se razrjedivanjem pripremi 11 otopina razliCite koncentracije meda od 30-600

mg-mL™,
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Tablica 1: Priprema 11 otopina meda (koncentracija 1-20 mg-mL™*)

Oznaka

1

2

10

11

V otopine meda (ML) Vvode (mL)

0,1
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
0,2
0,4
0,6
0,8

2,0

1,9
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

0,0

Cmeda (mg-mL™)
3
6
12
18
24
30
36
42
48
54

60
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Priprema kontrolnog uzorka:

Izvaze se 15 g Secernog analoga, otopi u destiliranoj vodi te se kvantitativno prenese u
odmjernu tikvicu od 25 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake. 1z poc¢etne otopine se

razrjedivanjem pripremi 1L otopina razli¢itih koncentracija analoga.

Odredivanje:

U svaku epruvetu s otopinom meda i epruvetu kontrolnog uzorka se otpipetira 1,9 DPPH
reagensa te 0,8 mL acetatnog pufera. Usporedno se naprave slijepe probe za Ciju se pripremu
koriste sve otopine osim DPPH reagensa kako bi se eliminirao utjecaj boje meda. Tako
pripremljene otopine se mijesaju na vortexu i ostavljaju 90 minuta u mraku pri sobnoj

temperaturi.

Nakon toga se na spektrofotometru pri 517 nm mjere apsorbancije svakog uzorka meda i

svakog kontrolnog uzorka u odnosu na slijepu probu.
Racun:

Iz dobivenih se rezultata napravi graf ovisnosti preostalog DPPH o koncentraciji meda.
Rezultat se izrazava kao 1Csp, odnosno kao koncentracija meda (antioksidansa) koja uzrokuje
inhibiciju 50% DPPH radikala. 1C50 se racuna iz jednadzbe pravca za svaki pojedina¢ni

uzorak.

Preostali se DPPH racuna iz sljedece jednadzbe :
[1] DPPH (%) = (Auz — Asp / AK) x 100

Auz apsorbancija uzorka meda
Ak apsorbancija kontrolnog uzorka

Asp apsorbancija slijepe probe
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3.2.4. ODREDIVANIJE ANTIOKSIDACIISKE AKTIVNOSTI FRAP METODOM
PRINCIP

Metoda se temelji na redukciji zuto obojenog 2.4,6-tripiridil-s-triazin kompleksa u feri
obliku u fero oblik koji je plave boje, u prisutstvu antioksidansa pri pH 3,6. Redukcija se
prati mjerenjem apsorbancije pri 593 nm. Rezultati se izrazavaju kao FRAP vrijednost (UM
Fe(I1)) 10 % otopine meda (Beretta i sur., 2005; Bertoncelj i sur., 2007).

POSTUPAK:

Bazdarni dijagram:

Pripremi se stock otopina tako sto se izvaze 0,55604 g Zeljezovog sulfata te se kvantitativno
prenese u odmjeru tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake. 1z
pripremljene otopine se naprave standardne otopine zeljezovog sulfata u koncentracijama
0,04, 0,1, 0,2, 0,31 0,4 mM. Otpipetira se 200 pL svake koncentracije u epruvetu, doda se
1,8 FRAP reagensa, promjeSa na elektri¢noj mjesalici te inkubira u vodenoj kupelji na
temperaturi 37 stupnjeva 10 minuta. Zatim se izmjeri apsorbancija na spektofotometru pri

valnoj duljini od 593 nm u odnosu na slijepu probu.

Priprema otopine uzorka meda:

U caSu se izvaze 5,0000 g meda te se pomocu destilirane vode kvantitativno prenese u

odmjernu tikvicu od 50 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Priprema FRAP reagensa:

Na analitickoj vazi se izvaze 0,0312 g TPTZ reagensa u tikvicu od 10 mL i dopuni do
oznake

40 mM HCI-om te se smjesa u potpunosti otopi u vodenoj kupelji pri temperaturi od 50
Zatim se u tikvicu od 10 mL izvaze 0,0541 g Zeljezovog klorida i dopuni

destiliranom vodom do 0znake.
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Za pripremu FRAP reagensa se otpipetiraju pripremljeni TPTZ reagens, (FeCl3-6(H20)) i
acetatni pufer u omjeru 1:1:10. FRAP reagens se uvijek priprema neposredno pred uporabu,

a izmedu analiza se ¢uva u vodenoj kupelji pri 37 C.
Odredivanje:

Za analizu se u kivetu otpipetira 200 pL uzorka otopine meda i doda 1,8 mL FRAP reagensa
te se inkubira 10 minuta pri temperaturi od 37° C u vodenoj kupelji. Zatim se na
spektrofotometru izmjeri apsorbancija pri 593 nm u odnosu na slijepu probu.

IZRACUN:

Nacrta se bazdarni dijagram uporabom racunala te se pomoc¢u njega dobije jednadzba pravca

prema kojoj se izratuna FRAP vrijednost (uM Fe (I1)) 10 %-tne otopine meda.

U ovom slucaju dobivena jednadzba pravca glasi: y = 0,0029x + 0,2424
gdje je:
y — apsorbancija pri 593 nm

X — koncentracija Zeljezovog sulfata (uM)

16
14
12
1 y=0,0029x +0,2424
R2 = 0.9645
06
04
0.2
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

KoncentraciiaZeliezovoa sulfata(uM)

Slika 5: Bazdarni dijagram zeljezovog sulfata za FRAP metodu
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Tablica 2: Udio ukupnih fenola u uzorcima bagremova meda

Uzorak Prosjefna apsorbancija Prosjefna vrijednost udjela ukupnih
A 750 nm fenola mg GAE-kg*meda
002 0,019 49,75
004 0,013 34,75
011 0,023 58,91
025 0,028 73,08
034 0,023 58,91
036 0,038 97,25
043 0,018 47,25
045 0,026 66,41
046 0,028 73,08
050 0,017 46,42
055 0,034 87,25
056 0,046 117,25
060 0,03 87,25
062 0,037 93,92
063 0,038 97,25
064 0,048 122,25
066 0,033 84,75
071 0,021 54,75
074 0,040 102,25
086 0,045 114,75
093 0,036 92,25
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Tablica 2: Udio ukupnih fenola u uzorcima bagremova meda-nastavak

Uzorak A 750 nm Prosjecna vrijednost udjela ukupnih
fenola GAE-kg'meda
101 0,049 124,75
103 0,034 87,25
109 0,045 114,75
110 0,024 62,25
113 0,047 119,75
119 0,036 92,25
128 0,035 91,42
129 0,030 77,25
132 0,045 114,75
134 0,031 79,75
138 0,060 152,25
139 0,025 64,75
144 0,029 74,75
146 0,028 72,25
150 0,028 72,25
151 0,041 104,75
152 0,041 104,75
153 0,037 94,75
154 0,062 157,25
164 0,039 99,75

Ukupni su fenoli odredeni modificiranom Folin — Ciocalteu metodom i prikazani su u tablici
2. Za svaki su uzorak prosjek tri mjerenja izrazena kao ekvivalent galne kiseline — miligram
galne kiseline po kilogramu meda. Prema dobivenim je rezultatima uocljiva varijacija izmedu
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uzoraka. Najnizi rezultat iznosi 34,75 mg-kg™? u uzorku 004, a najvisi 157, 25 mg-kg? u
uzorku 154. Prosje¢na srednja vrijednost svih dobivenih rezultata iznosi 88,33 mg-kg™.
Usporedbom sa slovenskim istrazivanjima Berrette i suradnika iz 2005. godine, ¢ija prosje¢na
vrijednost sadrzaja fenola iznosi 55,2 mg-kg? ili Bertoncelj i suradnika iz 2007. godine na
slovenskom bagremovom medu, gdje najniza vrijednost iznosi 25,7 mg-kg™ do najvise 67,9
mg-kg? ( prosjek: 44,8 mg-kg?), primjeéuje se da bagremovi medovi s hrvatskog podrugja
imaju nesto visi udio ukupnih fenola u odnosu na slovenske. Takoder, usporedbom s
rezultatima Krpan i suradnika iz 2009. godine, koji se kreéu u rasponu od 31,72 mg-kg™ do
80,11 mg-kg?, vidljivo je da se rezultati ovog istrazivanja poklapaju s rezultatima bagremova
meda s podru¢ja Hrvatske.

U istrazivanju Ghendolfa i suradnika, sadrzaj ukupnih fenola iznosi 4,6 mg/100g meda, Sto
pokazuje znatno nizi sadrzaj ukupnih fenola u odnosu na ovo istrazivanje. Prema najnovijem
istrazivanju (Gul i Pehlivan, 2018) bagremova meda iz Turske, ¢iji rezultati prosjecne
vrijednosti ukupnih fenola iznose 51,91 mg-kg?, uocava se da su dobiveni rezultati u skladu s
dobivenim vrijednostima ukupnih fenola u ispitanim uzorcima s podrucja grada Zagreba i
okolice, Primorsko-goranske Zupanije i Medimurske Zupanije.

Kada se usporeduju dvije vrste meda, uniflorni s multiflornima, primjecuje se znacajna razlika
u antioksidacijskom profilu. U provedenom istrazivanju Flanjak iz 2012. godine, koje
obuhvaca uzorke s hrvatskog podrucja, udio se ukupnih fenola znacajno razlikovao ovisno o
vrsti meda. Prosje¢na vrijednost udjela ukupnih fenola meda kestena iznosi 162,1 + 21,6
GAE kg™ meda, med kadulje 96,5 + 13,6 mg GAE-kg™* meda, med od bagrema 39,1 + 6,8 mg
GAE-kg™ meda, med od medljikovca 318, 6 132, 6 mg GAE-kg? meda Istrazivanjem iz
BangladeSa, gdje se analiziralo pet mutiflornih i tri uniflorna meda, dokazano je da su
koncentracija i vrsta polifenolnih tvari u medu varijabilne i ovise o cvjetnom podrijetlu meda.
Sadrzaj se ukupnih fenola kretao od 152,4- 688,5 mg GAE-kg™ meda, s prosjekom od 444 mg
GAE-kg* meda. Zakljucuju se veéa antioksidacijska svojstva u odnosu na med iz Italije (55,2
mg-kg?) ili Hrvatske (31, 72 — 80,11 mg-kg™) (BMC, 2013). Kod Malezijskog istrazivanja,
vidljiva je razlika u ukupnom sadrzaju fenola monoflornog u odnosu na multiflorni

[bagremov med (186, 70 + 0,84), ananas (226, 29 + 1,18), borneo (206, 33 + 1.05)] (BMC,

2013.). Usporedbom se dobivenih rezultata ovog istrazivanja sa rezultatima drugih
istrazivanja, razlika antioksidacijske aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola pripisuje
prvenstveno razlici izmedu botani¢kog i1 geografskog podrijetla meda. Isto tako se utjecaj

obrade i skladistenja moze uzeti kao uzrok ne podudaranja rezultata, no ne u tolikoj mjeri.
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Tablica 3: Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom u uzorcima

bagremova meda

Uzorak

002

004

011

025

034

036

043

045

046

050

055

056

060

062

063

064

066

071

074

086

093

101

Masa
uzorka(g)
15,0873
14,9550
14,9854
15,0848
14,8603
15,0566
15,0880
15,1856
15,0500
15,1140
15,0158
14,9213
15,0669
14,9155
14,9448
15,0021
14,9578
14,9758
15,0903
15,0543
14,9538

14,9954

Jednadzba pravca
za odredivanje 1C50
Y=-1,0778x +84,434

y=-0,998x +102,74
Y=-0,8608x +99,385
Y=-0,3838x +98,706
Y=-0,3882x +103,35
Y=-1,1038x +102,39
Y=-0,6691x +107,56
Y=-0,4329x +105,89
Y=-0,7419x +109,11
Y=-0,7375x +65,623
Y=-0,3562X +71,471
Y=-0,805x +92,582
Y=-0,3792x +75,136
Y=-0,7257x +81,041
Y=-1,04x +76,261
Y=-1,0747x +89,462
Y=-0,6931x +104,66
Y=-0,5827x +79,915
Y=-0,7079x +84,276
Y=-0,7102x +87,532
Y=-0,5242x +100,21

Y=-0,5583x +98,413

Koeficijent
korelacije
0,9831
0,9998
0,9408
0,9999
0,8791
0,9934
0,9502
0,9622
0,8578
0,9881
0,8495
0,9641
0,8764
0,9073
0,9956
0,9969
0,9524
0,9519
0,9959
0,9510
0,8835

0,9037

ICs0
mg-mL™*

31,9484
52,8456
57,3710
126,9046
137,4291
47,4633
86,0261
129,1060
79,6738
21,1837
60,2779
52,8968
66,2869
42,7738
25,2509
36,7190
78,8630
51,3385
48,4190
52,8470
95,7840

86,7150

29



Tablica 3: Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom u uzorcima
bagremova meda-nastavak

Uzorak Masa Jednadzba pravca Koeficijent 1C50
uzorka(g)  za odredivanje IC50  korelacije =~ mg-mL*
103 14,9984 Y=-0,5302x +93,466  0,9992 81,9803
109 14,9491 Y=-0,5303x +93,549  0,9986 82,1214
110 15,0463 Y=-1,2249x +104,74  0,8463 44,6893
113 14,8526 Y=-0,8409x +107,01  0,9662 67,7964
119 14,9609 Y=-0,5551x +68,512  0,9869 33,3489
128 15,0173 Y=-0,3821x +67,135 00,9899 44,8442
129 14,9366 Y=-0,4744x +65,327 00,8942 32,3081
132 14,9021 Y=-0,4713x +65,099  0,8794 32,0369
134 15,0968 Y=-0,3867x +69,768  0,8059 51,1197
138 14,8508 Y=-0,5566x +68,662 00,9881 33,5285
139 15,0084 Y=-0,7022x +72,965 0,9120 32,7043
144 15,0101 Y=-0,6401x +71,832  0,9256 34,1071
146 15,0810 Y=-0,6117x +86,158 0,9413 59,1106
150 14,8836 Y=-0,5385x +88,408 0,9750 71,3240
151 14,9113 Y=-0,7502x +83,715 0,9590 44,9413
152 15,0153 Y=-0,4782x +86,038  0,9555 75,3617
153 15,1010 Y=-0,6285x +94,162 0,9671 70,2657
154 14,8434 Y=-0,5295x +92,143  0,9693 79,5901
164 14,8952 Y=-0,5284x +91,982 00,9592 79,4511

Za odredivanje sposobnosti ,hvatanja®“ slobodnih radikala, odnosno odredivanje
antioksidacijske aktivnosti, koristena je DPPH metoda. Izrazava se kao 1C50, Sto predstavlja
koli¢inu antioksidanasa u medu koji smanjuju koncentraciju DPPH za 50%. Dodatkom se
antioksidanasa smanjuje apsorbancija, tj. 1C50.
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Dobiveni su rezultati prikazani u tablici 3., u kojoj se moze vidjeti da najniza vrijednost IC50
iznosi 21,18 mg-mL™u uzorku 050, najvia vrijednost 137,43 mg-mL?u uzorku 034, srednja
vrijednost 61,43 mg-mL™. Ako bi se usporedila dobivena srednja vrijednost ovog istraZivanja
s rezultatima i srednjim vrijednostima (Bertoncelj i sur., 2007) gdje se vrijednosti krecu
izmedu 33,9 mg-mL™i 63,9 mg-mL™? (prosjek: 53,8 mg-kg?) i rezultatima (Berette i sur.,
2005) ¢ije se vrijednosti kre¢u izmedu 45,45 kao srednje vrijednosti, uocava se da navedeni

rezultati pokazuju nesto visu aktivnost.

Slicne vrijednosti antioksidacijske aktivnosti bagremova meda odredene ovom metodom,
zabiljeZene su u istrazivanju Giila i Pehlivana, gdje se prosje¢na vrijednost rezultata krec¢e oko
12,72 mg-mL™, 3to nije u skladu s dobivenim vrijednostima ovog istraZivanja. Gotovo
potpuno poklapanje dobivenih rezultata s rezultatima Krpan i suradnika, koji su dobili
vrijednosti 1C50 61,28 mg-mL™- 253, 47 mg-mL™ moze se zakljuditi da se analiza
antioksidacijske aktivnosti meda moze koristiti kao jedan od parametara identifikacije

geografskog i botanickog porijekla meda. (Gul i Pehlivan, 2018; Krpan i sur., 2009).

Primjenom DPPH metode ispitivanih vrsta, najnizi antioksidacijski kapacitet zabiljeZen je kod
meda od bagrema ( 73,50 — 201,36 mg-mL™), dok su tamne vrste poput kestena (11,34 —
21,36 mg-mL™) i medljikovca ( 3,46 — 14,14 mg-mL™) imale najvii kapacitet.

Kod multiflornih se medova primjecuje da Sirok raspon antioksidacijske aktivnosti dolazi od
bioloske raznolikosti regije i klimatskih uvjeta u kojima pcele stvaraju med (Ruiz-Navaja i
sur., 2011). Tako se DPPH metodom kod istrazivanja iz Bangladesa rezultati IC 50 kre¢u od
33,6 mg-mL? — 975 mg-mL?, od kojih ¢etiri uzorka pokazuju visoku antioksidacijsku
aktivnost, multiflorni su i tamnije su boje. Takoder, ve¢e DPPH vrijednosti u odnosu na
dobivene rezultate monoflornog meda od bagrema, pokazuju prosjeéne vrijednosti

multiflornih medova iz Alzira ( 44,55 mg-mL™) i Indije (57, 5 mg-mL™) (BMC, 2012).
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Tablica 4: Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom u uzorcima

bagremovog meda

Uzorak

002

004 | 0,599

011

025 | 0,856

034

036 | 0,906

043

045 | 0,679

046

050 | 0,893

055

056 | 0,879

060

062 | 0,577

063

064 | 1,011

066

071 | 0,901

073

086 | 1,021

093

101 | 0,985

A 593 nm

211,5862

Prosjecna FRAP vrijednost (UM Fe
(1n)

119,5172

228,8275

150,5517

224,3448

219,5172

115,4942

265,1493

227,2183

268,3677

255,8390




Tablica 4: Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom u uzorcima

bagremovog meda-nastavak

Uzorak

103

109 | 0,798

110

113 | 0,974

119

128 | 0,568

129

132 | 0,800

134

138 | 0,750

139

144 | 0,794

146

150 | 1,085

151

152 | 0,851

153

154 | 1,112

164

A 593 nm

252,1608

209,8620

Prosje¢na FRAP vrijednost(uM Fe
(1n)

191,7011

112,1608

192,1608

175,0344

190,4367

290,4367

300,0919
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Druga koristena metoda odredivanje antioksidacijske aktivnosti u ovom istrazivanju je FRAP
metoda. Rezultati se izrazavaju kao uM Fe(II) 10 %-tne otopine meda. Rezultati su prikazani
u tablici 4. Najvisa FRAP vrijednost iznosi 300,0919 uM Fe(II) u uzorku 154, a najniza je
FRAP vrijednost zabiljezena kod uzorka 063 i iznosi 96,2988 kao puM Fe(II). Srednja
vrijednost iznosi 186,45 uM Fe(II).

Prema dostupnim literaturnim podacima usporedbom se moze primjetiti da dobiveni rezultati
imaju nesto vise vrijednosti, to jest ispitivani medovi imaju veéu antioksidacijsku aktivnost. U
istrazivanjima slovenskog i talijanskog bagremovog meda (Bertoncelj i sur., 2007.) FRAP
vrijednost iznosi 71,0 kao uM Fe(11), dok kod (Beretta i sur., 2015) s FRAP vrijednost iznosi
79,5 UM Fe(Il). U istrazivanju (Krpan i sur., 2009) rezultati se kre¢cu do maksimalne
vrijednosti 142, 43 uM Fe(11), koje se izvrsno poklapa s rezultatima ovog istrazivanja §to je i

za oc¢ekivati buduci da se radi o bagremovom medu s podrucja Hrvatske.

Zabiljezene se FRAP vrijednosti iz Bangladesa krecu od 772,4 uM Fe(II) kod multiflornog
meda do 140,23 uM Fe(II) kod uniflornog meda. Rezultati za slovensku jelu (478,5 uM
Fe(I1)) i Sumski med (426, 4 UM Fe(I1)) pokazuju znatno viSa antioksidacijska svojstva u
odnosu na dobivene rezultate meda od bagrema (BMC 2012). NesSto nize vrijednosti za
multiflorni med biljeze Alvarez- Suarez s vrijednostima izmedu 13,5 — 196,7 uM Fe(II), kao i
Beretta i sur., sa vrijednostima od 72,8 — 151,2 uM Fe(11).

Takoder FRAP je metodom izmjeren najnizi antioksidacijski kapacitet kod meda od bagrema
(6,5-61,2 uM Fe(II)), a najvisi kod medljikovca (286,0 — 1175,7 uM Fe(I1)).
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Tablica 5: Deskriptivna statistika podataka o udjelu ukupnih fenola

FENOLI DPPH FRAP
Prosje¢na vrijednost 88,33 mg-kg* 61,43 mg-mL* 186,45 UM Fe(II)
Standardna devijacija 27,1057 52,8456 55,5670
Koeficijent varijacije 31% 86% 29%
Minimum 34,75 mg-kg* 21,1873 mg-mL* 96,2988 UM Fe(I1)
Maksimum 157, 25 mg-kg* 137,4291 mg-mL*  300,0919 puM Fe(II)

Najvece razlike vidljive su u rezultatima antioksidacijske aktivnosti mjerene pomoc¢u FRAP

metode i DPPH metode. Velike razlike vidljive su i u antioksidacijskom kapacitetu meda kod

razli¢itih vrsta medova, multiflornih u odnosu na uniflorne, §to bi mogao biti jedan od

razlikovnih parametara u odredivanju botani¢kog i geografskog porijekla.
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5. ZAKLJUCCI

Obzirom na prikazane rezultate i navedenu raspravu zakljucuje se sljedeée:

1. Od ukupno 41-og uzorka bagremova meda, od kojih je jedan s podru¢ja Bosne i
Hercegovine a ostatak s podruc¢ja Hrvatske, udio ukupnih fenola kreée se od 34,75 do
157,25 mg-kg™ i sukladan je ranijim istrazivanjima meda od bagrema na hrvatskom
podru¢ju. U odnosu na druga istrazivanja, rezultati pokazuju nesto visi udio ukupnih

fenola.

2. Kod odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom, dobiveni faktori 1C50
21,1837 mg-mL*do 137,4291 mg-mL™* pokazuju sli¢ne vrijednosti s istrazivanjima na

podrucju Hrvatske, no nesto nize vrijednosti u odnosu na preostala istrazivanja.

3. Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom kre¢u se od 96,2988
UM Fe (IT) do 300,0919 uM Fe(II). Pokazuju nesto nize vrijednosti u odnosu na ostala

sli¢na istrazivanja.

4. Razlike u dobivenim vrijednostima izmedu ukupnih fenola 1 FRAP metode, mogu se
pripisati razlici u botanickom 1 geografskom podrijetlu meda. Neki od faktora koji
mogu Uutjecati na tu razliku su: metoda obrade, na¢in skladistenja, tip tla i klima,

sezona i ¢imbenici okoliSa te genetski faktori.

5. Usporedbom uniflornog s multiflornim medom, velike se razlike antioksidacijskog
kapaciteta mogu pripisati ponajviSe razlikama u botani¢kom i geografskom podrijetlu
meda. Stoga bi odredivanje antioksidacijske aktivnosti moglo posluziti kao jedan od

parametara pri identifikaciji i odredivanju istih.
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