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1. UVOD

Med kao jedan od prirodnih zasladivaca dobiven je aktivnhos¢u medonosnih pcela (lat. Apis
mellifera Linnaeus). U mnogim kulturama pcelarstvo je postalo i dio kulturnog nasljeda (Erban
i sur., 2019). Med se konzumira bez ikakve obrade jo§ od drevnih civilizacija. Karakterizira
ga slozeni kemijski sastav koji ovisi o vrsti pCela, geografskoj regiji, raspolozivom cvjetnom
izvoru te uvjetima skladistenja (de Sousa 1 sur., 2016).

Takoder, med je prepoznat kao vrijedan izvor energije kojeg odlikuju antimikrobna i
antioksidacijska svojstva. Za med se moze reci kako je sloZzena koncentrirana vodena otopina
invertnog Secera koja sadrzi i druge ugljikohidrate, aminokiseline, organske kiseline, mineralne
tvari, pigmente, voskove te peludna zrnca (Boussaid i sur., 2018).

Zbog cestih slucajeva patvorenja, med je kemijski dobro okarakteriziran. Unato¢ tome,
relativno malo pozornosti posveceno je sadrzaju proteina zbog njihovog niskog i promjenjivog
udjela koji varira izmedu 0,1 %1 0,5 % (Chua i sur., 2013). Smatra se kako se sadrZaj proteina
u medu moze povezati s peludi, nektarom i maticnom mlije¢i (Sajwani i sur., 2007).
Istrazivanje proteina predstavlja izazov, a podaci o proteinima meda su u veéini istrazivanja

koriSteni za razlikovanje prirodnog i umjetnog meda (Chua i sur., 2013).

Stoga, cilj ovog istrazivanja bio je laboratorijskim analizama odrediti udio ukupnih proteina u
uzorcima (n = 15) razlicitih vrsta meda (kadulja, suncokret, cvjetni, amorfa, uljana repica,
mandarina, heljda, kesten, lipa, bagrem, zlatoSipka) te dobivene analitiCke rezultate usporediti
s vrijednostima udjela ukupnih proteina navedenim u okviru dostupnih znanstvenih

istraZivanja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PODJELA MEDA 1 VRSTE MEDA

Med je prirodno sladak proizvod koji proizvode medonosne péele od nektara medonosnih
biljaka ili sekreta zivih dijelova biljaka ili izluCevina kukaca koji siSu na zivim dijelovima
biljaka, koje pc¢ele skupljaju, dodaju mu vlastite specificne tvari, pohranjuju, izdvajaju vodu 1
odlazu u stanice sac¢a do sazrijevanja (Pravilnik, 2015). Med pokazuje raznolike pozitivne
ucinke na zdravlje, ukljuc¢ujuéi antimikrobno djelovanje. Terapijski potencijal meda ocituje se
kod bolesti gornjih disnih puteva, a dodatne potencijalne primjene meda ukljucuju lije¢enje
opeklina i rana, stomatoloSku njegu i uporabu kao prirodno antitumorsko sredstvo (Erban i sur.,
2019). Pcelinji proizvodi takoder danas privlace pozornost, pri cemu se zbog svoje iznimne
bioloske aktivnosti posebno istiCe maticna mlije¢ koja svoju primjenu pronalazi kako u

prehrambenoj industriji tako i u farmaceutskoj te kozmetickoj industriji (Pavel i sur., 2013).

Med se prema podrijetlu moze podijeliti na:
a) cvjetni ili nektarni med je med dobiven od nektara biljaka
b) medljikovac ili medun je med dobiven uglavnom od izlu¢evina kukaca (Hemiptera)
koji Zive na zivim dijelovima biljaka ili od sekreta zivih dijelova biljaka

(Pravilnik, 2015).

Prema nacinu proizvodnje 1/ili prezentiranja, med se moZe podijeliti na:

a) med u sacu - med kojeg skladiste péele u stanicama svjeze izgradenog saca bez legla
ili u satnim osnovama izgradenim iskljucivo od pcelinjeg voska

b) med sa sac¢em ili med s dijelovima sac¢a - med koji sadrzi jedan ili viSe proizvoda iz
podtocke 1. ove to€ke iz Pravilnika (2015)

c) cijedeni med - med koji se dobiva ocjedivanjem otklopljenog saca bez legla

d) vrcani med - med dobiven vrcanjem (centrifugiranjem) otklopljenog saca bez legla

e) presani med - med dobiven preSanjem saca bez legla, sa ili bez kori$tenja umjerene
temperature koja ne smije prijeci 45 °C

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

g) pekarski med — med koji se koristi u industriji ili kao sastojak hrane koja se potom



preraduje 1 moze imati strani okus ili miris ili biti u stanju vrenja ili prevrio ili biti

pregrijan (Pravilnik, 2015).

U danasnje vrijeme na trziStu su prisutne razli¢ite vrste meda:

Kadulja (Salvia officinalis) je nakon bagrema najprivlacnija pcelinja paSa. U
Hrvatskoj je Siroko rasirena na podrucjima primorskog i dalmatinskog krsa te u nekim

predjelima Istre (Vahci¢ i Matkovi¢, 2009).

Med kadulje poprima svijetlozutu do zelenkastu boju. Boja varira zbog prisutnosti
peludi s vinove loze. Finog je do malo gorkastog okusa te ima karakteristican miris
po cvijetu biljke. Izrazito je trazen zbog spore kristalizacije i vjerovanja da pomaze u

lije¢enju bolesti di$nih organa (Simi¢, 1980).

Suncokret (Helianthus annus L.) je biljka koja se primarno uzgaja zbog proizvodnje

ulja te je najraSirenija u Slavoniji (Vah¢i¢ 1 Matkovi¢, 2009).

Med suncokreta je jantarnozute boje, slatkog do trpkog okusa te relativno slabog
mirisa po biljci. Poslije vrcanja odmah se kristalizira u Cvrste kristale. Prodaju
otezava struktura koju poprima duZim stajanjem u kristaliziranom stanju, odnosno

postaje tvrdi od svakog drugog meda (Simi¢, 1980).

Cvjetnim ili livadnim medom zovemo sav onaj med koji péele skupe s raznovrsnog
cvijeca, kao S§to su razne vrste djetelina, dunjice, smiljke, graholike 1 mnoge druge
biljke. U njemu se moze, viSe ili manje, na¢i medljike, lipe, unosa s raznih korova te
bilo ¢ega drugoga Sto cvate u isto vrijeme. Po boji cvjetni med varira od svijetle do
tamnoZzute, a kristalizira brze ili sporije ovisno o biljkama s kojih je skupljen. Upravo
zbog toga §to je sakupljen s mnogih vrsta biljaka, nosi u sebi sve osobine dobrog 1

vrijednog meda (Simi¢, 1980).

Amorfa (Amorpha fructicosa L.) naziva se jo$ kineski bagrem ili bagremac. U
Hrvatskoj je rasprostranjena u Sumama pored rijeke Odre, zatim izmedu Novske 1

Okucana, po Sumama u slavonskoj posavini, narocito izmedu Jasenovca i Stare



Gradiske (Vahci¢ 1 Matkovi¢, 2009).

Med amorfe je tamnocrvene boje, blagog mirisa 1 okusa.

(Vahci¢ 1 Matkovi¢, 2009)

Uljana repica (Brassica napus) je jednogodisSnja ili dvogodisnja biljka uspravne
stabljike i sivozelenih listova te zutih cvjetova. Poput suncokreta, primarno se uzgaja

zbog proizvodnje ulja (Cikos, 2015).

Med uljane repice je svijetlozute boje te ga karakterizira brza kristalizacija §to je
posljedica visokog udjela glukoze. Moze se koristiti kao "starter za kristalizaciju" koji
dodan u druge vrste meda potice bolju i laksu kristalizaciju (Cikos, 2015).

Zbog karakteristiénog okusa po repi¢inom ulju smatra se loSijom mednom vrstom

(Simié, 1980).

Mandarina (Citrus reticulata) je zimzelena biljna vrsta ¢iji nagli prestanak medenja
uzrokuju vrudi, suhi vjetrovi ili prejako djelovanje sunca na same cvatove. Ukoliko
se vrijeme cvatnje odvija u povoljnim klimatskim uvjetima, prinos meda po pcelinjoj
zajednici moZe iznositi 1 do 30 kilograma. U povoljnim godinama, mandarina
izlucuje velike koli¢ine nektara, pa se ubraja medu najmedonosnije biljne vrste. Zbog

svojih senzorskih svojstava, med od mandarine vrlo je trazen (Kovac, 2017).

Cisti med mandarine, bez udjela nektara drugih biljnih vrsta, u tekucem stanju je

svijetlozute do naranCastosmede boje, intenzivnog mirisa (Kovaé, 2017).

Heljda (Fagopyrum esculentum) se uzgaja radi zrna koje se koristi u prehrani ljudi,
dok Zetveni ostaci sluze kao stocna hrana ili prostirka, a iz nadzemnog dijela se
ekstrahira rutin. Osim zrna 1 brasna, kao prehrambeni proizvod cijenjen je i med od

heljde (Popovi¢ i sur., 2015).

Med heljde je bojom i okusom intenzivniji u odnosu na ostale vrste meda (Vrtar,

2018).



Kesten (Castanea sativa) raste u samoniklim Sumama od kojih su najvece u okolici
Petrinje, Hrvatske Kostajnice, Dvora na Uni, Zagreba (Medvednica) te u Istri.
Najmedonosnija je vo¢na vrsta (zbog vrijednih plodova kesten se ubraja u vocke) i
jedina koja se ubraja u biljke glavne pcelinje pase. Za dobar prinos meda potrebno

je toplo vrijeme, bez vjetra, s dovoljno vlage u zraku (Vah¢i¢ i Matkovi¢, 2009).

Med kestena je tamnozut, vrlo jakog 1 oStrog mirisa po samoj biljci. Slatkog je trpko-
gorkog okusa, zbog kojeg ga mnogi potrosaci ne vole. Tvrdi se da pomaze u lijeCenju
bolesti jetre i zelucanih oboljenja. Ne kristalizira odmah nego moze ostati u teku¢em

stanju do mjesec dana (Simi¢, 1980).

Lipa (7ilia L.) se ubraja medu najmedonosnije biljke. Lipa moze biti izvor nektara
samo ako raste zaSti¢ena od vjetra i s dovoljno vlage u tlu. Ipak, za pcelarstvo je
mnogo manje znacajna od bagrema i smatra se manje pouzdanom péelinjom paSom.
U Hrvatskoj se vec¢e povrsine pod lipom nalaze na podrucju Bilogore (Vahci¢ i

Matkovi¢, 2009).

Med lipe je iz nepoklopljenog saca ostrog, a iz poklopljenog blagog, mirisa po lipi.
Svijetlozut je do zelenkast, slabo gorkog okusa. Smatra se da povoljno utjee na
zdravlje. Nakon dva-tri mjeseca kristalizira u srednje ¢vrste kristale te poprima Zutu

do sivkastu boju. Lipin med dolazi u red finih stolnih vrsta (Simi¢, 1980).

Bagrem (Robinia pseudoacacia) je kratkotrajna, ali najpovoljnija pasa u
kontinentalnim dijelovima Hrvatske. U Hrvatskoj se najvece bagremove Sume nalaze

u Baranji, Podravini i na Moslavackoj gori (Vah¢i¢ 1 Matkovi¢, 2009).

Cisti med bagrema , bez drugih primjesa, vrlo je svijetao, staklasto proziran, gotovo
bezbojan. Slabog je mirisa, a okusom podsjeca na sok bagrema. Vrlo je blag i ugodan.
Zreo bagremov med je gust te pri niskoj temperaturi postaje ljepljiv. Sadrzi vise
fruktoze nego glukoze, pa dugo ostaje u tekuéem stanju. Bagremov med se smatra

prvorazrednom stolnom vrstom (Simi¢, 1980).



e ZlatoSipka (Solidago canadensis) je rasprostranjena po cijeloj kontinentalnoj
Hrvatskoj prvenstveno uz rijeke, a ponegdje 1 u jadranskoj regiji (Masteli¢-Ivié,

2021).

Med zlatoSipke Zute je boje te ugodnog mirisa i okusa (Karlovi¢, 2007).

2.2. FIZIKALNO-KEMIJSKA I SENZORSKA SVOJSTVA MEDA

Med se uglavnom sastoji od razli¢itih Secera, pretezno fruktoze i glukoze te drugih
sastojaka kao Sto su organske kiseline, enzimi i ¢vrste Cestice dobivene prikupljanjem meda.
Boja meda varira od gotovo bezbojne do tamno smede. Konzistencija moze biti tekuca,
viskozna ili djelomi¢no do potpuno kristalizirana. Okus 1 miris variraju obzirom na biljno
podrijetlo (Codex Alimentarius, 2001).

Poznato je da su fizikalno-kemijski parametri prirodnog meda, kao $to su pH, vlaznost,
sastav Secera i sadrzaj hidroksimetilfurfurala (HMF), boja, kiselost 1 specifi¢na vodljivost,
strogo definirani i predstavljaju pokazatelje kvalitete koji karakteriziraju svaku pojedinacnu
vrstu meda (Boussaid i sur., 2018). Kontrola kvalitete meda vazna je iz dva glavna razloga.
Prvo, mogu se uociti promjene u sastavu meda tijekom faze skladiStenja. One su rezultat
kemijskih reakcija fermentacije, oksidacije 1 termicke obrade. Drugo, med je relativno skup
prehrambeni proizvod zbog cega je predmet brojnih patvorenja. Zbog toga odredivanje
parametara kvalitete meda moZe biti korisno za otkrivanje mogucih patvorenja, kao 1 za
potvrdivanje odgovaraju¢ih uvjeta za manipulaciju i skladiStenje meda. Kontrola kvalitete
meda temelji se na Codex Alimentarius smjernicama koje opisuju zahtjeve vezane uz
standardizaciju obrade proizvoda, jedinstvene uvjete i punu transparentnost u njegovom
razvoju 1 marketingu. Ovi propisi opisuju najznacajnije parametre kvalitete meda, kojima se od
nedavno smatra takoder i udio 1 varijabilnost udjela proteina, a koji moZe ukazivati i na

botanic¢ko podrijetlo te autenti¢nost meda (Bocian i sur., 2019).

2.2.1. Kemijski sastav meda

e Ugljikohidrati su glavni sastojci meda te ¢ine 95-99% suhe tvari (ovisno o vrsti
meda). Razli¢itim metodama utvrdeno je da SeCere u medu ¢ine monosaharidi,
disaharidi i oligosaharidi te njihov udio iznosi od 73% do 83% meda, zbog ¢ega med

mozemo nazvati prezasi¢enom otopinom Secera (Vahci¢ i Matkovi¢, 2009).



e Voda je drugi najznacajniji sastojak meda. Ovisno o vrsti meda udio vode varira, a u
prosjeku iznosi 15-20% ukupne mase meda. Koli¢ina vode koja je prisutna u medu
utjeCe na njegovu viskoznost, masu 1 sklonost kristalizaciji. Zbog svoje

higroskopnosti, med ne sadrzi vodu u stalnom udjelu (Vah¢i¢ i Matkovi¢, 2009).

e Organske kiseline prosje¢no su zastupljene oko 0,57%. Na okus i miris meda veliki
utjecaj imaju esteri u medu. pH meda varira izmedu 3,2 1 6,5 (Vah¢i¢ i Matkovi¢,

2009).

e Proteini u medu se mogu nalaziti u obliku prave otopine aminokiselina ili u obliku
koloida koji utje€u na neka svojstva meda poput stvaranja pjene, zra¢nih mjehurica,

tamnjenja, zamucenja ili kristalizacije meda (Vah¢i¢ i Matkovi¢, 2009).

e Enzimi su vrlo znacajni sastojci meda jer je njihova aktivnost pokazatelj kvalitete,
stupnja zagrijavanja i roka trajanja. Doprinose onim svojstvima meda koja se ne
mogu proizvesti niti nadomjestiti umjetnim putem. U medu je prisutna invertaza,
amilaza, glukoza oksidaza, katalaza, kisela fosfataza, peroksidaza, polifenol
oksidaza, esteraza, inulaza te proteoliticki enzimi. Podrijetlo enzima moze biti
povezano direktno sa pelama koje ith dodaju u med prilikom prerade nektara, dok
ostali potjeu od peludi, nektara ili kvasaca i bakterija prisutnih u medu (Vah¢i¢ i

Matkovi¢, 2009).

e Jako med sadrzi vitamine, zbog malih udjela ne smatra se znafajnim izvorom
vitamina za ljudski organizam. Pelud je glavni izvor vitamina u medu, a zastupljenost
pojedinog vitamina ovisi o botanickom podrijetlu meda. U viSim udjelima prisutni su

vitamini C 1 K te vitamini B skupine (Vah¢i¢ 1 Matkovi¢, 2009).

e Mineralne tvari se u medu nalaze u niskim udjelima, a povec¢an udio pepela moze biti

znak patvorenja meda Sec¢ernom melasom (Vah¢i¢ 1 Matkovi¢, 2009).

Udio pepela, proteina i ukupnih fenola u medu iz starih sa¢a znatno su visi od onih novijih, §to

moze biti posljedica nakupljanja propolisa i peludi (El-Kazafy i sur., 2007).



2.2.2. Fizikalna svojstva meda

U fizikalna svojstva meda ubrajaju se stupanj kristalizacije, viskoznost, higroskopnost,
elektricna vodljivost, opticka svojstva, indeks refrakcije te specificna masa, a navedena
svojstva su usko povezana s kemijskim sastavom meda. Zbog razlika u sastavu meda,
vrijednosti ovih parametara kod pojedinih vrsta meda su specificne i razlicite (Vahci¢ i

Matkovi¢, 2009).
2.2.3. Senzorska svojstva meda

Boja, okus i miris najvaznija su senzorska svojstva meda koja ponajvise ovise o
botani¢kom podrijetlu meda te o uvjetima prerade 1 ¢uvanja, a njihova analiza ima znacajnu
ulogu u definiranju ukupnih svojstava meda. Boja meda je, ovisno o botanickom podrijetlu,
svijetlozuta, zuta, smeda do tamnosmeda. Nakon kristalizacije med posvijetli, no potamni
tijekom ¢uvanja (Vah¢i¢ i Matkovié, 2009). Boji meda doprinose sastojci kao $to su klorofil,
ksantofili, antocijani, tanini, karotenoidi i mineralne tvari. Tamni med sadrzi viSe mineralnih
tvari od svjetlijeg. Prozirnost ili bistrina meda ovisi o koli¢ini suspendiranog materijala kao Sto
je pelud (Sajwani i sur., 2007). Miris meda, u veéini slu¢ajeva, ovisi o biljci od koje je dobiven.
Aroma meda potjeCe od esencijalnih ulja, terpena, aromati¢nih aldehida, diacetila,

.....

Matkovi¢, 2009).

2.3. PROTEINI U MEDU

Proteini uz ugljikohidrate i lipide imaju glavnu ulogu u rastu i odrZzavanju ljudskog
organizma. Obuhvacaju Siroki spektar djelovanja kao §to su enzimska aktivnost, transport
hranjivih tvari 1 drugih sastojaka kroz stanicne membrane. Zbog znacaja u prehrani, potrebno
je poznavati sadrzaj proteina u hrani. Analiticke metode odredivanja proteina omogucuju
njihovo direktno ili indirektno odredivanje, odnosno izraCunavanjem temeljem analiza
aminokiselinskih ostataka, odredivanjem sadrzaja duSika, ili odredivanjem nakon kemijskih
reakcija s funkcionalnim skupinama unutar proteina (Mehre 1 sur., 2018). Odredivanje udjela
proteina je vazan postupak koji se koristi u mnogim istraZivanjima ili kontroli hrane u
laboratorijima, $to je bitno za osiguranje kvalitete 1 autenticnost hrane. Ukupni udio proteina

odreduje se Cesto indirektno odredivanjem duSika ili pak spektrofotometrijskim metodama



(Pavel i sur., 2013).

Med sadrzi 9 esencijalnih 1 9 neesencijalnih aminokiselina od kojih je najzastupljeniji
prolin koji ¢ini 80-90 % svih aminokiselina. Njegov udio je predlozen kao jedan od indikatora
zrelosti 1 patvorenja meda (Mitri¢, 2017). Buduéi da je veéina aminokiselina prisutna u
tragovima, samo je sadrzaj prolina ukljuen u propise Europske unije vezane uz parametre
kvalitete meda. Udio prolina moze ukazivati na ukupni sadrzaj aminokiselina. U nekim
slu¢ajevima, aminokiselinski sastav utjeCe na aromu i okus prehrambenih proizvoda (Chua i
sur., 2013). Utvrdeno je kako se udio aminokiselina smanjuje tijekom vremena skladistenja $to
ukazuje na odvijanje enzimske aktivnosti (Mohammed i Azim, 2012). Prilikom dugog
skladiStenja ili zagrijavanja meda moze doc¢i do pojave Maillardovih reakcija koja ukljucuju
kondenzaciju aminokiselina i Secera, a ¢ija je posljedica tamnjenje meda (Mitri¢, 2017).

Razlike u sastavu proteina meda posljedica su razli¢itog entomoloskog i botani¢kog
podrijetla. Proteini podrijetlom od pcela se izlucuju iz zlijezda slinovnica i hipofaringealnih
zlijezda. Najzastupljeniji medu proteinima su proteini mati¢ne mlije¢i (Bocian i sur., 2019).
Obzirom na botani¢ko podrijetlo, ukupan udio proteina razlicitih vrsta meda moze varirati
(Nazarian i sur., 2009). Znacajne proteine pcelinjeg podrijetla u medu predstavljaju takozvani
glavni proteini maticne mlije¢i (engl. Major Royal Jelly Proteins; MRIJPs), koji ¢ine sastavni
dio mati¢ne mlijeci te su u ve¢em dijelu topljivi u vodi. Odredivanje specifi¢nih sastojaka meda
kao $to su proteini svoju primjenu pronalazi u provodenju razliitih vrsta analiza u svrhu
kontrole njihove kvalitete, te utvrdivanja autenti¢nosti. Pri tome se isti¢u 1 imunoenzimske ili
ELISA metode (engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Bocian i sur., 2019). Mati¢na
mlije¢ takoder sadrzi niz drugih sastojaka koji mogu biti detektirani i u medu (Erban i sur.,
2019).

Sakupljanje peludi obavljaju pcele hraniteljice koje uzimaju pelud iz prasnika, te je
spremaju zajedno sa slinom i1 nektarom na straznje noge i donose u kosnicu. U kosnici se pelud
pohranjuje u stanice saca i tako pohranjena pelud se naziva pcelinji kruh. Pelud je vrlo bogata
proteinima, koji sluze kao materijal za rast 1 regeneraciju tkiva. Ovisno o biljnoj vrsti, koli¢ina
proteina peludi varira. Smatra se kako uzgoj jedne li¢inke zahtijeva 25 do 37,5 mg proteina,
Sto odgovara 125 do 187,5 mg peludi (Andelkovi¢ i sur., 2014). Prisutnost peludi moze utjecati
na povecanje udjela proteina u medu, te se zbog toga med centrifugira kako bi se uklonila pelud
prije ekstrakcije proteina. Brojne dostupne metode ekstrakcije proteina mogu se podijeliti na
fizikalne 1 kemijske metode. Do danas, tehnike ekstrakcije proteina ostaju izazov tijekom
analitickog odredivanja proteina zbog prisutnosti primjesa koje mogu utjecati na izvedbu

elektroforetskih tehnika ili instrumentalnih tehnika odredivanja masenom spektrometrijom
9



(Chua i sur., 2013).

2.4. METODE ODREDIVANJA UDJELA UKUPNIH PROTEINA U MEDU

Pri odredivanju ukupnog udjela proteina u medu, vrlo specificnih sastojaka koji su u

medu prisutni u relativno niskom udjelu, vecina istrazivanja navodi primjenu kolorimetrijskih

metoda po Bradford-u i Lowry-u te indirektnu metodu odredivanja proteina putem odredivanja

dusika po Kjeldahl-u. Svaka od navedenih metoda ima svoje prednosti i nedostatke (Tablica 1)

(Simonne i sur., 1996; Olson i Markwell., 2007; Chua i sur., 2013; Pavel i sur., 2013).

Tablica 1. Prednosti i nedostaci pojedinih metoda odredivanja udjela ukupnih proteina

Markwell., 2007)

Metoda po Metoda po Lowry-u Metoda po
METODA Bradford-u Kjeldahl-u

a) osjetljivijana | a) osjetljiva na niske a) Siroka primjena

proteine koncentracije proteina u odredivanju

b) brza metoda (Pavel i sur., 2013) ukupnih proteina
PREDNOSTI | ¢) stabilniji (Simonne i sur.,

kompleks 1996)

protein-boja b) prihvacena kao

(Chua i sur., referentna metoda

2013) (Pavel i sur., 2013)

a) izbor a) relativno spora brzina reakcije | a) dugotrajna

standarda nije b) nelinearnost u pripremi metoda

uvijek standardne krivulje b) rukovanje

jednostavan ¢) nespecifi¢nost i nestabilnost sumpornom
NEDOSTACI | (Olson i nekih reagensa kiselinom 1 teSkim

(Chua i sur., 2013)
d) uski raspon pH vrijednosti
unutar kojeg pokazuje

prihvatljivu to¢nost (Pavel i sur.,

2013)

metalima
(Simonne 1 sur.,

1996)
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Odredivanje udjela ukupnih proteina indirektno odredivanjem duSika je jo§ uvijek vrlo
znacajno u analitici hrane 1 kontroli kvalitete. U tu svrhu Cesto se koristi metoda po Kjeldahl-u
koja svoju primjenu pronalazi od 1883. godine Metoda obuhvacéa analiticko odredivanje
dusika, te izracun gdje se vrijednost dusika pretvara u udio proteina specificne kategorije
namirnica pomocu faktora konverzije dusika u proteine (Yasuhura i Nokihara, 2001; Simonne
1 sur., 1996). Metoda po Kjeldahl-u ukljucuje korak digestije ili spaljivanja koncentriranom
sumpornom kiselinom tijekom kojeg se N prisutan u sastojcima analiziranog uzorka prevodi u
NH4", te korak destilacije i kona¢nu kvantifikaciju NH4" titracijski, kolorimetrijski ili
koristenjem ionske specifi¢ne elektrode. Ova metoda pretpostavlja da je N dobiven tijekom
spaljivanja uglavnom amino duSik iz proteina (ukupni organski N) te da je doprinos
anorganskog dus$ika (nitrat, nitrit, amonij) ili ostali organski dusik (nukleotidi, nukleinske
kiseline) zanemariv (Simonne i sur., 1996).

Unato¢ svim eksperimentalnim istraZivanjima sadrZaja dus$ika u razli¢itim vrstama uzoraka i
primjenom razli¢itth metoda, metoda po Kjeldahl-u i dalje ostaje referentna metoda za

odredivanje udjela ukupnih proteina (Saez-Plaza i sur., 2013).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U ovom radu provedene su laboratorijske analize odredivanja udjela ukupnih proteina u
uzorcima (n=15) razlic¢itih vrsta meda (Tablica 2) koji su predstavljali dio uzoraka analiziranih

u okviru 16. Medunarodnog natjecanja pcelara u kvaliteti meda - Zzzagimed 2020.

3.1.1. Uzorci

Analizirani uzorci meda bili su poznatog podrijetla s podru¢ja Republike Hrvatske iz

sezone 2020. Popis uzoraka prikazan je u Tablici 2.

Tablica 2. Analizirani uzorci

Vrsta meda Broj analiziranih uzoraka Oznaka uzorka
kadulja 4 1,43, 99, 118
suncokret 2 17,41
cvjetni 1 5
amorfa 1 15
uljana repica 1 22
mandarina 1 23
heljda 1 55
kesten 1 64
lipa 1 68
bagrem 1 86
ZlatoSipka 1 101

3.1.2. Laboratorijsko posude i uredaji
Tijekom analiti¢kog odredivanja koriSteni su:

- analititka vaga (SHIMADZU AX 200)

- kivete za Kjeltec sustav (500 mL)

- Kjeltec sustav ( Kjeltec™ 8100, Tecator™ Line, FOSS)
- blok za spaljivanje (Digestion system 6, 1007 Digester)

- Erlenmeyerova tikvica (250 mL)
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- trbusasta pipeta (25 mL)
- bireta

- aluminijska ladica

- staklena Casa

- menzura (25 mL).

3.1.3. Reagensi
Prilikom analitickog odredivanja koristeni su:

- koncentrirana 96% sumporna kiselina (H2SO4, Gram-Mol d.o.0. Hrvatska)

- Kjeldahlove tablete (K2SO4 + CuSOs, bez udjela zive i selena, Merck KGaA Njemacka)
- klorovodi¢na kiselina (HCI, 0,1 mol/L, F=1,0000)

- 4% borna kiselina (BH303, Carlo Erba reagens, Francuska)

- obojeni indikator; metil crveno, bromkrezol zeleno

- 40%-tni natrijev hidroksid (NaOH).

3.2. METODE

Kako bi se odredili ukupni proteini u medu bilo je potrebno provesti postupke vaganja,
spaljivanja, destilacije i titracije. Analize su provedene po principu metode odredivanja
ukupnih proteina po Kjeldahl-u (Kropf i sur., 2010, AOAC 962.18).

3.2.1. Princip metode odredivanja

Metoda po Kjeldahl-u jedan je od naj¢esée primjenjivanih postupaka odredivanja udjela
ukupnih proteina. Za izvedbu metode koristi se Kjeltec sustav pomoc¢u kojeg se odreduje
ukupni dusik prisutan u analiziranim uzorcima. Udio ukupnih proteina dobiva se mnozenjem
postotka dusika s odgovarajuc¢im faktorom pretvorbe koji se odreduje iz omjera 100/X gdje X
predstavlja postotak dusika u proteinima odredenih namirnica ili skupine namirnica (Vah¢ic i
sur., 2008). Metoda se sastoji od postupaka spaljivanja, destilacije i titracije. Pri tome se

odvijaju sljedece reakcije:
1) Postupkom spaljivanja nastaje amonijev sulfat
H>SO4 + katalizator

[1]  proteini » (NH4)2S04

zagrijavanje
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2) Postupkom destilacije dodatkom NaOH oslobada se amonijak koji se u sljedecoj

reakciji predestilira u bornu kiselinu pri ¢emu nastaje amonijev borat
[21  (NH4):SO4 + 2NaOH — 2NHs + Na2SO4 + 2H,0
[3] 3NHs+ H3BOs —> (NH4)3BO3
3) Postupkom titracije s klorovodi¢nom kiselinom nastaje amonijev klorid i borna kiselina

[4]  (NH)sBOs+ 3HCI —» 3NH4Cl + HsBOs

3.2.2. Postupak odredivanja

U prethodno pripremljenu aluminijsku ladicu izvagano je 5,0000 g (s to¢nosc¢u + 0,0001
g) uzorka meda te je ladica s uzorkom pomocu pincete prebacena u Kivetu za Kjeltec sustav

(500 mL), pri tome pazeci da grlo kivete ostane Cisto.
1) Spaljivanje

Postupak spaljivanja nuzno je provoditi u digestoru. U kivetu od 500 mL s uzorkom
dodana je 1 Kjeldahl tableta (K2SO4 + CuSQOs) i 25 mL koncentrirane sumporne kiseline.
Kiveta je postavljena u blok za spaljivanje te lagano zagrijavana. Kada je reakcija u kiveti
smirena, temperatura je u bloku za spaljivanje postepeno poveéavana, pazec¢i da sadrzaj
kivete ne prelazi polovicu volumena kivete kako ne bi doslo do nepozeljnog izlijevanja
sadrZaja. Spaljivanje je zavrSeno nakon nekoliko sati ovisno o svakom pojedinom uzorku,
a kada je u kiveti zaostala tekucina bez crnih neizgorenih komadi¢a. Nakon hladenja

sadrzaja Kivete na sobnu temperaturu, slijedio je postupak destilacije.
2) Destilacija i titracija

U destilacijsku jedinicu prethodno zagrijanog Kjeltec uredaja je postavljena kiveta s
uzorkom za destilaciju. Na postolje namijenjeno za Erlenmayerovu tikvicu je postavljena
Erlenmayerova tikvica s 25 mL borne kiseline i pripadaju¢im indikatorima. Kiveta mora
biti dobro u¢vrscena, a destilacijska cjev€ica uronjena u otopinu borne kiseline. Destilacija
je provedena 5 minuta nakon §to je u Kivetu dozirano 50 mL 40 % NaOH. Nakon zavrSene
destilacije prvotna ruziasta boja otopine borne kiseline prelazi u plavo-zelenu. Takva

otopina titrirana je klorovodi¢nom kiselinom do promjene boje ponovno u ruzi¢astu.
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Racun:

Vx N x 14,007 x 100

% ukupnog N =

m

% proteina =% N X F

V (mL) — volumen HCl-a utroSenog za titraciju uzorka
N (mol/L)- molaritet kiseline
m (mg) — masa uzorka

F — faktor pretvorbe % N u proteine (za med F=6,25).

15



4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom istrazivanju metodom po Kjeldahl-u odreden je udio ukupnih proteina u petnaest

uzoraka razli¢itih vrsta meda (kadulja, suncokret, cvjetni, amorfa, uljana repica, mandarina,

heljda, kesten, lipa, bagrem, zlatoSipka). Dobiveni analiticki rezultati usporedeni su s

dostupnim literaturnim podacima te prikazani u Tablici 3. i na Slici 1.

Tablica 3. Udio ukupnih proteina (%) u uzorcima meda (n=15)

Oznaka
Uzorak uzorka Vrstameda | Udio dusika (%) Udio proteina

(%)
1 1 0,07 0,43
2 43 kadulja 0,07 0,43
3 99 0,07 0,43
4 118 0,06 0,38
5 17 suncokret 0,06 0,38
6 41 0,07 0,43
7 5 cvjetni 0,08 0,50
8 15 amorfa 0,05 0,31
9 22 uljana repica 0,05 0,31
10 23 mandarina 0,04 0,25
11 55 heljda 0,11 0,69
12 64 kesten 0,07 0,43
13 68 lipa 0,05 0,31
14 86 bagrem 0,02 0,13
15 101 zlatosipka 0,06 0,38

Raspon 0,02-0,11 0,13-0,69

Rezultati odredivanja udjela ukupnih proteina u uzorcima meda dobiveni su metodom po

Kjeldahl-u indirektno odredivanjem udjela dusika te mnozenjem dobivene vrijednosti s

faktorom preratunavanja 6,25.

16



Kao $to je ranije navedeno, proteini su vrlo znacajni za ljudsku prehranu te je klju¢no
poznavati njihov sadrzaj u hrani (Mahre i sur., 2018). lako je u propise vezane uz parametre
kvalitete meda ukljucen isklju¢ivo sadrzaj prolina, istraziva¢i su prepoznali i znacaj
odredivanja udjela ukupnih proteina (Chua i sur., 2013). Spoznaja o udjelu ukupnih proteina
dovodi do podataka o razli¢itosti vrsta meda prema botani¢kom i zemljopisnom podrijetlu, kao

I 0 autenti¢nosti proizvoda zbog Cestih slu¢ajeva patvorenja (Bocian i sur., 2019).

Iz rezultata prikazanih u Tablici 3 vidljivo je da su analizirana ukupno 4 uzorka meda
kadulje, a ukupni udio proteina u tim uzorcima kretao se u rasponu 0,38-0,43 %. Udio proteina
u medu suncokreta odreden je u dva uzorka te je iznosio 0,38 % i 0,43 % (Tablica 3), dok je
ukupni udio proteina u analiziranom uzorku cvjetnog meda iznosio 0,50 % (Tablica 3). Udio
ukupnih proteina meda amorfe, uljane repice i mandarine iznosio je redom 0,31 %, 0,31 % i
0,25 % (Tablica 3). Nadalje, udio ukupnih proteina odreden u uzorku meda heljde iznosio je
0,69 % (Tablica 3), dok su dobivene vrijednosti za med kestena, lipe, bagrema i zlatoSipke
iznosile 0,43 %, 0,31 %, 0,13 %, odnosno 0,38 % (Tablica 3). 1z Tablice 3 je takoder vidljivo
kako je najvisi ukupan udio proteina odreden u medu heljde (0,69 %), a slijede cvjetni med
(0,50 %) i med kadulje (0,40 %), dok je najnizi udio proteina odreden u uzorcima meda amorfe
(0,31 %), mandarine (0,25 %) i bagrema (0,13 %).

U dostupnoj znanstvenoj literaturi pronadeni su podaci o udjelu ukupnih proteina u razli¢itim
vrstama meda kao $to su med kadulje (Flanjak i sur., 2016), med heljde (Erban i sur., 2019),
kestena (Kropf'i sur., 2010; Flanjak 1 sur., 2016), lipe (Kropf'1 sur., Erban 1 sur. 2016) 1 bagrema
(Erban 1 sur., 2016; Hao 1 sur., 2022). Podaci o udjelu ukupnih proteina u medu amorfe, uljane
repice, mandarine i zlatoSipke nisu zabiljeZeni u dostupnoj znanstvenoj literaturi.

Usporedujuéi rezultate dobivene ovim istraZivanjem s istrazivanjima drugih autora, uocene su
viSe vrijednosti u udjelu ukupnih proteina u odnosu na istraZivanja tijekom kojih je udio
ukupnih proteina odreden kolorimetrijskom metodom po Bradford-u (Flanjak 1 sur., 2016;
Erban 1 sur., 2019; Hao 1 sur., 2022). Kao $to je ranije navedeno, metoda po Bradford-u
predstavlja jednostavnu i brzu metodu te je stoga ¢esto metoda izbora od strane istrazivaca.
Osim razli¢itog odabira metode, na same rezultate moze utjecati botanicko i zemljopisno

podrijetlo meda kao i vrsta pcele medarice.
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Istrazivanja

Slika 1. Graficki prikaz prosjeénog udjela proteina (%) u uzorcima meda analiziranim u

ovom istrazivanju te prema podacima iz drugih istrazivanja.

Rezultati odredivanja udjela ukupnih proteina u uzorcima razlicitih vrsta meda dobiveni ovim
istrazivanjem u skladu s rezultatima istrazivanja autora koji su takoder udio ukupnih proteina
u uzorcima meda odredivali metodom po Kjeldahl-u (Slika 1) (Kropfi sur., 2010; El-Sohaimy
i sur. 2015; de Sousa i sur. 2016; Boussaid i sur. 2018). Izmedu navedenih istraZivanja, Kropf
1 suradnici (2010) odredivali su udio ukupnih proteina u medu kestena i lipe, vrstama meda
koje su analizirane 1 tijekom ovog istrazivanja. Kropfi suradnici (2010) pratili su udio ukupnih
proteina uz primjenu metode po Kjeldahl-u u uzorcima meda kestena 1 lipe podrijetlom iz Cetiri
geografske regije na podrucju Republike Slovenije (alpska, mediteranska, dinarska i
panonska). Udjeli ukupnih proteina u medu kestena i lipe odredeni tijekom ovog istrazivanja
(0,43 %, odnosno 0,31 %) (Tablica 3) u skladu su s rezultatima odredivanja udjela ukupnih
proteina u medu kestena (0,34 %) 1 lipe (0,29 %) dobivenih tijekom istraZivanja Kropf 1
suradnika (2010).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju prikazanih rezultata i provedene rasprave, moze se zakljuciti sljedece:

1. Udio ukupnih proteina u analiziranim uzorcima (n=15) razli¢itih vrsta meda (kadulja,
suncokret, cvjetni, amorfa, uljana repica, mandarina, heljda, kesten, lipa, bagrem,
zlatosipka) kretao se u rasponu od 0,13 % do 0,69 %, te je prosjecno iznosio 0,39 %.

2. Najvisi ukupan udio proteina odreden je u medu heljde, a najnizi u medu bagrema.

3. Rezultati odredivanja u skladu s rezultatima istrazivanja autora koji su takoder udio

ukupnih proteina u uzorcima meda odredivali metodom po Kjeldahl-u, te mogu

predstavljati doprinos u procjeni kvalitete analiziranih proizvoda.
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Izjava o izvornosti

Ja Iva Jukic izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te

da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu

navedeni.
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