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1 UVvOD

Med je svima nama dobro poznat sladak, viskozan proizvod kojeg pcele proizvode iz cvjetnog
nektara. Koristimo ga kao sladilo, koje se koristi bez ikakvog procesiranja. Vec je stolje¢ima
prepoznat kao proizvod koji pomaze kod lijeCenja razlicitih upala, pa ga se osim kao hranu
moze koristiti 1 kao lijek. Osim u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji, zbog jedinstvenog
kemijskog sastava , njegova uporaba je raSirena i u kozmetic¢koj industriji. Danas je podlozan
razli¢itim istrazivanjima upravo zbog svojih antibakterijskih i kemijsko-fizikalnih svojstava.
Jedina je hrana koja se do sada nije uspjela proizvesti umjetnim putem. Sadrzi jednostavne
Secere 1 razlicite spojeve koji djeluju blagotvorno na zdravlje ljudi.

Cilj ovog rada je bio provesti analizu kvalitete na petnaest uzoraka cvjetnog meda, sa
podrucja Republike Hrvatske. Proucavani su njihovi fizikalno-kemijski parametri kvalitete
koji su propisani Hrvatskim pravilnikom o medu NN53/2015, te dobiveni rezultati usporedeni
medusobno izmedu uzoraka i sa pravilnikom kako bi se dobila informacija o njihovoj
kvaliteti.
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2 GLAVNI ILI TEORIJSKI DIO:

2.1 ZAKONSKA DEFINICIJA I OPISI

., Med jest sladak, gust, viskozni, teku¢i ili kristaliziran proizvod. Proizvode ga medonosne
pcele (Apis mellifera) od nektara medonosnih biljaka, sekreta zivih dijelova biljaka ili
izlu¢evina kukaca koji siSu na zivim dijelovima biljaka, koje pcele skupljaju, dodaju mu
vlastite specifi¢ne tvari, izdvajaju vodu i odlazu u stanice saca do sazrijevanja.”,pravilnik o
medu (NN53/2015). Prema standardima Codex Alimetarius-a sastoji se od razli¢itih Secera od
kojih dominiraju fruktoza i glukoza. Ne smije sadrzavati nikakve dodatke, ukljuc¢uju¢i aditive,
aromu, okus ili mrlju koje nastaju tijekom procesiranja ili skladiStenja. Isto tako iz njega se ne
smije uklanjati pelud ili sastavne Cestice, ne smije se zagrijavati ili obradivati u tolikoj mjeri
da ne dode do bitne promjene ili smanjenja kvalitete, te se ne smiju upotrebljavati kemijski i
biokemijski postupci ¢ime bi se utjecalo na kristalizaciju (Codex Alimetarius, 2001). U svrhu
provjere kvalitete meda upotrebljavaju se razli¢iti testovi i analize koje potroSac¢ima daju
osjecaj sigurnosti tokom kupnje i konzumiranja ove namirnice. Do promjena u sastavu i
svojstvima meda moze doc¢i zbog neprikladnog procesiranja ili skladistenja istoga, ali i zbog
pokusaja patvorenja. Kako bi se sprijecila moguénost da takav med dode na police u
trgovinama provode se analize koje su provedene i u ovom radu, primjerice analiza udjela
vode, elektri¢ne provodnosti, kiselosti, udjela hidroksimetilfurfurala i mnogobrojne druge. Na
kemijski sastav meda i njegovu kvalitetu mogu utjecati razli¢iti ¢imbenici kao S§to je
geografsko i botanicko podrijetlo. Osnovne vrste meda mogu se podijeliti prema podrijetlu i
prema nacinu proizvodnje i/ili prezentiranja.

Pa se prema podrijetlu med dijeli na:

1. Cvjetni ili nektarni med koji se dobiva iz nektara biljaka

2. Medljikovac ili medun koji se dobiva od izlu¢evina kukaca ili od sekreta zivih dijelova
biljke.

Prema nacinu proizvodnje 1/ili prezentiranja med se dijeli na:

1. Med u sacu (pcele skladiSte med u svijeze izgradenim sacama bez legla ili u satnim
osnovama izgradenim od pcelinjeg voska)

2. Med sa sac¢em ili dijelovima saca

3. Cijedeni med- dobiva se cijedenjem otklopljenog saca bez legala

4. Vrcani med- nastaje centrifugiranjem otklopljenog saca bez legala

5. Filtrirani med-tijekom uklanjanja anorganskih i organskih tvari, uklanja se pelud

6. Presani med-dobiva se preSanjem saca bez legla ili koriStenjem umjereno visoke
temperature koje ne smije biti visa od 45°C.

7. Pekarski med- koristi se u industrijske svrhe (Pravilnik, 2015).

Med ¢ini vise od 70 razli¢itih komponenti, koje u med dospijevaju od medonosne biljke, pcela
ili nastaju tijekom zrenja. Dobiva se od biljnog nektara, odnosno od slatke tekucine koju
izluuju nektarije. Nektarije su biljne Zlijezde koje mogu biti cvjetne ili izvancvjetne.Po
kemijskom sastavu ne postoje dvije identi¢ne vrste meda. Kemijski sastav se razlikuje i unutar
jedne vrste 1 izmedu vise razlicitih vrsta meda (Vah¢i¢ i Matkovié¢, 2009). Sam kemijski
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sastav, kao i boja, okus i aroma meda ovisi 0 klimatskim uvjetima, geografskom i biljnom
podrijetlu, pasmini pcela te o sposobnosti samog pcelara te nacinu procesiranja i ¢uvanja
(Escuredo i sur., 2014). Med sadrzi oko 15%-23%Vvode, a veéinu sastava suhe tvari meda ¢ine
ugljikohidrati, od kojih su u najvecoj mjeri zastupljene fruktoza i glukoza, pa zato med
mozemo definirati i kao prezasi¢enu otopinu Secera (Vahéi¢ i Matkovi¢, 2009).

2.11 UGLJIKOHIDRATI

Ugljikohidrati ¢ine ¢ak 78-83% meda. Najzastupljeniji ugljikohidrat je fruktoza (33,3%-
40,0%) i glukoza (25,2%-35,3%) (Da Silva i sur., 2016). Ugljikohidrati medu daju energetsku
vrijednost, slatkoc¢u 1 utjeCu na njegove fizikalne karakteristike kao Sto je viskoznost, gustoca,
ljepljivost i sklonost kristalizaciji, mikrobiolosku aktivnost i higroskopnost (Vah¢i¢ i
Matkovic¢, 2009). Osim jednostavnih Seéera, fruktoze i glukoze med sadrzi i 11 disaharidai 12
oligosaharida. Od disaharida najzastupljenija je saharoza ¢iji udio iznosi 0,4-10,1%, maltoza i
izomaltoza, a od oligosaharida najveci udio ¢ini erloza i melecitoza (Da Silva i sur., 2016).
Vecina ovih ugljikohidrata se ne nalazi u nektaru nego nastaju kao posljedica djelovanja
pcelinjih enzima ili organskih kiselina na jednostavne Secere (Vah¢i¢ i Matkovié, 2009).

212 VODA

Udio vode u medu iznosi oko 15%-23%. Utjece na njegova fiziklana svojstva, a ovisi o snazi
pcelinje zajednice, vlaznosti, temperaturi zraka, pasmini péela 1 klimatskim uvjetima.
Koli¢ina vode u medu odreduje stabilnost i otpornost na mikrobiolosko kvarenje meda, pa se
zato smatra najvaznijim parametrom kvalitete (Vahéi¢ i Matkovi¢, 2009). Naime, visok udio
vode u medu pogoduje razvoju osmofilnih kvasaca, koji pospjesuju fermentaciju meda i na
taj nacin pospjesuju kvarenje istoga (Gleiter i sur, 2005).

2.1.3 PROTEINI I AMINOKISELINE

Proteini se u medu nalaze u obliku otopina aminokiselina ili u obliku koloida, odnosno malih
lebdecih Cestica proteina (Vah¢i¢ i Matkovi¢,2009). Proteini i aminokiseline mogu biti biljnog
ili zivotinjskog podrijetla, to jest potjecu ili iz peludi ili od pcele (Da Silva i sur., 2016).
Zastupljenost proteina u medu krece se u rasponu od 0-1,7%, §to zapravo govori da med nije
bogat izvor proteina u prehrani. Osim proteina med sadrzi i osamnaest slobodnih esencijalnih
1 neesencijalnih aminokiselina. Od slobodnih aminokiselina najvec¢i je udio prolina, 1 on €ini
80%-90% svih aminokiselina u medu. Prolin u med dospijeva zahvaljuju¢i pcelama, tijekom
prerade nektara u med. Uzima se kao indikator zrelosti, ali njegov udio nije propisan
hrvatskim pravilnikom kao parametar kakvoce (Vah¢i¢ i Matkovi¢, 2009).

2.14 ENZIMI

Dio enzima potjece od pcela, oni se oslobadaju prilikom prerade nektara u med, a drugi dio
potjece iz peluda ili nektara ili pak od kvasaca ili bakterija koji su prisutne u medu. Enzimi se
uzimaju kao pokazatelji kakvoce, stupnja zagrijavanja 1 trajnosti te cuvanju meda (Vahci¢ 1
Matkovi¢, 2009) najvazniji enzimi u medu su dijastaza, invertaza, glukoza oksidaza, katalaza.
Dijastaza moze potjecati iz peludi i nektara (Wang i Li, 2011). Sastoji se od a-amilaze i -
amilaze, te razgraduje Skrob na dekstrine i maltozu. Upotrebljava se kao parametar kvalitete,
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to¢nije, pomocu dijastaze se odreduje intenzitet zagrijavanja meda prilikom procesiranja i
skladistenja. Zagrijavanjem opada njena aktivnost (Vahci¢ i Matkovié¢, 2009).

2.15 VITAMINI

Vitamini se u medu nalaze u malim koli¢inama, a uglavnom potjecu iz peludi ili nektara. Od
vitamina u medu se najcesée i u najve¢em udjelu pojavljuju vitamini B kompleksa, vitamin C
te vitamin K. Vitamina C u medu ima u udjelu od 4-200 mg/100 g, nalazi se u medu u sacu, a
gubi se tijekom manipulacije meda. U nekim vrstama meda moZze se cak pronaci i odredene
kolic¢ine vitamina E te folne kiseline. Filtrirani med sadrzi manje koli¢ine vitamina, iz razloga
Sto se tokom filtracije uklanja dio peludi (Vah¢i¢ i Matkovié¢, 2009).

2.1.6  ORGANSKE KISELINE

Organske kiseline fermentacijskim procesima utje¢u na okus i miris, jer se velik broj kiselina
nalazi u medu u obliku estera, te na baktericidna svojstva meda (Vah¢i¢ i Matkovié, 2009).
Takoder, utjecu i na fizikalna svojstva meda, kao Sto je pH, kiselost i elektri¢na provodnost
(Wang i Li, 2011). Neke organske kiseline se unose nektarom, a neke nastaju tijekom procesa
¢uvanja meda. Udio organskih kiselina u medu kreée se od 0,17%-1,17%. Od ukupnog udjela
organskih kiselina u medu se u najveéoj mjeri nalazi mravlja kiselina, potom oksalna,
maslac¢na, octena, limunska, vinska ( Vahci¢ i Matkovi¢, 2009).

2.1.7 MINERALNE TVARI

Mineralne tvari su slabo zastupljene svega nekih 0,1%-0,2% u nektarnom medu. U malim
koli¢inama nalazi se kalij, natrij, kalcij, fosfor, sumpor, klor, magnezij, zeljezo, aluminij.
Udio mineralnih tvari se izrazava kao udio pepela. Jednu cetvrtinu od polovine svih
mineralnih tvari €ini kalij, koji zajedno sa natrijem, kalcijem i fosforom ¢ini 50% ukupnog
udjela pepela u medu (Vah¢i¢ i Matkovi¢, 2009). Koli¢ina mineralnih tvari, kao i osobine
proizvoda ovise o botani¢kom podrijetlu i geografskom podrijetlu (Hernandez i sur., 2004.),
odnosno tlu na kojem su rasle biljke sa kojeg su pcele skupljale med. Povecan udio pepela je
znak patvorenja meda sa melasom (Vahci¢ i Matkovic, 2009).

2.18 FITOKEMIKALIJE

Fitokemikalije dolaze u med zahvaljuju¢i medonosnoj biljci i imaju povoljan utjecaj na
ljudsko zdravlje. U njih spadaju antioksidansi i flavanoidi. Antioksidansi pak smanjuju rizik
od oksidativnih oSte¢enja u stanici, na na¢in da neutraliziraju slobodne radikale koji nastaju u
stanici. Flavonoidi iz meda mogu sprijeciti posmedivanje, lipidnu oksidaciju i inhibirati rast
patogena u hrani (Bertoncelj i sur., 2007). Djeluju povoljno i na sam med, jer sprje¢avaju
kvarenje koje je uzrokovano oksidativnim promjenama koje nastaju uslijed dijelovanja
svijetlosti ili topline (Vahci¢ i Matkovi¢, 2009). Antioksidacijska sposobnost meda najvise
ovisi o botani¢kom podrijetlu, ali i nadinu skladiStenja i procesiranja meda (Bertoncelj i sur.,
2007). Od flavonoida u medu se naj¢esce nalaze pinocembrin, apigenin, kamferol, kvercetin i
galangin. Kolic¢ina flavonoida i medu iznosi oko 6000ug/ kg. Osim antioksidansa 1 flavonoida
u fitokemikalije koje se nalaze u medu spadaju jos i fenolni spojevi kao §to su fenolne kiseline
od kojih se u najvecoj koli¢ini u medu nalaze galna, kumarinska, kafeinska, elaginska te
njihovi esteri (Vahcic¢ i Matkovié, 2009).




Matea Skoblar Zavrsni rad

2.1.9 HIDROKSIMETILFURFURAL

Hidroksimetilfurfural je ciklicki aldehid koji nastaje dehidracijom fruktoze i glukoze u
kiselom mediju, ali osim na ovaj nac¢in moze nastati i kao posljedica Maillardovih reakcija
(Vahc¢i¢ 1 Matkovi¢,2009) 1 izloZenosti toplini (Tornuk i sur., 2013). U medu je prirodno
prisutan u koli¢inama manjim od 1 mg/kg. Njegov udio u medu ovisi o vrsti meda, pH,
izloZenosti svijetlosti te udjelu kiselina 1 vlage (Vahci¢ 1 Matkovi¢, 2009). Koristi se kao
indikator patvorenja meda (Wang i Li, 2011) i kao pokazatelj neprikladnog procesiranja i
skladistenja meda (Vahci¢ 1 Matkovi¢, 2009).

2.2 UTJECAJ MEDA NA ZDRAVLJE LJUDI

Med se kao lijek upotrebljava ve¢ tisu¢ama godina i spominje se u najstarijim medicinskim
literaturama (Mandal i Mandal, 2011). Poznata su antisepticka i antibakterijska svojstva
meda, kao i1 to da njegova viskoznost djeluje kao barijera koja sprjeCava infekciju rana.
Antimikrobna svojstva meda se povezuju sa proizvodnjom vodikova peroksida (Mandal i
Mandal, 2011). Vodikov peroksid u medu potjece od enzima katalaze (Adami¢ i sur., 1984).
No, postoje i odredene vrste meda, kao $to je manuka med, koji posjeduje antimikrobna
svojstva C¢ak i1 onda kad nema aktivnosti peroksidaze. Pretpostavlja se da je rast
mikroorganizama zaustavljen jer med ima nisku pH vrijednost, a isto tako zbog velikog udjela
SeCera ima i visoku osmolarnost. Upotrebljava se za tretman lijeCenja Cireva, upale grla i
koznih infekcija koje nastaju kao posljedica opeklina ili rana. Zahvaljuju¢i antibakterijskim
svojstvima, med ubrzava rast novog tkiva, pa tako utjece na zacjeljivanje rana. Do sada nije
prijavljena mikrobna otpornost na med, pa se med smatra jednom od najpodobnijih zamjena
za antibiotike u svrhu lijecena infekcija koje su uzrokovane bakterijama otpornim na
antibiotike. Zahvaljujuéi visokom osmotskom djelovanju, u medu ne mogu preziviti bakterije,
pa ne mogu ni razviti rezistentnost ne njega (Gobin i sur., 2014). Danas je na temelju mnogih
istrazivanja razvijena alternativha medicinska grana, nazvana apiterapija, koja ukljucuje
tretmane na bazi meda i pcelinjih proizvoda u svrhu lijecenja bolesti, a izmedu ostalih 1
razli¢itih bakterijskih infekcija (Mandal i Mandal, 2011). Poznato je da se med upotrebljava
kao lijek za bolesno grlo. Zahvaljuju¢i svom kemijskom sastavu osmozom izvlaci bakterije i
uniStava ih (Kromar i Senegacnik, 1984.). Osim svojih antimikrobnih svojstava, med sadrzi i
razlicite elemente kao Sto su Zeljezo, bakar, cink, silicij, mangan, jod, fluor, kobalt i molbiden,
koji imaju veliku ulogu u razvoju organizma. Osim ovih mineralnih tvari, med sadrzi i
jednostavne Secere koji se brze metaboliziraju od saharoze, te na taj nac¢in pomaze kod umora
I iscrpljenosti, jer organizam razgradnjom monosaharida brze dobiva potrebnu energiju. U
medu je takoder dokazana prisutnost acetilkolina, hormona koji predstavlja kemijski
transmiter podrazaju u Zivéanom sustavu (Adamic i sur., 1984).
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 PRIPREMA UZORAKA

Izuzimanje uzoraka i njihova priprema za analizu je razliita, ovisno o konzistenciji meda. Pa
razlikujemo uzorke u kojima je med u teku¢em stanju, ili u granuliranom stanju, ili se nalazi u
sacu, ili uzorak meda sadrzi odredene strane tvari kao Sto je vosak, dijelovi saca ili ¢ak
dijelove pcela.

Ako je med u tekué¢em stanju na pocetku se polako izmijesa Stapi¢em ili protrese. Ukoliko je
med granuliran, zatvorenu posudu s uzorkom se stavlja u vodenu kupelj koja je podeSena na
temperaturu od 60°C, i zagrijava 30 minuta. Tijekom zagrijavanja uzorak se moze kruzno
protresati ili promijesati Stapi¢em. Nakon zagrijavanja je potrebno uzorak brzo prohladiti.

Kada se med nalazi u sacu, sa¢e se otvara i cijedi kroz Zi¢ano sito sa kvadratnim otvorima
promjera 0,5 mm x 0,5 mm. Ako tokom cijedenja dio saca ili voska prode kroz sito, uzorak je
potrebno zagrijati na 65°C ili viSe 30 minuta. Tijekom zagrijavanja se uzorak mijesa kruznim
pokretima ili promijeSa Stapi¢em , nakon ¢ega se brzo prohladi.

AKo uzorak pak sadrzi strane tvari voska, dijelova saca ili pcela, on se zagrijava na
temperaturu od 40°C u vodenoj kupelji, te cijedi kroz tkaninu postavljenu na ljepilo koje je
zagrijano toplom vodom (IHC, 2009).
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3.2 ODREDPIVANJE UDJELA VODE U MEDU

Princip

Metoda se temelji na refraktometrijskom odredivanju.

Aparatura i pribor

Uobic¢ajena laboratorijska oprema, te refraktometar.

Izracun

Refraktometrom se odreduje indeks refrakcije, pri stalnoj temperaturi od 20°C. Nakon
odredivanja indeksa refrakcije, raCuna se koli¢ina vode (% m/m). Za taj racun se koriste
podaci iz priloZene tablice 1 indeks refrakcije uzorka. Ako se indeks refrakcije odredi na nekoj
drugoj temperaturi, umjesto pri 20°C, tada se radi korekcija temperature i rezultati se svedu na
temperaturu od 20°C. Korekcija temperature se razli¢ito izvodi ovisno dali se korigira
temperatura visa ili niza od 20°C. Ako se korekcija provodi na temperaturama nizim od 20°C
tako da se za svaki “C oduzima 0,00023, a pri temperaturama vis§im od 20°C se za svaki ‘C
dodaje 0,00023 (IHC,2009).
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Tablica 1. Odnos indeksa refrakcije i masenog udjela vode (IHC, 2009)
Indeks Udio vode Indeks Udio vode Indeks Udio vode
refrakcije (%) refrakcije (%) refrakcije (%)
(20°C) (20°C) (20°C)
1,5044 13,0 1,4940 17,0 1,4840 21,0
1,5038 13,2 1,4935 17,2 1,4835 21,2
1,5033 13,4 1,4930 17,4 1,4830 21,4
1,5028 13,6 1,4925 17,6 1,4825 21,6
1,5023 13,8 1,4920 17,8 1,4820 21,8
1,5018 14,0 1,4915 18,0 1,4815 22,0
1,5012 14,2 1,4910 18,2 1,4810 22,2
1,5007 14,4 1,4905 18,4 1,4805 22,4
1,5002 14,6 1,4900 18,6 1,4800 22,6
1,4997 14,8 1,4895 18,8 1,4795 22,8
1,4992 15,0 1,4890 19,0 1,4790 23,0
1,4987 15,2 1,4885 19,2 1,4785 23,2
1,4982 15,4 1,4880 19,4 1,4780 23,4
1,4976 15,6 1,4875 19,6 1,4775 23,6
1,4971 15,8 1,4870 19,8 1,4770 23,8
1,4966 16,0 1,4865 20,0 1,4765 24,0
1,4961 16,2 1,4860 20,2 1,4760 24,2
1,4956 16,4 1,4855 20,4 1,4755 24,4
1,4951 16,6 1,4850 20,6 1,4750 24,6
1,4946 16,8 1,4845 20,8 1,4745 24,8
1,4740 25,0
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3.3 ODREPIVANJE ELEKTRICNE PROVODNOSTI

Princip

Elektricna provodnost 20%-tne otopine meda odreduje se konduktometrom. Elektri¢éna
otpornost koja se mjeri konduktometrom je obrnuto proporcionalna elektricnoj provodnosti.

Standardizacija konduktometra

Provodi se pomocu otopine kalijeva klorida (KCI) pri temperaturi od 20°C.

Postupak

20 g meda se otopi u destiliranoj vodi, prebaci u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do
oznake destiliranom vodom. 40 mL pripremljene otopine ulije se u posudu i stavi u vodenu
kupelj temperature 20°C. Elektrode se isperu ostatkom otopine, te se potom uranjaju u otopinu
uzorka. Pri 20°C ogita se vrijednost elektriéne provodnosti u mS cm™.

Izracun

Elektri¢na provodnost se izracunava prema sljede¢oj formuli:
SH=K*G [1]

Pri ¢emu je:

SH — elektri¢na otpornost meda u mS/cm (miliSiemens/centimetar)
K — konstanta elektrode u cm™

G — provodnost u mS

Rezultati se prikazuju s toénoéu 102 mS cm™ (IHC, 2009)
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3.4 ODREDIVANJE KISELOSTI

Princip

Pripremljeni uzorak titrira se otopinom natrijeva hidroksida (NaOH) koncentracije 0,1 mol/L,
uz indikator fenolftalein, do pojave svijetloruzicaste boje.

Aparatura i pribor

Uobicajena laboratorijska oprema.

Reagensi

1. Otpina natrijevog hidroksida c(NaOH)=0,1 mol/L (bez karbonata)
2. 1%-tna otopina fenolftaleina (m V1) u etanolu, neutralizirana
3. Destilirana voda bez CO, dobivena kuhanjem, a zatim ohladena

Odredivanje

10 g uzorka se otopi u 75 mL destilirane vode, nakon ¢ega se titrira sa 0,1 mol/L otopine
natrijeva hidroksida, uz 4-5 kapi fenolftaleina kao indikatora. Po zavr$etku titracije dobivena
boja se mora zadrzati 10 sekundi. Ako je uzorak tamne boje potrebno je izvagati manje od
deset grama uzorka. Uz ovakav nain odredivanja, moguce je jo$ upotrijebiti pH-metar i
uzorak titrirati do pH 8,3.

Izracun

Kiselost se iskazuje u mmol kg, a izra¢una se prema ovoj formuli:
KISELOST=10*V  [2]

Pri ¢emu je:

V — Volumen 0,1 mol L natrijevog hidroksida (NaOH) potroen za neutralizaciju 10 g meda
(IHC, 2009).
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3.5 ODREDIVANJE REDUCIRAJUCIH SECERA

Princip

Metoda se temelji na redukciji Fehlingove otopine titracijom pomocu otopine reducirajucih
Secera iz meda. Kao indikator u ovoj analizi se upotrebljava modro bojilo.

Reagensi

1. Fehlingova otopina:
otopina A: otopi se 69,28 g bakrenog sulfata (CuSO4 x 5H20), u dobivenu taljevinu se
doda destilirana voda do jedne litre. Otopinu je potrebno pripremiti 24 sata prije
titracije.
otopina B: otopi se 346 g kalijeva natrijeva tartarata (C4HsNaOs x 4H>0) i 100 g
natrijeva hidroksida (NaOH) u litri destilirane vode. Nakon pripreme dobivena otopina
se filtrira.

2. Standardna otopina invertnog Seéera (10g L™ vode):

nakon §to se izvaze 9,5 g Ciste saharoze doda se 5 mL otopine klorovodi¢ne kiseline
(oko 36,5% HCI) i destilirane vode do 100 mL. Otopina se moze ¢uvati nekoliko dana
ovisno o temperaturi na kojoj se skladisti: na temperaturi 12°C-15°C do sedam dana, a
na 20°C-25°C tri dana. Pripremljenoj otopini se doda voda do jedne litre. To¢no prije
upotrebe otopinu je potrebno neutralizirati sa otopinom natrijeva hidroksida
(c(NaOH)= 1 mol L7). Nakon neutralizacije otopina se razrjeduje do masene
koncentracije 2 g L%,  &§o je koncentracija standardne  otopine.
Napomena: 1%-tna zakiseljena otopina invertnog Secera stabilna je nekoliko mjeseci.

3. Otopina metlilenskog modrog bojila:
2 g metilenskog modrog bojila se otopi u destiliranoj vodi, a zatim razrijedi vodom do
jedne litre.

4. Stipsa (alaun):
otopina stipse: pripremi se hladno zasi¢ena otopina [K2SO4sAl2(SO4)3 X 24H20] u vodi.
Potom se uz konstantno mijesanje Stapicem dodaje amonijev hidroksid (NH4OH) , sve
dok otopina ne postane alkalna, Sto se provjerava lakmus papirom. Ostavi se neko
vrijeme dok se otopina ne slegne, nakon ¢ega se ispire vodom uz dekantiranje, sve dok
je voda slabo pozitivna pri testu na sulfate, sto se utvrduje otopinom barijeva klorida.
Visak vode se odlije, a pasta koja preostane se pohrani u boci sa bruSenim zatvaracem.

11
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Postupak

2 g homogeniziranog meda se otopi u destiliranoj vodi u odmjernoj tikvici od 200 mL, te se
tikvica nadopunjuje vodom do oznake. Odmijeri se 50 mL pripremljene otopine meda kojoj se
doda do 100 mL destilirane vode, ¢ime se otopina meda razrijedi.

Standardizacija Fehlingove otopine

Otpipetira se 5 mL Fehlingove otopine A i pomijesa s 5 mL Fehlingove otopine B. Ta otopina
mora u potpunosti reagirati sa 0,05 g invertnog Secera dodanog u koli¢ini od 25 mL kao
standardna otopina invertnog $eéera (2 g L™Y).

Odredivanje

Pipetom se odmjeri 5 mL Fehlingove otopine A i prenese u stozastu Erlenmeyerovu tikvicu
volumena od 250 mL, nakon ¢ega se dodaje 5 mL Fehlingove otopine B. Potom se doda
destilirana voda volumena 25 mL- ,,X mL* , kameni plovucac ili drugo odgovarajuce sredstvo
i razrijedena otopina meda iz birete, tako da za titraciju ostane oko 1,5 mL otopine meda.
Potom se hladna mjesavina zagrijava do vrenja, te se odrzava umjereno vrenje dvije minute.
Tokom vrenja doda se 1,0 mL 0,2%-tne otopine metilenskog modrog bojila. Titracija se
provodi razrijedenom otopinom meda do obezbojenja i mora se zavrs$iti u tri minute.

Izracun
Invertni Secer se izrazava u g/100 g (%), a raCuna se prema formuli:
C=2/W * 1000/Y [3]

Gdje je:

C- invertni Secer u g

W- masa uzorka u g

Y- volumen razrijedene otopine meda, potroSen za odredivanje, u mL

(IHC,2009).
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3.6 ODREDIVANJE UDJELA SAHAROZE

Princip

Odredivanje udjela saharoze temelji se na hidrolizi same saharoze, odnosno redukciji
Fehlingove otopine titracijom reducirajucih Secera iz hidrolizata meda uz metilensko modro
bojilo.

Reagensi

1. Fehlingova otopina (A i B), utvrdena metodom odredivanja reducirajucih Secera,

2. Standardna otopina invertnog Secera, utvrdena metodom odredivanja reduciraju¢ih
Secera,

3. Klorovodi¢na kiselina c(HCI)= 6,34 mol L},

4, Otopina natrijeva hidroksida c(NaOH)=5 mol L*,

5. 2%-tna otopina metilenskog modrog bojila (2 g L™Y).

Priprema uzorka

2 g homogeniziranog meda prenese se u odmjernu tikvicu, te se otopi u destiliranoj vodi.
Nakon $to se med otopi, tikvica se nadopuni destiliranom vodom do oznake (200 mL).

Hidroliza uzorka

50 mL otopine meda prenese se u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te se doda 25 mL
destilirane vode. Pripremljeni uzorak se stavlja u vodenu kupelj, te se zagrijava do
temperature od 65°C (u otopinu tijekom zagrijavanja mora biti uronjen termometar). Nakon
Sto se postigne zeljena temperatura, tikvica se izvadi iz kupelji 1 u nju se doda 10 mL
klorovodi¢ne kiseline, c(HC1)=6 mol L?. Otopina se hladi 15 min na sobnoj temperaturi,
nakon cega se temperatura otopine podesi na 20°C 1 neutralizira otopinom natrijeva
hidroksida, c(NaOH)=5 mol L™ ,uz lakmus papir kao indikator. Ponovo se ohladi na 20°C te
se tikvica do oznake nadopuni vodom.

13
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Odredivanje

Postupak odredivanja udjela saharoze je isti kao i1 postupak odredivanja udjela reducirajuc¢ih
Secera, a odnosi se na titraciju i postupak odredivanja koli€ine invertnog Secera prije inverzije.

Izracun

Najprije se racuna postotak invertnog Secera nakon inverzije, pri ¢emu se primjenjuje formula
za odredivanje postotka invertnog Secera prije inverzije.
Saharoza se iskazuje u g/100 g meda. A racuna se prema formuli:

Masa saharoze (9/100 g)=(koli¢ina invertnog S$ecera nakon inverzije — koli¢ina invertnog
Secera prije inverzije) * 0,95 [4]

(IHC,2009).

3.7 ODREDIVANJE UDJELA HIDROKSIMETILFURFURALA (HMF)

Podrucje primjene

Metoda po Winkleru se moze koristiti za sve uzorke meda.

Definicija

Metodom se odreduje koncentracija hidroksimetilfurfurala (HMF) koji se nalazi u sastavu
meda, te pod odredenim uvjetima moze reagirati sa barbiturnom kiselinom i p-toluidinom.

Princip

Odredivanje hidroksimetilfurfurala temelji se na originalnoj metodi po Winkleru. PomijeSaju
se alikvoti otopine meda, otopine p-toluidina i barbiturne kiseline. Reakcijom dolazi do
razvijanja boje, Ciji se intenzitet odreduje u kivetama promjera 1 cm na valnoj duljini od 550
nm. Obojenje koje nastaje mjeri se u odnosu na slijepu probu.

Postupak
Priprema otopine uzorka:

10 g uzorka se odvaze na tehni¢koj vagi u plasti¢énu posudu, te se otopi u destiliranoj vodi.
Dobije se otopina zute boje koja se preko lijevka prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL. U
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tikvicu koja sadrzi uzorak otpipetira se 1 mL otopine Carrez I, koja je zute boje 1 dobro
promijesa, nakon toga se dodaje 1 mL otopine Carrez Il, koja je bezbojna, i ponovo dobro
promijesa. Otopina u tikvici poprima mlije¢no-zutu boju. Kako bi sprijecili pjenjenje, u
otopinu se dodaje kapljica etanola. Tikvica se do oznake nadopuni destiliranom vodom i
dobro promijesa. Otopina se filtrira preko filter papira, kako bi se dobio bezbojni filtrat. Prvih
10 mL filtrata se baca, a ostatak analize se odmah mora dovrsSiti.

Odredivanje:

U dvije epruvete se otpipetira 2 mL uzorka, 5 mL otopine p-toluidina (otopina je zuto zelene
boje). Jedna jos$ epruveta sluzi kao slijepa proba pa se u nju jo§ otpipetira 1 mL destilirane
vode. U drugu epruvetu se otpiprtira 1 mL barbiturne kiseline i lagano promijesa. Dodavanje
reagnesa koji se sastoji o p-toluidina i barbiturne kiseline, mora biti gotovo za 1-2 minute.
Nakon dodavanja reagensa epruvete stoje na sobnoj temperaturi od 25°C 4 minute. Tokom 4
minute stajanja intenzitet obojenja u epruvetama poprima svoj maksimum. Nakon razvijanja
boje u periodu od 4 minute, uzorci se prenose u kivete od 1 cm, te se uz pomo¢
spektrofotometra ocita apsorbancija pri valnoj duljini od 550 nm.

Racun

Udio HMF-a se odreduje prema formuli:

192 #A#]_[]
F -

m 5]

Gdje su:

A- Apsorbancija
192- Faktor razrjedenja i koeficijent apsorbancije
m- Masa meda

Udio HMF-a se iskazuje u mg kg (IHC,2009).
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4 REZULTATI | RASPRAVA

Tablica 2. Eksperimentalno odredeni parametri kvalitete cvjetnog meda (n=15)

Uzorci Voda | Kiselost | Provodnost | Prirodni | Ukupni | Saharoza | HMF
(%) | (mmol/kg) | (mS/cm) invert invert | (g/100g) | (mg/kg)
(9/100g) | (9/1009)
1 17,04 18,16 0,3640 70,57 70,57 0,00 5,376
2 16,04 33,25 0,6110 73,16 75,92 2,76 17,856
3 14,20 25,00 0,4290 70,57 70,57 0,00 15,168
4 16,64 15,23 0,3090 66,49 67,57 1,08 4,224
5 16,24 22,40 0,8200 62,78 64,00 1,22 5,952
6 16,56 14,48 0,3860 68,13 70,57 2,44 0,000
7 17,36 24,22 0,4850 70,57 70,57 0,00 0,000
8 15,53 16,29 0,3170 65,44 68,37 2,93 7,872
9 15,47 15,90 0,2830 68,32 71,26 2,94 0,000
10 15,76 25,50 0,9550 68,89 72,09 3,20 13,632
11 16,64 18,16 0,4610 70,57 70,57 0,00 17,280
12 15,36 13,00 0,6240 72,51 73,37 0,86 11,520
13 16,04 11,11 0,2170 70,57 70,57 0,00 7,680
14 16,87 16,95 0,5990 71,88 72,94 1,06 6,144
15 15,00 13,80 0,4980 70,57 70,57 0,00 18,240
Srednja | 16,05 19,563 0,4905 69,402 | 70,634 | 1,2206 8,769
vrijednost
Standardna | 0,845 6,185 0,2037 2,796 2,697 1,256 6,584
devijacija
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U ovom radu se analiziralo petnaest razli¢itih uzoraka cvjetnog meda koji su skupljani na
podrucju Republike Hrvatske.

Udio vode
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Slika 1. Udio vode u uzorcima cvjetnog meda (n=15)

Iz Slike 1. vidljivo je da se vrijednosti udjela vode u uzorcima meda krecu u intervalu od
14,24%-17,36%. Kao §to se vidi interval je uzak i nema vecih odstupanja. Srednja vrijednost
udjela vode u ovim uzorcima je 16,05% sa standardnom devijacijom od 0,845. Hrvatskim
pravilnikom reguliran je maksimalni udio vode koji smije sadrZavati cvjetni med, te po njemu
cvjetni med ne smije sadrzavati vise od 20% vode (Pravilnik, 2015). Prema prilozenom
slikovnom prikazu i tablici 2 vidi se da je udio vode u ovim uzorcima u skladu sa
pravilnikom. Prema istrazivanju De Rodrigueza i sur. (2002), udio vode ovisi 0 stupnju zrenja
meda u kos$nici i o sezoni sakupljanja.

Kiselost meda
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Slika 2. Kiselost cvjetnog meda u usporedbi sa Pravilnikom o medu (n=15)
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Potom se odredivala kiselost meda. Najnizu Kiselost je imao med broj 13, a ona je iznosila
11,11 mmol/kg, a najvecu vrijednost je imao med pod brojem 2, a iznosila je 33,25 mmol/kg.
Srednja vrijednost kiselosti ovih uzoraka je 19,563 mmol/kg, a standardna devijacija iznosi
6,185. Varijacije u kiselosti meda mogu biti posljedica razli¢itih omjera cvjetnih vrsta u medu
(De Rodriguez i sur., 2002). Costa i sur. (1999) smatraju kako povecane vrijednost kiselosti
mogu biti uzrokovane klimatskim uvjetima, odnosno vru¢om klimom, koja pogoduje razvoju
kvasaca, koji kao sekundarne metabolite proizvode organske kiseline. Pravilnikom o medu je
odredena maksimalna koncentracija slobodnih Kkiselina u medu koja iznosi 50mEg/ 1000g. 1z
Tablica 2. se vidi da je kiselost svih uzoraka u skladu sa pravilnikom.

Elektricna provodnost
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Slika 3. Elektri¢na provodnost u uzorcima cvjetnog meda (n=15)

Tre¢a mjerena vrijednost bila je provodnost. Vrijednosti se krecu u intervalu od 0,2170
mS/cm do 0,9550 mS/cm. Hrvatskim pravilnikom je odredena maksimalna elektricna
provodnost meda, i ona iznosi 0,8000 mS/cm (Pravilnik, 2015). 1z dobivenih rezultata je
vidljivo da med pod brojem 5, ima vrijednost elektricne provodnosti visu od 0,8000 mS/cm,
odnosno njegova provodnost iznosi 0,8200 mS/cm, i med pod brojem 10 koji ima vrijednost
od 0,9550 mS/cm, dok se ostali nalaze u dopuStenim granicama. Srednja vrijednost
provodnosti uzoraka iznosila je 0,4905 mS/cm, a standardna devijacija 0,2037. Elektri¢na
provodnost meda je posljedica njegova slozenog kemijskog sastava, te moze biti povisena
zbog visokog udjela mineralnih tvari (Sarié i sur., 2008), kiselina (Kagkoniene i sur., 2010),
soli i proteina (Corbella i Cozzolino, 2005). Prema istrazivanju provedenom na Urugvajskom

medu, uoceno je da vrijednosti elektri¢ne provodnosti ovise i 0 medonosnoj biljci (Corbella i
Cozzolino, 2005).
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Reducirajuci Seceri
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Slika 4. Reducirajuci Seéeri U uzorcima cvjetnog meda (n=15)

Slijedec¢i parametri koji su se promatrali u ovom radu bili su prirodni i ukupni invert. Prirodni
invert predstavljaju direktno reducirajuci Seceri koji se nalaze u medu, kao $to je naprimjer
glukoza 1 fruktoza, dok ukupni invert ¢ine prirodni invert i Seceri koji nakon hidrolize
reduciraju metalne ione iz Fehlingove otopine. Na temelju dobivenih podataka vidljiva su
manja odstupanja u ovisnosti o uzetom uzorku. Raspon vrijednosti prirodnog inverta krece se
od 62,78g /100g - 73,16g /100g. Srednja vrijednost iznosi 69,402g / 100g, a standardna
devijacija 2,796. Dok se vrijednosti ukupnog inverta protezu od 64,00g /100g — 75,92g /100g.
Srednja vrijednost ukupnog inverta iznosi 70,634g /100g, a standardna devijacija 2,697.
Pravilnikom je pak propisano da med na podru¢ju Republike Hrvatske ne smije sadrzavati
manje od 60g/100g reduciraju¢ih Secera (Pravilnik, 2015). Kao $to se vidi iz predo¢enog
vrijednosti dobivene u ovom radu su vece od propisane i odgovaraju pravilniku.

KONCENTRACIJA SAHAROZE (g/100g)
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Slika 5. Udio saharoze u uzorcima cvjetnog meda (n=15)
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Osim prirodnog i ukupnog inverta, prouc¢avana je jo§S i koncentracija saharoze, koja je
sadrzana u dobivenim uzorcima. Prema Hrvatskom pravilniku 0 medu (NN 53/2015) najvisi
dopusten udio saharoze sadrzan u medu iznosi 5g /100 g. Udio saharoze u ispitivanim
uzorcima se nalazi u intervalu od 0,00g /100g- 3,20g /100g, $to odgovara uvjetima koji su
postavljeni Pravilnikom o medu, kao $to pokazuje Slika 5. Srednja vrijednost rezultata udjela
saharoze u uzorcima iznosi 1,2206¢g /100g, a standardna devijacija 1,256. Koli¢ina saharoze je
dobivena kao razlika izmedu ukupnog i prirodnog inverta. Saharoza u medu je bitna
odrednica tijekom provodenja testova kvalitete meda, jer osim $to daje odredenu slatkocu, to
jest, utjeCe na okus proizvoda, prisutnost visoke koncentracije saharoze ukazuje 1 na pokusaj
patvorenja, odnosno na dodavanje Secera u med ili eventualno hranjenje pcela sa Se¢erom
(Vah¢i¢ 1 Matkovo¢, 2009.). Medutim, radom koji su proveli Guler i sur. (2007.), uoceno je
da med koji je dobiven hranjenjem pcela sa Se¢ernim sirupom, sadrzi manje saharoze od
maksimalno dozvoljene Codex Alimentariusom. Smatraju da je manja koncentracija saharoze
u medu posljedica djelovanja invertaze. Djelovanjem invertaze dolazi do inverzije saharoze u
fruktozu i glukozu. No, rezultati njihova istrazivanja su nizi od onih pronadenih u drugim
literaturama, $to se smatra kao posljedica razli¢itog nacina hranjenja pcela. Podaci dobiveni
provedbom analiza na ovim uzorcima meda ne pokazuju tendenciju patvorenja istoga.

Hidroksimetilfurfural

45
40
35
30
= 25
S 20 Pravilnik
téo . . . e Praviini
— 15 B |
10
[ | [ |
| L
01234586 7 8 9101112131415
BROJ UZORKA

B Uzorci
[ |

UDIO HIDROKSIMETILFURFURAL

Slika 6. Udio hidroksimetilfurfurala u uzorcima cvjetnog meda (n=15)

Na kraju provedbe analiza za kontrolu kvalitete ovih petnaest uzoraka cvjetnog meda,
odredivala se koncentracija hidroksimetilfurfural. U ovoj analizi su se pokazala najveca
odstupanja izmedu pojedinih uzoraka. Interval vrijednosti izmedu uzoraka proteze od 0,000-
18,240 mg/kg. Pravilnikom je odredena maksimalna koncentracija hidroksimetilfurfurala, koji
med koji se nalazi na hrvatskim policama, moze sadrzavati, a ona iznosi 40 mg/kg (Pravilnik,
2015). Kao $to se vidi iz Slike 6., vrijednosti dobivene na ovim uzorcima meda su puno nize
od maksimalno dozvoljene, te su ovi uzorci u skladu sa pravilnikom. Srednja vrijednost udjela
hidroksimetilfurfurala u analiziranim uzorcima iznosi 8,769 mg/kg, a standardna devijacija
iznosi 6,584. Hidroksimetilfurfural se takoder upotrebljava kao indikator patvorenja meda
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dodatkom sirupa invertnog Secera, na §to uglavnom ukazuju visoke koncentracije HMF-a, pa
je on jedan od bitnih pokazatelja kvalitete meda (Vahc¢i¢ i Matkovié, 2009). Kasnije je
ustanovljeno da se hidroksimetilfurfural u medu prirodno nalazi u maloj koli¢ini, a da
vrijednosti njegove koncentracije rastu uslijed zagrijavanja ili neprikladnog skladistenja meda
(Vah¢ic¢ i Matkovié, 2009).

21



Matea Skoblar Zavrsni rad

5

ZAKLJUCAK:

Istrazivanjem fizikalno-kemijskih parametra kvalitete kao §to su: udio vode, udio
saharoze, hidroksimetilfurfurala, prirodni i ukupni invert, kiselost 1 elektri¢na provodnost
u 15 razli¢itih uzoraka cvjetnog meda koji su prikupljani na podru¢ju Republike Hrvatske
zakljucili smo sljedece:

e Usporedbom rezultata sa hrvatskim pravilnikom o medu (NN 53/2015) trinaest
uzoraka je u svim parametrima odgovaralo kriterijima koji su postavljene pravilnikom,
dok su dva uzorka meda imala viSe vrijednosti elektricne provodnosti od one
dozvoljene.

e Vise vrijednosti provodnosti se mogu objasniti sa razliitim mineralnim sastavom, koji
je poslijedica razli¢itog geografskog podrijetla.

e Zahvaljujuéi dobivenim rezultatima, moze se zakljuciti, kako med koji je sakupljan na
podruc¢ju Republike Hrvatske, ali iz njezinih razli¢itih dijelova, ima sli¢ne osobine, i
malu varijabilnost izmedu izmjerenih vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara, koje
su posljedica razli¢itih klimatskih, geografskih i botanickih uvjeta, ali i sposobnosti
samih pcelara.

e Unato¢ svemu kvaliteta istrazivanih uzoraka cvjetnog meda je zadovoljavajuca.
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