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1. UvoD

Tijekom dugog vremenskog perioda razvijali i modificirali su se razli¢iti imunoloski, odnosno
imunokemijski testovi u brojne svrhe, pa tako i za analize u podrucju prehrambene industrije.
Vrlo Cesto koristenu metodu iz skupine imunoloskih, odnosno imunokemijskih metoda
predstavlja imunoenzimski ELISA test (engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) koji se
temelji na svojstvu antitijela da specificno veze antigen ili hapten iz uzorka, te
spektrofotometrijskom mjerenju nastale reakcije do koje dolazi zbog promjene boje. Metoda
je vrlo osjetljiva, daje brze i pouzdane rezultate, a zahtijeva utroSak malih koli¢ina antigena i
antitijela.

Danas su razvijeni razliciti tipovi ELISA metoda zbog potrebe za vecom specifi¢nosti prema
sastojcima koji se odreduju i koji mogu imati razlicitu kemijsku strukturu i svojstva, te radi
dobivanja preciznijih rezultata. Svoju primjenu pronalaze u kvalitativnom i kvantitativnom
odredivanju brojnih sastojaka, a u novije vrijeme i onih prisutnih u medu i pcelinjim

proizvodima u svrhu unaprjedenja njihove kvalitete.

Med i pcelinji proizvodi Cesto se koriste zbog svoje nutritivne vrijednosti ali i pozitivnih ucinaka
na zdravlje. U novije vrijeme pojavila se sve veca potreba za provodenjem razliCitih vrsta
analiza u svrhu kontrole kvalitete i odredivanja autenti¢nosti meda i pcelinjih proizvoda, a svoju

primjenu u tom podrucju pronalaze i imunoenzimske ili ELISA metode.

Cilj ovog rada bio je, pregledom znanstvene literature, opisati i istaknuti pojedine primjere

primjene imunoenzimskih ELISA metoda u analitici meda i pCelinjih proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

Za analizu i ispitivanje sastojaka hrane ucestalo se koriste razli¢ite imunoloske, odnosno
imunokemijske metode. Takove metode se temelje na reakciji vezanja antitijela s antigenima
na temelju specifi¢nih svojstava antitijela. Vrlo cesto se koriste zbog visoke razine specifi¢nosti
i osjetljivosti, relativno jednostavnog postupka izvodenja te relativho niske cijene u odnosu na
druge analiticke metode za brojne analize hrane. Jedna od najcesc¢ih imunoloskih, odnosno
imunokemijskih metoda je imunoenzimski ELISA test (engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) kojim se moze detektirati prisutnost antigena i odrediti njihov udio. Ova metoda se
temelji na stvaranju veze izmedu antitijela i ciljanog analita ili antigena iz uzorka. Na osnovu

promjene boje, zavrSna mjerenja provode se na ELISA mikrocitaima (Butorac i sur., 2013).

Iz navedene skupine metoda, u prehrambenoj industriji ¢esto se koristi i Western blot metoda.
Svrha primjene ove metode Cesto je detekcija specifi¢nih proteina iz uzoraka koji se ispituju.
Prije provedbe ove metode, Cesto se proteini iz uzorka razdvajaju primjenom SDS
poliakrilamidne elektroforeze (engl. Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis, SDS-PAGE). SDS poliakrilamidnom elektroforezom, proteini se razdvajaju na
temelju razlike u molekulskoj masi. Razdvojeni proteini se prenose na nitroceluloznu, sintetsku
ili najlonsku membranu te izlazu specificnom primarnom antitijelu. Nakon vezanja proteina i
primarnog antitijela, na primarno antitijelo specificno se veze konjugirano sekundarno
antitijelo. Mjesto na kojem dolazi do vezanja primarnog antitijela i konjugiranog sekundarnog
antitijela vidljivo je kao tamna linija. Opisana metoda svoju primjenu pronalazi u detekciji

razliCitih sastojaka u prehrambenim proizvodima (Butorac i sur., 2013).

U analitici prehrambenih proizvoda, iz navedene skupine imunoloskih, odnosno imunokemijskih
metoda, svoju primjenu pronalaze i opticki biosenzori koji imaju moguénost otkrivanja vezanja
biomolekula u stvarnom vremenu, a u analizama prehrambenih proizvoda se Cesto koriste u
svrhu otkrivanja patogenih mikroorganizama i njihovih mogucih toksina, te jednostavni
imunokromatografski test (engl. Lateral Flow Immunochromatographic Test) (Butorac i sur.,
2013).



2.1. Imunoenzimske metode

Imunoenzimski ELISA test (engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je metoda pomocu
koje se moze odrediti prisutnost antigena, te ako su prisutni, takoder pomoéu ove metode je
moguce odrediti njihov udio. ELISA test se temelji na specificnom vezanju antitijela i antigena
iz uzorka, a provodi se spektrofotometrijskim mjerenjem reakcije kao rezultat promjene boje.
Ova metoda je izrazito osjetljiva i selektivna i zahvaljujuéi njoj je moguée odrediti nisku
koncentraciju analita, a to predstavlja nekoliko nanograma po kilogramu (ng kg=!) uzorka koji
se ispituje (Butorac i sur., 2013). Prednosti ELISA testa su brzina i pouzdanost rezultata, a test
ne zahtijeva potrosnju velike koli¢ine antigena i antitijela (Cvrtila i Runje, 2006). Uclestala
uporaba ELISA testa je u odredivanju alergena u razlicitim prehrambenim proizvodima, a neki
od tih proizvoda su: mlijeko, kikiriki, ljeSnjak i jaja (Chen i sur., 2012). Takoder, ova metoda
Cesto pronalazi primjenu i u odredivanju vrste mesa u toplinski tretiranim ili toplinski
netretiranim proizvodima (Cvrtila i Runje, 2006). Postoje razli¢ite vrste ELISA testova, a
najcesée su: indirektna, "sendvic", konkurentna, te nova direktna, prijenosna i viSestruka

metoda pomocu mikrotitarskih ploca (Butorac i sur., 2013).

2.1.1. "Sendvic" ELISA test

XN

"Sendvic" ELISA test je jedan od najéescée koristenih imunoenzimskih testova u svrhu detekcije
proteina. Ova metoda ukljucuje imobilizaciju primarnog antitijela na dno jazica mikrotitarske
plocCe. Nakon dodavanja standardne otopine ili otopine uzorka, dolazi do stvaranja veze izmedu
antitijela i antigena, ukoliko je antigen prisutan u odredenom uzorku. Poslije toga, provodi se
ispiranje i tada dolazi do uklanjanja onih antigena koji nisu vezani na primarno antitijelo. U
sljedecoj fazi reakcije, dodaje se sekundarno antitijelo koje je obiljeZzeno enzimom i ponovno
dolazi do stvaranja veze izmedu antitijela i specificnog antigena, odnosno, u ovom slucaju se
sekundarno antitijelo veZe na postojeéi antigen — antitijelo kompleks, te se na takav nacin
stvara "sendvic". Specificni antigen je smjesten u "sendvic" izmedu primarnog i sekundarnog
antitijela. U posljednjim fazama reakcije dodaje se supstrat koji reagira sa enzimom i uzrokuje
nastajanje obojenog produkta. Nastalo obojenje se mjeri spektrofotometrijski, a za ovaj princip
testa je karakteristicno da je izmjerena apsorbancija direktno proporcionalna koncentraciji

analita (Besler i sur., 2002). Na slici 1 prikazan je tijek "sendvic" ELISA testa (Pokhrel, 2015).

Xn

"Sendvic" ELISA test razvijen je zahvaljujui optimizaciji svakog pojedinacnog koraka ELISA
testa (Ecker i Cichna-Markl, 2012). Prednosti "sendvic" ELISA testa su:



e visoka specifi¢nost, obzirom da se koriste primarno i sekundarno antitijelo, te se zbog
toga antigen posebno hvata i detektira,

e antigen ne zahtijeva ciScenje prije mjerenja, pa je test pogodan za analizu slozenijih
uzoraka,

o fleksibilnost i osjetljivost (Pokhrel, 2015).

Ispiranje Ispiranje ) Ispiranje —~
> s E e E~ E-4IS
N A AYA
| : : _
Imobilizacija Stvaranje veze Dodavanje Dodavanje
primarnog antitijela izmedu antigena i sekundarnog supstrata koji u
na dno jazica primarnog antitijela reakciji s
mikrotitarske ploce antitijela obiljezenog enzimom daje

enzimom i njegovo obojeni produkt
vezanje na nastali

antigen — antitijelo

kompleks

Slika 1. Prikaz tijeka "sendvic" ELISA testa (Pokhrel, 2015)

2.1.2. Konkurentni ili kompetitivni ELISA test

Prvi korak u provodenju konkurentnog ili kompetitivnog ELISA testa ukljucuje imobilizaciju
antigena na cvrstu fazu. Nakon toga, u jazice mikrotitarske ploce dodaje se primarno antitijelo
i uzorak koji sadrzi odredenu kolic¢inu slobodnog antigena. Dolazi do natjecanja izmedu ta dva
antigena, imobiliziranog antigena i slobodnog antigena iz uzorka koji ¢e se vezati sa antitijelom
te na taj nacin omoguditi stvaranje kompleksa antitijelo — antigen. Antigen prisutan u uzorku
ima prednost pred imobiliziranim antigenom zbog toga Sto prvi dolazi u kontakt sa antitijelom.
Slijedi korak ispiranja mikrotitarske ploce kako bi se uklonili antigeni koji se nisu vezali za
antitijelo i stvorili potreban kompleks. Sljedeéi korak Cini dodavanje sekundarnog antitijela
obiljezenog enzimom i njegovo vezanje za postojeéi antitijelo — antigen komples. Ponovno se
provodi ispiranje kako bi se uklonila antitijela koja nisu prepoznala i vezala se za kompleks. U
zavrsnim koracima reakcije dodaje se supstrat koji je specifian za enzim i njegov dodatak
rezultira nastankom obojenog produkta, te omogucuje detekciju antigena u odredenom

uzorku. U slucaju da u analiziranom uzorku nisu prisutni antigeni, tada ¢e sekundarna antitijela



koja su obiljezena enzimom pokazati najveéi moguci afinitet prema onom antigenu koji je
imobiliziran za ¢vrstu fazu. Izmjerena apsorbancija obojenog produkta koji je nastao ée biti
izrazito visoka. U slucaju pak kada je prisutna velika koli¢ina slobodnog antigena u uzorku,
doci ¢e do vezanja manje koli¢ine sekundarnog antitijela obiljezenog enzimom na imobilizirani
antigen. Visoka koncentracija slobodnih antigena iz uzorka uzrokuje inhibiciju vezanja

antigena. Slika 2 prikazuje tijek kompetitivnog ili konkurentnog ELISA testa (Pokhrel, 2015).

Kompetitivni ELISA test je karakteristiCan po tome Sto je koncentracija antigena prisutnog u
analiziranom uzorku obrnuto proporcionalna intenzitetu obojenog produkta nastalog dodatkom
supstrata (Ayadin, 2015; Besler i sur., 2002; Pokhrel, 2015). Jedna od prednosti kompetitivhog
ELISA testa je ta Sto se smatra vrlo korisnim za postupke kvantitativnog analiziranja uzoraka
koji sadrze nisku koncentraciju analita (Cellsignal, 2001).

AL \/ Ispiranje
0N —

Inkubacija Dodatak prethodno Dodatak Dodatak supstrata
primarnog antitijelai  nastale smjese u sekundarnog specificnog za
slobodnog antigena jazice mikrotitarske antitijela obiljezenog enzim i nastanak
prisutnog u ploce, te kompeticija enzimom i njegovo obojenog produkta
ispitivanom uzorku slobodnog i vezanje za vec

imobiliziranog postojeci antitijelo —

antigena za vezanje antigen kompleks

sa antitijelom

Slika 2. Prikaz tijeka kompetitivhog ili konkurentnog ELISA testa (Pokhrel, 2015)

2.1.3. Indirektni ELISA test

Indirektni ELISA test se sastoji od viSe koraka od kojih se prvih nekoliko koraka provodi na isti
nacin kao u slucaju direktnog ELISA testa. Ova metoda se razlikuje od direktnog ELISA testa
po tome Sto izostaje korak dodatnog ispiranja, te po vrsti antitijela koja se dodaju nakon
uklanjanja pufera. Slika 3 prikazuje tijek indirektnog ELISA testa (Creative Diagnostics, 2009).
Cilj testa je detekcija prvotno vezanog antitijela pomocu sekundarnog antitijela obiljezenog

enzimom. Prvi korak u indirektnom ELISA testu predstavlja imobilizacija antigena na cvrstu



fazu. U indirektnom ELISA testu se koriste dva antitijela, prvo se dodaje primarno antitijelo
koje je zaduzeno za detekciju antigena, te za razliku od direktnog ELISA testa nije obiljezeno
enzimom. Nakon toga, provodi se korak ispiranja. Zatim se dodaje sekundarno antitijelo
obiljezeno enzimom koje je komplementarno primarnom antitijelu i potrebno za detekciju
primarnog vezanog antitijela. Ponavlja se korak ispiranja, te provodi dodatak supstrata Sto
rezultira nastankom obojenog produkta. Signal koji nastaje mjeri se pomocu posebno
dizajniranog citaca. Indirektni ELISA test je puno osjetljiviji obzirom na direktni ELISA test.
Takoder, prednosti ovog testa ukljucuju nisku cijenu te mogucnost koristenja velikog broja
razli¢itih primarnih antitijela (Engvall, 2010; Kohl, Ascoli, 2017; Shah, Maghsoudlou, 2016).
Osnovni nedostatak ove metode je postojanje rizika unakrsne reaktivnosti izmedu sekundarnih

antitijela obiljezenih enzimom (Cellsignal, 2001).

Enzim Supstrat
Prlm?rno Sekundarno O 40\
antitijelo (e .
antitijelo g & Signal
Antigen '
& & &
Cvrsta faza
Antigen se veze za Dodatak primarnog  Dodatak Dodatak supstrata
Cvrstu fazu (jazice antitijela koji sekundarnog koji rezultira
mikrotitarske ploCe)  prepoznaje antitijela obiljezenog nastankom obojenog
pasivhom pripadajuci antigen enzimom koji je produkta
adsorpcijom i potreban za
inkubacijom otkrivanje prvog

vezanog antitijela

Slika 3. Prikaz tijeka indirektnog ELISA testa (Creative Diagnostics, 2009)

2.1.4. Direktni ELISA test

Direktni ELISA test zapocinje imobilizacijom antigena na ¢vrstu fazu kroz inkubaciju koja traje
jedan sat pri temperaturi 37 °C ili preko noci pri temperaturi 4 °C. Nakon zavrsetka inkubacije,
slijedi ispiranje ELISA ploce (Cvrsta faza), na koju se vezao antigen, kako bi se eventualno,
ukoliko su bila prisutna, uklonila nevezana antitijela i blokirala nevezana mjesta na ploci

koriStenjem raznih sredstava na bazi Zivotinjskih proteina. Ovaj korak je izuzetno znacajan



obzirom da zaustavlja vezanje nespecificnih antitijela na ELISA plocu i na taj nacin smanjuje
mogucnost pojave lazno pozitivnih rezultata. Zatim se dodaje pufer te se ploca ispire, a nakon
toga slijedi dodatak primarnog antitijela obiljezenog enzimom (za razliku od indirektnog ELISA
testa tijekom kojeg se dodaje primarno antitijelo na koje nije vezan enzim). Primarno antitijelo
obiljezeno enzimom se veze direktno na antigen koji je vezan na ELISA plocu, odnosno ¢vrstu
fazu. Provodi se ispiranje te dodaje supstrat Sto rezultira nastankom obojenja. Dobiveni signal
mjeri se pomocu posebnog Citaca. Na slici 4 prikazan je tijek direktnog ELISA testa (Creative
Diagnostics, 2009). Prednosti direktnog ELISA testa su:

¢ uklanjanje krizne reaktivnosti sekundarnih antitijela,
e vecu brzinu u odnosu na indirektni ELISA test zbog manjeg broja koraka koji se

provode,
a nedostaci :

e nisku osjetljivost
e visoku cijenu (Engvall, 2010; Kohl, Ascoli, 2017; Shah, Maghsoudlou, 2016).

i - Supstrat ,C.(\
Primarno gy P

Antigen — “"['Hulﬁ‘;- Enzim g o4 Signal
Cwrsta faza
Antigen se veze na Cvrstu Dodaje se primarno Dodaje se supstrat i
fazu (jazice mikrotitarske antitijelo obiljezeno razvija boja
ploce) pasivhom enzimom i inkubira sa
adsorpcijom antigenom

Slika 4. Prikaz tijeka direktnog ELISA testa (Creative Diagnostics, 2009)



2.2. Kemijski sastav meda i pcelinjih proizvoda

Prema "Pravilniku o medu" med se definira kao sladak prehrambeni proizvod koji proizvode
medonosne pcele. To su pcele koje siSu nektar medonosnih biljaka ili sekrete Zivih dijelova
biljaka, zatim skupljaju usisani nektar, dodaju mu vlastite specificne tvari, uklanjaju odredenu
potrebnu koli¢inu vode procesom isparavanja i odlazu u stanice saca do trenutka sazrijevanja
(Pravilnik, 2015).

Takoder, prema "Pravilniku o medu" definirana je osnovna podjela meda, a to je: a) prema

podrijetlu i b) prema nacinu proizvodnije i/ili prezentiranja.
Prema podrijetlu, med se dijeli na:

a) cvjetni ili nektarni med: med koji se dobiva od medonosnih biljaka
b) medljikovac ili medun: med koji se dobiva od izluCevina kukaca (Hemiptera) koji

nastanjuju Zive dijelove biljaka ili od sekreta Zivih dijelova biljaka.
Prema nacinu proizvodnje i/ili prezentiranja, med se dijeli na:

a) med usacu: med kojeg pcele Cuvaju u stanicama svjeze izgradenog saca koji ne sadrzi
leglo ili u satnim osnovama napravljenim od pcelinjeg voska

b) med sa sacem ili med s dijelovima saca

c) cijedeni med: stanice sace s medom se otklope, vrsi se ocjedivanje i na takav nacin se
dobije cijedeni med

d) vrcani med: upotrebom vrcaljke, odnosno vrcanjem dobije se ova vrsta meda

e) preSani med: med koji se dobiva na nacin da se saca bez legla presa na hladno ili
koriStenjem umjerene temperature koja ne bi trebala prelaziti 45 °C

f) filtrirani med: med koji nastaje tako Sto se uklanjanjem stranih anorganskih ili
organskih tvari znacajno uklanjaju zrnca peludi, te to smanjuje prehrambenu vrijednost
(Pravilnik, 2015).

Postoji i med za industrijsku uporabu, koji se prema Pravilniku iz 2015. godine naziva pekarski
med. To je med koji se koristi u prehrambenoj industriji i moZe se koristiti kao sastojak hrane
koja ¢e se preradivati, te moze imati strani okus ili miris, biti prevrio ili pregrijan (Pravilnik,
2017).

Otkrice meda datira jos od najranijih vremena te je prvo pismeno spominjanje meda bilo na

sumerskom jeziku zapisano na ploci koja potjece iz 2100. - 2000. godine prije Krista. Na tom



zapisu govori se 0 medu kao lijeku i namirnici jer med se od tih najranijih vremena koristio u
prehrambene i medicinske svrhe. U mnogo razli¢itih kultura med je imao i odredenu vrstu
medicinske uloge zbog svojih svojstava, obzirom da je zabiljezena njegova primjena za
lije¢enje opekotina, mrene, Cireva i opcenito zacjeljivanje rana. Smatra se da djeluje smirujuce
pri nanosSenju na otvorene rane. Med se zahvaljujuéi svojoj visokoj osmolarnosti moze ponasati
kao zastitna barijera u slucaju njegovog nanosenja na rane, te tako sprijeciti nastanak i razvoj
bakterija na podrucju rane. Za vrijeme razvoja i Zivota prvih ljudi na zemlji, med je bio jedino
prirodno dostupno sladilo i kao takav vrlo vazan prehrambeni proizvod za Homo sapiens.
Takoder, dugo je predstavljao izrazito znacajan izvor ugljikohidrata (Alvarez-Suarez i sur.,
2010).

Obzirom na sastav, med je slozena smjesa viSe razliCitih sastojaka kao Sto su: Seceri (u
najviSem udjelu glukoza i fruktoza), proteini, enzimi, aminokiseline, anorganske kiseline,
vitamini, hormoni i mineralne tvari. Medu navedenim sastojcima, najveci udio opcenito u medu
zauzimaju Seceri glukoza i fruktoza, dok su neki sastojci prisutni u nizim udjelima: fenolne
kiseline, flavonoidi, odredeni enzimi i aminokiseline poznati po svojim antioksidacijskim
svojstvima. Fruktoza i glukoza, kao glavne komponente meda tijekom probave se vrlo brzo
prenose u krvotok i na taj nacin zadovoljavaju dio potreba tijela za energijom. Koli¢ina od 20
g meda moZze pokriti otprilike 3 % dnevnih potreba organizma za energijom. Med sadrzi oko
0,5 % proteina koje najviSe sacinjavaju enzimi, a prisutne su i slobodne aminokiseline. Udio
elemenata u tragovima i mineralnih tvari pod vrlo velikim je utjecajem botanickog i geoloskog
podrijetla meda. Elementi u tragovima su usko vezani uz biomedicinsku aktivnost te imaju
puno poznatih ali i joS uvijek nepoznatih uloga. Iz tog razloga su provedena brojna istrazivanja
0 sadrzaju elemenata u tragovima i mineralnih tvari u medu. Opéenito, udio vitamina u medu
je nizak, a prisutni vitamini ukljuCuju: vitamin K, vitamine B1, B2, B6 i niacin. Aromu meda
Cine brojni hlapljivi sastojci, prema nekim istrazivanjima vise od 500 hlapljivih sastojaka.
Sastojci arome u razli¢itim vrstama meda najviSe ovise o botanickom podrijetlu meda. Jedan
od primjera spojeva koji karakteriziraju aromu meda je metil antranilat koji je detektiran u
citrusnom medu i karakteristi¢an je za tu vrstu meda (Alvarez-Suarez i sur., 2010). Svojstva i
sastav meda koji ga karakterizira i ¢ini specifiénim izrazito je pod utjecajem regije i sezone
proizvodnje, vremena skladiStenja u stanicama saca, sorte pcela, vrste biljke koja predstavlja
izvor nektara, nacina berbe i skladiStenja nakon provedene berbe (Bilikova i sur., 2015).

Poznata je Cinjenica da je med osnovna hrana kolonijama pcela, ali takoder je znacajan izvor
viSe razli¢itih antimikrobnih spojeva Cija je uloga obrana zivih organizama. Med je vrlo vrijedan

proizvod i zahvaljujuéi antibakterijskom djelovanju koje se moze izraziti kao peroksidno i



neperoksidno djelovanje. Peroksidno djelovanje se javlja kao posljedica nastajanja vodikovog
peroksida koji predstavlja enzimski produkt nastajanja glukonske kiseline iz glukoze, a
neperoksidno djelovanje moze se povezati s antimikrobnim spojevima cvjetnog podrijetla, te

proteinima i peptidima pcela prisutnim u medu (Bilikova i sur., 2015).

Takoder, postoji vise razliCitih pcelinjih proizvoda, medu kojima se s obzirom na specifi¢an
sastav i primjenu najviSe isticu mati¢na mlije€ i propolis. Tim pcelinjim proizvodima pripisuju

se i brojni pozitivni ucinci na zdravlje (Suran i sur., 2016; Orsoli¢, 2013; Furusawa i sur., 2016).

Mlijec je tekuéina koju izluCuju posebne Zlijezde, a medonosne pcele je koriste za opskrbu

matice i li¢inki hranom. Postoje tri vrste mlijeci:

e radilicka,

e trutovska i

¢ maticna mlijec.
Mati¢na mlijeC sadrzi pantotensku kiselinu, biopterin i neobiopterin u koli¢ini koja je deset puta
visa u odnosu na radilicku i trutovsku mlijec. Takoder, mati¢na mlije¢ sadrzi protein rojalaktin
koji utjece pozitivno na medonosne pcele skradivanjem perioda koji je potreban za njihov
razvitak te povecanjem velicine tijela. Poznato je kako protein rojalaktin (engl. Major Royal
Jelly Protein 1, MRIP1) ima vrlo znacajnu ulogu u diferencijaciji péela matica. Mati¢na mlije¢
kod ljudi se moze koristiti u medicinske svrhe. Smatra se da povoljno djeluje na usporavanije
procesa starenja, sprjecava razvitak dijabetesa regeneracijom ostecenih stanica gusterace, te
da ima protutumorska, antialergijska i antimikrobna svojstva. Zahvaljujuci 10-hidroksi-
decenskoj kiselini i zasicenim dikarboksilnim kiselinama, mati¢na mlije¢ posjeduje izrazitu
protutumorsku aktivnost. Ona djeluje tako Sto poti¢e nastanak limfocita T koji se bore protiv
tumorskih stanica. Na temelju istrazivanja na miSevima, kojima se pokusalo dokazati da
mati¢na mlijeC ima i antialergijska svojstva, zaklju¢eno je da je glavni protein MM 3 (engl.
Major Rojal Jelly Protein 3; MRIP3) tvar kojoj se pripisuju antialergijska svojstva (Furusawa i
sur., 2016; OrsSoli¢, 2013).

Obzirom na sastav, najvisi udio u mati¢noj mlijeci zauzima voda, 60 — 70 %, udio proteina
iznosi 10 — 18 %, Secera 9 — 15 %, masti 1,5 — 7 %, anorganskih tvari 0,7 — 1,5 %, a mati¢na
mlijeC sadrZi i odredene enzime, neuroprijenosnike (acetilkolin i kolin) te spolne hormone
(estradiol, testosteron, progesteron) (Orsoli¢, 2013). Aktivitet vode (aw) prelazi vrijednost 0,92
iako mati¢na mlije¢ pokazuje visoku mikrobiolosku stabilnost. Jednu od znacajnijih skupina
sastojaka koje grade mati¢nu mlije¢ cine fenoli, steroli, gliceroli, vosak, neutralne masti,

fosfolipidi i slobodne organske kiseline. Sto se tice slobodnih organskih kiselina koje ulaze u
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sastav mati¢ne mlijeci, naj¢escée se radi o monohidroksi i dihidroksi kiselinama te dikarboksilnim
kiselinama s 8 ili 10 ugljikovih atoma. Hidroksi kiseline koje su gradene od 10 ugljikovih atoma
se mogu nalaziti u visokim koncentracijama. Identifikacija ovih spojeva moze se koristiti kao
kriterij definiranja izvornosti maticne mlijeci i pomoc¢u njih moguce je detektirati prisutnost
maticne mlije¢i u razli¢itim prehrambenim i kozmeti¢kim proizvodima provodenjem
odgovarajudih analiza (Sabatini i sur., 2009). Proteini koji su prisutni u mati¢noj mlijeci cine
oko polovinu suhe tvari i velikim dijelom su topljivi u vodi. Glavni proteini mati¢ne mlijeci (engl.
Major Royal Jelly Proteins, MRIPs) Cine veliki dio topljivih proteina i imaju devet ¢lanova. U
sastav mati¢ne mlijeci ulaze i proteinske supstance koje su bitne za metabolizam ugljikohidrata,

a to su: glukoza oksidaza, prethodnik — glukozidaza i glukoza dehidrogenaza (Orsoli¢, 2013).

PCelinji proizvod kojem se takoder pripisuju brojni pozitivni ucinci na zdravlje, propolis, je
smolasta tvar koja nastaje tako Sto pcele biljne ekstrakte sakupljene s cvjetnih pupoljaka
mijeSaju s voskom i vlastitim enzimima. Propolis predstavlja glavnu liniju obrane pcela od
raznih Stetnih utjecaja. Osim toga, koristi se kao materijal koji omogucuje zagladivanje zidova
kosnice, stiti od razvitka mogucih bolesti plela te prekriva razne nametnike uginule u kosnici
Cime se spreCava Sirenje nastalih bakterija u raspadnutom dijelu tkiva. Smatra se da propolis
ima brojne pozitivne ucinke na zdravlje ljudi kao Sto su: imunomodulacijski, protutumorski,

protuupalni, antioksidacijski, antimikrobni i antiparazitski ucinak (Suran i sur., 2016).
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2.3. Primjena ELISA metoda u analizama meda i pcelinjih proizvoda

U novije vrijeme pojavila se sve veca potreba za provodenjem razliitih vrsta analiza u svrhu
kontrole kvalitete i odredivanja autenti¢nosti meda, a svoju primjenu u tom podrucju cesto
pronalaze i imunoenzimske metode ili ELISA metode, metode iz skupine imunoloskih, odnosno
imunokemijskih metoda. Njihova primjena usmjerena je na detekciju i odredivanje specifi¢nih

sastojaka meda, kao Sto su na primjer enzimi (Baroni i sur., 2002).

Jedan od nacina utvrdivanja autenti¢nosti meda i pcelinjih proizvoda je mjerenje omjera
stabilnih izotopa C i N. Medutim, u posljednje vrijeme smatra se da je pri odredivanju
autenti¢nosti znacajan Cimbenik fizioloSka funkcija izvornih sastojaka navedenih proizvoda
(Ramadan i Al-Ghamdi, 2012). Tijekom utvrdivanja autenti¢nosti meda moguce je i odrediti
porast koncentracije Secera te pad koncentracije proteina. Odredivanje autenti¢nosti meda
temeljem detekcije proteina i peptida koje su pcele izluCile u med, predstavlja jedan od
novorazvijenih nacina za unaprjedenje kvalitete meda kao funkcionalne hrane (Bilikova i sur.,
2015).

ELISA metode, kao Sto je navedeno, pronalaze primjenu u detekciji proteina u medu i pcelinjim
proizvodima, a neke od tih proteinskih supstanci predstavljaju i apalbumin-1 te pcelinji peptid
defenzin-1. Jedan od znacajnih kriterija za odredivanje autentiCnosti meda ili pcelinjih
proizvoda je prisutnost apalbumina-1. Najé¢eSée se apalbumin koristi kao marker u utvrdivanju
autenti¢nosti mati¢ne mlijeci (Sabatini i sur., 2009). Smatra se da bi bilo poZeljno prilikom
stavljanja na trziSte meda i pCelinjih proizvoda na ambalazi naznaditi informaciju o koncentraciji
apalbumina-1 koji ima izraZenu fizioloSku aktivnost (Bilikova i sur., 2015). Tijekom odredivanja
apalbumina-1, kako bi se proveo ELISA test, uzorak je potrebno pripremiti na odredeni nacin.
Apalbumin-1 kao glavni protein maticne mlijeci predstavlja autenticnu supstancu meda. Prije
provedbe ELISA testova, Cesto se provodi ultracentrifugiranje uzoraka meda, liofilizacija, a
ukoliko je potrebno, uzorak se za analizu Cuva pri temperaturi od 20 °C. Poliklonska antitijela
protiv standardnog proteina, apalbumina-1, se proizvode procesom imunizacije kunica
rekombiniranim apalbuminom-1 te ¢uvaju pri temperaturi od 20 °C. Nakon pripreme uzoraka
i proizvodnje odgovarajucih poliklonskih antitijela, provodi se ELISA test. Jedan od primjera
primjene ukljucuje mikrotitarsku plocu ravnog dna s 96 jaZica na koju su dodani odgovarajuci
razrijedeni uzorci meda. ELISA metoda moze se primijeniti za detekciju apalbumina-1 u
uzorcima meda pri éemu posebnu paznju treba posvetiti odgovarajuéim razrjedenjima uzoraka
za koja bi bilo pozeljno da budu u rasponu od 0,1 do 0,01 %. U slu¢ajevima nizih razrjedenja

uzoraka meda, ispod vrijednosti 0,1 %, osjetljivost metode je smanjena i zbog utjecaja Secera
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koji su u uzorku prisutni u visokim koncentracijama (Bilikova i Simuth, 2010; Bilikova i sur.,
2015).

Odredivanje apalbumina-1 u medu ELISA metodom primjenjuje se u razlicite svrhe koje mogu

ukljucivati:

a) prvotno odredivanje kvalitete i autenti¢nosti meda

b) utvrdivanje krivotvorina meda, odnosno zamjena meda i pcelinjih proizvoda sa jeftinim
industrijskim sirupima, kao Sto su kukuruzni sirup i kukuruzni sirup s visokim udjelom
fruktoze

c) odredivanje apalbumina-1 u razli¢itim pripravcima koji se koriste tijekom proizvodnje
pojedinih prehrambenih proizvoda, kao takoder i u drugim podrucjima kao Sto su
proizvodnja kozmetickih preparata, apiterapija, farmaceutska industrijia (Bilikova i Simuth,
2010; Bilikova i sur., 2015).

Provedeno je i istrazivanje sa svrhom pracenja promjena udjela apalbumina-1 u medu pri
razliitim temperaturama ovisno o pojedinim fazama proizvodnje i skladistenja meda. U Zelji
da se istrazi kako temperatura utjeCe na termostabilnost apalbumina-1, uzorci meda su
zagrijavani pri temperaturama 30, 60, 80 i 100 °C u trajanju od 40 minuta. Nakon provedenih
analiza ELISA metodama, zaklju¢eno je da se uzorci zagrijavani pri temperaturama od 30, 60
i 80 °C ne razlikuju od nezagrijavanih uzoraka. Pri temperaturi od 100 °C zabiljezene su
promjene u uzorcima, odnosno utvrdeno je kako se pri toj temperaturi pocinje djelomic¢no
odvijati proces razgradnje proteina. Zakljuceno je da je apalbumin-1 u uvjetima inkubacije koji
ukljucuju temperaturu od 80 °C te period od 40 minuta, u uzorcima meda termostabilan. ELISA
metoda se obzirom na vrlo precizne rezultate uspostavila kao vrlo korisna i to¢na metoda u

svrhu odredivanja udjela apalbumina-1 u medu (Bilikova i Simuth, 2010; Bilikova i sur., 2015).

U svrhu kontrole kvalitete meda moze se provoditi kvantifikacija pcelinjeg peptida defenzina-
1 pri ¢emu svoju primjenu pronalazi i ELISA test, esto po principu kompetitivnog ELISA testa.
Primjena imunoenzimskog ELISA testa narocito je pogodna pri utvrdivanje onih vrsta meda za
koje se smatra da ispoljavaju visoko antibakterijsko djelovanje, obzirom da je spomenuti peptid
defenzin-1, uz H,0, , jedan od bitnih ¢imbenika koji utjee na antibakterijsku aktivnost meda
(Valachova i sur., 2016).

Defenzin-1 je prvi put izdvojen iz maticne mlijeci i tek je kasnije detektiran u samom medu.
Takoder, detektiran je u hemolimfi pcela te u njihovim glavama i prsnoj Zlijezdi. Smatra se da
ima izrazenu aktivnost protiv gram-pozitivnih bakterija, a puno slabije, u jako rijetkim

slucajevima, protiv gram-negativnih bakterija. Defenzin-1 je prisutan u masnom tkivu pcela za

13



vrijeme odredenih imunoloskih odgovora ili se pojavljuje u tkivima koja su u neprestanom
dodiru sa Stetnim izvorima iz okolisa. U slucaju zaraze pcela, defenzin-1 je prisutan u masnom
tkivu u tijelu, a kao dio imunoloskog odgovora, putuje do hemolimfe. Smatra se da peptid
defenzin-1 u organizmu pcela izluCuje hipofaringealna Zlijezda. Izmedu ostalog, pcele koriste
odredene izluCevine te Zlijezde za proizvodnju mati¢ne mlijeci i meda. Koncentracija defenzina-

1 je u mati¢noj mlijeci i medu vrlo varijabilna (Valachova i sur., 2016; Kwakman i Zaat, 2012).

Kompetitivni ELISA test primijenjen je u istrazivanju Valachove i suradnika (2016) za
odredivanje defenzina-1 u uzorcima meda s ciljem kontrole kvalitete meda. Osnovno nacelo
za provedbu testa u svrhu kvantifikacije defenzina-1 predstavljala je kompeticija izmedu
ciljanog analita ili defenzina-1 iz uzorka te konjuguiranog antitijela, za vezanje na podlogu sa
prethodno odgovarajuce pripremljenim poliklonskim antitijelima. Za pocetak provedbe testa,
prethodno posebno proizvedena primarna antitijela su u odgovarajucoj koncentraciji
adsorbirana na jazice mikrotitarske ploce u trajanju od 18 sati pri temperaturi od 4 °C. Zatim
su dodani uzorci sa odredenim sadrZzajem defenzina-1 te je uslijedio dodatak pufera za
blokiranje s ciljem uklanjanja suvisnih mjesta za vezanje. Kada je dodan pufer za blokiranje,
slijedio je dodatak poliklonskih antitijela uz mijeSanje sadrzaja mikrotitarske ploce u trajanju
od 5 minuta. Nakon inkubacije tijekom noci pri temperaturi od 4 °C te zavrSnog ispiranja,
mjerenje apsorbancije provedeno je na ELISA mikroCitaCu pri 450 nm. Koncentracija
defenzina-1, odredena je prema prethodno izradenom bazdarnom dijagramu. Za primjenjene
reagense utvrdena je visoko izrazena specificnost prema defenzinu-1 te nisu zabiljezene

unakrsne reakcije s nekim drugim proteinskim tvarima u medu (Valachova i sur., 2016).

Primjer primjene kompetitivhog ELISA testa predstavlja takoder i detekcija te kvantifikacija
peludi odredene vrste suncokreta u uzorcima meda, u uvjetima kada je prisutna preko 10 %
s prigodnim linearnim odzivom u rasponu od 10 do 90 % peludi suncokreta (Baroni i sur.,
2002). Takoder, ELISA metodi pripisuje se visoka osjetljivost u slucajevima patvorenja meda.
Kompetitivni ELISA test primijenjen je i u istraZivanju Hrga i Stjepanovi¢ (2013) za odredivanje
proteina u medu, molekulske mase u rasponu od 33 do 36 kDa, na uzorcima meda s razlicitim
udjelima peludi suncokreta. Prije same analize, ciljani proteini su iz uzoraka monoflornog
suncokretovog meda razdvojeni kromatografskim tehnikama. Ukazano je da ELISA metoda
moze predstavljati alternativhu metodu melisopalinoloskoj analizi, sluzbenoj metodi kojom se
utvrduje postotak peludi odredene biljne vrste, pa tako i peludi suncokreta u uzorcima meda

iz navedenog istrazivanja.

Won i suradnici (2009) proveli su istraZivanje na uzorcima domaceg korejskog meda i meda

podrijetlom s europskog podrucja. Tijekom razvoja ELISA testa u svrhu istraZivanja, posebno
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su proizvedena antitijela specificna za sastojke analiziranih uzoraka. ELISA testom ucinkovito
je prepoznat glavni protein meda i u slucajevima kada je prisutan u niskoj koncentraciji, Sto
ukazuje na pouzdanost primijenjenog testa, posebno u kombinaciji s SDS elektroforezom
(Baroni i sur., 2004; Won i sur, 2009).

Za provodenje analiza na uzorcima prirodnog i umjetnog meda kako bi se utvrdile njihove
razlike, primjenu pronalazi i indirektna ELISA metoda. Tijekom razvoja metode u istrazivanju
Joe i suradnika (2018) proizvedena su specificna antitijela koja su se koristila, temeljem
njihovog afiniteta za vezanje sa odredenim sastojcima, za detekciju i kvantifikaciju tih
sastojaka u medu. Analize su provedene na uzorcima koji su predstavljali odredene omjere
prirodnog i umjetnog meda, a Ciji su pojedini sastojci tijekom provedbe ELISA metode
predstavljali ciljane antigene. Posebno proizvedeno, specificno primarno antitijelo prepoznato
je od strane glavnih proteina iz uzoraka prirodnog meda, za razliku od uzoraka umjetnog meda.
Razvijena ELISA metoda omogucila je utvrdivanje razlika izmedu uzoraka potpuno prirodnog
meda i uzoraka meda koji su sadrzavali dodane sastojke.

Maticna mlijeC, tekucina koju izluCuju hipofaringealna i mandibularna Zlijezda mladih pcela
radilica te koja moze biti koriStena za prehranu liCinki, poznata je po svojoj bioloskoj aktivnosti
i zahvaljujuci tome se koristi u viSe razlicitih podrucja, u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji
te za proizvodnju odredenih kozmetickih proizvoda. RaSirenost uporabe utjecala je na
povecanje uvoza u onim zemljama gdje proizvodnja maticne mlijeci nije uspjela zadovoljiti
potrebe domaceg trzista. U svrhu kvantitativnih i kvalitativnih analiza razliCitih komponenata
te provedbe odredenih analitickih testova na komercijalno dostupnim proizvodima, pojavila se
potreba za poboljSanjem mogucnosti provodenja razliCitih analitickin tehnika ¢ime bi se
omogudila bolja pouzdanost i toCnost rezultata provedenih analiza (Ramadan i Al-Ghamdi,
2012).

U cilju utvrdivanja autenti¢nosti maticne mlijeCi, provedena su brojna istrazivanja te je
zakljuceno da jedan od kriterija moze predstavljati 10-hidroksi-2-decenska kiselina (10-HDA)
Cija koncentracija u razli¢itim uzorcima moze biti razli¢ita, odnosno moze varirati u Sirokom
rasponu ( Sabatini i sur., 2009; Ramadan i Al-Ghamdi, 2012).

Utvrdivanje autenti¢nosti znacajno je obzirom na pojavu nepoZzeljne opskrbe pcela proizvodima
koji nisu njihova prirodna hrana te zamjene odredenog volumena mati¢ne mlije¢i nekom
drugom sirovinom ili pak zamjene cijelog proizvoda nekom drugom sirovinom. Nepozeljni
primjeri dodatka vise od 25 % jogurta, bjelanjaka, vode i kukuruznog skroba, mogu biti
detektirani odredivanjem porasta udjela vlage, smanjenja udjela masti, proteina i 10-HDA te
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nemogucnosti otapanja u alkalnom mediju (Sabatini i sur., 2009; Ramadan i Al-Ghamdi, 2012).
Identifikacijom peludi koju sadrzi maticna mlije€ moze se odrediti zemljopisno podrijetlo
proizvoda pri ¢emu strucnjaci imaju mogucénost formiranja svojih vlastitih peludnih baza
podataka (Ramadan i Al-Ghamdi, 2012).

Takoder, jedan od temeljnih nacina odredivanja kvalitete mati¢ne mlijeci je pracenje svjeZine
proizvoda te su provedena istrazivanja kako bi se utvrdilo kako promjene u udjelu pojedinih
sastojaka utjeCu na svjezinu. Sabatini i suradnici (2009) su proveli istrazivanje na uzorcima
maticne mlije¢i pohranjenim pri temperaturi od 4 °C i 20 °C periodicki tijekom 24 mjeseca s
ciliem utvrdivanja promjena u sadrzaju enzima glukoza oksidaze. Zakljuceno je da na taj enzim
znacajno utjeCu temperatura i period Cuvanja. Prema rezultatima istrazivanja, koncentracija
enzima glukoza oksidaze se pri temperaturi od 20 °C znacajno smanijila tijekom mijesec dana,
a nakon godinu dana prisutnost enzima nije zabiljeZzena, Sto upuduje na njegovu razgradnju.
Pri temperaturi od 4 °C zabiljeZena je takoder smanjena koncentracija enzima, ali izrazito

manje u odnosu na temperaturu od 20 °C.

Nadalje, kao marker za odredivanje svjezine maticne mlijeci predlozen je apalbumin-1, obzirom
da je njegova razgradnja povezana s temperaturom i periodom skladiStenja. Glavni proteini
mati¢ne mlijeci (MRIPs) sastoje se od devet Clanova, a jedan od najvaznijih i najzastupljenijih
je MRJP1 ili apalbumin-1, poznat ranije kao rojalaktin. MRJP 1 je glikoprotein koji je dio
oligomernog kompleksa i sadrzi 432 aminokiselinska ostatka. Molekulska masa apalbumina-1
iznosi 55 — 57 kDa. Pripisuje mu se izrazito visoka bioloSka aktivnost. Apalbumin-1 potpomaze
sintezu DNA stanica (hepatocita) Stakora, omogucuje produljivanje procesa umnozavanja
hepatocita i povecava proizvodnju albumina. Zahvaljujuéi svojoj stabilnosti i imunoloskoj
aktivnosti, apalbumin-1 se moze koristiti u svrhu odredivanja kvalitete i autenticnosti. Kako bi
se provela detekcija MRJIP1, u novije vrijeme razvijena je brza ELISA metoda koja pronalazi
primjenu u tu svrhu. Osnovni nedostatak metode je dugo razvojno vrijeme te nestabilnost
postupka izvedbe (Shen i sur., 2015; Zhang i sur., 2019).
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2.4. Primjena ostalih imunoloskih, odnosno imunokemijskih metoda u analizama
meda

Pri odredivanju autenti¢nosti meda Cesto je znacajno odrediti i botanic¢ko podrijetlo istrazivanih
uzoraka, a smatra se kako u tom podrucju svoju primjenu moze pronaci i provedba Imunoblot
testova, metoda takoder iz navedene skupine imunoloskih, odnosno imunokemijskih metoda.
Tom metodom provodi se analiza proteina meda koji predstavljaju kemijske markere
botani¢kog podrijetla meda (Baroni i sur., 2002). Prije provedbe ove metode Cesto se izvodi
SDS poliakrilamidna elektroforeza (engl. Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis, SDS-PAGE). Naime, potrebno je razdvoijiti proteine koji se nalaze u ispitivanom
uzorku na temelju razlike u molekulskoj masi proteina. Nakon razdvajanja, proteini se prenose
na nitroceluloznu, sintetsku ili najlonsku membranu i kao takovi izlazu prisutnom specificnom
primarnom antitijelu. Nakon vezanja proteina i primarnog antitijela, na to primarno antitijelo
specificno se veze konjugirano sekundarno antitijelo. Mjesto na kojem je doslo do vezanja
primarnog antitijela i konjugiranog sekundarnog antitijela vidljivo je kao tamna linija (Butorac
i sur., 2013). U svrhu odredivanja botanickog podrijetla meda, Baroni i suradnici (2002), kao
Sto je ranije navedeno, primijenili su Imunoblot test, odnosno Western blot test. Navedeni
test, kojim se provode analize proteina meda, ubraja se u skupinu imunoloskih, odnosno
imunokemijskih testova. Svrha provodenja ove metode u uzorcima meda predstavljala je
kvantifikaciju proteina koji mogu imati obiljezje kemijskih markera botanickog podrijetla meda.
Nuzno je naglasiti da proteini meda potjecu iz plela te iz biljaka, peludi ili nektara. Proteini koji
potjecu od medonosnih pcela, trebali bi biti jednaki za sve vrste meda i iz tog razloga provodi
se utvrdivanje mogucénosti koristenja proteina peludi kao kemijskih markera botanickog
podrijetla meda. U svrhu te analize, u istrazivanju Baroni i suradnika (2002) koriStena su
poliklonska anti — pelud antitijela proizvedena imunizacijom kuni¢a peludi odredenih vrsta
suncokreta i eukaliptusa. Nakon Sto je proveden postupak dobivanja polikonskih antitijela
potrebnih za provedbu testa, uzorci meda su takoder za potrebe naknadne provedbe testa
pocetno najprije analizirani SDS elektroforezom s ciljem razdvajanja ciljanih proteina
upotrebom Coomassie Brilliant Blue R-250, a na osnovu razlika u njihovoj molekulskoj masi.
Nakon toga je proveden Imunoblot test. Proteinske trakice dobivene postupkom SDS
elektroforeze prenesene su na nitroceluloznu membranu te odgovarajuce fiksirane. Dodatkom
anti — pelud antitijela slijedila je inkubacija 2 sata pri sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja,
slijedio je dodatak sekundarnih antitijela. Nastali kompleksi detektirani su zavrSnim
kemiluminiscentnim mjerenjima. Primjenom ovog cjelokupnog postupka krajnji rezultati

ukazuju da su se anti — pelud antitijela, dobivena imunizacijom primjenom peludi iz odredene
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vrste suncokreta, vezala na odredene proteine razli¢ite molekulske mase iz uzoraka ekstrakata
meda sa sadrzajem peludi suncokreta. Utvrdena molekulska masa proteina bila je u rasponu
od 84 do 35 kDa. Takoder, rezultati pokazuju visoku specificnost anti — pelud antitijela,
dobivenih imunizacijom primjenom peludi iz odredene vrste suncokreta, za prepoznavanje
proteina iz uzoraka meda sa sadrzajem peludi suncokreta. U slucaju anti — pelud antitijela
dobivenih imunizacijom primjenom peludi iz odredene vrste eukaliptusa, utvrdeno je da
antitijela imaju moguénost povezivanja s proteinima peludi razli¢itih molekulskih masa, a iz
uzoraka meda sa odredenim sadrzajem peludi eukaliptusa. Utvrdene molekulske mase
razdvojenih proteina u ovom slucaju bile su u rasponu od 120 do 20 kDa. Medutim, ta antitijela
pokazala su sklonost prema povezivanju i s drugim ispitivanim ekstraktima proteina peludi iz
uzoraka meda. Zahvaljujuéi Cinjenici da se koristenjem SDS elektroforeze mogu projicirati
proteini peludi za prepoznavanje od strane antitijela takvih proteina ili ¢ak dijelova tih proteina,
proteini peludi mogu se koristiti kao kemijski markeri za utvrdivanje botani¢kog podrijetla

meda. To je posebno omoguéeno primjenom Imunoblot testa (Baroni i sur., 2002).

Jednu od mogucnosti primjene Imunoblot testa ili Western blot testa moze predstavljati
imunoloska karakterizacija glavnih proteina u medu razliCitih vrsta. Kako bi se navedena
metoda mogla provesti, Cesto je prvotno potrebno sastojke uzorka razdvojiti SDS
elektroforezom, a zavrSna mjerenja temeljem predhodnih specifi¢nih vezanja ¢esto se provode

kemiluminiscentnim mjerenjima (Won i sur., 2009).

U istraZivanju koje su provodili Joe i suradnici (2018) primijenjena je Western blot analiza kao
metoda za utvrdivanje razlika izmedu prirodnog i umjetnog meda. Metoda je provedena uz
primjenu antitijela specificnih za prepoznavanje profila proteina karakteristinih za med.
Proteini iz uzoraka meda razdvojeni su postupkom SDS elektroforeze te preneseni na
odgovaraju¢u membranu. Nakon blokiranja uzoraka odgovaraju¢im reagensom, slijedila je
inkubacija sa specificnim antitijelima. Nakon ispiranja i dodatka sekundarnog antitijela te
odgovaraju¢eg supstrata, provedeno je zavrSno mjerenje dobivenog signala. Temeljem
dobivenih rezultata je zapaZeno da specificno antitijelo ima sposobnost prepoznavanja glavnih

proteina karakteristi¢nih za prirodni med.
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2.5. HPLC i PCR metode u analizama meda

Rezultati ELISA testova se Cesto u praksi usporeduju sa rezultatima analiza provedenih drugim
analitickim tehnikama, kao Sto su na primjer tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti
(engl. High Performance Liquid Chromatography; HPLC) ili lanCana reakcija polimeraze (eng|.

Polymerase Chain Reaction; PCR).

Jedan od primjera gdje su u analizama primijenjeni ELISA test i HPLC metoda je detekcija
spoja leptosperina. Kato i suradnici (2014) proveli su istrazivanje s ciljem detekcije leptosperina
u specificnoj vrsti meda, manuka medu. Leptosperin je sastojak karakteristiCan za manuka
med. Nehlapljiv je te se smatra kako se moze koristiti kao marker manuka vrste meda.
Kvantifikacijom ovog sastojka moze se utvrditi autentiCnost meda, zahvaljujuci tome Sto
leptosperin pokazuje visoku linearnost s antibakterijskim djelovanjem. To antibakterijsko
djelovanje moze biti promijenjeno prilikom skladistenja meda, njegovog transporta do trgovine
ili za vrijeme stajanja na policama trgovine. S ciliem pracenja udjela leptosperina moze se
koristiti ELISA metoda, uz predhodnu posebnu proizvodnju specificnih monoklonskih antitijela
potrebnih za provedbu testova. U svrhu odredivanja leptosperina koji tijekom ELISA testova
predstavlja ciljani antigen u uzorcima manuka meda, koristena je i HPLC metoda. HPLC
metodom provedeno je frakcioniranje uzoraka meda, a dobivene frakcije analizirane su
postupkom kompetitivnhog ELISA testa. Kako bi se mogao provesti ELISA test, prvotno je bilo
potrebno pripremiti monoklonska antitijela sa izrazenom specificnosti prema prepoznavanju
leptosperina u uzorcima manuka meda. U istrazivanju Kato i suradnika (2014) analizirano je
20 uzoraka manuka meda i odredena je koncentracija leptosperina u rasponu od 0,3 do 200
MM. Nakon usporedbe dobivenih rezultata ELISA metodom i HPLC analizom, utvrdena je
znacajna korelacija. Medutim, utvrdene su vise vrijednosti rezultata dobivenih ELISA testom u
odnosu na HPLC metodu. To dovodi do zakljutka da su postojala odredena onecis¢enja u
uzorcima koja su rezultirala ovakovim vrijednostima nakon provedenog ELISA testa.
Istrazivanjem je potvrdeno da kvantifikacija leptosperina ELISA metodom moze biti korisna pri
utvrdivanju autenti¢nosti manuka meda ili odredivanja nezadovoljavanja zahtjevanih

parametara kvalitete manuka meda prisutnog na trzistu.

U istrazivanju koje su proveli Mahmoudi i suradnici (2014) rezultati dobiveni ELISA testom,
kako bi se utvrdila koli¢ina ostataka antibiotika oksitetraciklina u uzorcima meda, potvrdeni su
i HPLC metodom koja pronalazi primjenu za potvrdne analize rezultata dobivenih ELISA
testovima. Znacajno je pratiti udio oksitetraciklina u medu, obzirom da ga pcelari po potrebi

koriste u svrhu lije¢enja nekih bolesti pcela, a ostaci ovog antibiotika mogli bi kod ljudi izazvati
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otpornost na lijekove te utjecati na neke probavne i alergijske ucinke (Miinstedt i sur., 2005).
Prije pocetka provedbe samog ELISA testa tijekom istrazivanja Mahmoudi i suradnika (2014),
5 grama svakog uzorka meda postavljeno je na vortkes mijesalicu s ciliem homogenizacije
uzorka, uz dodatak 50 mL fosfatnog pufera. Nakon toga je slijedilo centrifugiranje u trajanju
od 30 minuta pri sobnoj temperaturi, zbog uklanjanja peludi i ostalih necistoca. Prema
uputama proizvodaca testa, uzorci su pipetirani na dno mikrotitarske ploce, u jaZice, na koje
su predhodno vezana specificna antitijela. Nakon provedbe testa uz odgovarajuce faze
ispiranja, te zavrSnog dodatka stop otopine i promjene boje uzorka iz plave u Zutu, na
posebnom uredaju ELISA mikrocitacu ocitana je apsorbancija pri 450 nm i odreden udio
antibiotika oksitetraciklina u uzorcima meda. Uzorci meda u kojima je, nakon provedbe ELISA
testa detektirana prisutnost oksitetraciklina, analizirani su naknadno koristenjem tekuéinske
kromatografije visoke djelotvornosti, odnosno HPLC metodom. ELISA testom odredeno je da
koncentracija oksitetraciklina u uzorcima meda varira u rasponu od 5,32 ngg* do 369,1 ngg..
Za provedbu potvrdnih HPLC analiza tijekom istrazivanja Mahmoudi i suradnika (2014),
pocetnih 10 g uzoraka je uz dodatak pufera razdvojeno na koloni, nakon cega je uslijedila
homogenizacija. Postupak je nastavljen procesom ekstrakcije, uz dodatak pufera, nakon ¢ega
je provedeno centrifugiranje. Kada su provedeni svi koraci pripreme uzoraka, eluati su
prebaceni u nove kolonice uz dodatak trikloroctene kiseline. Jos jednom je provedeno
centrifugiranje te ekstrakcija na ¢vrstoj fazi uz dodatak vodene otopine metanola. Dobiveni
uzorci prosuseni su u struji dusika i otopljeni u mobilnoj fazi te kao takovi analizirani HPLC
metodom. Usporedbom rezultata dobivenih ELISA testom i HPLC metodom, zakljuceno je da
su vrijednosti udjela oksitetraciklina puno nizi u slu¢aju HPLC metode u odnosu na ELISA test.
Kod ELISA metode moguca je pojava unakrsne reakcije izmedu oksitetraciklina i njegovih

metabolita, a HPLC metodom moguce je prepoznati takvu reakciju.

PCR ili lan¢ana reakcija polimeraze je jedna od vrlo Cesto koriStenih metoda u brojnim
analizama, a diji je postupak provedbe jednostavan te predstavlja relativno jeftinu i brzu
metodu (Bartlett i Stirling, 2003; Garibyan i Avashia, 2013). Temelji se na umnozavanju to¢no
odredenih dijelova DNA strukture kako bi se dobio veéi broj identi¢nih kopija koje se koriste
za daljnje potrebne analize. Predstavlja polimeraznu lancanu reakciju obzirom na primjenu
enzima DNA polimeraze. Tijekom reakcije, dio odredene molekule DNA umnoZzava se i dobivaju
se dvije identi¢ne kopije, pa iz dvije kopije Cetiri, a iz Cetiri kopije osam te se na taj nacin
nastavlja odvijati postupak. Enzim DNA polimeraza, u reakcijskoj smjesi potreban je za
umnozavanje odredene sekvence DNA (Chin i sur., 2016). Metoda se moze se koristi u razlicite
svrhe, na primjer utvrdivanja razlicitih patvorenja u prehrambenoj industriji, detekcije razlika
izmedu srodnih vrsta, utvrdivanja autenticnosti razlicitih prehrambenih proizvoda te detekcije
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geneticki modificiranih organizama (Chin i sur., 2016). Ova metoda svoju primjenu pronalazi i
u analitici meda, odnosno za odredivanje autenticnosti meda, u svrhu utvrdivanja
entomoloskog i botanickog podrijetla meda. Provedena su brojna istraZivanja na uzorcima
meda u tu svrhu. Kako bi se moglo utvrditi botanicko podrijetlo odredenih uzoraka meda,
koriste se odredene regije genoma plastida koji u ovom slucaju imaju ulogu biomarkera. U
istrazivanju koje su provodili Bruni i suradnici (2015), upotrijebljena je rbclL i trnH-psbA regija
genoma plastida Cetiri razli¢ita uzorka cvjetnog meda. Kako bi to bilo omoguceno, bilo je nuzno
poznavati referente podatke. Rezultati su doveli do preko 99 % podudaranja za sve istrazivane
uzorke cvjetnog meda. U analizama koje su ukljucivale uporabu gena cyt2b, matk, psbA i ndhF
biljne peludi karakterizirani su uzorci uniflornog i poliflornog meda. Rezultati dobiveni PCR
metodom ukazali su da je od 159 uzoraka koji su svi bili okarakterizirani kao uzorci uniflornog
meda, postojalo 11 uzoraka koji su u svom sastavu sadrzavali pelud drugih biljnih vrsta.
Medutim, ti uzorci nisu bili oznaceni kao poliflorni, vec¢ su pogresno bili predstavljeni kao uzorci
uniflornog meda. Soares i suradnici (2018) proveli su analize na uzorcima meda od lavande s
ciliem identifikacije botanickog podrijetla uzoraka, a uz uporabu gena matK kao biomarkera.
Kada je PCR metoda na tim uzorcima u potpunosti provedena, dobiveni rezultati su pokazali
da tri razlicite vrste meda lavande imaju vise od 99 % podudarnosti. Obzirom na odredivanje
entomoloskog podrijetla uzoraka meda, za provedbu PCR metode mogucée je Koristiti
mitohondrijsku odredenu podjedinicu rRNA te takoder podjedinicu I mitohondrijske citokrom
¢ oksidaze. Ovim postupkom, uz sekvenciranje DNA, mogu se identificirati uzorci meda te
utvrditi njihove razlike (Tsagkaris i sur., 2021; Soares i sur., 2018; Kek i sur., 2017; Wu i sur.,
2017; Bruni i sur., 2015).
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. ZAKLJUCAK

. Imunoenzimski ELISA test (engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
predstavlja metodu koja se temelji na svojstvu antitijela da specificno veze ciljani
analit ili antigen iz uzorka, te spektrofotometrijskom mjerenju bojane reakcije.
Metoda svoju primjenu pronalazi u kvalitativnom i kvantitativnom odredivanju

razliCitih sastojaka u prehrambenim proizvodima.

U analitici meda i pcelinjih proizvoda imunoenzimska ELISA metoda moze se
primijeniti u odredivanju proteina i peptida koji poticu od pcela, kao Sto su
apalbumin-1 i defenzin-1.

Primjere primjene imunoenzimskih ELISA metoda u analitici meda predstavlja
takoder i odredivanje peludi odredene biljne vrste, odredivanje enzima, te

odredivanje specifi¢nih proteina u svrhu razlikovanja uzoraka prirodnog meda.

. Odredivanje sastojaka primjenom imunoenzimskih ELISA metoda predstavlja jedan

od novorazvijenih nacina za unaprjedenje kvalitete meda i pCelinjih proizvoda.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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