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1. UvOD

Med se koristi kao hrana i lijek ve¢ nekoliko milijuna godina. Najstariji je zasladivac visoke
nutritivne vrijednosti 1 ima brojne zdravstvene dobrobiti (Ajibola, 2012). Med je prirodna
namirnica koja ima karakteristican slozeni sastav. Glavni sastojci meda su Seceri, uglavnom
fruktoza 1 glukoza, ali med u malim koli¢inama sadrzi enzime, proteine, organske kiseline,
mineralne tvari, fenole, vitamine. Sastojci prisutni u malim koli¢inama vazni su za
karakterizaciju meda i nutritivnu vrijednost. Neki sastojci su prirodno prisutni u nektaru, dok

su drugi dodani od strane pcela tijekom procesa sazrijevanja meda (de Sousa i sur., 2016).

Proteini i aminokiseline koji se nalaze u medu mogu biti iz peludi pa se smatra da imaju biljno
podrijetlo ili mogu imati Zivotinjsko podrijetlo ukoliko dolaze od pcela, a pri tome je njihov
udio u medu izmedu 0 % 1 1,7 % (Vah¢i¢ 1 Matkovi¢, 2009). Udio proteina u medu jedan je od
pokazatelja kvalitete meda. Poznavanje proteina meda vazno je jer ima veliki potencijal

primjene, te se moze koristiti u procjeni autenti¢nosti meda (Erban i sur., 2019).

Cilj ovog rada bio je odrediti udio ukupnih proteina u uzorcima cvjetnog (n=6) i livadnog meda
(n=6), te medljikovca (n=6) iz sezone 2022. (koji su predstavljali dio uzoraka sa 18.
Medunarodnog natjecanja pcelara u kvaliteti meda Zzzagimed 2022.), kao i usporediti

dobivene rezultate s rezultatima sli¢nih znanstvenih istrazivanja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. DEFINICIJA MEDA

Prema definiciji med je sladak proizvod za ¢iju proizvodnju su zasluzne medonosne pcele
koje med proizvode iz nektara biljaka ili iz sekreta zivih dijelova biljaka, ili iz izluCevina
kukaca koji siSu na zivim dijelovima biljke. Pcele ga skupljaju, kombiniraju s vlastitim
specificnim tvarima, spremaju, dehidratiraju i ostavljaju u sacu da sazrije (Codex Alimentarius,

2001).

2.2. SASTAV MEDA

Osnovna sirovina za med koja sluzi ujedno kao izvor energije za pcele je nektar (Sajwani,
2007). Nektar je Secerna izluCevina koju proizvode posebne zlijezde nektarije, a sastoji se od
saharoze, glukoze i vode (do 90 %). Nektar izravno utjece na sastav meda (Baglio, 2018). Osim
Sto nektar sadrzi Secere, u nektaru se mogu pronaci i dusikovi 1 fosforni spojevi, vitamini,
organske kiseline, pigmenti, aromatski spojevi, enzimi i aminokiseline (Vahc¢i¢ 1 Matkovi¢,
2009).

Sastav i svojstva meda ovisni su o ¢imbenicima poput geografskog podrijetla, klimatskih
uvjeta, godiSnjih doba i1 okoliSa (Rotim 1 sur., 2021). Geografsko podrijetlo meda moze se
odrediti na temelju odabranih fizikalno-kemijskih parametara. To je vrlo vaZzno za zaStitu i
provjeru zemljopisnog podrijetla 1 autenticnosti meda (Kropf'i sur., 2010).

Med se sastoji od razli€itih sastojaka, najveci udio ¢ine Seceri od koji su najzastupljeniji
fruktoza i glukoza (80 do 85 %), zatim voda (15 do 17 %), proteini i aminokiseline, pepeo i
druge tvari kao $to su organske kiseline, enzimi, vitamini i fenolni spojevi u tragovima (Rotim
1 sur., 2021). Osim fruktoze 1 glukoze, vazni Seceri prisutni u medu su saharoza 1 maltoza.
Omjer fruktoze 1 glukoze varira ovisno o vrsti meda, ali med obi¢no sadrzi vise fruktoze nego
glukoze. Udio saharoze je nizak u odnosu na ostale Secere u uzorcima meda zbog djelovanja
enzima invertaze, koji razgraduje molekulu saharoze na monosaharide glukozu i fruktozu
tijekom procesa sazrijevanja meda. lako saharoza ima manju vaznost zbog niskog udjela u
medu, znacajna je jer moze dati informacije o krivotvorenju i botanickom podrijetlu meda.
Mali udio saharoze u uzorku meda pokazuje da uzorak nije patvoren, dok visok udio saharoze

u medu pokazatelj je patvorenja dodatkom saharoze ili nezrelog meda. Maltoza koja se nalazi
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u medu ne potjece iz nektara, ve¢ nastaje zbog aktivnosti enzima a- 1 B-glukozidaze tijekom
procesa medenja. Prisutnost maltoze takoder moze pruziti informacije o botanickom podrijetlu
meda. Seceri u medu mogu se analizirati razli¢itim tehnikama, izmedu ostalog i tehnikom
tekuc¢inske kromatografije visoke u¢inkovitosti ili HPLC tehnikom (eng. High performance
liquid chromatography) (Sajwani 1 sur., 2007).

Udio vode u medu vrlo je bitan ¢imbenik kakvoée meda jer o njemu ovisi stabilnost meda
odnosno stupanj mikrobioloSkog kvarenja proizvoda tijekom vremena (Vah¢i¢ 1 Matkovié,
2009). Nizak sadrzaj vlage Stiti med od mikrobioloske aktivnosti i na taj nacin se med moze
satuvati dulje razdoblje. Sto je sadrzaj vlage veéi, veéa je vjerojatnost fermentacije meda
tijekom skladiStenja. Sadrzaj vlage ovisan je o temperaturi i relativnoj vlaznosti tijekom
proizvodnje meda (El Sohaimy i sur., 2015).

Vecina proteina u medu su enzimi (Flanjak i sur., 2016). Enzimi su komponente koje su
prisutne u medu, dok kod ostalih zasladivaca nisu prisutni. Enzimi su vrlo bitni jer njihova
aktivnost pokazuje kvalitetu meda, stupanj zagrijavanja i trajnost meda. Enzimi koje med
sadrzi su invertaza, dijastaza, glukoza oksidaza, katalaza, kisela fosfataza, peroksidaza,
polifenoloksidaza, esteraza, inulaza i proteoliticki enzimi (Vahci¢ i Matkovic¢, 2009).

Vitamini su u medu zastupljeni u vrlo niskim koli¢inama, iako to ovisi i o botanickom
podrijetlu meda, a vecina ih dolazi iz nektara i peluda. Organska kiselina koja je najvise
zastupljena u medu je glukonska, a osim nje u medu se mogu naci i mravlja, jabucna, limunska,
maslacna, oksalna. Organske kiseline u medu nalaze se u rasponu od 0,17 do 1,17 % od kojih
je vedina u formi estera (Vahci¢ 1 Matkovi¢, 2009). Prema propisima, udio kiselina ne smije
biti ve¢i od 50 mEq na 1000 g meda (Pravilnik, 2015). U medu se nalaze mnoge mineralne
tvari koje su vazne za organizam od kojih je najviSe zastupljen kalij, zatim natrij, kalcij, Zeljezo,
mangan, fosfor, bakar i sumpor. Mineralne tvari mogu ovisiti o sastavu tla i klimatskim
uvjetima (Vahci¢ 1 Matkovi¢, 2009). Sadrzaj mineralnih tvari u medu u velikoj mjeri ovisi o
vrsti medonosnog bilja s kojeg pcele sakupljaju nektar (Nanda 1 sur., 2003). Puno istrazivanja
o udjelu mineralnih tvari u p€elinjim proizvodima usmjereno je na ucinke oneciS¢enja okolisa
buduéi da imaju vaZznu ulogu kao pokazatelji oneciS¢enja (Liberato i sur., 2013). U skladu s
propisima, nektarni med ne smije sadrzavati udio mineralnih tvari visih od 0,6 %, a med

medljikovac smije sadrzavati do 1 % mineralnih tvari (Baglio, 2018).



2.3. FIZIKALNA SVOJSTVA MEDA

Svojstva meda povezuju se s njegovim kemijskim sastavom, a neka od najvaznijih su
kristalizacija, viskoznost, higroskopnost i elektri¢na vodljivost (Vahc¢i¢ i Matkovi¢, 2009).
Konzistencija meda moze biti tekuca ili viskozna, a med djelomic¢no ili potpuno kristaliziran
(Codex Alimentarius, 2001).

Viskoznost pokazuje stupanj teCenja meda. Na nju utjecu sastav, od ¢ega najvise udio vode
u medu, temperatura i veli¢ina kristala. Viskoznost u medu je manja $to je ve¢i udio vode i §to
je veca temperatura (Vahc¢ic¢ 1 Matkovi¢, 2009). Med koji sadrzi manje glukoze nego fruktoze
ima vecu sposobnost teCenja (El Sohaimy i sur., 2015).

Vece koli¢ine glukoze u medu i neki drugi ¢imbenici poput temperature i uvjeta skladistenja
uzrokuju i ubrzavaju kristalizaciju meda. (Sajwani i sur., 2007). Kristalizacijom vezana voda
postaje slobodna, a med je podlozniji kvarenju. Kristalizacija meda se najviSe dogada na
temperaturi izmedu 11 1 15 °C. Ne dogada se kada je omjer glukoze i1 vode manji od 1,7, ali
kristalizacija je jako ubrzana ¢im taj omjer prijede 2,1 (Vah¢i¢ i Matkovi¢, 2009). Najmanja
sposobnost kristalizacije postize se kada je omjer glukoze i vode manji od 1,0. Kristalizacija
meda je brza kada je omjer fruktoze i glukoze ispod 1,0 i usporava se kada je taj omjer veci od
1,0 jer je fruktoza topljivija u vodi nego glukoza. Ipak se omjer glukoze 1 vode smatra
prikladnijim pokazateljem za predvidanje kristalizacije meda od omjera fruktoze i glukoze (El
Sohaimy i sur., 2015). Kristalizacija meda se izbjegava iskljucivo zbog potrosaca, takav med
nije manje kvalitetan. Medljikovac, suncokretov i maslackov med najbrZze kristaliziraju (Vah¢i¢
1 Matkovi¢, 2009).

Higroskopnost meda ovisna je o relativnoj vlaznosti 1 udjelu vode. Higroskopnost je veca
$to je veéi udio fruktoze u medu. Sto je veéi udio vode u medu, med je skloniji kvarenju.
Elektricna vodljivost koristi se za odredivanje kvalitete meda, a ovisi o udjelu mineralnih tvari.
Koristi se za odredivanje razlike izmedu nektarnog meda i medljikovca, odnosno kako bi se
odredilo botanic¢ko podrijetlo (Vah¢i¢ 1 Matkovic¢, 2009). Nektarni med 1 mjeSavine smiju imati
elektricnu vodljivost najvise 0,8 mS/cm, dok medljikovac, kestenov med 1 mjeSavine moraju

imati elektricnu vodljivost najmanje 0,8 mS/cm (Pravilnik, 2015).

2.4. SENZORSKA SVOJSTVA MEDA
Med se dosta razlikuje prema senzorskim svojstvima koja ovise o vrstama cvjetnog nektara

kojeg pcele koriste 1 klimatskim uvjetima (Sajwani i sur., 2007). Senzorska svojstva meda kao
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Sto su miris, okus 1 boja ovise o podrijetlu, preradi 1 uvjetima skladiStenja. Senzorska svojstva
ukazuju i na patvorenja poput dodatka Se¢era u med, hranjenje pcela SeCerom i svrstavanje
meda u vrstu neodgovarajuceg botanickog podrijetla (Vahci¢ i Matkovié¢, 2009).

Med se prema boji razlikuje od gotovo bezbojnog do tamnosmedeg (Codex Alimentarius,
2001). Boja meda povezana je s kemijskim sastavom, botanickim podrijetlom i skladiStenjem.
Boju odreduje udio karotenoida, klorofila, ksantofila, antocijana, flavonoida, tanina i Secera
(Vah¢i¢ i Matkovié¢, 2009). Cimbenici poput sadrzaja mineralanih tvari i koli¢ine proteina
takoder utjecu na boju meda. Tamni med sadrzi viSe mineralnih tvari od svijetlog (Sajwani i
sur., 2007).

Okus 1 miris meda ovisni su o hlapljivim komponentama i medusobno su povezani.
Monoflorni med ima karakteristike okusa i1 mirisa biljne vrste od koje je dobiven, dok kod
poliflornog meda okus i miris nije odreden. Okus je sladak, iako moZe sadrzavati i malo
gorcine. Slatko¢a meda povezana je s udjelom 1 omjerom glukoze i fruktoze, organskih kiselina
i eteri¢nih ulja (Vah¢i¢ i Matkovi¢, 2009). Omjer fruktoze i glukoze izravno utjeCe na slatki

okus meda jer je fruktoza slada od glukoze (de Sousa i sur., 2016).

2.5. OSNOVNA PODJELA MEDA

Med se prema podrijetlu moze podijeliti na nektarni med koji se dobiva iz nektara biljaka i
med medljikovac koji se dobiva iz izlu€evina kukaca ili sekreta Zivih dijelova biljaka. Podjela
nektarnog meda je na monoflorni i poliflorni med. Monoflorni med mora sadrzavati u
netopljivom sedimentu minimalno 45 % peludnih zrnaca iste biljne vrste. Izuzeci su pitomi
kesten u kojem je udio peludnih zrnaca iste biljne vrste u netopljivom sedimentu minimalno
85 %, zatim kod ruzmarina minimalno 30 % peludnih zrnaca iste biljne vrste, kod lipe
minimalno 25 %, dok kod kadulje, bagrema i lavande minimalno 20 % (Vah¢i¢ 1 Matkovi¢,
2009). Poliflorni med kombinacija je nekoliko razli¢itith vrsta nektara koje kombiniraju
medonosne pcele dok pretvaraju nektar u med (Muresan 1 sur.,, 2022). Prema postupku
proizvodnje med se dijeli na: med u sacu, med s dijelovima saca, cijedeni med, vrcani med,
presani med 1 filtrirani med (Pravilnik, 2015). Neki od najpoznatijih vrsta nektarnog meda u
Republici Hrvatskoj su: med bagrema, med kadulje, med kestena, med lipe, med lavande, med

ruzmarina, med suncokreta, med amorfe i livadni med (Vah¢i¢ 1 Matkovi¢, 2009).



2.5.1. Cvjetni med
Prema propisima, cvjetni med mora sadrzavati najmanje 60 grama fruktoze i glukoze na
100 grama proizvoda, od ¢ega najviSe 5 grama saharoze na 100 grama meda. Koli¢ina vode u

medu ne smije biti ve¢a od 20 % (Pravilnik, 2015).

2.5.2. Livadni med
Livadni med je med od razli¢itog livadnog cvijecai taj nektarni med je vrlo cijenjen. Ovisno
o livadnoj biljci koja dominira u medu, okus i boja meda, te sklonost kristalizaciji variraju

(Vahci¢ 1 Matkovi¢, 2009).

2.5.3. Medljikovac

Podrijetlo medljikovca je najceS¢e od crnogori¢nog drveca poput bora, jele 1 smreke ili
bjelogori¢nog drveca poput hrasta, bukve i lipe. Medljika je slatka tvar koja se pojavljuje na
dijelovima drveca crnogorice i bjelogorice. Proizvodi se od izlu¢evina kukaca koji sisu biljne
sokove, preraduju i izluuju kao sitne kapljice medljike koja se potom skuplja na biljci.
Medljikovac se razlikuje od nektarnog meda po tome $to je obojeniji, manje sladak, ima veci
udio mineralnih tvari i1 oligosaharida. Neki od najpoznatijih vrsta medljikovca u Republici
Hrvatskoj su jelov medljikovac, smrekov medljikovac i hrastov medljikovac (Vahéi¢ i
Matkovi¢, 2009). Medljikovac ima vecu aktivnost enzima od nektarnog meda zbog ¢injenice
da je medljika bogata enzimima, posebno invertazom (Flanjak i sur., 2016).

Medljikovac mora sadrzavati najmanje 45 grama fruktoze 1 glukoze na 100 grama
proizvoda, od ¢ega najviSe 5 grama saharoze na 100 grama meda. Koli¢ina vode u medu ne

smije prelaziti 20 % (Pravilnik, 2015).

2.6. BILINI MED

Biljni med je sli¢an prirodnom medu, proizvode ga pcele koje jedu hranu na bazi saharoze
s dodatkom biljnih ekstrakata ili vo¢nih sokova. Sa specificnim senzorskim karakteristikama
biljni med proSiruje paletu pcelinjih proizvoda. Biljni med ima Siroku primjenu u farmaciji 1
medicini kao komponenta lijekova, profilaktickih sredstava i dodataka prehrani. Kemijski
sastav biljnog meda slican je prirodnom medu, a glavni sastojci su Seceri glukoza, fruktoza i

saharoza. Udio saharoze u svjeZe ekstrahiranom biljnom me



du moze biti ¢ak 20 g na 100 g meda. Zbog svojih specifi¢nih senzorskih svojstava, biljni med

izvrsna je dopuna asortimanu pcelinjih proizvoda (Juszczak i sur., 2009).

2.7. POTROSNJA I PROIZVODNJA MEDA U SVIJETU

Potro$nja meda jako se razlikuje medu drzavama. Glavni izvoznici meda su Kina i
Argentina, ali imaju malu godiS$nju potro$nju od 0,1 do 0,2 kg meda po glavi stanovnika.
PotroS$nja meda veca je u razvijenim zemljama. U Europskoj uniji, koja je 1 veliki proizvodac
1 uvoznik meda, godi$nja potrosnja po glavi stanovnika varira od 0,3 do 0,4 kg. U zemljama
poput Australije, Kanade i Sjedinjenih Americ¢kih Drzava prosjena potros$nja po stanovniku
iznosi 0,6 do 0,8 kg godisnje. Osim Kine, ostali veliki proizvodaci meda su Argentina, Turska
1 Sjedinjene Americke DrZave. Znacajni regionalni proizvodac¢i meda su Turska, Ukrajina 1
Meksiko (Ajibola, 2012). Prema podacima i procjenama iz 2018. godine, proizvodnja meda u
cijelom svijetu iznosila je oko 1,9 milijuna tona (Muresan i sur., 2022). Najzastupljenije vrste
meda koje se proizvode u Republici Hrvatskoj su med bagrema, kadulje, kestena, te med

medljikovac (Flanjak i sur., 2016).

2.8. UTJECAJ PELUDI NA RAZVOJ PCELA MEDARICA

Pelud je prirodni izvor proteina za pcele 1 neophodan za razvoj pcela medarica. Sastav
peludi kojeg sakupljaju medonosne pcele moZe se dosta razlikovati ovisno o godiSnjem dobu,
botanickom podrijetlu 1 geografskom podrucju. Utvrdeno je da prisutnost dovoljne koli¢ine
peludi koja sadrzi viSe od 25 % proteina potice pcele da odrzavaju visoku razinu reprodukcije
irazvoja. Velika koli¢ina peludi koju pcele sakupe u proljece, bogata je proteinima $to uzrokuje
nagli rast legla i populacije pcela, dok je udio proteina u peludi ljeti i tijekom jeseni manji pri
¢emu se i rast populacije smanjuje (Radev, 2018). Proteini peludnog podrijetla glavni su izvor
dusika za pcele (Brudzynsk 1 Maldonado-Alvarez, 2015). Proteini peludi znacajni su 1 pri

utvrdivanju botanickog podrijetla meda (Rotim 1 sur., 2021).

2.9. NUTRITIVNE | ZDRAVSTVENE ZNACAJKE MEDA
Energijskoj vrijednosti meda doprinose glavne komponente, Seceri glukoza i fruktoza. Pri

tome, 100 grama meda osigurava oko 300 kcal. Omogucuje trenutnu energiju za potrosace i
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lako je probavljiv (Baglio, 2018). Istrazivanja pokazuju da med sadrzi antioksidanse koji
sprjeCavaju patogenezu i kroni¢ne bolesti. Sadrzaj antioksidansa utjece na boju meda , a tamniji
med sadrzi ih viSe od svjetlijeg meda (Ajibola, 2012). Antioksidacijska aktivnost meda
znacajnije se smanjuje zagrijavanjem (Vahci¢ i Matkovi¢, 2009). Med ima prednosti u odnosu
na konzumni Secer jer sadrzi odredeni udio nutrijenata koji pomazu u probavi. Vaznost meda u
prehrani ocituje se i kroz rast korisnih bakterija (bifidobakterija i laktobacila) te prebioticke
ucinke (Ajibola, 2012). Antimikrobna aktivnost meda ukljucuje bakteriostatski i bakteriocidni
ucinak protiv brojnih bakterija (Bogdanov i sur., 2008). Antibakterijska svojstva meda vrlo su
kompleksna, a komponente koje imaju klju¢nu ulogu su visoka koncentracija Se¢era u medu,
niska pH vrijednost, visoka koncentracija organskih kiselina, sadrzaj glukoza oksidaze i
polifenolnih spojeva (Mari¢ i sur., 2021). Antibakterijsko djelovanje ocituje se kroz sposobnost
inhibicije Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, ukljuc¢ujuéi sojeve otporne na lijekove,
te takoder 1 neke vrste gljivica i virusa. Protuupalna svojstva meda povezana su s njegovom
antiseptickom prirodom koja omogucuje uklanjanje bakterija koje stimuliraju upalni odgovor
te smanjenje koli¢ine bakterija prisutnih u rani. Smanjuje ukupno vrijeme zacjeljivanja rana, te
smanjuje oziljke kod pacijenata s opeklinskim ranama (Scepankova 1 sur., 2017).
Konzumacijom meda osigurava se unos kalcija koji ima ulogu u jaanju koStane mase, Sto
pomaze u smanjenju rizika od osteoporoze kod starijih osoba. Med se smatra dobrim
imunoloskim nutrijentom koji moze potaknuti i povecati proizvodnju antitijela tijekom
primarne i sekundarne imunoloske reakcije. Visoka razina antibakterijskog djelovanja meda
smanjuje rizik od zubnog karijesa, zubnog plaka i gingivitisa. Med djeluje gastroprotektivno
zbog antioksidacijskih svojstava. Koristan je 1 u odrzavanju razine Secera u krvi. Unos meda
ublazava rizik i od sr¢anoZilnih bolesti (Ajibola, 2012). Osim u tretiranju opeklina i rana, te
njezi zuba, med pokazuje i antitumorsko djelovanje (Erban i sur., 2019).Neka istraZivanja
pokazuju da med poboljSava metabolizam masti, a moZe utjecati i na snizavanje krvnog tlaka
(Ramli 1 sur., 2018). Njegova antioksidacijska i antibakterijska svojstva ukazuju na potencijal
u sprjecavanju razli¢itih bolesti (Mari¢ 1 sur., 2021). PCelinji med je jedna od rijetkih namirnica

koja gotovo uopce ne izaziva alergiju (El Sohaimy i sur., 2015).

2.10. PROTEINI U MEDU
Proteini i aminokiseline koji se nalaze u medu mogu biti iz peludi pri ¢emu se smatra da

imaju biljno podrijetlo ili, ukoliko dolaze od pc¢ela, mogu imati Zivotinjsko podrijetlo. Udio
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proteina u medu u rasponu je od 0 do 1,7 %. Prolin je najzastupljenija aminokiselina u medu
(80 - 90 %) koja potjeCe od pcela 1 ujedno je pokazatelj zrelosti, a ponekad i indikator
patvorenja (Vah¢i¢ i Matkovi¢, 2009). Izuzetci su med lavande, timijana, i ruzmarina gdje je
glavna aminokiselina fenilalanin (Flanjak i sur., 2016). Proteini u medu imaju utjecaj na neka
svojstva poput kristalizacije, tamnjenja 1 stvaranja pjene kod meda. Aminokiseline zajedno sa
SeCerima stvaraju zute i smede produkte uslijed dugog skladistenja ili zagrijavanja meda Sto
dovodi do tamnjenja meda (Vah¢ic¢ i Matkovi¢, 2009). Proteini koje med sadrzi obi¢no potjecu
od peludi koja je prirodan izvor hrane bogat proteinima. Razlike u udjelu proteina u razli¢itim
vrstama meda mogu se odnositi na podrijetlo meda i vrste peludi (Sohraimy u sur., 2015).
Specifi¢ni proteini u medu su proteini maticne mlije¢i koji se luce iz Zlijezde mladih pcela
(Chua 1 sur., 2013). Najzastupljeniji neenzimski protein u medu koji potjeCe od pcela je
glikoprotein (Brudzynsk i Maldonado-Alvarez, 2015). Razli¢it sadrzaj proteina u medu rezultat
je razlicite prisutnosti proteina u nektaru cvijeca i enzima unesenih od strane pcela u med (de
Sousa i sur., 2016). U medu je sadrzaj proteina, ukljucujuci i enzime, relativno nizak te ima
manji nutritivni znacaj, ali je vrlo bitan kao parametar za ocjenu kvalitete meda (Flanjak i sur.,
2016). Poznavanje proteinskih komponenti moze otvoriti nove puteve za primjenu meda u

razli¢itim podruc¢jima (Erban i sur., 2019).

Polifenoli kao i proteini ¢ine vrlo mali udio u medu, ali mogu znacajno utjecati na
antioksidacijska 1 antibakterijska svojstva meda. Polifenoli imaju sposobnost vezanja proteina
putem nekovalentnih ili kovalentnih veza 1 izdvajaju proteine u topljive ili netopljive
komplekse. Proteini modificirani polifenolima prolaze kroz konformacijske prijelaze zbog
¢ega mijenjaju svoju bioloSku aktivnost na nac¢in da smanjuju izvornu funkciju 1 nutritivne
prednosti, dok polifenoli vezani proteinima smanjuju svoju antioksidacijsku aktivnost. Veli¢ina
1 broj kompleksa protein-polifenol povecati ¢e se s porastom temperature. Osim temperature,
¢imbenici koji pospjeSuju stvaranje kovalentnih veza izmedu polifenola 1 proteina su kisik,
prisutnost oksidansa (vodikov peroksid) i prisutnost iona prijelaznih metala. U medu se
interakcija izmedu proteina i1 polifenola poveéava s vremenom skladiStenja i toplinskom
obradom. Interakcije proteina i polifenola utjeu medusobno na strukturna i funkcionalna
svojstva molekula. Kovalentne interakcije proteina s polifenolima mogu biti odgovorne za

inaktivaciju enzima meda (Brudzynsk 1 Maldonado-Alvarez, 2015).



2.11. METODE ODREDIVANJA PROTEINA

Unato¢ niskom sadrzaju proteina u medu, odredivanje njihovog udjela je sve znacajnije jer
se koriste kao markeri autenti¢nosti, kvalitete 1 patvorenja meda. Kontrola kvalitete meda vazna
je jer ukazuje na promjene u sastavu meda tijekom faze skladistenja, a 1 med je proizvod koji
se Cesto patvori (Bocian i sur., 2019). Proteini se mogu odrediti primjenom razlicitih analiti¢kih
metoda. Sajwani i suradnici (2007) u svom istrazivanju koristili su kolorimetrijsku metodu po
Lowry-u (uz uporabu Folin-Ciocalte-ovog reagensa) za odredivanje udjela ukupnih proteina u
medu. El Sohramy i suradnici (2015) odredivali su udio ukupnih proteina u uzorcima meda
Kjeldahl metodom. Flanjak i suradnici (2016) su za odredivanje udjela ukupnih proteina u
medu primijenili spektrofotometrijsku metodu po Bradford-u. Metode odredivanja proteina,
kao 1 pripreme uzoraka za analize, se kontinuirano razvijaju (Bocian 1 sur., 2019; Chua 1 sur.,
2013). U pracenju udjela pojedinih proteina u medu i pcelinjih peptida (kao $to su na primjer
apalbumin-1 i defensin-1) pozornost privlac¢i i imunoenzimska ili ELISA metoda (eng.
Enzyme-linked immunosorbent assay). Imunoenzimske metode temelje se na svojstvu
antitijela za specifiéno prepoznavanje antigena te spektrofotometrijskom mjerenju reakcije
koja nastaje zbog promjene boje supstrata. Kod utvrdivanja autentic¢nosti i kvalitete meda i
pcelinjih proizvoda, imunoenzimska ELISA metoda pokazuje potencijal razlikovanja

prirodnog od patvorenog meda (Rotim i sur., 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Analizirani uzorci

U ovom istrazivanju koriSteno je 18 uzoraka meda (Tablica 1) kako bi se odredio udio
ukupnih proteina. Analizirani uzorci su iz sezone 2022. i ocijenjeni su srebrnim i zlatnim
medaljama na 18. Medunarodnom natjecanju pcelara u kvaliteti meda Zzzagimed 2022. Za
laboratorijske analize odredivanja udjela ukupnih proteina izdvojeni su cvjetni med (n=6),

livadni med (n=6) i medljikovac (n=6) (Tablica 1).

Tablica 1: Uzorci meda

Vrsta meda Medalja Broj uzoraka Oznaka
o zlato 3 1,9, 12
cvjetni
srebro 3 13, 14, 67
_ _ zlato 3 21,79, 81
livadni
srebro 3 77,78, 83
- 41,120, 152,
medljikovac zlato 6
155, 165, 200
3.1.2. Laboratorijsko posude i uredaji

— analiticka vaga (SHIMADZU AX 200)

— aluminijska ladica

— kivete za Kjeltec sustav (500 mL)

— trbuSasta pipeta (25 mL)

— Dblok za spaljivanje (Digestion system 6, 1007 Digester)
—  Kjeltec uredaj (Kjeltec™ 8100, Tecator™ Line, Foss)

— Erlenmeyerova tikvica (300 mL)
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— Dbireta
— menzura (25 mL)

— staklena c¢aSa (100 mL)

3.1.3. Reagensi
— Kjeldahl-ove tablete (K2SO4 +CuSOs4, Merck KGaA, Njemacka)
— koncentrirana 96%-tna sumporna kiselina (H2SOu, Lach-Ner s.r.0, Ceska)
— obojeni indikator; metilno crvenilo, bromkrezol zeleno (Gram-Mol d.o.o0., Hrvatska)
— 4%-tna borna kiselina (BH303, Fisher BioReagents, Kina)
— 40%-tni natrijev hidroksid (NaOH)

— klorovodi¢na kiselina (HCI, 0,1 mol/L, Kemika, Hrvatska)

3.2. METODE

Za odredivanje udjela ukupnih proteina u uzorcima cvjetnog i livadnog meda te medljikovca
1z sezone 2022., provedene su analize metodom po Kjeldahl-u (AOAC, 1995; Kropf i sur.,
2010).

3.2.1. Princip odredivanja metodom po Kjeldahl-u

Metoda koja ima najSiru primjenu za odredivanje udjela ukupnih proteina je metoda po
Kjeldahl-u. Ovom metodom udio ukupnih proteina ne odreduje se direktno, ve¢ preko udjela
dusSika prisutnog u -NH skupinama. Preracunavanjem udjela dusika, to¢nije mnoZenjem udjela
dusika 1 faktora pretvorbe F koji je odreden za pojedinu namirnicu ili skupinu namirnica,
dobiva se postotak ukupnih proteina u uzorku (Vah¢i¢ i sur., 2008). Metoda po Kjeldahl-u
ukljucuje postupak spaljivanja uzorka, postupak destilacije, te zavrSne titracije. Pocetno
spaljivanje uzorka provodi se sa sumpornom kiselinom, a kao katalizator se koristi CuSO4 X
5H>0 te K2SO4 koji povecava vreliste kiselini pri ¢emu dolazi do oslobadanja proteinskog 1

neproteinskog dusika i nastaje amonijev sulfat.
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1) Postupak spaljivanja:

H>SO4 + CuSO4 x 5SH20 + KoSO4
[1] proteini » (NH4)2SO0q4

zagrijavanje

Metoda po Kjeldahl-u ukljucuje 1 postupak destilacije uz dodatak NaOH pri ¢emu se

oslobodeni amonijak predestilira u bornu kiselinu uz nastanak amonijeva borata.

2) Postupak destilacije:
[2] (NH4)2SO4 + 2NaOH — 2NH; + NaxSO4 +2H20

[3] 3NH3 + H3BO3; — (NH4)3:BO3

Nakon destilacije amonijev borat titrira se klorovodicnom kiselinom do promjene boje uz

nastanak amonijeva klorida i borne kiseline.

3) Postupak titracije:

[4] (NH4):BOs + 3HCI —» 3NH,CI + H3BO:s.

3.2.2 Postupak odredivanja metodom po Kjeldahl-u

Izvaze se 5,0 g (s to€nosc¢u + 0,0001) uzorka meda u aluminijsku ladicu na analitickoj vagi 1
prebaci u kivetu od 500 mL pazeci da grlo kivete bude Cisto. U kivetu se dodaje Kjeldahl-ova
tableta (CuSO4+ K2SO4) 1 20 mL koncentrirane 96%-tne sumporne kiseline. Kiveta se stavlja
na zagrijavanje u blok za spaljivanje u digestoru. Na pocetku spaljivanja potrebno je voditi
racuna da sadrzaj kivete ne prelazi polovicu volumena kako ne bi doSlo do istjecanja sadrzaja
kivete. Spaljivanje uzorka traje nekoliko sati, Sto ovisi o uzorku, a zavrSeno je kada tekuc¢ina
postane bistra, plavo-zelene boje bez neizgorenih crnih komdica. Sadrzaj kivete ohladi se na
sobnu temperaturu, a zatim zapocinje postupak destilacije. Kiveta s uzorkom se postavlja i

dobro pricvrséuje u destilacijsku jedinicu predhodno zagrijanog Kjeltec uredaja (Slika 1).
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Dodaje se 25 mL 4 %-tne borne kiseline s indikatorima u Erlenmeyerovu tikvicu koja je
postavljena na postolje tako da je destilacijska cjev¢ica uronjena u sadrzaj Erlenmeyerove
tikvice. Na pocetku destilacije sustav u kivetu dozira 50 mL 40 %-tne NaOH, a destilacija traje
6 minuta. Tijekom destilacije je vidljiva promjena boje sadrzaja Erlenmeyerove tikvice iz
ruziCaste u plavo-zelenu zbog predestilacije amonijaka u bornu kiselinu. Otopina u
Erlenmeyerovoj tikvici, koja je promijenila boju u plavo-zelenu, titrirana je klorovodicnom

kiselinom (0,1 mol/L) do ponovne promjene boje u ruzicastu.

Slika 1. Kjeltec uredaj (vlastita fotografija)
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Izracunavanje udjela dusika:

(T-B) x N x 14,007x 100
m

% ukupnog N =

[1]

T — volumen klorovodi¢ne kiseline utrosen za titraciju uzorka (mL)
B — volumen klorovodic¢ne kiseline utrosen za titraciju slijepe probe (mL)
N — molaritet kiseline

m — masa uzorka (mg).

IzraCunavanje udjela proteina:

% proteina =% N x F [2]

F — faktor za preracunavanje % dusika u proteine; za uzorak meda iznosi 6,25.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Odredivanjem udjela ukupnih proteina metodom po Kjeldahl-u u 18 uzoraka meda
(cvjetnom; n = 6, livadnom; n =6, 1 medljikovcu; n = 6) iz sezone 2022., dobiveni su podaci
prikazani u Tablici 2. Rezultati laboratorijskih analiza usporedeni su medusobno kao i sa

sli¢nim rezultatima iz literature.

Tablica 2. Udio ukupnih proteina u uzorcima cvjetnog (n=6) meda

Vrsta meda Usorak Oznaka Udio duSika Udio proteina

uzorka (%) (%)

1. Uzorak 1 0,02 0,10

2. Uzorak 13 0,07 0,42

3. Uzorak 14 0,06 0,40

cvjetni 4. Uzorak 67 0,02 0,12

5. Uzorak 12 0,01 0,09

6. Uzorak 9 0,02 0,11

RASPON 0,02 - 0,70 0,09 - 0,42

Med se isti¢e svojom nutritivnom vrijednoséu, te mu se pripisuju pozitivni ucinci na zdravlje
(Ajibola, 2012). Za procjenu autenti¢nosti i kvalitete meda znacajno je i odredivanje sadrzaja
proteina (Erban i sur., 2019) koji se sve viSe istrazuju unato¢ niskom udjelu u medu (Chua i

sur., 2013).

Rezultati o udjelu ukupnih proteina u medu u ovom istrazivanju dobiveni su indirektno
odredivanjem udjela duSika metodom po Kjeldahl-u te mnoZenjem dobivene vrijednosti s

faktorom za preraCunavanje koji je u ovom slucaju iznosio 6,25.

Ukupni udio proteina u 6 uzoraka analiziranog cvjetnog meda u rasponu je izmedu 0,09 %
10,42 % (Tablica 2), dok je prosjecan udio meda u analiziranim uzorcima cvjetnog meda 0,21
% (Slika 2). Najnizi udio proteina u cvjetnom medu odreden je u uzorku 5 (0,09 %), dok je

najvisi udio proteina odreden u uzorku 2 (0,42 %).
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Tablica 3. Udio ukupnih proteina u uzorcima livadnog (n = 6) meda

Vrsta meda Uzorak Oznaka Udio duSika Udio proteina

uzorka (%) (%)
1. Uzorak 21 0,02 0,12
2 Uzorak 79 0,02 0,14
3 Uzorak 78 0,02 0,12

livadni
4. Uzorak 77 0,02 0,11
5 Uzorak 81 0,02 0,13
6 Uzorak 83 0,03 0,17
RASPON 0,02 - 0,03 0,11 -0,17

Ukupan udio proteina za 6 uzoraka analiziranog livadnog meda krece se izmedu 0,11 %1 0,17
% (Tablica 3), dok prosjecan udio iznosi 0,13 % (Slika 2). Najnizi udio proteina u livadnom
medu odreden je u uzorku 4 (0,11 %), dok je najvisi udio proteina odreden u uzorku 6 (0,17

%).

Tablica 4. Udio ukupnih proteina u uzorcima (n = 6) meda medljikovca

Vrsta meda Uzorak Oznaka Udio dusika Udio proteina
uzorka (%) (%)
1. Uzorak 152 0,02 0,13
2. Uzorak 200 0,02 0,13
medljikovac 3. Uzorak 155 0,02 0,13
4. Uzorak 41 0,02 0,11
5. Uzorak 120 0,07 0,42
6. Uzorak 165 0,02 0,14

RASPON 0,02 - 0,07 0,11 -0,42
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Ukupan udio proteina za 6 uzoraka analiziranog meda medljikovca kretao se izmedu 0,11 % 1
0,42 % (Tablica 4), dok je prosjec¢an udio proteina 0,18 % (Slika 2). Najnizi udio proteina u
medu medljikovcu odreden je u uzorku 4 (0,11 %), dok je najvi$i udio proteina odreden u

uzorku 5 (0,42 %).
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Slika 2. Prosje¢an udio ukupnih proteina u analiziranim uzorcima cvjetnog meda (n = 6),

livadnog meda (n = 6) i medljikovca (n = 6).

Iz rezultata je vidljivo da je najvisi prosjecan udio ukupnih proteina odreden u cvjetnom medu,

a najnizi u livadnom medu (Slika 2).

Usporedujuci rezultate ovog istrazivanja s rezultatima objavljenih sli¢nih istrazivanja u kojima
je odreden udio ukupnih proteina u medu, vidljivo je da su rezultati u skladu. El Sohaimy i
suradnici (2015) takoder su koristili metodu po Kjeldahl-u za odredivanje udjela ukupnih
proteina u uzorcima egipatskog, jemenskog, saudijskog i kasSmirskog meda pri ¢emu se udio
ukupnih proteina kretao izmedu 0,167 % 1 0,467 %. Osuagwu 1 suradnici (2020) takoder su

koristili metodu po Kjeldahl-u za odredivanje ukupnih proteina u uzorcima meda podrijetlom
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iz zona gvinejske savane, a prosje¢an udio ukupnih proteina iznosio je 0,16 %. Swajani i
suradnici (2007) koristili su metodu po Lowry-u za odredivanje udjela ukupnih proteina, a
prosjecna dobivena vrijednost pri tome je iznosila 0,2 %. Istrazivaci, osim Kjeldahl metode, te
spomenute metode po Lowry-u, Cesto koriste 1 jednostavnu 1 brzu metodu po Bradford-u (Chua
isur., 2013). Flanjak i suradnici (2016) koristili su metodu po Bradford-u za odredivanje udjela
ukupnih proteina u medu takoder podrijetlom iz Republike Hrvatske, a pri tome je udio
proteina u uzorcima medljikovca prosjecno iznosio 0,059 % $to u ovom slucaju pokazuje nesto
nizu vrijednost s obzirom na ovo istrazivanje. Koriste¢i metodu po Bradford-u, Liberato i
suradnici (2013) dobili su vrijednosti udjela ukupnih proteina u rasponu od 0,10 % do 0,22 %
za razlicite vrste meda, a Azeredo i suradnici (2003) su koriste¢i istu metodu u uzorcima meda
podrijetlom iz Brazila odredili najvisi udio ukupnih proteina u vrijednosti 0,22 %. Rezultati

ovog istrazivanja u skladu su sa navedenim vrijednostima.
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5. ZAKLJUCCI

Prema rezultatima ovog istrazivanja moze se zakljuciti:

1. Udio ukupnih proteina u analiziranim uzorcima cvjetnog meda (n=6) u rasponu je
izmedu 0,09 % i 0,42 %, livadnog meda (n=6) izmedu 0,11 % i 0,17 %, te
medljikovca (n=6) izmedu 0,11 % i 0,42 %.

2. Najvisi prosje¢an udio ukupnih proteina odreden je u cvjetnom medu (0,21 %),
slijedi med medljikovac (0,18 %), dok je najnizi udio ukupnih proteina odreden u

livadnom medu (0,13 %).

3. Dobiveni rezultati u skladu su sa sli¢nim istrazivanjima tijekom kojih je razli¢itim

metodama odreden udio ukupnih proteina u uzorcima meda.
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