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1. Uvod

Med je prirodni prehrambeni proizvod, sloZzenog fizikalno-kemijskog sastava uz Sirok spektar
organoleptickih karakteristika $to ga €ini najpozeljnijim pcelinjim proizvodom. Raznolikost
ovog prehrambenog proizvoda u sastavu i svojstvima ovisi 0 medonosnim biljnim vrstama 1/ili
sekretu zivih dijelova biljaka, geografskom podrucju, godisSnjem dobu te uvjetima skupljanja i
skladistenja meda (Makowicz i sur., 2018; Sve¢njak i sur., 2015; Tafere, 2021). Kompleksan
fizikalno-kemijski sastav vidljiv je u €injenici da med €ini viSe od 200 razli¢itih spojeva od
kojih su neki enzimi, proteini, polifenoli, flavonoidi, minerali, vitamini te ugljikohidrati.
Potonje navedeni spojevi zasluzni su za visoku slatko¢u meda (Fratianni i sur., 2021).
Zahvaljujuéi Sirokoj paleti bioaktivnih spojeva, med je od davnina koristen kao alternativni
izvor za lijeCenje razli¢itih oboljenja. Naime, bioaktivni spojevi u medu imaju antimikrobno,

antioksidativno, antifungalno, antitumorsko i antikarcenogeno djelovanje (Kolayli i sur., 2017).

Kompleksan sastav meda doveo je do razvoja zahtjevnih i sloZenih analitickih metoda koje se
primjenjuju pri kontroli kvalitete ove namirnice. One ukljucuju odredivanje razlicitih fizikalno-
kemijskih parametara, senzorsku i melisopalinolosku analizu. Botanicko 1 geografsko
podrijetlo nektara ili medljike znacajno utjecu na konacéni kemijski sastav meda, a shodno tome
1 na oznacavanje proizvoda. Nektar razli¢itih biljnih vrsta doprinosi razli¢itim omjerima
ukupnog sastava svakog uzorka meda. Svojstva dva meda istog botanickog, ali razliitog
geografskog podrijetla mogu varirati zbog razlike u klimatskim uvjetima i vegetaciji u

razli¢itim regijama (Lazarevi¢ i sur., 2017; Sve¢njak i sur., 2015).

Cilj ovog diplomskog rada je provedba karakterizacije posebne vrste meda, meda od brsljana.
Uzorci ove specificne vrste meda prikupljeni su sa razli¢itih lokacija na podru¢ju Republike

Hrvatske te je provedena sveobuhvatna analiza namijenjena klasifikaciji njegovih svojstava.
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2. Teorijski dio

2.1. DEFINICIJA I VRSTE MEDA NA TRZISTU

Prema Pravilniku o medu, med se definira kao prirodno sladak proizvod $to ga medonosne
pcele (Apis mellifera) proizvode od nektara medonosnih biljaka ili sekreta zivih dijelova biljaka
ili izluCevina kukaca koji siSu na zivim dijelovima biljaka, koje pcele skupljaju, dodaju mu
vlastite specificne tvari, pohranjuju, izdvajaju vodu i odlazu u stanice sa¢a do sazrijevanja

(MPRRR, 2015).

Med se dijeli prema podrijetlu te prema nacinu proizvodnje i/ili prezentiranja. Prema podrijetlu,
med moze biti cvjetni ili nektarni med i medljikovac ili medun. Cvjetni med dobiven je od
nektara biljaka, a medljikovac se u pravilu dobiva od izlucevina kukaca (Hemiptera) koji zive

na zivim dijelovima biljaka ili od sekreta zivih dijelova biljaka (MPRRR, 2015).

Prema nacinu proizvodnje i/ili prezentiranja nekoliko je vrsta meda: med u sac¢u, med sa saéem
ili med s dijelovima saca, cijedeni, vrcani, presani i filtrirani med. Med kojeg skladiste pcele u
stanicama svjeze izgradenog saca bez legla ili u satnim osnovama izgradenim isklju¢ivo od
pcelinjeg voska, koji se prodaje u poklopljenom sacu ili u sekcijama takvog saca karakteristika
je meda od saca. Med sa sa¢em ili njegovim dijelovima je vrsta koja sadrzi jedan ili viSe
proizvoda meda od saca. Ocjedivanjem otklopljenog saca bez legla dobiva se cijedeni med.
Vrcani med proizvodi se vrcanjem (centrifugiranjem) otklopljenog saca bez legla. Za
proizvodnju presanog meda potrebno je provesti preSanje saca bez legla, sa ili bez koriStenja
umjerene temperature koja ne smije prijeci 45 °C. Uklanjanjem stranih anorganskih ili
organskih tvari Sto rezultira znacajnim uklanjanjem peludi dobiva se filtrirani med (MPRRR,

2015).

Na trziStu je osim navedenih vrsta, dostupan 1 med za industrijsku uporabu. To je vrsta meda
koji se koristi u industriji ili kao sastojak hrane koja se potom preraduje i moZe imati strani okus
ili miris, biti u stanju vrenja ili prevrio ili biti pregrijan. Takoder, ovaj proizvod trebao bi imati
oznaku ,,namijenjeno isklju¢ivo za kuhanje 1 pecenje* u blizini imena proizvoda (MPRRR,

2015; MP, 2017; Council of the European Union, 2002).



2. Teorijski dio

2.2. BOTANICKO PODRIJETLO MEDA

Senzorska i fizikalna svojstva te kemijski sastav meda ovise o botanickom podrijetlu te

regionalnim i klimatskim uvjetima podrucja u kojem se med proizvodi (Ramzi i sur., 2017).

Medunarodna komisija za med (IHC — International Honey Commission) osnovana je 1990.
godine s ciljem istrazivanja meda te povecanja svijesti o njegovoj kvaliteti. Glavna misija
Medunarodne komisije za med je poboljSanje postoje¢ih metoda analize te predlaganje novih

kriterija prilikom odredivanja kvalitete meda (Persano Oddo i sur., 2004).

Cinjenica koju treba uzeti u obzir prilikom odredivanja botani¢kog podrijetla meda je ta da niti
jedan med nije u potpunosti isti kao drugi. Razlog tomu je prisutnost Sirokog spektra mogucih
izvora iz kojih med nastaje. Na primjer, nektar i/ili medna rosa koji potjecu od velikog broja
razli¢itih biljaka razlikuju se, te shodno tomu ne mozemo re¢i kako su dva meda iste vrste
potpuno identi¢ni. Takoder, geografski ¢imbenici kao $to su klima, kiselost tla ili drugi
pedoloski uvjeti mogu utjecati na nektar i sastav meda (Persano Oddo i sur., 1995; Persano

Oddo i sur., 2004).

Siroka lepeza razli¢itih medova moze predstavljati prepreku s obzirom na zahtjeve trzista za
prisutnosti dosljednih proizvoda, medutim, ova varijabilnost moze biti 1 dobra prilika za
upoznavanje potrosaca sa posebnim karakteristikama koje med ima, ovisno o botanickom
podrijetlu. Medunarodni standard Codex Alimentarius za med (Codex Alimentarius
Commission, 2001) i Direktiva Europske unije o medu (Council of the European Union, 2002)
usuglasili su se oko dopuStanja iznimki u odredenim parametrima u odnosu na propisane
vrijednosti (udio saharoze, elektri¢na provodnost, udio vode) za med proizveden iz odredenih
botanickih izvora, ako on potjece iz naznafenog podrijetla 1 ima odgovarajuce fizikalno-

kemijske, organolepticke i melisopalinoloSke karakteristike.

Standardizirane analiticke metode koje se primjenjuju prilikom karakterizacije razlicitih tipova
meda ukljucuju odredivanje fizikalno-kemijskih parametara, kvalitativnu 1 kvantitativou
melisopalinolosku analizu te senzorsku analizu $to je detaljnije prikazano u Tablici 1 (Persano
Oddo 1 sur. 1995; 2004). Navedenim analitickim metodama osim karakterizacije, moguce je
provjeriti je li doslo do patvorenja ili kontaminacije meda. U vecini slu¢ajeva med se patvori
na na¢in da mu se dodaje Skrobni sirup, invertni sirup ili dolazi do mijeSanja meda niske
kvalitete i niZe cijene sa kvalitetnijim medom. S druge strane, med ima nekoliko mogu¢ih izvora
mikrobioloSke i parazitoloske kontaminacije. Skupini primarnih izvora kontaminacije pripada

pelud, probavni trakt pcele, praSina, zrak, tlo 1 nektar. Rukovanje medom i njegova obrada
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pripadaju sekundarnim izvorima kontaminacije. Pravilnom primjenom dobre proizvodacke
prakse lako je kontrolirati sekundarnu kontaminaciju (Pospiech i sur., 2021). Naposljetku, sve
tri gore navedene skupine metoda validirane su i uskladene od strane Medunarodne komisije za
med (IHC) i mogu se koristiti u okviru medunarodnog standarda za med 1 direktive Europske

unije o medu (Bogdanov i sur., 2004).

U Republici Hrvatskoj Pravilnik o medu (MPRRR, 2015) propisuje kriterije kojima med mora
udovoljavati pri stavljanju na trziSte ili ako se upotrebljava u bilo kojem proizvodu
namijenjenom za konzumaciju. Ovaj Pravilnik u skladu je s Direktivom vije¢a Europske unije
2001/110/EZ o medu (Council of the European Union, 2002). Osim njega, u Republici
Hrvatskoj dostupan je i Pravilnik o kakvoc¢i uniflornog meda (MPRRR, 2009) koji propisuje
zahtjeve kakvoce kojima u proizvodnji i pri stavljanju na trziste mora udovoljavati uniflorni

med.

Tablica 1 Odabrani parametri za opis europskih uniflornih medova

(preuzeto i prilagodeno iz Persano Oddo i sur., 2004).

Vizualna

Senzorska analiza Olfaktorna

Okus

Kvalitativna
Kvantitativna

Boja

Elektri¢na provodnost
Specifi¢na rotacija

Voda

Dijastaza

Invertaza

Prolin

Fizikalno-kemijska analiza pH

Slobodna kiselost

Laktoni

Ukupna kiselost

Fruktoza

Glukoza

Saharoza

Fruktoza + glukoza (F+Q)
Omjer fruktoza/glukoza (F/G)
Omjer glukoza/voda (G/V)

Melisopalinoloska analiza

2.3.1. Odredivanje fizikalno-kemijskih parametara
Fizikalno-kemijski parametri meda odreduju se prema uskladenim metodama od strane

Medunarodne komisije za med (IHC) (Pospiech 1 sur., 2021). Najces¢e se pri utvrdivanju
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kvalitete i/ili patvorenja te karakterizaciji koriste fizikalno-kemijski parametri opisani u

daljnjem tekstu.

2.3.1.1. Boja

Fizikalno svojstvo koje potrosaci prvo uoce je boja meda. Ona varira od svijetlo Zute, smede pa
do gotovo crne boje. Kod tipi¢nih vrsta meda, boja moze biti i zelenkasta te crvena (Bogdanov
i sur., 2004). Kakva ¢e boja meda biti ovisi o biljnom i geografskom podrijetlu te sadrzaju
pepela, temperaturi i vremenu skladiStenja. Sadrzaj aminokiselina (tirozina, triptofana) i
minerala veci je kod tamnijih medova. Razne vrste meda mijenjaju boju razli¢itim intenzitetom
1 u razli¢itom omjeru $to ovisi o sastavu meda. Prirodne promjene boje dogadaju se tijekom
kristalizacije pri ¢emu med obi¢no postaje svjetliji. S druge strane, procesiranjem meda te

dugotrajnim skladiStenjem med postaje tamniji (Szabo i sur., 2016).

Najcesce koriStene metode za odredivanje boje temelje se na opti¢koj usporedbi, a to su metoda
po Pfund-u i Lovibond-u. Vrijednosti ovih komparatora daju mjeru intenziteta boje. Lovibond
komparatori laksi su za rukovanje od Pfund komparatora, ali med se op¢enito klasificira prema
Pfund-ovoj skali boja. Iz tog razloga su na trziStu dostupni Lovibond komparatori sa Pfund
skalom (Bogdanov i sur., 2004). Osim navedenih metoda, za odredivanje boje mogu se koristiti

CIE L*a*b metoda i spektrofotometrijsko utvrdivanje intenziteta boje (Bogdanov i sur., 2004).

2.3.1.2. Opticka aktivnost

Med ima sposobnost rotacije ravnine linearno polariziranog svjetla. Najzatupljeniji Seceri u
medu (fruktoza i glukoza) pokazuju razli¢itu opticku rotaciju. Shodno tome, opticka aktivnost
fruktoza je negativna, dok je opticka aktivnost glukoze pozitivna. Ukupna opticka aktivnost
ovisi o koncentraciji razli€itih Secera u medu. Mjerenje ovog fizikalno-kemijskog parametra
provodi se polarimetrom te je njegovo odredivanje korisno za razlikovanje medljikovca ili
meduna (desno-rotiraju¢i, pozitivne vrijednosti) od cvjetnih (nektarnih) vrsta meda (lijevo-

rotirajuci, negativne vrijednosti) (Bogdanov i sur., 2004).

2.3.1.3. Elektri¢na provodnost
Elektri¢na provodnost meda definira se kao elektricna provodnost 20 % w/v vodene otopine
meda kod 20 °C, gdje se 20 % odnosi na suhu tvar meda. Organske kiseline, proteini i minerali

(ukupni pepeo) doprinose elektriénoj provodnosti meda. Sto je veéa koncentracija navedenih



2. Teorijski dio

spojeva u medu, veca je i provodnost otopine meda. Ovaj parametar ¢esto se odreduje tijekom
rutinske analize kvalitete meda te utvrdivanja botani¢kog i geografskog podrijetla. Kao primjer
moze se uzeti medljikovac koji je bogat izvor minerala te shodno tomu, ima najvisu vrijednost

elektricne provodnosti u usporedbi s drugim vrstama meda (Lazarevi¢ i sur., 2017).

2.3.1.4. Ugljikohidrati

Ugljikohidrati kao glavni sastojci ¢ine 95 % suhe tvari meda. U najve¢em udjelu prisutni su
reducirajuci Seceri. Voéni Secer ili fruktoza prisutna je u prosjeku oko 41 %, a grozdanog Secera
ili glukoze je prosjecno oko 34 %. Osim njih, u medu su prisutni 1 drugi Seceri: saharoza,
maltoza, turanoza, izomaltoza, trehaloza, maltotrioza i melecitoza. Koli¢ina ugljikohidrata u
medu utjee na energetsku vrijednost meda, viskoznost, higroskopnost i granulaciju. Fruktoza
1 glukoza prisutne su, u vec¢oj ili manjoj mjeri, u nektaru ili u ugljikohidratnoj izlu€evini insekata
koji sisaju tekuéinu iz floema biljke. Koli¢ina 1 omjer fruktoze u odnosu na glukozu uglavnom
ovisi o izvoru nektara, cvjetnoj pasi i enzimu invertazi koja razgraduje saharozu na
jednostavnije Secere — glukozu i fruktozu. Ovaj enzim nalazi se u cvijetu s kojeg pcele skupljaju
nektar, a prisutan 1 u njihovom tijelu. U gotovo svim vrstama meda, fruktoza je ugljikohidrat u
najveéem omjeru. Med od uljane repice (Brassica napus) 1 med od maslacka (Taraxacum
officinale) odstupaju od ovog pravila te je u njima udio glukoze vec¢i od udjela fruktoze.
Posljedicno, ti medovi obicno brzo kristaliziraju. Omjer fruktoza/glukoza takoder utjee na
okus meda jer je fruktoza puno slada od glukoze (da Silva i sur., 2015; Bogdanov i sur., 2004;

Lazarevi¢ i sur., 2017; Ramazi i sur., 2017; Tafere, 2021).

Relativna koli¢ina glukoze 1 fruktoze korisna je za klasifikaciju uniflornih medova, kao 1 za
omjer fruktoze/glukoze 1 glukoze/vode. Sastav Sefera mogucée je odrediti razli¢itim
kromatografskim metodama: teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) sa
detektorom indeksa loma, ionsko-izmjenjivackom kromatografijom s pulsirajuéim
amperometrijskim detektorom (HPAEC-PAD) 1 plinskom kromatografijom (GC) sa plameno
ionizacijskim detektorom (FID) (Bogdanov i sur., 2004).

2.3.1.5. pH i kiselost
Med je po prirodi kiseo proizvod, sa niskom pH vrijednosti koja se krece od 3,5 do 5,5. Na
kiselost meda utjecu organske kiseline, u najvecoj mjeri glukonska 1 anorganski ioni od kojih

su neki fosfati, sulfati 1 kloridi (Ramzi i sur., 2017). Odredivanjem slobodne i ukupne kiselosti



2. Teorijski dio

te pH vrijednosti moguce je klasificirati uniflorne medove (Bogdanov i sur., 2004). Osim toga,
odredivanje pH vrijednosti moze pomoc¢i pri utvrdivanju patvorenja. Prema jednom
istrazivanju, dodavanje visoko-fruktuznog kukuruznog sirupa brazilskom medu rezultiralo je
povecanjem pH vrijednosti u usporedbi s nepatvorenom vrstom istog tog meda (da Silva i sur.,
2015). Prirodna kiselost meda utjeCe na njegovu antimikrobnu aktivnost i ima vaznu ulogu u

trajnosti meda (Kavanagh i sur., 2019).

2.3.1.6. Aminokiseline i proteini

Proteini su u medu prisutni iz nektara 1 peludi biljaka. Mogu biti u obliku slozene strukture ili
jednostavnih spojeva, aminokiselina. Sadrzaj aminokiselina i1 proteina relativno je mali i ne
prelazi 0,7 %. Med sadrzi gotovo sve fizioloski vazne aminokiseline, a prolin je najzastupljenija
medu njima kod vecine vrsta meda. Koli¢ina prolina ovisi o nektaru, odnosno, vremenu
provedenom u pcelinjem Zelu¢anom sustavu gdje se odvija pretvorba nektara u med. Prolin se
koristi kao kriterij procjene zrelosti meda, a u nekim slucajevima i za otkrivanje patvorenja
dodatkom Secera (da Silva i sur., 2015). Njegova vrijednost u medu trebala bi biti visa od 200
mg/kg. Ukoliko je udio prolina u medu niZi od 180 mg/kg, znak je vjerojatnog patvorenja meda
dodatkom Secera (Tafere, 2021). Ovaj parametar pokazuje karakteristine vrijednosti u
razli¢itim uniflornim medovima koje su priblizno povezane s enzimskom aktivno$¢u. Medutim,
med nije moguce klasificirati samo na temelju sadrzaja ove aminokiseline (Bogdanov 1 sur.,

2004).

2.3.1.7. Dijastaza 1 invertaza

Odredivanjem aktivnosti enzima moguce je utvrditi svjezinu meda. Enzimi u medu potjecu od
pcela 1 biljnog nektara te razli¢ite vrste meda pokazuju znacajne razlike u enzimskoj aktivnosti.
Razlog tomu je razli€ito fizioloSko stanje Zlijezda pcela tijekom produktivne sezone i brzine
protoka nektara. Aktivnost dijastaze parametar je koji ukazuje je li tijekom obrade meda doslo
do njegovog zagrijavanja buduci da je navedeni enzim osjetljiv na zagrijavanje 1 skladistenje

(Bogdanov 1 sur., 2004; Ramzi i sur., 2017).

Invertaza se koristi kao dodatni kriterij za ocjenu kvalitete meda budu¢i da je ovaj enzim
osjetljiviji 1 brze gubi aktivnost tijekom skladiStenja u usporedbi s dijastazom (Dimins i sur.,

2006).
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2.3.1.8. Voda

Sadrzaj vode u medu parametar je kvalitete koji se povezuje sa svjezinom meda, a visok udio
vode pospjesuje pojavu fermentacije meda uz pomo¢ osmofilnih kvasaca. Ovisno o sezoni
proizvodnje 1 klimi, med ima razlicit udio vode, Sto utjeCe na omjer glukoza/voda te fizikalne
osobine meda (viskoznost 1 kristalizaciju). Opcenito, viskoznost se smanjuje kako sadrzaj vode
raste zbog njezinih reoloskih svojstava. Sto je veéi sadrzaj vode, niza je viskoznost meda.
Takoder, viskoznost je obrnuto proporcionalna temperaturi te se smanjuje povecanjem
temperature zbog manjeg molekularnog trenja i smanjenih hidrodinamickih sila. Udio vode u

medu uglavnom se odreduje pomocu refraktometra (Ramzi i sur., 2017; Bogdanov i sur., 2004).

2.3.1.9. Hidroksimetilfurfual (HMF)

Hidroksimetilfurfural (HMF) je heterocikli¢ni organski spoj sa Sest ugljikovih atoma koji sadrzi
aldehidnu 1 alkoholnu funkcionalnu grupu. Ovaj organski spoj nastaje na dva nacina: prirodno
1 polako se formira tijekom skladiStenja meda razgradnjom fruktoze te mnogo brze
zagrijavanjem meda. Koli¢ina HMF-a prisutna u medu, parametar je za procjenu intenziteta
zagrijavanja koje je nastupilo (Tafere, 2021). Budué¢i da svjezi med gotovo ne sadrzi
hidroksimetilfurfural (HMF), on nije parametar koji se koristi tijekom odredivanja botanickog
podrijetla meda. Medutim, prije odredivanja faktora koji ovise o skladiStenju meda kao $to su
aktivnost enzima 1 boja, pozeljno je osigurati da je ispitivani med svjeZ 1 nezagrijan. Nekoliko
je faktora koji utjecu na koli¢inu HMF-a: temperatura i vrijeme zagrijavanja meda, uvjeti
skladiStenja, upotreba metalnih spremnika i kemijska svojstva meda. Niska koncentracija
hidroksimetilfurfurala 1 visoka aktivnost dijastaze pokazatelj su prikladnih uvjeta toplinske

obrade 1 skladiStenja meda.

Nekoliko je metoda koje za utvrdivanje sadrzaja HMF-a: HPLC metoda, metoda po White-u i
Winkler-ova metoda. Potonje navedena metoda koristi reagens koji pokazuje kancerogena
svojstva te se zbog toga ne bi trebala koristiti. Metoda po White-u najcesce je koriStena metoda

(Bogdanov 1 sur., 2004; Lazarevi¢ i sur., 2017; Ramzi 1 sur., 2017).

2.3.1.10. Mineralne tvari
Udio minerala u medu relativno je nizak, a krec¢e se od 0,1 % do 0,2 % u nektarnom medu do
preko 1 % u medljikovcima. Najzastupljeniji mineral meda je kalij (45 - 85 % ukupnog sadrzaja

minerala), a uz njega prisutni su 1 natrij, kalcij 1 magnezij. Bakar, Zeljezo i cink (elementi u
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tragovima) prisutni su u ne$to nizim koncentracijama. Minerali u medu potjecu iz tla Sto
upucuje na to da njegov sastav utjece na udio i sadrzaj minerala u medu. Vrsta medonosnih
biljaka, cvjetna pokrivenost podrucja s kojeg pcele prikupljaju nektar te nektarni 1 peludni
sastav takoder utjeCe na sadrzaj minerala u medu. Iz tog razloga udio minerala moze biti
pokazatelj botanickog podrijetla meda. Osim navedenog, minerali mogu biti prisutni zbog
razli¢itih antropogenih aktivnosti kao §to su poljoprivreda, industrija i odlagaliSta otpada.
Prema tome, med moze biti koristan pokazatelj za procjenu onecis¢enja okoliSa (Lazarevi¢ i

sur., 2017).

2.3.2. Melisopalinoloska analiza
Medonosne pcele skupljaju nektar sa cvjetova te tako pohranjuju pelud, vaznu komponentu u
prehrani pcela. Pelud je bogata vitaminima, mineralima, fitosterolima, proteinima, fenolnim

spojevima, flavonoidima, aminokiselinama i lipidima.

Peludna analiza meda ili melisopalinologija od iznimne je vaznosti kada je u pitanju kontrola
kvalitete. Med sadrzi brojna peludna zrnca i dijelove medne rose poput voska, algi i spora
plijesni koji daju reprezentativan prikaz okoliSa iz kojeg med potjece. Kvalitativnom 1
kvantitativnom peludnom analizom moguce je odrediti geografsko i botanicko podrijetlo meda
uz ve¢ opisanu analizu fizikalno-kemijskih parametara te senzorska ispitivanja.
Melisopalinologija daje korisne informacije o postupku ekstrakcije, filtracije 1 fermentacije
meda. Osim toga, analizom moZemo dobiti uvid u autenti¢nost proizvoda i informacije o
prisutnosti drugih Cestica u medu: mineralne praSine, ¢ade, dijelova saca ili Skroba (Von Der

Ohe 1 sur., 2004).

2.3.2.1. Kvalitativna mikroskopska analiza

Princip kvalitativne mikroskopske analize je koncentriranje mikroskopskih Cestica od interesa
centrifugiranjem meda otopljenog u vodi. Nakon pripreme uzorka slijedi ispitivanje izdvojenog
sedimenta pod mikroskopom. Ovom koraku moze, ali i ne mora prethoditi acetoliza (Louveaux

1sur., 1978).

Odredivanje geografskog podrijetla temelji se na identifikaciji i brojanju peludnih zrnaca, ali i
drugih Cestica u medu. Identifikacija se utvrduje uz pomo¢ literaturnih podataka i nativnih
preparata. Analiza moze biti potpuna ili orijentacijska. Orijentacijska analiza ograniCena je na

identifikaciju najcesc¢e prisutnih Cestica i na pretrazivanje odredenih znacajnih karakteristi¢nih

11
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elemenata u sedimentu. Suprotno tomu, potpuna analiza daje sliku o svim peludnim zrncima i
drugim cesticama prisutnim u uzorku. Utvrdivanje geografskog podrijetla moze se provesti na
temelju karakteristicnih peludnih zrnaca prisutnih u uzorku koja su specifi¢na za odredenu
regiju. Peludni spektar ovisi o cvjetnim, poljoprivrednim i Sumskim uvjetima na mjestu gdje se

proizvodi med (Louveaux i sur., 1978).

Ucestalost pojave peluda iste vrste i Cestica medne rose u uzorku temelj je za odredivanje
botanickog podrijetla meda. Generalno govorec¢i, med se moze dodatno oznaciti botanickim
podrijetlom (uniflorni med) ako je pelud te biljke dominantna u pripremljenom uzorku
(Louveaux i sur., 1978). Prema Pravilniku o kakvo¢i uniflornog meda propisani su zahtjevi
kakvoce koje uniflorni med mora zadovoljiti u proizvodnji i stavljanju na trziste (MPRRR,
2009). Prema navedenom Pravilniku, uniflorni med moze se oznaciti prema odredenoj biljnoj
vrsti ako u netopljivom sedimentu sadrzi najmanje 45 % peludnih zrnaca iste biljne vrste. Udio
peludnih zrnaca u netopljivom sedimentu za specificne biljne vrste dan je u Tablici 2. Iz tablice
je vidljivo da je za odredene biljne vrste dozvoljen manji udio peludnih zrnaca u netopljivom
sedimentu, kao na primjer, prilikom deklariranja meda od lipe, kadulje, agruma ili lavande.
Ukoliko navedene vrste imaju karakteristicna senzorska svojstva meda za odredenu biljnu vrstu
(miris, okus, boja) mogu se oznaditi kao ta vrsta uniflornog meda i pri nizim udjelima peludnih
zrnaca. S druge strane, postoje biljne vrste (kesten, uljana repica ili facelija) koje su prirodno
bogate peludom i1 za potvrdu uniflornosti ovih vrsta meda potrebno je zadovoljiti vece

vrijednosti u odnosu na opcenitih 45 % peludi jedne biljne vrste.

12
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Tablica 2 Udio peludnih zrnaca u netopljivom sedimentu za odredene biljne vrste

(MPRRR, 2009)

Naziv biljne vrste Udio peludnih zrnaca wu netopljivom
sedimentu

Pitomi kesten (Castanea sativa Mill.) 85%

Uljana repica (Brassica napus L.) 60%

Facelija (Phacelia tanacetifolia Benth.) | 60%

Lipa (Tilia spp.) 25% (10%*)

Bagrem (Robinia pseudoacacia L.) 20%

Metvica (Mentha spp.) 20%

Vrijesak (Calluna vulgaris L.) 20%

Vrisak, Primorski vrijesak (Satureja | 20%
montana L.)
Maslacak (Taraxacum officinale Weber) | 20%

Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.) 20%
Kadulja (Salvia officinalis L.) 15% (10%*)
Planika (Arbutus unedo L.) 10%
Agrumi (Citrus spp.) 10% (5%%*)
Lavanda (Lavandula spp.) 10% (5%%*)

* uz karakteristi¢na senzorska svojstva meda za odredenu biljnu vrstu (miris, okus, boja)

2.3.2.2. Kvantitativna mikroskopska analiza

Kvantitativnom analizom odreduje se koli¢ina sedimenta u medu. Ova analiza pruza
informacije o nacinu ekstrakcije meda (presanje, centrifugiranje, ocjedivanje) te o eventualno
prisutnom oneciS¢enju koje nije uobicajeno za med (zemlja, zamjena za pelud, kvasci). Princip
metode zasniva se u centrifugiranju meda i dobivanju sedimenta cija se koli¢ina mjeri u
kalibriranim epruvetama za centrifugiranje (Louveaux i sur., 1978). Koli¢ina sedimenta
odreduje se s kalibriranog kraja epruvete. Med ekstrahiran centrifugiranjem sadrzi malu
koli¢inu sedimenta. Takoder, niska koli¢ina sedimenta moze biti pokazatelj meda koji je
prirodno siromasan peludom (npr. med od citrusa), pretjerano filtriranog meda ili krivotvorenog
meda (ukoliko su pcele hranjene Se¢erom). Velika koli¢ina sedimenta ukazuje na med dobiven

presanjem (Louveaux i sur., 1978).

Peludna analiza neophodna je metoda za autentifikaciju podrijetla i karakteristika meda. Glavna
kriticna tocka melisopalinoloske analize je ispravnost identifikacije peluda i naknadno
tumacenje rezultata. Iz tog razloga je vazno da analiticar ima dobro iskustvo u
melisopalinologiji 1 dobro opce znanje o medu. Uz spomenute fizikalno-kemijske parametre 1
senzorsku analizu o kojoj ¢e biti rijeci u sljede¢em poglavlju, melisopalinoloska analiza

doprinosi odredivanju i kontroli botani¢kog podrijetla meda (von der Ohe i sur., 2004).

13
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2.3.3. Senzorska analiza meda

Uz odredivanje fizikalno-kemijskih parametara i melisopalinolosSku analizu, senzorska analiza
treca je vazna metoda koja se koristi za procjenu kvalitete i odredivanje botanickog podrijetla
meda (Milojkovi¢ Opsenica 1 sur., 2015). Generalno, ova metoda koristi se za ispitivanje
senzorskih svojstava proizvoda ispitivanjem boje, mirisa, okusa, dodira i teksture. Koristenje
senzorske analize u mnogim podru¢jima omogucuje utvrdivanje organoleptickog profila
razli¢itih proizvoda (hrane, kozmetike, farmaceutika). Osim toga, analiza je korisna u
predvidanju kako ¢e ispitivani proizvod percipirati krajnji potrosa¢. Kada je rije¢ o medu,
senzorska analiza omogucuje razlikovanje botanickog podrijetla meda i identificiranje te
kvantificiranje odredenih nedostataka: fermentaciju, prisutne necistoce, neugodne okuse i
mirise (Piana i sur., 2004). Osim navedenog, pri identifikaciji stranih spojeva u medu, senzorsko
ispitivanje omogucuje prepoznavanje kontaminacije tvarima kao §to je naftalin (p-diklorenzen),
etericno ulje (timol), miris dima, metala i sredstva protiv insekata (benzaldehid) (Milojkovié¢
Opsenica i sur., 2015). Senzorska analiza moze biti presudna pri deklariranju uniflornog meda.
To se moze zakljuditi iz ¢injenice da senzorska ispitivanja omogucuju detektiranje prisutnosti
drugih komponenata koje nisu identificirane drugim analitickim ispitivanjima (fizikalno-
kemijskim 1 melisopalinoloSkim). Ukoliko se senzorskim ispitivanjem utvrdi prisutnost tvari
koja znacajno mijenja tipi¢ne senzorske karakteristike meda, takav med ne moze se deklarirati

kao uniflorni (Piana 1 sur., 2004).

Za neke vrste meda kao $to je lipin med (7ilia spp.), fizikalno-kemijska analiza ne moZe dati
dovoljno specifi¢nih svojstava te je stoga vazno uzeti u obzir i senzorska ispitivanja. Sli¢no
vrijedi i za med od kadulje u kojem senzorska ispitivanja mogu prevagnuti u potvrdi uniflornosti

(Milojkovi¢ Opsenica 1 sur., 2015).

Opcenito, potvrda botanickog podrijetla meda temelji se na identifikaciji karakteristicnog
sastava 1 tipi¢nih svojstava meda koja se o¢ekuju s obzirom na uspostavljeni standard za med.
Kvalitetniji uniflorni med je med kojeg karakteriziraju specifi¢ni miris, okus, izgled 1 senzorska
svojstva te takav med, S$to je viSe moguce odgovara opisanom standardu za tu vrstu meda

(Milojkovi¢ Opsenica i sur., 2015).
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2.4. ANTIOKSIDATIVNI KAPACITET MEDA

Fenolne kiseline i flavonoidi sekundarni su metaboliti biljnog podrijetla koji pripadaju skupini
polifenola. Fenolne kiseline pronadene u medu mogu biti derivati benzojeve kiseline, poput
galne i1 elagicne kiseline ili derivati cimetne kiseline (kafeinska, sinapinska, ferulinska i
kumarinska kiselina). Flavonoidi se sastoje od fenolnih hidroksilnih skupina vezanih za
prstenaste strukture. Ovi spojevi mogu se podijeliti u razli¢ite podskupine prema strukturnim
varijacijama unutar prstena. Tako skupine mogu biti hidroksilirane, metoksilirane ili glikozidno
povezane s monosaharidima ili oligosaharidima, a ponekad mogu imati acilne skupine na
razli¢itim pozicijama osnovne strukture flavonoida ili na glikozidnom dijelu. Flavonoidi
pokazuju veliku sklonost procesu polimerizacije i na taj nacin stvaraju tanine. Najvazniji
flavonoidi u medu su flavanoni, flavoni i flavonoli koji potjecu iz propolisa, nektara i peludi.
Koli¢ina flavonoida u medu moze biti do 6 mg/kg, dok je njihova koli¢ina znatno veca u peludi

(0,5 %) 1 propolisu (10 %) (Gasi¢ i sur., 2017).

Udio polifenola u medu povezuje se sa njegovim antimikrobnim i antioksidativnim u¢incima.
Oksidativni stres nastaje zbog nedostatka ravnoteZze u kemijskoj reakciji izmedu stvaranja
slobodnih radikala 1 prirodnog zaStitnog ucinka tijela Sto dovodi do oSteCenja stanica i
remecenja genetske strukture. Antioksidativnim svojstvima meda pridonose flavonoidi, fenolne
kiseline, askorbinska kiselina, katalaza, peroksidaza, karotenoidi 1 produkti Maillardovih
reakcija (melanoidini). Oni utjeCu na smanjenje rizika od srcanih bolesti, raka, pada
imunoloskog sustava te razli¢itih upalnih procesa. Nadalje, med takoder moZe doprinijeti
sprje¢avanju oksidacijskih reakcija u hrani kao Sto je enzimsko posmedivanje voca 1 povrca te
oksidacija lipida u mesu. Antimikrobna svojstva meda ocituju se u njegovoj sposobnosti za
inhibicijom rasta mikroorganizama. Alkoholni ekstrakti meda pokazuju inhibitorni u¢inak na
niz bakterijskih vrsta, ukljucuju¢i aerobe i1 anaerobe, Gram-pozitivne i Gram-negativne.
Provedena istrazivanja pokazala su da med sa visokim udjelom ukupnih polifenola inhibira rast
nekih bakterija kao Sto su: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas
aeruginosa 1 Escherichia coli 1 nekoliko kvasaca i gljiva Candida albicans, Candida krusei 1
Cryptococcus neoformans (Valdés-Silverio 1 sur., 2018; Feés i sur., 2011). Osim pozitivhog
ucinka na zdravlje, antioksidacijska aktivnost meda i udio polifenola povezuje se s bojom meda.
Naime, istrazivanja su pokazala da med tamnije boje ima vec¢i ukupni sadrzaj fenola i
posljedi¢no, vecu antioksidativnu aktivnost (Beretta i sur., 2005; Bertoncelj i sur., 2007; Flanjak

isur., 2016; Kavanagh i sur., 2019).
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Identifikacija pojedinac¢nih fenolnih spojeva moZze pomo¢i u razlikovanju i dokazivanju
autenti¢nosti meda razli¢itog botanickog i geografskog podrijetla. Na primjer, flavonoidi se
mogu koristiti kao markeri botani¢kog podrijetla europskog meda od eukaliptusa (Eucalyptus
camaldulensis). Navedeni med sadrzi tricetin kao glavni marker, dok je za australski med od
eukaliptusa (Eucalyptus pilligaensis) predlozen luteolin kao glavni marker botanickog
podrijetla. Flavonoidni profil australskog meda od eukaliptusa vrlo je razlicit od europskog
meda od eukaliptusa. Kad se govori o istom botanickom podrijetlu, razlike u polifenolnom

profilu mogu biti posljedica razli¢itih podrucja sakupljanja meda (Gasi¢ i sur., 2017).

Nekoliko medunarodnih tijela, poput Medunarodnog udruzenja sluzbenih analitickih kemicara
(AOAC) i Medunarodne komisije za med (IHC), predlazu sluzbene i/ili standardizirane
postupke za analizu meda. Medutim, unato¢ velikoj vaznosti polifenola u medu, jo$ uvijek nije
sluZbeno preporucena niti jedna metoda za njihovo odredivanje. Razlozi mogu biti povezani s
poteskocama koje se pojavljuju prilikom pokusaja uskladivanja jednostavnosti, brzine, niskih
troskova analize, odrzivosti za okoli$, preciznosti, tocnosti i osjetljivosti. Osim navedenog,
vazno je uzeti u obzir cis-izomerizaciju i druge moguce strukturne promjene koje se mogu
dogoditi tijekom analize. Nadalje, usporedba razli¢itih metoda s ciljem odabira najprikladnije
vrlo je teska zbog razli¢itih uvjeta pripreme uzoraka i raznolikosti postupaka za izolaciju i
kvantifikaciju fenolnih spojeva. Prema vecini objavljenih analiti¢kih postupaka, odredivanje
polifenola u medu ukljucuje osnovne korake njihove izolacije iz uzorka, odvajanje,
prociS¢avanje, identifikaciju i kvantifikaciju Zeljenih spojeva. Odvajanje i identifikacija obi¢no
se provode kromatografskim ili elektroforetskim tehnikama. Odabir instrumentalnih tehnika i
operativnih parametara uvelike ovisi o analitickim ciljevima 1 tipu karakterizacije (kvalitativna
i/ili kvantitativna) (Bogdanov i sur., 2004; Gasi¢ i sur., 2017; Pascual-Maté i sur., 2017; Tafere,
2021). U svrhu izrade ovog diplomskog rada koriStena je modificirana Folin-Ciocalteu metoda
za odredivanje ukupnih fenola u medu od brsljana bez kvantifikacije pojedinacnih fenolnih

spojeva.
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2.5. MED OD BRSLJANA

Brsljan je vazdazeleni visegodisnji grm koji cvjeta od rujna do studenog na sjevernoj zemljinoj
hemisferi. Pripada rodu Hedera i obuhvaca otprilike 16 vrsta rasprostranjenih diljem Europe,
Sjeverne Afrike, Makaronezije i Azije. Prirodno raste ili se uzgaja na ogradama, kucama,
gradevinama, drvecéu, a moguce ga je pronaci i na liticama. Listovi brSljana bogati su
saponinima 1 fenolnim spojevima S§to brSljan ¢ini biljkom od medicinskog znacaja.
Farmaceutski proizvodi koji sadrze standardizirani ekstrakt listova brSljana pomazu pri
olakSavanju infekcija diSnog sustava. Osim istraZivanja sastava li§¢a brSljana, nema puno
znanstvenih istrazivanja koja se odnose na analizu kemijskog sastava i bioloske aktivnosti
drugih dijelova biljke. Dostupni znanstveni radovi proucavali su fenolne spojeve u cvjetovima
1 plodovima brsljana te antimikrobna i antioksidativna svojstva ekstrakta iz li§¢a, cvjetova i

plodova (Beril Sen i sur., 2023; Garbuzov i sur., 2014; Makowicz i sur., 2018).

Kako je ve¢ spomenuto, brsljan cvate kasno u sezoni. Kasno cvjetanje pelama omogucuje
vrijedan izvor hrane, odnosno peluda (Slika 1) prije pocetka zimske sezone kada su pcelama
ograniCeni drugi izvori hrane. Br$ljan ima male, Zuto-zelene i nektarom bogate cvjetove koji
svojom slatko¢om privlace péele. U prvim mjesecima nakon sakupljanja, med proizveden iz
cvjetova brsljana ima snazan i neugodan okus. Takoder, med od brsljana tesko je ukloniti iz
saca Cak 1 ako se sakupljanje provede na vrijeme jer ovu vrstu meda karakterizira brza
kristalizacija u kratkom vremenskom roku (oko 2 tjedna). Razlog tomu je visok sadrzaj glukoze

u medu od brsljana (Beril Sen i sur., 2023; Makowicz 1 sur., 2018).

Med od brsljana rijetka je vrsta meda te je vrlo malo dostupnih istrazivanja provedeno na ovoj
vrsti meda. Provodenje detaljnijih istraZivanja za upoznavanje s kemijskim profilom 1

bioloSkom aktivnosti meda od br§ljana neophodno je za opis karakteristika ove vrste meda.
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Slika 1 Mikroskopski prikaz peludnog zrnca brsljana u netopljivom sedimentu meda (Zebec,
2024).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada bio je odrediti fizikalno-kemijske parametre kvalitete,
antioksidativni kapacitet i udio ukupnih fenola te senzorska svojstva meda od brsljana, kako bi
se utvrdile specifi¢nosti te na taj nacin doprinijelo opisu ove uniflorne vrste sa razlicitih

podrucja Republike Hrvatske.

3.2. MATERIJALI I METODE

Ukupno 11 uzoraka meda od brsljana prikupljeno je od pcelara iz dvije regije, primorske
Hrvatske-PH (N=6) i kontinentalne Hrvatske-KH (N=5). Nakon potvrde uniflornosti uzoraka
melisopalinoloskom analizom, odnosno potvrde zadovoljenosti minimalnog udjela peludnih
zrnaca brsljana u netopivom sedimentu uzoraka meda, provedene su analize odabranih
fizikalno-kemijskih parametara kvalitete koji se koriste u karakterizaciji uniflornih vrsta meda
te parametara koji se povezuju s uvjetima procesiranja i skladiStenja. Naposljetku je provedena
i senzorska analiza prikupljenih uzoraka u svrhu opisa ove specifi¢ne vrste meda. Dobiveni
rezultati obradeni su statisticki, a ispitana je i razlika u analiziranim parametrima s obzirom na

lokaciju odnosno regije iz kojih potjecu uzorci meda od brsljana.

3.2.1. Odredivanje udjela vode

Princip refraktometrijskog odredivanja je da se indeks loma povecava s udjelom suhe tvari
uzorka. Prije provedbe same analize na uzorcima, vazno je kalibrirati refraktometar
destiliranom vodom ili drugim certificiranim referentnim materijalom. Uzorci meda za analizu
pripremaju se zagrijavanjem na temperaturi od 50 °C (+ 0,2 °C) u vodenoj kupelji kako bi se
uzorci meda dekristalizirali. Po zavrSetku zagrijavanja, slijedi o€itavanje indeksa refrakcije.
Prizme refraktometra moraju biti suhe 1 Ciste. Uzorak meda ravnomjerno se raspodijeli po
povrsini prizme i indeks refrakcije dva puta oc€ita za isti uzorak. Na temelju o€itanog indeksa
refrakcije izracuna se koli¢ina vode (%) uz pomoc¢ tablice za proracun. U pravilu, analiza se
provodi na temperaturi od 20 °C, a ako se indeks refrakcije ne o€ita na toj temperaturi potrebno

je napraviti korekciju za razliku u temperaturi (Bogdanov, 2009).
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3.2.2. Odredivanje elektri¢ne provodnosti

Elektricna provodnost meda odreduje se pomocu konduktometra, a rezultati izrazavaju u
mS/cm. Metoda se temelji na mjerenju elektriénog otpora koji je obrnuto proporcionalan
elektricnoj provodnosti otopine. Pri provodenju analize potrebno je otopiti koli¢inu meda koja
odgovara 20 g suhe tvari meda u destiliranoj vodi. Nakon otapanja i kvantitativnog prenosenja
u odmjernu tikvicu od 100 mL, tikvica se napuni destiliranom vodom do oznake. Prije mjerenja
uredaj se kalibrira otopinom standarda kalijevog klorida (KCl). Elektrodu se potom ispere
destiliranom vodom 1 osusi stanicevinom. Nakon Sto je uredaj spreman za rad, elektricna
provodnost odreduje se za pripremljenu otopinu uzorka. Temperatura mjerenja mora biti 20 °C

(Bogdanov, 2009).

3.2.3. Odredivanje aktivnosti dijastaze Phadebas metodom

Aktivnost enzima dijastaze izraZava se kao dijastatski broj (DN) u Schade jedinicama i definira
se na sljede¢i nacin: jedna dijastatska jedinica odgovara aktivnosti enzima u 1 g meda, koja
moze hidrolizirati 0,01 g Skroba u jednom satu na temperaturi 40 °C. Odredivanje aktivnosti
dijastaze vrsi se spektrofotometrijski pri ¢emu se kao supstrat koristi netopivi, plavo obojeni
umrezeni tip Skroba. Supstrat se hidrolizira enzimom pri ¢emu se stvaraju topivi, plavo obojeni
produkti ¢iji se intenzitet odreduje na valnoj duljini od 620 nm. Apsorbancija otopine direktno
je proporcionalna aktivnosti enzima. Za odredivanje aktivnosti dijastaze Phadebas metodom
potrebno je izvagati 1,00 g meda u odmjernu tikvicu od 100 mL, otopiti u acetatnom puferu i
dopuniti do oznake. Potom se 5 mL otopine prenese u epruvetu i stavi u vodenu kupelj na 40
°C. Nadalje, slijedi priprema slijepe probe dodavanjem 5 mL acetatnog pufera u drugu epruvetu
1 temperiranje po uzoru na epruvetu sa uzorkom. Po zavrSetku temperiranja, u obje epruvete
dodaje se Phadebas tableta pomocu pincete 1 zapocne mjeriti vrijeme. Epruvete sa otopinama
mijeSaju se na vortex mijesalici dok se tableta ne otopi (oko 10 sekundi) i vrate u vodenu kupelj.
Nakon to¢no 30 minuta od pocetka mjerenja vremena, prekida se reakcija dodavanjem 1 mL
otopine natrijevog hidroksida (NaOH), a otopina se ponovo promijeSa na vortex mijesalici.
Otopine se potom filtriraju kroz filter papir i mjeri se apsorbancija na 620 nm uz acetatni pufer
kao slijepu probu. Apsorbancija slijepe probe oduzima se od apsorbancije uzorka (As20), a

aktivnost dijastaze racuna se prema sljede¢im formulama (Bogdanov, 2009):

Formula (1) koristi se za vrijednosti akivnosti dijastaze 8 - 40:
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DN = 28,2 * AAgy + 2,64 1)
Formula (2) koristi se za vrijednosti aktivnosti dijastaze do 8:

DN = 35,2 * AAgyo — 0,46 Q)

3.2.4. Odredivanje slobodne Kiselosti i pH vrijednosti

Slobodna kiselost meda prikazuje sadrzaj svih slobodnih kiselina, a izrazava se u
miliekvivalentima po kg meda (mEq/kg) ili milimolima kiseline po kilogramu meda (mmol/kg).
Za provedbu analize potrebno je otopiti 10 g meda u 75 mL destilirane vode bez CO;u ¢asi od
250 mL. Potom se otopina mijeSa na magnetskoj mijesalici, uroni elektroda pH metra i ocita
pH vrijednost. Zatim slijedi titriranje s 0,1 M NaOH do pH 8,3 pri ¢emu titracija mora biti

gotova u roku od dvije minute. Slobodna kiselost meda izrac¢unava se prema formuli (3):

mE
Slobodna kiselost (k—gq) = mL 0,1 M NaOH =10 A3)

3.2.5. Odredivanje hidroksimetilfurfural-a (HMF) u medu

Ovom analizom odreduje se koncentracija 5-hidroksimetil-furan-2-karbaldehida u medu, a pri
tome su na raspolaganju tri dostupne metode: HPLC metoda, metoda po Winkler-u i metoda po
White-u (Bogdanov, 2009). U svrhu utvrdivanja ovog fizikalno-kemijskog parametra meda od
brsljana koriStena je metoda po White-u. Ova metoda zahtijeva koriStenje spektrofotometra 1
mjerenje apsorbancije na dvije valne duljine: 284 nm i1 336 nm te izrazavanje dobivenih
rezultata u mg/kg. Izvaze se 5 g meda te se otapa u otprilike 25 ml vode 1 kvantitativno prenosi
u odmjernu tikvicu od 50 ml. U odmjernu tikvicu dodaje se po 0,5 ml Carrez I 1 Carrez 11
otopina, promijesa i nadopuni destiliranom vodom do oznake. Pripremljena otopina profiltrira
se preko filter papira. Nakon filtracije, pipetira se po 5 ml filtrata u dvije epruvete. U prvu se
dodaje voda (otopina uzorka), a u drugu 0,2 %-tna otopina natrijevog bisulfita (standardna
otopina) (Bogdanov, 2009). Nakon kratkog mijeSanja na vortex mijeSalici slijedi oCitavanje
apsorbancije otopine uzorka i standardne otopine na dvije valne duljine (284 nm 1 336 nm) te

racunanje koli¢ine HMF-a u danom uzorku prema formuli (4).
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D
Udio HMF — a (mg/Kkg) = (Azgs — Az3e) * 149,7 * 5 * W “)

gdje je: Angs— apsorbancija na 284 nm,
A33¢— apsorbancija na 336 nm,
149,7 — faktor,
5 — teorijska nominalna masa uzorka,
D — faktor razrjedenja, u slucaju kad je razrjedenje potrebno,

W — masa uzorka u gramima (g).

3.2.6. Spektrofotometrijsko odredivanje boje

Metoda se zasniva na mjerenju razlike u apsorbanciji na valnim duljinama od 450 i 720 nm
(formula (6)) 1 izraZavanju rezultata kao neto apsorbancija (NA). Uzorci meda pripremaju se
kao 50 %-tna otopina meda u destiliranoj vodi. Potrebno je otopiti 12,5 g meda u laboratorijsku
¢aSu od 50 mL i kvantitativno prenijeti u odmjernu tikvicu od 25 mL. Po nadopunjavanju
odmjerne tikvice do oznake slijedi filtriranje tako pripremljene otopine i o¢itavanje vrijednosti
apsorbancije filtrata u spektrofotometru. Filtriranje se provodi kako bi se uklonile eventualno

prisutne velike Cestice u medu (Beretta i sur., 2005).

NA (mAU) = (A450 - A720) * 1000 (6)

3.2.7. Odredivanje sastava ugljikohidrata u medu

U svrhu izrade ovog diplomskog rada za analizu sastava i1 udjela ugljikohidrata koriStena je
tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) uz detektor indeksa loma (RI). Za
potrebe diplomskog rada dani su rezultati za zbroj fruktoze i glukoze, omjer fruktoze 1 glukoze
te omjer glukoze 1 vode. Za provedbu analize potrebno je podesiti temperaturu uredaja na 30
°C, prirediti mobilnu fazu, uzorke meda i standardne otopine Se¢era. Mobilna faza sastoji se od
acetonitrila i destilirane vode u omjeru 70:30. Uzorci meda pripremaju se vaganjem 5 g meda
1 otapanjem u 40 mL destilirane vode. U odmjernu tikvicu od 100 mL odpipetira se 25 mL
metanola, u nju kvantitatino prenese otopina meda 1 nadopuni do oznake destiliranom vodom.

Potom se pomo¢u membranskog filtra otopina meda filtrira u staklenu bocicu (vialicu) i tako
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pripremljen uzorak spreman je za analizu na HPLC-u (Bogdanov, 2009). Identifikacija
odijeljenih ugljikohidrata temelji se na usporedbi vremena zadrZavanja pikova sa vremenima
zadrzavanja pikova standarda ugljikohidrata, a kvantifikacija dobivenih povrsina svakog pika

koristenjem kalibracijskih krivulja standardnih otopina.

3.2.8. Odredivanje ukupnih fenola

Za provedbu analize ukupnih fenola koristena je modificirana Folin-Ciocalteu metoda opisana
od strane Beretta i sur. (2005). Metoda se zasniva na reakciji Folin-Ciocalteu reagensa i fenolnih
spojeva pri ¢emu nastaje plavo obojeni kompleks ¢iji se intenzitet mjeri na valnoj duljini od
750 nm. Medutim, test se temelji na redoks reakciji pri ¢emu drugi spojevi (npr. reducirajuci
Seceri — glukoza, fruktoza i maltoza) takoder mogu reducirati Folin-Ciocalteu reagens i tako
moze doé¢i do neZeljene interferencije (Lawag Lozada i sur., 2023). Secerni analog koji se
koristi kao slijepa proba je mjeSavina Secera €iji sastav priblizno odrazava sastav Sec¢era u medu.
Sastav Secernog analoga je 40 % fruktoza, 30 % glukoza, 8 % maltoza i 2 % saharoza
(Bertoncelj 1 sur., 2007). Za provedbu metode potrebno je izvagati 15 g meda i otopiti sa
destiliranom vodom u odmjernu tikvicu od 50 ml. Potom se uzme 0,1 ml tako otopljenog
uzorka, prenese u male epruvete i pomijesa s 1 ml 10 %-tnog Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon
dodanog reagensa slijedi mijeSanje na vortex mijeSalici 2 minute i inkubiranje pripremljenih
uzoraka 20 minuta na sobnoj temperaturi u tamnom. Po zavrSetku inkubacije slijedi oCitavanje
apsorbancije na valnoj duljini od 750 nm u odnosu na Secerni analog kao slijepu probu. Nakon
odredivanja ukupnih fenola u pripremljenim uzorcima slijedi kvantifikacija koja se vrsi
koriste¢i galnu kiselinu kao standard (0,02 — 0,2 mg/mL), a rezultati se izrazavaju kao mg galne

kiseline/kg meda (Beretta 1 sur., 2005).

3.2.9. Odredivanje antioksidativnog kapaciteta

FRAP test (Ferric Reducing Antioxidant Power) je metoda koja mjeri ukupni antioksidativni
kapacitet proizvoda (Benzie 1 Strain, 1996). Analiza se temelji na reakciji pri niskom pH od 3,6
gdje se feri zeljezo (Fe**) sa TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin) reducira do fero (Fe**) TPTZ
kompleksa. Tijekom reakcije dolazi do razvoja boje u plavu te mjerenja apsorbancije na 593
nm ¢ija vrijednost odgovara intenzitetu plave boje (Benzie i Strain, 1996). Za provedbu analize
potrebno je pripremiti reagens. FRAP reagens sastoji se od 10 mM otopine TPTZ u 40 mM
HCI, 20 mM Zeljezo klorida (FeClz-6H20) 1 0,3 M natrijevog acetatnog pufera u omjeru 1:1:10.
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Reagens mora biti svjeze pripreman svaki dan i termostatiran na temperaturi od 37 °C u vodenoj
kupelji. Priprema uzorka sa analizu sastoji se od vaganja 5 g meda, otapanja destiliranom
vodom 1 kvantitativnog prenoSenja u odmjernu tikvicu od 50 ml. Potom se uzme alikvot otopine
meda od 0,2 ml i pomijesa sa 1,8 ml dnevno pripremljenog FRAP reagensa. Nakon mijesanja
na vortex mijesalici, uzorak za analizu termostatira se na 37 °C tijekom 10 minuta. Nakon isteka
vremena termostatiranja, slijedi mjerenje apsorbancije na valnoj duljini od 593 nm u odnosu na
Se¢erni analog kao slijepu probu. Vodene otopine zeljezo sulfata (FeSO4 7H>O) u
koncentracijskom rasponu od 50 do 1000 uM koriste se za izradu kalibracijske krivulje na
temelju koje se izracuna FRAP vrijednosti (uM Fe(II) 10 %-tne otopine meda) (Benzie i Strain,
1996; Beretta i sur., 2005).

3.2.10. Senzorska analiza meda

Ovom analizom provode se vizualna ispitivanja, ispitivanja mirisa, okusa, arome te fizikalne
karakteristike (npr. kristalizacija meda) uniflornog meda. Uzorke meda od brsljana senzorski je
ocijenio panel od 5 ocjenjivaca koji su opisali karakteristike te procijenili intenzitet pojedinih

mirisno-okusnih karakteristika (Piana i sur., 2004).

3.2.11. Statisti¢ka obrada rezultata

Rezultati svih mjerenja obradeni su statisticki pomoc¢u programa Microsoft Excel 2021 1
Statistica 14.0.0.15. Za svaki ispitivani parametar izraCunati su srednja vrijednost, standardna
devijacija, medijan te minimum i maksimum. Kako bi se testirala razlika u ispitivanim
parametrima s obzirom na lokaciju prikupljenih uzoraka, koriSten je neparametrijski Mann-
Whitney U test. Statisticki znafajne razlike u ispitivanim svojstvima prema lokacijama

smatrane su one kod kojih je p-vrijednost bila <0,05.
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4. Rezultati

Udio vode (%)

Elektricna provodnost (mS/cm)
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0,56
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PH KH
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Slika 2. Udio vode u ispitivanim uzorcima meda od brsljana
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Slika 3. Elektri¢na provodnost ispitivanih uzoraka meda od brsljana
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Slika 4. pH vrijednost ispitivanih uzoraka meda od brSljana
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Slika 5. Slobodna kiselost ispitivanih uzoraka meda od brsljana
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Slika 6. Udio HMF-a u ispitivanim uzorcima meda od brsljana
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Slika 7. Aktivnost dijastaze ispitivanih uzoraka meda od brsljana



4. Rezultati

1,3
12 —
11t
+
m]
Q 10}
w
u]
09t
+ 1
08
07 O Mean
’ [] MeanzSD
PH KH
T Min-Max
Lokacija (PH-primorska Hrvatska, KH-kontinentalna Hrvatska) + Median

Slika 8. Omjer udjela fruktoze i glukoze (F/G) u ispitivanim uzorcima meda od brsljana
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Slika 9. Zbroj udjela fruktoze i glukoze (F+G) u ispitivanim uzorcima meda od brsljana
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Slika 10. Omjer udjela glukoze i vode (G/W) u ispitivanim uzorcima meda od brsljana
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Slika 11. Boja ispitivanih uzoraka meda od brsljana
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Slika 12. Udio ukupnih fenola u ispitivanim uzorcima meda od brs$ljana
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Slika 12. Ukupni antioksidativni kapacitet (FRAP vrijednost) u ispitivanim uzorcima meda od

brsljana

32



4. Rezultati

Tablica 3. Rezultati Mann-Whitney U testa

Varijabla p-vrijednost
Udio vode (%) 0,00811
Elektri¢na provodnost (mS/cm) 0,02248
pH 0,12069
Slobodna kiselost (mEq/kg) 0,92727
Udio HMF (mg/kg) 0,27332
Aktivnost dijastaze (DN) 0,00811
F/G 0,17090
F+G (mg/100 g) 0,64808
G/W 0,41131
Boja spektrofotometrijski (mAU) 0,85513
Udio ukupnih fenola (mg galne kis./kg meda) 0,31530
FRAP vrijednost 0,03577

Podebljanje p-vrijednosti su statisti¢ki znacajne prema Mann-Whitney U testu za nezavisne varijable

Tablica 4. Rezultati senzorske analize meda od br§ljana

Parametar Svojstva

Boja Intenzitet boje: svijetao do srednji

Ton boje: svojstven vrsti meda

Miris Intenzitet mirisa: srednji

Opis: aromatican, cvjetni

Slatkoca: slaba

Kiselost: slaba do odsutna
Gorcina: slaba do odsutna
Okus -
Intenzitet arome: srednji

Opis arome: osvjezavajuca, aromati¢na, cvjetna, topla

Postojanost/aftertaste: srednja

Ostali osjecaji u ustima: -

Fizikalne karakteristike | Brzina kristalizacije: brza
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5. Rasprava

Pri provedbi pravilne karakterizacije uniflornih vrsta meda potrebno je voditi se Pravilnicima i
uputama. Metode medunarodne komisije za med (IHC) validirane su i priznate te se koriste pri
opisu pojedine vrste meda. Karakterizacija meda obuhvaca odredivanje fizikalno-kemijskih
parametara, melisopalinolosku analizu 1 senzorska ispitivanja. Pri provedbi navedenih
analitickih metoda, vazno je uvjeriti se da su ispitivani uzorci meda u skladu s Pravilnikom o
medu (MPRRR, 2015) i Pravilnikom o kakvo¢i uniflornog meda (MPRRR, 2009). Vrijednosti
odabranih fizikalno-kemijskih parametara koji se odreduju pri analizi meda daju Sirok raspon
rezultata budu¢i da sastav meda nije isti i varira. Stoga je bitno da vrijednosti fizikalno-
kemijskih parametara koji se odreduju budu unutar raspona koji je specifican za analiziranu
vrstu meda, s posebnom paznjom na najkarakteristi¢nije parametre (Persano Oddo i Bogdanov,
2004). Zadatak ovog diplomskog rada bio je doprinijeti karakterizaciji meda od br$ljana
odredivanjem odabranih fizikalno-kemijskih parametara kvalitete, antioksidativnog kapaciteta
te opisom senzorskih svojstava ove specificne vrste meda. Osim toga, testirana je razlika u
fizikalno-kemijskim parametrima s obzirom na lokaciju odnosno regiju iz koje potjecu
prikupljeni uzorci kako bi se utvrdile eventualne specificnosti s obzirom na geografsko

podrijetlo.

Udio vode u medu ovisi o raznim ¢imbenicima kao $to su: sezona skupljanja, postignut stupanj
zrelosti u kosSnici, udio vlage u biljci 1 klimatski ¢imbenici. Voda u medu kriterij je kvalitete
koji daje informacije o stabilnosti meda i otpornosti na kvarenje. Cilj je da u medu bude
dovoljno nizak udio vode koji nece utjecati na kvarenje meda fermentacijom. Prema tome,
moze se zakljuc¢iti da udio vode u medu utjeCe na vijek trajanja gotovog proizvoda i
karakteristike obrade (Ramzi i1 sur., 2017). Srednja vrijednost udjela vode u analiziranim
uzorcima meda brsljana iz primorske Hrvatske (PH) iznosila je 19,3 + 0,7 %, a iz kontinentalne
Hrvatske (KH) 16,1 £+ 1,3 (Slika 2). Time je potvrdeno da odreden udio vode u medu brsljana
zadovoljava Pravilnik o medu (MPRRR, 2015) i Direktivu vije¢a Europske unije (Council of
the European Union, 2002) koji propisuju da udio vode u medu smije biti najvise 20 %, no
vrijednosti udjela vode kod uzoraka iz PH su vrlo visoke 1 kod ovih uzoraka moguca je vrlo
brza fermentacija. Naime, smatra se da za med koji ima udio vode iznad 17 % postoji opasnost
od fermentacije zbog povoljnih uvjeta za razvoj kvasaca. Razlika u udjelu vode u dvije
ispitivane regije pokazala se statisticki znaCajnom prema Mann-Whitney U testu (p=0,00811)
Sto se moze djelomicno objasniti u razlikama u klimatskim uvjetima u vrijeme proizvodnje
meda od brSljana. Pasa br§ljana jedna je od posljednjih prije zime, a proizvodnja meda je

tijekom rujna i listopada. Na visok udio vode utjecu relativna vlaznost zraka, koli¢ina padalina
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te broj sunCanih dana tijekom proizvodnje meda. Prema podacima DrZzavnog
hidrometeoroloskog zavoda (DHMZ, 2023) u oba mjeseca relativna vlaznost zraka (RVZ) bila
je visoka posebice u listopadu (srednja mjesecna RVZ u PH 72 %, odnosno 79 % u KH) dok je
istovremeno srednja mjesec¢na kolic¢ina oborina u PH u listopadu iznosila 158 mm, a u KH
znacajno manje (60 mm) §to djelomicno moze objasniti razliku u udjelu vode u uzorcima iz PH
1 KH, a utjecaj ima i stanje u kos$nici te uvjeti vrcanja i rukovanja s medom. Dobiveni rezultati
udjela vode u uzorcima meda od brsljana usporedivi su s vrijednosti udjela vode u medu
brsljana dostupnoj u literaturi (19,92 + 0,001 g/100 g), a koju su odredili Ramzi i sur. (2017).
Cak i vi$e vrijednosti udjela vode odredene na dva uzorka meda od briljana u Irskoj od strane
Kavanagh i sur. (2019), a iznose 23,70 % i 24,80 %. Kako sami autori navode, jedan od razloga
visokog udjela vode moze biti sposobnost meda da lako apsorbira vlagu iz zraka, a Irska je
zemlja s visokom vlaznosti zraka. Drugi razlog moze se pripisati nedovoljnoj zrelosti meda

gdje pcela nije stigla poklopiti med prije nego je on ekstrahiran.

Elektri¢na provodnost meda povezana je sa udjelom pepela, organskih kiselina, proteina, nekih
slozenih $ecéera i poliola te varira s botani¢kim podrijetlom (Ramzi i sur., 2017). Sto je veéi
sadrzaj pepela 1 kiselina, to je veca elektricna provodnost. Pretpostavlja se da je visok sadrzaj
pepela u medu, a time i visoka provodnost, povezan s geografskim podrijetlom i visokim
udjelom minerala u tlu (Kavanagh i sur., 2019). Odredene vrijednosti elektricne provodnosti na
uzorcima meda od brsljana iz PH iznosile su od 0,45 do 0,56 mS/cm, a u uzorcima iz KH od
0,33 do 0,48 mS/cm (Slika 3). Dobivene vrijednosti statisticki su znacajno razli¢ite prema
Mann-Whitney U testu (p=0,02248), a razlike se mogu pripisati razli¢itom geografskom
podrijetlu prikupljenih uzoraka, prvenstveno razlici u sastavu mineralnih tvari u tlu te s manjim
udjelom gore navedenim ¢imbenicima. Prema Pravilniku o medu (MPRRR, 2015) i1 Direktivi
vije¢a Europske unije (Council of the European Union, 2002) elektricna provodnost meda od
brsljana smije biti najvisSe 0,8 mS/cm buduéi da med od br§ljana spada u skupinu cvjetnih
(nektarnih vrsta meda). Prema tome, izraunate vrijednosti elektricne provodnosti meda od
br§ljana zadovoljavaju propise. Slican rezultat dobili su Ramzi 1 sur. (2017) ¢ija je vrijednost
elektricne vodljivosti meda od brsljana iznosila 0,51 = 0,001 mS/cm dok su vrijednosti
elektricne provodnosti uzoraka irskog meda od brsljana (Kavanagh 1 sur., 2019) znacajno u

odnosu na prethodno spomenute i iznose 0,24 mS/cm 1 0,26 mS/cm.

Kiselost meda utjece na njegova antimikrobna svojstva 1 ima vaznu ulogu u vijeku trajanja
meda (Kavanagh 1 sur., 2019). Pravilnik o medu (MPRRR, 2015) i Direktiva vije¢a Europske

unije (Council of the European Union, 2002) propisuju maksimalnu vrijednost za slobodnu
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kiselost meda koja smije iznositi najvise 50 mEq kiseline na 1000 g meda za sve vrste meda.
Prema rezultatima analiza (Slike 4 i1 5) provedenim na uzorcima meda od brsljana, srednja pH
vrijednost uzoraka iz PH iznosila je 4,03 £ 0,09, a iz KH 3,89 £+ 0,16 dok se slobodna kiselost
kretala od 37,95 mEq/kg do 48,40 mEq/kg, odnosno do 35,95 mEq/kg do 57,30 mEq/kg. Iz
dobivenih rezultata moze se zakljuciti da med od brsljana karakteriziraju visoke vrijednosti
slobodne kiselosti Sto uz druge c¢imbenike koji doprinose brzoj fermentaciji (visok
glukoza/voda omjer, uvjeti skladistenja...) moZe biti opasno sa aspekta sigurnosti te se
preporu¢a med od brsljana Cuvati na niskim temperaturama u hladnjaku. Prema podacima
dostupnim u literaturi, slobodna kiselost meda od brsljana iznosi 34,67 + 0,58 mEq/kg (Ramzi
isur., 2017) usporediva je s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju. pH vrijednost meda od
br§ljana prema Ramzi i sur. (2017) iznosi 3,54 + 0,011, a Kavanagh i sur. (2019) navode
vrijednosti od 3,91 1 3,79. Svi navedeni pH rezultati dostupni u literaturi nesto su nizi s obzirom

na odredene vrijednosti u ovom istrazivanju, ali i dalje unutar okvira standardne devijacije.

Vazan parametar kvalitete meda je sadrzaj hidroksimetilfurfurala (HMF). Uz aktivnost enzima
(invertaza, dijastaza) pokazatelj je svjezine meda (Bogdanov i sur., 2002). HMF produkt je
razgradnje fruktoze (jednog od glavnih ugljikohidrata u medu) koji se prirodno i polako stvara
tijekom skladistenja meda, a puno brze pri njegovom zagrijavanju. Koli¢ina HMF-a prisutna u
medu koristi se kao referentna vrijednost za koli¢inu zagrijavanja kojoj je med podvrgnut. Sto
je visa vrijednost HMF-a, kvaliteta meda je niZa (Tafere, 2021). Razlika u vrijednosti HMF-a
moze se uociti na lokalno proizvedenom i uvezenom medu. Naime, lokalno proizveden med
zapadne Europe uglavnom je negrijan i do potrosaca dolazi u istoj godini proizvodnje, dok je
uvezeni med zagrijavan 1 skladiSten dulji vremenski period prije dolaska na trziste (Bogdanov
1 Martin, 2002). Pravilnik o medu (MPRRR, 2015) i Direktiva vije¢a Europske unije (Council
of the European Union, 2002) propisuju najviSu dozvoljenu vrijednost HMF-a u medu koja za
med brsljana iznosi 40 mg/kg. Srednja vrijednost sadrZzaja hidroksimetilfurfurala (HMF) u
analiziranim uzorcima meda od br$ljana iz PH iznosila je 0,9 0,7 mg/kg, a u uzorcima iz KH
2,3+ 1,8 mg/kg (Slika 6) 1 nije se statisticki znacajno razlikovala s obzirom na lokaciju uzoraka
(Tablica 3). Rezultati dobiveni u ovom ispitivanju ukazuju na pravilno rukovanje s medom
nakon vrcanja, a svi uzorci zadovoljavaju propise u pogledu udjela HMF-a (MPRRR, 2015;
Council of the European Union, 2002).

Kako je ve¢ ranije spomenuto, aktivnost dijastaze je uz sadrzaj HMF-a pokazatelj svjezine i
nac¢ina rukovanja s medom. Aktivnost dijastaze smanjuje se povec¢anjem temperature. Prema

tome, visok udio HMF-a i niska aktivnost dijastaze mogu biti pokazatelji zagrijavanja i
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nepravilnog skladiStenja meda. Prema Pravilniku o medu (MPRRR, 2015) i Direktivi vijeca
Europske unije (Council of the European Union, 2002) aktivnost dijastaze izraZzena kao
dijastatski broj (DN) mora biti najmanje 8. Iz Slike 7. vidljivo je da svi uzorci meda od brsljana
zadovoljavaju propise, a razlika obzirom na lokaciju je statisticki znacajna (p=0,00811). Iz
rezultata dostupnih u literaturi (Ramzi i sur., 2017) vrijednost dijastaze (DN) za med od brsljana
iznosi 18,61 + 0,3 $to je usporedivo s vrijednostima dobivenim u ovom istrazivanju u uzorcima

iz kontinentalne Hrvatske (18,2 + 3,4) (Slika 7).

Ugljikohidrati su najzastupljenije komponente u medu. Vazni parametri pri odredivanju
botanickog podrijetla i1 klasifikaciji uniflornih vrsta su: udio fruktoze, glukoze i saharoze,
ukupni udio reducirajucih Secera, njihov medusobni omjer i omjer glukoze i vode (Persano
Oddo 1 Piro., 2004). U ovom istrazivanju dani su podaci za zbroj i omjer fruktoze 1 glukoze te
omjer glukoze 1 vode (Slike 8-10). Sva tri parametra nisu se statisticki znacajno razlikovala s
obzirom na lokaciju uzoraka (Tablica 3), a vrijednosti zbroja fruktoze i glukoze (F + G) bili su
unutar propisanih vrijednosti (Slika 9) za cvjetni med (MPRRR, 2015; Council of the European
Union, 2002). Omjer fruktoze i glukoze (F/G) te omjer glukoze i vode (G/W) bitni su za
kristalizaciju meda, a posljedicno i1 za pojavu fermentacije. Med od brSljana vrlo brzo
kristalizira, djelomi¢no zbog visokog udjela glukoze i nizeg udjela fruktoze odnosno niskog
F/G omjera koji za uzorke 1z PH u prosjeku iznosi 0,91 + 0,16, a za uzorke iz KH 1,03 + 0,15.
Dobivene vrijednosti F/G omjera u skladu su s rezultatima za druge uniflorne vrste meda sklone
kristalizaciji, kao Sto su med od uljane repice, suncokreta ili maslacka (Persano Oddo i Piro,
2004). Do kristalizacije meda dolazi najve¢im dijelom zbog kristalizacije glukoze 1 vezanjem
molekula vode pri ¢emu nastaje glukoza monohidrat, a zbog vece topljivosti u vodi fruktoza
ostaje u medu. Voda koja se veze na glukozu postaje slobodna i dostupna mikroorganizmima,
posebice osmofilnim kvascima. Kristalizacijom meda povecava se aktivitet vode, stvaraju se
povoljni uvjeti za razvoj kvasaca i povecava se mogucnost fermentacije meda. Uz F/G omjer
za predvidanje brzine kristalizacije meda koristi se omjer glukoze 1 vode (G/W), ¢ak su
istrazivanja pokazala da je G/W omjer bolji pokazatelj brzine kristalizacije od F/G omjera
(Krishnan i sur., 2021). Prema Krishnan i sur. (2021) medovi koji imaju G/W omjer < 1,7 sporo
kristaliziraju dok medovi sa G/W omjerom > 2,0 kristaliziraju brzo i u potpunosti. Kako je
vidljivo na Slici 10 svi ispitivani uzorci meda imali su G/W omjer iznad 1,7 §to potvrduje i

vizualna opaZanja jer su svi uzorci bili kristalizirani.

Boja meda povezana je s botani¢kim podrijetlom i sastavom meda te je vazna pri klasifikaciji

uniflornih medova. Na boju meda, uz botani¢ko podrijetlo, utjece nekoliko faktora: pcelarska
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praksa (ucestalost mijenjanja voska), doticaj s metalima, izlozenost svjetlu i visokim
temperaturama (Kavanagh i sur., 2019). lako na boju utjecu navedeni faktori, ona se povezuje
sa udjelom pigmenata s antioksidativnim djelovanjem (karotenoidi, flavonoidi,..) u medu
(Beretta i sur., 2005). To¢nije, mnoga provedena istrazivanja (Beretta i sur., 2005; Bertoncelj i
sur., 2007; Flanjak i sur., 2016) utvrdila su da tamniji medovi imaju ve¢i ukupni sadrzaj fenola
1 posljedi¢no, veci antioksidativni kapacitet. Boja uzoraka meda od brSljana odredena je
spektrofotometrijski, jer druge metode koje se u literaturi koriste za procjenu boje meda (CIE
L*a*b* metoda ili metoda uz pomo¢ Lovibond komparatora) zahtijevaju da uzorci za analizu
budu u tekuéem stanju Sto bi u slu¢aju uzoraka meda od brsljana zahtijevalo dekristalizaciju
primjenom povisenih temperatura §to moze potaknuti stvaranje produkata Maillardovih
reakcija i povecanje intenziteta boje. Boja meda od br$ljana odredena spektrofotometrijski
kretala se od 420 mAU do 588 mAU Sto je prema literaturnim podacima usporedivo s
vrijednostima za med od kestena (Beretta i sur., 2005; Bertoncelj i sur., 2007; Flanjak i sur.,
2016) iako se vizualno ove dvije vrste znacajno razlikuju po boji $to je posljedica razlike u
fizikalnim svojostima odnosno kristaliziranom stanju meda od brsljana dok je med od kestena

u teku¢em stanju.

Analiza polifenola vazna je pri proucavanju botani¢kog i geografskog podrijetla meda.
Odredivanje polifenola pomaze pri karakterizaciji meda, ali i identifikaciji zdravstvenih
svojstava od kojih je jedan inhibicijski u€inak na patogene bakterije (Fratianni i sur., 2021).
Osim toga, polifenoli kao bioaktivne tvari mogu biti u€inkoviti u smanjenju zdravstvenih rizika
uzrokovanih od strane slobodnih radikala te tako pomoc¢i pri zastiti stanice od oStec¢enja (Kolayl
1 sur., 2017). Slika 12 prikazuje vrijednosti udjela ukupnih polifenola dobivenih analizom na
spektrofotometru. Udio ukupnih fenola u medu od br§ljana kre¢e se od 126,05 mg galne
kiseline/kg meda do 175,60 mg galne kiseline’kg meda, a prema Mann-Whitney U testu
statistiCki znacajna razlika izmedu regija nije utvrdena. Podaci dostupni u literaturi pokazuju
znatno vece vrijednosti ukupnih fenola u medu brsljana: 45,23 + 0,00 mg galne kiseline/100 g
meda (Kolayli 1 sur., 2017) 1 257,07 + 8,73 mg galne kiseline/kg meda (Fratianni 1 sur., 2021).
Razlika u vrijednostima izmedu navedenih istrazivanja i vrijednosti utvrdenih u ovom radu
moze se pripisati raznim ¢imbenicima, od kojih su neki geografsko porijeklo, ,,Cistoca™ meda 1
uvjeti skladiStenja. Osim toga, u obzir treba uzeti 1 vrstu modifikacije Folin-Ciocalteu metode
koja je koriStena za odredivanje ukupnih fenola u navedenim radovima te utvrditi jesu li

rezultati usporedivi.
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Komponente meda odgovorne za antioksidativni ucinak su flavonoidi, fenolne kiseline,
askorbinska kiselina, katalaza, peroksidaza, karotenoidi i produkti Maillardovih reakcija.
Najveci utjecaj na sadrzaj fenola u medu, a time 1 na antioksidativnu aktivnost ima botanicko
podrijetlo (Kavanagh i sur., 2019). Prema radu Nasrolahi i sur. (2012), lijekovi protiv dijabetesa
u kombinaciji s medom mogli bi poboljsati glikemijsku kontrolu, pojacati antioksidativnu
obranu i1 smanjiti oksidativno oSteéenje. Time bi se dogodila reverzija degeneriranih beta
stanica u gusteraCi i povecala proizvodnja inzulina, a shodno tome i smanjila inzulinska
rezistencija prema molekulama glukoze u cirkulaciji. Uniflorni medovi poput meda od citrusa
1 timijana pokazali su se korisnim za glikemijski indeks. S druge strane, razine serumskog
inzulina bile su znacajno niZze nakon konzumacije meda od kestena. Iz tog razloga vazno je
poznavati antioksidativnu aktivnost meda. Kako je vidljivo na Slici 13 FRAP vrijednosti
uzoraka meda od brSljana iz PH kretale su se od 246,9 uM Fe (II) do 353,33 uM Fe (II), a u
uzorcima iz KH od 188,81 uM Fe (II) do 301,43 uM Fe (II). Mann-Whitney U test pokazao je
statistiCki znacajnu razliku u FRAP vrijednostima u uzorcima iz razli¢itih regija, a razlika moze
potjecati iz razli¢itog udjela komponenti koje doprinose ukupnom antioksidativnom kapacitetu
meda. Prema trenutno dostupnoj literaturi, nema radova u kojima se moZze pronaci vrijednost
antioksidativne aktivnosti za med od brsljana. Usporedujuéi dobivene FRAP vrijednosti za med
od brsljana sa vrijednostima antioksidativne aktivnosti za druge vrste meda, uocljivo je da med
od brsljana pokazuje slicnost sa medom od kestena (Bertoncelj i sur., 2007; Flanjak i sur.,

2016).

Iz Tablice 2 u kojoj su opisane senzorske karakteristike meda od brsljana vidljivo je da ovu
specificnu vrstu med karakterizira svjetla do srednje Zuta boja 1 brza kristalizacija. Intenzitet
arome je srednji, a u opisu arome mogu se zamijetiti osvjezavajuca, aromaticna, cvjetna i topla

nota. Slatko¢a meda je slaba, a kiselost 1 gor¢ina su slabe do odsutne.

Uzimajuéi u obzir sve provedene analize, vidljivo je da svi analizirani uzorci meda brsljana
zadovoljavaju propise (MPRRR, 2015; Council of the European Union, 2002) uz izuzetak
jednog uzorka koji je imao slobodne kiseline ve¢e od maksimalnih 50 mEq/kg. U dostupnoj
literaturi nema dovoljno informacija o medu brsljana, a dostupni podaci ¢esto nisu u skladu s
onima dobivenim pri izradi ovog rada. Razlozi tomu mogu biti koristenje razli¢itih metoda pri
odredivanju istog fizikalno-kemijskog parametra, uvjeti skladiStenja, zrelost meda, geografsko
1 botanicko podrijetlo te mnogi drugi. Usporedujuci rezultate analiziranih fizikalno-kemijskih
parametara meda od brsljana sa podacima dostupnim u radu autora Persano Oddo i Piro (2004)

¢iji je cilj bio prikupiti analiticke podatke glavnih europskih uniflornih medova i1 osigurati
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kriterije kvalitete za njih, uocljivo je da je med brsljana pokazuje slicnost sa medom od
maslacka (Taraxacum officinale L.). Sli¢nosti su vidljive u svijetlo zutoj boji meda, elektri¢noj
provodnosti, niskom omjeru fruktoze prema glukozi i visokom omjeru glukoze i vode. Ipak,
med od brSljana karakterizira visoka slobodna kiselost Sto za med od maslacka nije

karakteristi¢no (Persano Oddo i Piro, 2004).
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6. Zakljudci

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

e Svi analizirani uzorci u skladu su s nacionalnim i medunarodnim propisima s obzirom
na analizu fizikalno-kemijskih parametara, uz izuzetak jednog uzorka koji je imao nesto

vecu slobodnu kiselost od propisane vrijednosti.

e Analize su provodene na svjezim, pravilno skladiStenim i1 termicki netretiranim

uzorcima $to se moze vidjeti po niskom sadrzaju HMF-a i visokoj aktivnosti dijastaze.

e Sastav ugljikohidrata meda od brsljana karakterizira visi udio glukoze 1 relativno nizak
udio fruktoze iz Cega proizlazi nizak F/G omjer koji zajedno s visokim G/W omjerom

ukazuje sklonost brzoj kristalizaciji.

e Visoka slobodna kiselost jedna je od karakteristika meda od brSljana te bi ona mogla

biti koristan parametar pri klasifikaciji ovog meda u buduénosti.

e Udio ukupnih fenola kretao se od 126,05 mg galne kiseline/kg meda do 175,60 mg galne
kiseline/kg meda, a FRAP vrijednosti iznosile su od 188,81 uM Fe (II) do 353,33 uM
Fe (II). Prema dostupnim podacima rezultati dobiveni u ovom istrazivanju prvi su
podaci za ovu uniflornu vrstu meda $to svakako doprinosi znacaju ovog istrazivanja u

opisu uniflornih vrsta meda u Hrvatskoj.

e Statisticka obrada podataka pokazala je da se uzorci iz primorske Hrvatske i
kontinentalne Hrvatske statisticki znacajno razlikuju prema udjelu vode, elektri¢noj
provodnosti, aktivnosti dijastaze te FRAP vrijednostima. Za potpuniji opis ove
specificne vrste meda i potvrdu ovih preliminarnih rezultata potrebno je provesti analizu
na ve¢em broju uzoraka i kroz vise pcelarskih sezona kako bi se dobio bolji 1 potpuniji
uvid u karakteristike meda od br§ljana 1 dao prijedlog za preporucene raspone

vrijednosti za parametre kvalitete za potvrdu uniflornosti.
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