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1. Uvod

Med je proizvod kojeg proizvode pcele radilice (Apis mellifera) od nektara i/ili medne rose te
peludi. Nektar i medna rosa su primarne tvari od kojih se proizvodi pa se prema njima med
dijeli na nektarni med i medljikovac. Péele unose pelud u kosnice zbog visokog udjela
bjelancevina koja im je vaZna za izgradnju zajednice, a ono $to ne potroSe spremaju u saée i
zatvaraju sa medom kako bi sprijecile kvarenje. Prema udjelu i vrsti peludi koja se nalazi u
medu moguce je odrediti botani¢ko podrijetlo (Simi¢, 1980; Vah¢i¢ i Matkovi¢, 2009; Muji¢ i
sur., 2014). U visokim koncentracijama u medu se nalaze Seceri, a u manjim koncentracijama
nalaze se proteini, aminokiseline, enzimi, minerali, vitamini, fenolne tvari i organske kiseline

(Maddocks i Jenkins, 2013; Seraglio i sur., 2019; Shen i sur., 2019).

Medljikovac ili medun se dobiva od medne rose sa crnogoricnih i bjelogori¢nih stabala
(najcesce iz rodova Pinus, Abies, Castanea i Quercus) ifili izluCevina lisnih i Stitastih usi
(porodica Aphididae, red Homoptera - jednokrilci) koje siSu biljni sok navedenih stabala
(Vahci¢ i Matkovi¢, 2009; Pita-Calvo i Vazquez, 2018). U odnosu na cvjetni med, medljikovac
ima znatno veci udio minerala i vitamina $to se ocituje u tamnijoj boji i samom okusu meda
(Broznic i sur., 2018). Najcesce vrste medljikovaca koje se proizvode u Republici Hrvatskoj su:

hrastov, jelin i smrekov (Vahdi¢ i Matkovi¢, 2009).

Aminokiseline su tvari kojih u medu ima u malom udjelu, ali su od velikog znacaja pa se sve
ceSée provode istrazivanja sa aminokiselinama kao glavnim fokusom. Razlog sve vece
zainteresiranosti se javlja zbog moguénosti koristenja sastava i udjela aminokiselina u svrhu
odredivanja botani¢kog i geografskog podrijetla meda; odredivanja starosti meda; a sa
nutritivnog aspekta je vazno zbog njihovog pozitivnog utjecaja na zdravlje (Cotte i sur., 2004;
Gonzalez Paramas i sur., 2006). Aminokiseline se naj¢es¢e odreduju metodom tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (high-performance liquid chromatography, HPLC), a za
provedbu i uspjeSnost analize vrlo je vaina priprema uzorka pa se zato vrsi derivatizacija

uzorka, najcescée prije same analize (Bernal i sur., 2005).

Cilj rada bio je provesti istrazivanje na uzorcima medljikovaca kako bi se dobio uvid u sastav i
udio aminokiselina, te kako bi se utvrdilo postoji li moguénost odredivanja botani¢kog

podrijetla prema specificnostima njihova sastava.
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2.1. OPIS | PODJELA MEDA

Prema Pravilniku o medu (MP, 2015): ,,Med jest prirodno sladak proizvod sto ga medonosne
pcele (Apis mellifera) proizvode od nektara medonosnih biljaka ili sekreta Zivih dijelova biljaka
ili izlu¢evina kukaca koji siSu na Zivim dijelovima biljaka, koje pcele skupljaju, dodaju mu
vlastite specifi¢ne tvari, pohranjuju, izdvajaju vodu i odlazu u stanice sa¢a do sazrijevanja.”
Prema podrijetlu dijeli se na cvjetni ili nektarni med koji se dobiva od nektara biljaka te
medljikovac ili medun dobiven uglavnom od izlucevina kukaca (Hemiptera) koji Zive na zivim
dijelovima biljaka ili od sekreta Zivih dijelova biljaka. Nektarni med moZze biti uniflorni — sadrzi
najmanje 45% peludnih zrnaca iste biljne vrste, uz par izuzetaka gdje taj postotak ovisi o biljnoj
vrsti i multiflorni - mjesavine vise biljnih vrsta (MPRRR, 2009). Medljikovac pcele proizvode od
medne rose sa crnogorice ili bjelogorice. Kada govorimo o kombinaciji cvjetnog meda i

medljikovca, takav med se naziva mijeSani med (Vahcic¢ i Matkovié, 2009).

Prema nacinu proizvodnje, med se dijeli na: med u sac¢u (pcéele ga skladiSte u stanicama svjeze
izgradenog saca bez legla ili u satnim osnovama izgradenim iskljuéivo od pcelinjeg voska, a
prodaje se u poklopljenom sadu ili dijelovima takvog sac¢a), med sa sa¢em ili s dijelovima sada,
cijedeni med (dobiva se ocjedivanjem otklopljenog saéa bez legla), vrcani med (dobiven
vrcanjem otklopljenog saca bez legla), preSani med (dobiva se preSanjem saca bez legla) i

filtrirani med (MP, 2015).

U Hrvatskoj se proizvodi veliki broj vrsta meda zbog razlicitih klimatskih uvjeta i sastava tla te
raznolike flore. U medonosno bilje ubrajaju se sljedeée porodice: vrbe (Salicaceae), ruzi¢njace
(Rosaceae), krstasSice (Brassicaceae), mahunarke (Fabaceae), glavocike (Compositae) i
usnatice (Lamiaceae); (Simi¢, 1980). Najéescée vrste meda u Hrvatskoj su: bagremov (Robinia
pseudoacacia L.), kestenov (Castanea sativa Mill.), med od kadulje (Salvia officinalis L.) i med
od lipe (Tilia spp.); zatim vrijeskov (Calluna vulgaris L.), ruzmarinov (Rosmarinus officinalis L.),
lavandin (Lavandula spp.), med od suncokreta (Helianthus annus), gloga (Crataegus), planike
(Arbutus unedo L.), uljane repice (Brassica napus L.) i cvjetni med koji nastaje od nektara

raznog medonosnog bilja (Denzi¢ Lugomer i sur., 2017).
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2.2. SASTAV MEDA

Sastav meda i njegove karakteristike prvenstveno potje¢u od nektara ili medne rose od kojeg
se proizvodi; do promjena u sastavu zatim dolazi zbog utjecaja pcela za vrijeme prerade i
naknadno za vrijeme dozrijevanja, a u sac¢u dolazi do promjena zbog biokemijskih reakcija koje
se odvijaju u medu (lglesias i sur., 2006). Najveci udio u medu ¢ine glukoza (prosje¢no 31,3 %)
i fruktoza (prosjec¢no 38,2 %) uz manje udjele disaharida i oligosaharida. Ugljikohidrati ¢ine 95
% suhe tvari pa se zbog njihova visoka udjela med najéesce koristi kao sladilo. U manjim
koncentracijama u medu se nalaze proteini, aminokiseline, enzimi, minerali, vitamini, fenolne
tvari i organske kiseline (Maddocks i Jenkins, 2013; Seraglio i sur., 2019; Shen i sur., 2019).
Udio navedenih tvari ovisi o sljedec¢im faktorima: geografskom i botani¢kom podrijetlu meda,
vrsti péela koje ga proizvode, klimatskim uvjetima, te samom pcelaru koji kasnije preraduje i
skladisti med (Denzi¢ Lugomer i sur., 2017). Udio vode i ugljikohidrata je najc¢eSc¢e konstantnih
vrijednosti uz moguée male razlike kod razlicitih vrsta, dok je udio ostalih tvari vrlo promjenjiv
i to odreduje svojstva poput boje, mirisa, okusa meda i pozitivhog djelovanja na zdravlje. U
odnosu na cvjetni med, medljikovac je tamnije boje i intenzivnijeg okusa zbog veéeg udjela

minerala (Maddocks i Jenkins, 2013; Seraglio i sur., 2019; Shen i sur., 2019).

Sastav meda uvelike utjeCe na njegova senzorska svojstva, tako i na boju koja se cesto
povezuje sa okusom. Med svjetlije boje povezuje se sa laganijim i blazim okusom, a tamnija
nijansa sa intenzivnijim i ja¢im okusom. Ovo , pravilo” vrijedi za svjeZe medove jer tijekom
duzeg skladistenja moZze doéi do promjene boje zbog djelovanja neenzimskih reakcija

posmedivanja (Seraglio i sur., 2019).

Med ima terapijsko djelovanje na zdravlje Sto se ocituje u antioksidacijskim, antibakterijskim,
antimikrobnim, protuupalnim i antidijabetic¢kim svojstvima. Istrazuju se moguénosti koriStenja
meda za lije€enje gastrointestinalnih, kardiovaskularnih i oboljenja Ziv€anog sustava te u
tretiranju rana (Eteraf-Oskouei i Najafi, 2013; Samarghandian i sur., 2017). Antioksidacijska
svojstva najviSe potje€u od fenolnih komponenata, a protuupalna svojstva se veZu sa
antimikrobnim svojstvima vodikova peroksida i bioaktivnih tvari koje djeluju na
mikroorganizme. Za antimikrobni ucinak odgovorni su: nizak pH meda, udio fenolnih tvari,
visok osmotski tlak, vodikov peroksid, lizozomi i antimikrobni peptidi (Seraglio i sur., 2019;

Cviljevic i sur., 2020). Osim peroksidne aktivnosti, antimikrobna svojstva potjecu i od proteina
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i peptida iz meda (Bilikova i sur., 2015). Takoder, dokazano je da tamniji medovi (medljikovac,
kestenov med) imaju jaci antimikrobni ucinak $to se povezuje sa ve¢im udjelom fenolnih
komponenti i samim tim jac¢im antioksidacijskim djelovanjem (Seraglio i sur., 2019; Cviljevi¢ i

sur., 2020).
2.2.1. Ugljikohidrati

Ugljikohidrati ¢ine najveci udio u sastavu meda, a sladak okus ima zahvaljujuci visokom udjelu
fruktoze i glukoze (60 - 80 %); (Pérez i sur., 2007). Ukupni udio monosaharida u medljikovcima
krece se u rasponu od 59,9 do 79,7 g na 100 g meda (Seraglio i sur., 2019). Saharoza, maltoza,
izomaltoza, turanoza, nigeroza i trehaloza su najceSc¢e pronadeni disaharidi u medljikovcu; te
maltotrioza, rafinoza, melecitoza i erloza od oligosaharida (Vah¢i¢ i Matkovié, 2009; Shaaban
i sur., 2020). Specificna rotacija meda ovisi o sastavu i udjelu ugljikohidrata koji imaju
sposobnost zakretanja linearno polarizirane svjetlosti. Fruktoza ima negativan kut zakretanja
pa medovi u kojima prevladava imaju negativnu specificnu rotaciju. Glukoza, disaharidi i
oligosaharidi imaju pozitivan kut zakretanja $to rezultira pozitivnom specificnom rotacijom
(Primorac i sur., 2011). Visok udio saharoze moze upudivati na prerano vrcanje meda ili na
moguce patvorenje meda dodavanjem Secernih sirupa, ali postoje i vrste koje imaju prirodno
visoki udio saharoze (npr. med od bagrema, citrusa, lavande..) (Persano Oddo i Piro, 2004;

Seraglio i sur., 2019).

Udio ugljikohidrata u medu izravno utjece na fizikalna svojstva meda od kojih se najvise isti¢e
kristalizacija. Kristalizacija meda ovisi o omjeru fruktoze i glukoze i omjeru glukoze i vode u
medu (glukoza/voda omjer ée biti detaljnije opisan u Poglavlju 2.2.2.). Ako je vrijednost
fruktoza/glukoza (F/G) omjera iznad 1,3 kristalizacija ¢e biti sporija; a ako je F/G vrijednost
manja od 1,0 kristalizacija e biti brZa (Seraglio i sur., 2019). Srednja vrijednost F/G omjera u
medljikovcima, dobivena analiziranjem 721 uzorka razli¢itog geografskog podrijetla, iznosi

1,25 £ 0,12 (Persano Oddo i Piro, 2004).

Med je vrlo higroskopan zbog visokog udjela Secera pa u kontaktu sa zrakom visoke vlaznosti
mozZe vezati dio vode na sebe. Takoder, visok udio vode u medu moze uzrokovati naknadnu
fermentaciju tijekom skladistenja i gubitak okusa ¢ime se gubi na kvaliteti proizvoda (Denzié

Lugomer i sur., 2017).
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2.2.2. Voda

Voda je druga najzastupljenija komponenta u medu. Udio vode u medu ovisi o stupnju zrelosti
koji je med dosegnuo u ko$nici, botani¢kom i geografskom podrijetlu, klimatskim uvjetima,
nacinu procesiranja i uvjetima skladistenja. Udio vode je vazan i zbog aktiviteta vode (aw) Sto
utjeCe na rast i razvoj mikroorganizama, enzimske reakcije i procese kvarenja uzrokovane
fermentacijom. Aktivitet vode u medu najviSe ovisi o udjelu glukoze. Aktivitet vode je veci u
kristaliziranom medu u odnosu na nekristalizirani med jer se u kristaliziranom medu glukoza
veze samo sa jednom molekulom vode, u odnosu na nekristalizirani gdje je vezana sa pet
molekula vode. Prema literaturnim podacima, aw medljikovaca je ispod 0,60 (Seraglio i sur.,

2019).

Udio vode, odnosno omjer glukoze i vode (G/V) u medu utjece i na kristalizaciju meda. Ako je
G/V omjer manji od 1,7 tada ce kristalizacija biti sporija; ako je G/V omjer iznad 2,0,
kristalizacija ¢e biti brza. U medljikovcima taj omjer je obi¢no ispod 2,0, a srednja vrijednost

G/V omjera iznosi 1,61 £ 0,17 (Persano Oddo i Piro, 2004; Seraglio i sur., 2019).
2.2.3. Proteini i aminokiseline

Proteina u medu ima vrlo malo, a najve¢im dijelom potjecu od pcela (Gonzéalez Paramasi sur.,
2006). Kada se govori o proteinima, u glavnom fokusu su enzimi: glukoza oksidaza, invertaza,

B-glukozidaza i dijastaza (Bilikova i sur, 2015).

Detaljnije o sastavu i udjelu aminokiselina u medu i njihovom znacaju za kvalitetu i nutritivnu

vrijednosti meda biti ¢ée opisano u Poglavlju 2.4.
2.2.4. Polifenolii flavonoidi

Kao sekundarni metaboliti biljaka, polifenoli utjeCu na boju, aromu i senzorska svojstva;
poboljsavaju otpornost biljaka od bolesti i mikroorganizama, a imaju i antioksidativnu
aktivnost. U ovisnosti o strukturi, flavonoidi se dijele na sljedeée podgrupe: flavoni, flavani,
flavonoli, flavanoni, izoflavoni, halkoni i antocijani. Pronalazimo ih u hrani biljnog podrijetla:
vocu, povrcéu (luk, lisnato povrée i rajcica kao najvedi izvori), siemenkama, kavi, ¢aju, vinu, te

propolisu i medu (Kurtagi¢, 2017).

U medu se najéesée mogu pronaci flavononi, flavoni i flavonoli. Uz flavonoide, med je bogat i

fenolnim kiselinama poput galne, kafeinske, kumarinske i feruli¢ne. Flavonoidi su komponente
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Ciji sastav i udio u medu zavisi o geografskom i botani¢kom podrijetlu; pa se pojedini spojevi
mogu identificirati samo u odredenoj vrsti meda i mogu sluziti kao markeri za identifikaciju i
kontrolu podrijetla (Kurtagi¢, 2017). Smatra se da flavonoidi u medu potjecu iz peludi i
propolisa te da nastaju kao nusprodukti za vrijeme prerade nektara i medne rose (Glines i sur.,

2016).
2.2.5. Mineralii vitamini

Udio minerala je vrlo vazan ¢imbenik koji govori o kvaliteti meda i njegovom geografskom
podrijetlu. Osim $to se odreduju mikroelementi i makroelementi, odreduju se i udjeli teskih
metala koji mogu upucivati na kontaminaciju okolisa, a mogu imati i negativan utjecaj na
zdravlje ljudi. Naj¢es¢e se mogu pronaci sljede¢i minerali: kalij, kalcij, natrij, magnezij, cink,
Zeljezo, fosfor, mangan, bakar i selen (Lasi¢ i sur., 2018). Minerali iz zemlje i biljaka se
kvantitativno prenose na nektar, pelud i medljiku pa su zbog toga bioloski dostupni u medu

(Seraglio i sur., 2019).

Lasic i sur. (2018) su proveli istraZivanje sa ciljem otkrivanja poveznice izmedu udjela minerala
i botanic¢kog i geografskog podrijetla meda i odredivanja koli¢ine prisutnih kontaminanata.
Odredili su da udio K, Ca, Na, Mg, Mn i Fe je podjednak u razli¢itim vrstama meda, dok Seraglio
i sur. (2019) su zakljucili da u medljikovcima od navedenih minerala, najveéi udio ¢ini K sa
udjelom od 70 % i vise od ukupnog udjela minerala. Sto se ti¢e ukupnog udjela minerala,
odredeno je da najviSe minerala ima kestenov, zatim lipov, a najmanje bagremov med; ¢ime
se potvrduje tvrdnja da tamnije vrste meda imaju veéi udio minerala od onih svjetlijih (Lasi¢ i

sur., 2018).

Med ima malo vitamina u svom sastavu i ne moze zadovoljiti preporucene dnevne doze za
ljudski organizam. Oni najvise potjec€u iz peludi i nektara. Ako se med filtrira, ¢ime se iz njega
uklanja i pelud, smanjuje se udio vitamina. U medljikovcu se najvise mogu pronadi vitamini B
skupine - tiamin, riboflavin, niacin, piridoksin, pantotenska kiselina, biotin i folna kiselina;

vitamin Ci kod nekih vitamin K (Vahci¢ i Matkovi¢, 2009; Seraglio i sur., 2019).
2.2.6. Organske kiseline

Tamniji medovi imaju veéi udio organskih kiselina i time vecu ukupnu kiselost, dok svjetliji
medovi poput bagremovog i cvjetnog meda imaju manju koli¢inu organskih kiselina. lako je

kiselost jedna od karakteristika meda, povecana kiselost upucuje na fermentaciju meda.
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Najzastupljenija organska kiselina je glukonska kiselina jer ona nastaje djelovanjem glukoza
oksidaze na glukozu prisutnu u medu. Uz nju, med sadrzi octenu, mravlju, maslac¢nu, mlije¢nu,

vinsku, limunsku, benzojevu i oksalnu kiselinu (Vahci¢ i Matkovi¢, 2009).
2.2.7. Hidroksimetilfurfural (HMF)

U kiselom mediju dolazi do dehidracije glukoze i fruktoze pri ¢emu nastaje cikli¢ki aldehid —
hidroksimetilfurfural, a moze nastati i Maillardovim reakcijama. Prirodno je prisutan u medu
u malim koncentracijama te je jedan od parametara za odredivanje svjeZzine meda; svjeZzi med
ima vrlo male kolicine HMF-a, dok se njegova koncentracija povecava dugotrajnim
skladistenjem i/ili nepravilnim procesiranjem meda. Zbog toga je vazno skladistenje meda pri
nizim temperaturama. U svjeZe vrcanom medu udio mu je do 10 mg/kg (Vahci¢ i Matkovic,

2009; Shaplai sur., 2018).
2.2.8. Kontaminanti i mikroorganizmi

Kontaminanti se ne ubrajaju u prirodne sastojke meda, ali se mogu pronaci u njemu zbog
raznih oneciséenja okolisa. NajcesS¢i kontaminanti su pesticidi i ostatci antibiotika. Pesticidi
mogu dospjeti indirektnim putem u med preko zemlje, zraka i vode $to prelazi na biljke koje
pcele oprasuju. Sve vecda upotreba pesticida i insekticida u poljoprivredne svrhe dovodi u
pitanje kvalitetu meda, ali i Zivot pcela. Ostatci antibiotika su mogudéi ako se pcele tretiraju

istima u svrhu lijecenja nekih bolesti zajednice (Seraglio i sur., 2019).

Zbog svog sastava (niskog pH, visoke osmolarnosti, velike koncentracije Secera), med je
relativno siguran proizvod sa mikrobioloskog aspekta. Od mikroorganizama, postoji opasnost
od onih koji se u tim uvjetima mogu razvijati - poput bakterije Clostridium botulinum koja u
organizmu izlucuje toksin botulin, a koji je posebno opasan za novorodencad i dojencad jer

nemaju razvijen imunoloski sustav (Seraglio i sur., 2019).
2.3. MEDLIIKOVAC

Medljikovac ili medun dobiva se od medne rose/medljike sa crnogori¢nih i bjelogori¢nih
stabala, najéesce iz rodova Pinus, Abies, Picea, Castanea, Fagus, Larix i Quercus i od izlu€evina
lisnih i Stitastih usi; porodica Aphididae, red Hemiptera — jednokrilci, te insekti iz porodica
Psillidae, Lecanoidae i Eriosomatidae; koje siSu biljni sok navedenih stabala (Diéz i sur., 2004;

Vahci¢ i Matkovi¢, 2009; Krakar, 2012; Pita-Calvo i Vazquez, 2018). Medna rosa koju izlucuju
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usi se djelomi¢no probavlja u probavnom sustavu: bjelancevine lisne usi iskoriste kao hranu,
ugljikohidrate djelomi¢no probave, a ostatak izluce (Pita-Calvo i Vazquez, 2018). U medljikovcu
najviSe ima ugljikohidrata, a u odnosu na nektarni med, medljikovac sadrzZi i veci udio
oligosaharida. Njihov udio i sastav ne ovisi samo o vrsti biljke sa koje se uzima medljika, nego
i od vrste usi (Vahci¢ i Matkovi¢, 2009). Sastav ugljikohidrata hrvatskih medljikovaca prikazan

je u Tablici 1.

Tablica 1 Sastav ugljikohidrata hrvatskih medljikovaca (Primorac i sur., 2009)

Fruktoza 32,4 27,7-37,0

Glukoza 31,0 25,7-35,2
Ksiloza 0,1 0,0-0,4
Maltoza 9,7 1,0-17,8
Melecitoza 0,2 0,0-0,9
Saharoza 1,4 0,4-2,8
Rafinoza 0,2 0,0-2,1

Ukupni Seceri 75,0 71,4 - 80,7

Ostale tvari koje se mogu pronac¢i u medljikovcima su: aminokiseline, minerali, enzimi i
organske kiseline; uz to pronalaze se elementi medne rose poput spora, algi i plijesni (Vahci¢
i Matkovié, 2009). U odnosu na nektarni med, medljikovac ima znatno veéi udio minerala i
vitamina $to se ocituje u tamnijoj boji i samom okusu meda. Od minerala, najzastupljeniji su
kalij, kalcij, natrij i magnezij, a u manjoj koli¢ini aluminij, cink, Zeljezo, nikal i mangan (Brozni¢

i sur., 2018).
Najéesce vrste medljikovaca:

e hrastov medljikovac — tamno crvene boje, zbog velike gustoée se tesko vrca iz saca,
opora okusa;
e jelov medljikovac — smede do tamno sive boje sa tamno zelenim podtonom, ugodna

okusa i mirisa;
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o smrekov medljikovac — jantarne boje uz crvenkastu nijansu i intenzivan miris po smoli

(Vahci¢ i Matkovic¢, 2009).

Aromu meda najvise izgraduju hlapljive tvari. Tvari arome mogu potjecati od pcela, ali mogu i
naknadno nastati tijekom skladisStenja meda. Analiziranjem uzoraka meda od jele (Abies spp.)
pokazalo se da najviSe sadrzi butansku kiselinu, a-pinen i metil butirat. Pronadene su visoke
koncentracije octene kiseline u vise vrsta Spanjolskih medljikovaca ¢ime se moze zakljuditi da
je octena kiselina njihovo obiljeZje. Hrvatski medljikovac od hrasta sladuna (Quercus frainetto
Ten.) ima visoke koli¢ine terpena, alifatskih kiselina i derivata benzena (Jerkovi¢ i Marijanovic,

2010; Pita-Calvo i Vazquez, 2018).

Zanimanje za medljikovac je poraslo zbog njegova bogata sastava i terapijskog ucinka pa se
sve viSe provode analize kemijskog sastava (Pita-Calvo i Vazquez, 2018). U Republici Hrvatskoj
dvije su vrste medljikovaca posebno istrazivane zbog specificnih karakteristika i nacina
proizvodnje, a to su medljikovac/medun hrasta sladuna i ,Goranski medun®. Medun hrasta
sladuna (obuhvaéen pod pojmom ,Slavonski med”) je zastiéen oznakom izvornosti na

europskoj razini, a ,,Goranski medun” je zasti¢en oznakom izvornosti na nacionalnoj razini.
2.3.1. Maedljikovac/medun hrasta sladuna

»Slavonski med” je skupni naziv za sljedece vrste meda: med od bagrema, med od lipe, med
od uljane repice, med od suncokreta, med od kestena, cvjetni med i medun hrasta sladuna.
Svaki ,Slavonski med“ koji je sukladan specifikaciji proizvoda, a stavlja se na trziSte mora biti
oznacen logom ,,Slavonski med“ (Slika 1). Sve faze proizvodnje ,Slavonskog meda“ moraju se
provoditi na zemljopisnom podrucju Slavonske regije koje je omedeno rijekama Dravom,
Savom i Dunavom; zapadni dio Slavonske granice se prostire do zapadne administrativne
granice Bjelovarsko - bilogorske Zupanije, grada Novska i opéina Lipovljani i Jasenovac. Hrast
sladun kao Sumska vrsta je specifi€na za jugoistoénu Europu: rasprostire se na Apeninskom
poluotoku i Peloponezu, sjeveroistocno do pokrajine Tokaj u Madarskoj i sjeverozapadno do
Pozeske kotline. Termofilna Suma hrasta sladuna i cera je razvijena na juznim padinama
Krndije od grada Kutjevo do sela Duboka i Ljeskovica u ¢aglinskom kraju (Krakar, 2012; Udruga

proizvodaca Slavonskog meda, 2017).

Medun hrasta sladuna (Quercus frainetto Ten.) se dobiva od medne rose koju izlu¢uju Zirovi

— sok curi iz kutikula Zira. Ta se pojava naziva ,medenje Zirova“, a mozZe potrajati do dva
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mjeseca (srpanj i kolovoz). Da bi doslo do pojave medenja, potrebno je suho i toplo vrijeme
bez vjetra. Medun hrasta sladuna ima miris koji podsjeéa na Sumski med, izrazito je tamne
boje, izrazito je kiseo i srednje slatkoce. U netopivom sedimentu prevladavaju elementi medne
rose (hife, spore), a moze se pronadi sporedna pelud od pitomog kestena (Castanea sativa
Mill.); (Udruga proizvodaca Slavonskog meda, 2017). Od 2018. godine medun hrasta sladuna

je zasti¢en oznakom izvornosti na europskoj razini (MP, 2018).

Slika 1 Logo ,,Slavonskog meda“ (Web 1)

Udio vode i udio HMF-a su parametri kvalitete proizvoda Cije propisane vrijednosti se odnose
na sve vrste meda koje nose oznaku ,Slavonski med“. Postotak vode smije iznositi maksimalno
18,3 %, a koli¢ina HMF-a maksimalno 16,5 mg/kg. Uz navedene vrijednosti za vodu i HMF,
medun hrasta sladuna mora imati vrijednost za elektri¢nu provodljivost minimalno 0,8 mS/cm,
aktivnost dijastaze mora biti minimalno 8, a koli¢ina saharoze maksimalno 4 g/100 g (Udruga
proizvodaca Slavonskog meda, 2017). Medun hrasta sladuna istie se po visokom udjelu
fenolnih tvari i antioksidacijske sposobnosti, visokom udjelu proteina i prolina te enzimskoj
aktivnosti. Karakteriziraju ga visoke vrijednosti za kiselost i aktivnost dijastaze, negativna
specifi¢na rotacija i vrlo tamna boja. Najzastupljeniji mineral je kalij, zatim fosfor, magnezij i

kalcij (Flanjak i sur., 2021).
2.3.2. Goranski medun

Kao posebna kategorija medljikovca, osim meduna hrasta sladuna, u Republici Hrvatskoj se
izdvaja ,,Goranski medun”. Njegova glavna karakteristika, kojom je definiran, je zemljopisno
podrijetlo. Prema specifikaciji proizvoda, ,,Goranski medun” se proizvodi na podrucju Gorskog
kotara (Primorsko-goranska Zupanija) i Ogulinsko-plas¢anske udoline (Karlovacka Zupanija).

Najceséa drveca od kojih se dobiva su: jela (Abies alba Mill.) i smreka (Picea abies L.) koje

12



2. Teorijski dio

pripadaju crnogori¢nim drvec¢ima te od bjelogori¢nih, bukva (Fagus sylvatica L.) i javor (Acer
spp.). Za stvaranje medne rose odgovorne su biljne i Stitaste usi koje se hrane biljnim sokom

spomenutih drveca (Udruga proizvodaca meduna, 2018).

Proizvode ga autohtone pasmine sive pcele (Apis mellifera carnica). Od fizikalno-kemijskih
svojstava, , Goranski medun® mora imati sljedece vrijednosti: udio vode najvise 18,00 %;
elektri¢na vodljivost najmanje 0,9 mS/cm; HMF najvise 15 mg/kg. Povedana elektri¢na
vodljivost je povezana sa visokim udjelom minerala. Mora imati veliku zastupljenost
elemenata medne rose (zelene alge, spore gljiva, dijelovi hifa) i peludnu zastupljenost iz
porodica i rodova Poaceae, Plantago spp., Filipendula spp., Quercus spp., Fagus spp.,
Artemisia spp., Salix spp., Helianthemum spp. Karakterizira ga slabija slatkoc¢a i aroma srednjeg
intenziteta; tamno bezZ do crvenkasto-smeda boja i srednje do jako izrazen miris sa notama
smole i suhog lis¢a (Udruga proizvodaca meduna, 2018). Od 2021. godine, ,Goranski medun”
je zastiéen oznakom izvornosti na nacionalnoj razini (MP, 2021). Logo oznake izvornosti

Goranskog meduna je prikazan na Slici 2.

GORANSKI

MEDUN

Slika 2 Oznaka izvornosti ,,Goranskog meduna“ (Web 2)

2.4. AMINOKISELINE

Proteini se ubrajaju u jedne od najvaznijih spojeva jer su vazni za funkcioniranje organizama.
Njihova struktura je kompleksna, a ono Sto je jednako kod svih proteina jest da su to polimerne
molekule. Ono Sto c¢e se detaljnije opisivati u ovom poglavlju su monomerne jedinice koje

izgraduju proteine, a to su aminokiseline (Berg i sur., 2013).
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Aminokiseline (AK) su molekule koje su izgradene od srediSnjeg ugljikovog atoma (a-ugljikov
atom) na koji su vezani vodik, karboksilna skupina, amino skupina i specifi¢na skupina R (bo¢ni
ogranak). Od ukupno 300 aminokiselina koje se mogu pronaci u prirodi, samo njih 20 izgraduju
proteine (Slika 3), a to su: alanin (Ala, A), arginin (Arg, R), asparagin (Asn, N), asparaginska
kiselina/aspartat (Asp, D), cistein (Cys, C), fenilalanin (Phe, F), glutamin (GIn, Q), glutaminska
kiselina/glutamat (Glu, E), glicin (Gly, G), histidin (His, H), izoleucin (lle, 1), leucin (Leu, L), lizin
(Lys, K), metionin (Met, M), prolin (Pro, P), serin (Ser, S), treonin (Thr, T), triptofan (Trp, W),
tirozin (Tyr, Y), valin (Val, V); (Berg i sur., 2013). U prirodi postoji cijeli niz drugih aminokiselina
koje se nalaze u Zivotinjskim i biljnim tkivima ili nastaju kao meduprodukti metabolizma (Milos,

2009; Wu, 2009).
Prema bo¢nom ogranku, dijele se u Cetiri skupine:

1) nepolarne ili hidrofobne — glicin, alanin, valin, leucin, izoleucin, prolin, fenilalanin,
triptofan i metionin;

2) polarne i bez naboja — serin, treonin, cistein, tirozin, asparagin i glutamin;

3) polarne i negativno nabijene — asparaginska i glutaminska kiselina;

4) polarne i pozitivno nabijene — arginin, histidin i lizin (Milos, 2009).
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Slika 3 Prikaz strukturnih formula aminokiselina (Web 3)
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Aminokiseline u organizam se unose kao slobodne aminokiseline ili nastaju razgradnjom

proteina. Nakon $to se potrebne aminokiseline iskoriste za izgradnju proteina, visak se

razgraduje primarno u jetri. Esencijalne aminokiseline su one koje organizam ne moze

sintetizirati ili ih ne moZe sintetizirati u dovoljnoj koli¢ini. One su: fenilalanin, histidin,

izoleucin, leucin, lizin, metionin, treonin, triptofan, valin; te arginin koji je uvjetno esencijalan

jer ga je potrebno unositi putem hrane u djece, a odrasli ju mogu sintetizirati (Wu, 2009; Berg

i sur., 2013).

Gledajuci Siru sliku, proteine koje unosimo hranom, a s obzirom na sastav aminokiselina

dijelimo na:
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a) kompletne — kompletni proteini smatraju se oni koji u svom sastavu imaju sve
esencijalne aminokiseline u dovoljnoj kolicini, a pronalazimo ih u mlijeku, jajima, mesu
i siru;

b) nekompletne — ne sadrzavaju sve esencijalne aminokiseline, to su uglavhom proteini

biljnog podrijetla iz mahunarki i Zitarica (Mandi¢, 2007).

Kao bioloski aktivnhe komponente sudjeluju u mnogim procesima u organizmu: prekursori su
nekih hormona, npr. hormona rasta, inzulina, glukagona, prolaktina; sudjeluju u apsorpciji i
metabolizmu nutrijenata, npr. sintezi i oksidaciji masnih kiselina i glukoze; vazni su za
imunoloske reakcije organizma u smislu smanjivanja utjecaja patogena i stvaranja antitijela;
djeluju kao neurotransmiteri i antioksidativna zastita. Sa drugog aspekta, aminokiseline
povedavaju biolosku vrijednost prehrambenih proizvoda te utjecu na okus i aromu istih (Bernal

i sur., 2005; Wu, 2009).
2.4.1. Aminokiseline u medu

Aminokiseline su tvari koje pronalazimo u manjem udjelu, ali su velikog znacaja. Razlog sve
vecée zainteresiranosti za aminokiseline u medu se javlja zbog moguénosti odredivanja i
potvrde botani¢kog i geografskog podrijetla meda; odredivanja starosti odnosno svjeZine
meda, a sa nutricionistickog aspekta je vazno zbog saznanja o sastavu proteina i aminokiselina
zbog njihova utjecaja na zdravlje (Gonzdlez Paramas i sur., 2006). Njihovo podrijetlo nije u
potpunosti objasnjeno, ali postoje tri objasnjenja njihova podrijetla u medu. Prva moguénost
je da na sastav i udio aminokiselina utjece udio peludi u medu; pelud u svom sastavu sadrzi
aminokiseline, ali u vrlo malim koli¢inama u odnosu na ukupnu koli¢inu aminokiselina u medu
pa se zakljuuje da pelud nema znacajan utjecaj na njihov udio. Sljede¢a mogucnost je da
aminokiseline potjecu od pcela za vrijeme prerade nektara i medljike; da bi se podrzala ta
tvrdnja, istrazivanjem je dokazano da pcele u svom misicnom sastavu imaju veliku koli¢inu
prolina, aminokiseline koje ima u najvecoj koli¢ini u medu. Uz to, izvor aminokiselina je sam

nektar i medljika od koje pcele proizvode med (Hermosin i sur., 2003; Cotte i sur., 2004).

Provodenjem istrazivanja na uzorcima razlicitih botanickih podrijetla Spanjolskih medova,
Hermosin i sur. (2003) su dobili uvid u sastav slobodnih aminokiselina pri ¢emu je najvise bilo
prolina, fenilalanina, tirozina i lizina, zatim arginina, histidina, valina i glutaminske kiseline

(Hermosin i sur., 2003). U cvjethom medu, u najveéim kolicinama ima, od najveéeg do
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najmanjeg udjela: prolina, fenilalanina, tirozina, glutaminske kiseline, asparagina i
asparaginske kiseline. U medljikovcima to su: prolin, glutaminska kiselina, asparaginska

kiselina, asparagin, glutamin i fenilalanin (Iglesias i sur., 2004).

Udio aminokiselina moze biti vrlo razlicit za razlicite vrste meda, ali imaju neke dodirne tocke.
To su potvrdili Pérez i sur. (2007) koji su proveli istraZivanje na cvjetnom medu, medljikovcu i
mijeSavini cvjetnog meda i medljikovca na ukupno 53 uzorka. U sve tri vrste meda
najzastupljenija aminokiselina je bila prolin. Od ukupno 27 uzorka koje su Meda i sur. (2005)
analizirali, dva su bili medljikovci i njihove vrijednosti za prolin su 797,1 + 14,1 mg/kg i 1216,6
+ 15,7 mg/kg. Prema Iglesias i sur. (2006) prolin je aminokiselina koja je najzastupljenija sa oko
33 % od ukupnih aminokiselina. Visok udio prolina u svim vrstama meda povezuje se sa
njegovim podrijetlom jer ono ve¢inom potjece od pcela, pa geografsko i botanicko podrijetlo
nemaju preveliki utjecaj na njegovu koncentraciju. Na osnovi razliitog sastava i udjela
aminokiselina postoji moguénost razlikovanja navedenih skupina meda (Iglesias i sur., 2006;
Pérez i sur., 2007). Pojedine AK se mogu koristiti kao markeri pri odredivanju botani¢kog
podrijetla meda. Primjeri moguéih markera su treonin u medu suncokreta i fenilalanina u

medu od lavande (Cotte i sur., 2004).
2.4.2. Analiza aminokiselina u medu

Svaki sastojak meda se detaljno prouéava kako bi se jasnije dobio uvid njihovog utjecaja na
ukupni sastav. Plinska (gas chromatography, GC) i tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC) te elektroforeza Cesto se koriste za odredivanje aminokiselina u svrhu

utvrdivanja geografskog i botanickog podrijetla meda (Cotte i sur., 2004; Pereira i sur., 2008).
2.4.2.1. Odredivanje sastava i udjela aminokiselina HPLC metodom

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti se intenzivno pocela razvijati i koristiti
pocetkom 1900-te godine. Vrlo je toc¢na i brza pa se njome mogu separirati i analizirati mnoge
tvari poput aminokiselina, vitamina, lipida, nukleinskih kiselina, proteina i peptida, biljnih

metabolita i pigmenata, i farmaceutika (Ahuja, 2003).

Aminokiseline se mogu analizirati HPLC metodom, a za njih je vrlo vazna priprema uzorka. Zato
se vrsi derivatizacija uzorka, najéesce prije same analize, ali u nekim metodama moze se vrsiti
i nakon separacije na stacionarnoj fazi. S obzirom na koli¢inu aminokiselina u uzorku i njihove

razli¢itosti postoji visSe vrsta reagenasa kojima se aminokiseline mogu pripremati odnosno
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derivatizirati (Bernal i sur., 2005). Zbog toga su Bernal i sur. (2005) proveli istraZivanje na medu
sa ciliem odredivanja aminokiselina upotrebom razli¢itih reagenasa. Koristili su sljedece
reagense: 9-fluorenilmetil kloroformat (FMOC-CI), 6-aminokinolin-N-hidroksisukcinimidil
karbamat (AQC) i dietil oksimetilen malonat (DEEMM). FMOC-CI se najceSée koristi za
analiziranje aminokiselina jer stvara vrlo stabilne fluorescentne derivate. DEEMM stvara
stabilne derivate koji se mogu detektirati u UV podrucju. Bernal i sur. (2005) su zakljucili da

su FMOC-CI i AQC bolji od DEEMM jer daju bolje rezultate pri odredivanju profila meda.

Orto-ftaldialdehid (OPA) najcesée se koristi kao reagens za derivatizaciju zbog visoke
osjetljivosti na AK i brze reakcije derivatizacije na sobnoj temperaturi. Njegovim koristenjem
se osigurava analiza AK bez dodatnog obradivanja uzorka (ekstrakcije i procis¢avanja). Jedini
nedostatak ovog reagensa je taj Sto ne reagira sa prolinom, hidroksiprolinom i cisteinom
(Nozal i sur., 2004; Pereira i sur., 2008). Za odredivanje sekundarnih AK, u kombinaciji sa OPA-
om, koristi se FMOC-CI (Sarwar i Botting, 1993). Jedan od postupaka odredivanja AK u medu
je sljedeci: otapanje uzoraka meda u ultra Cistoj vodi; dodaje se pufer pa OPA reagens i
otopina uzorka te se promijesa; nakon toga se dodaje FMOC-CI. Tako pripremljen uzorak se

koristi za analizu u HPLC uredaju (Cotte i sur., 2004).

Rebane i Herodes (2010) su razvili metodu odredivanja AK koristeé¢i se DEEMM reagensom za
derivatizaciju. Postupak metode je priprema uzorka ekstrakcijom, derivatizacija DEEMM-om i
kromatografska analiza. Uzorak meda se otapa u fosfatnom puferu, filtrira i provodi se
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi te dobiveni ekstrakt AK se otapa u ultra Cistoj vodi. Otopljenom
ekstraktu se dodaje DEEMM koji omogucuje detekciju u UV podrucju, metanol i boratni pufer.
Za identifikaciju AK koristi se tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti sa UV
detektorom i masenom spektrometrijom. Razlika izmedu DEEMM-a i OPA-e je ta da
koristenjem OPA reagensa analiza uzorka se mora provesti odmah nakon derivatizacije, a

koristenjem DEEMM-a derivatizirani uzorak mora odstajati 24 sata prije same analize.
2.4.2.2. Odredivanje sastava i udjela aminokiselina GC metodom

Plinska kromatografija se moze koristiti za kvantitativno i kvalitativho analiziranje uzorka
(Ahuja, 2003). Pri odredivanju AK ovom metodom, obavezna je priprema uzorka, odnosno

derivatizacija prije analize kako bi se povedala hlapljivost uzoraka i samim time poboljsalo
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odredivanje analita od interesa. Za te potrebe najceSce se koristi otopina etilkloroformata,

piridina i etanola ili trifluoretanol (Nozal i sur., 2004).

Nozal i sur. (2004) su proucavali upotrebu GC sa plameno-ionizacijskim detektorom ili
masenom spektrometrijom u svrhu brze analize AK u medu. Analizom su tocno odredili
botanicko podrijetlo 65 uzoraka meda od ukupno 74 analiziranih uzoraka. Prema tome, ova

metoda bi se mogla koristiti za brzo odredivanje AK jer je trajanje metode 15 min.

Azevedo i sur. (2017) su proveli istraZzivanje na brazilskom medljikovcu iz roda Mimosa
koristeci se plinskom kromatografijom i masenom spektrometrijom (GC-MS metoda). Na
otopinama uzoraka prvo se provela ekstrakcija na ¢vrstoj fazi, zatim derivatizacija alkil
kloroformom koji reagira sa amino i karbonilnom skupinom aminokiselina. Cilj njihova
istrazivanja bio je odrediti slobodne AK u navedenom medu i mednoj rosi koju proizvode biljne
usi prije nego ju pcela skupi. Rezultati pokazuju vecu koli¢inu prolina u medljikovcu u odnosu

na mednu rosu ¢ime se moze zakljuciti da pcele znatno utjecu na koli¢inu ove AK.
2.4.2.3. Odredivanje sastava i udjela aminokiselina elektroforezom

Kapilarna elektroforeza je vrlo korisna metoda za odredivanje AK jer je vrlo selektivna; za
analizu se mogu koristiti male koli¢ine uzoraka i reagenasa, jednostavan je nacin pripreme
uzoraka i analize se provedu kroz kratko vrijeme. Za derivatizaciju se najceSce koriste: OPA,

FMOC i fenilizotiocijanat (PITC); (Mato i sur., 2006; Pobozy i sur., 2006).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada bio je provesti analizu sastava i udjela aminokiselina u uzorcima
medljikovaca razliCitog podrijetla kako bi se utvrdile eventualne specifiénosti ovisno o

podrijetlu medljikovaca.
3.2. MATERUALII METODE

Za potrebe izrade ovog diplomskog rada analizirani su medljikovci sa podrucja Republike
Hrvatske. Prikupljeno je 13 uzoraka tijekom 2021. godine (Slika 4), a potvrda botanickog
podrijetla provedena je na osnovi melisopalinoloSke analize, odnosno prisutnosti elemenata
medne rose u netopivom sedimentu, odabranih fizikalno-kemijskih parametara i senzorske

analize.

Slika 4 Prikaz analiziranih uzoraka medljikovaca (Tucek, 2022)
3.2.1. Melisopalinoloska analiza

Utvrdivanje botanickog podrijetla meda vrsi se utvrdivanjem koli¢ine i oblika peludnih zrnaca,
odnosno u slu¢aju medljikovaca i elemenata medne rose; melisopalinoloska analiza se provodi
mikroskopski (Anklam, 1998; Pavli¢ek i sur., 2022). Prema Pravilniku o kakvodéi uniflornog
meda (MPRRR, 2009), da bi se med mogao deklarirati po odredenoj biljnoj vrsti, mora u

netopljivom sedimentu sadrzavati najmanje 45 % peludnih zrnaca iste vrste, uz odredene
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iznimke definirane Pravilnikom. Osim za utvrdivanje botani¢kog podrijetla, ovom analizom
moze se odrediti geografsko podrijetlo, moze se dobiti uvid u nacin prerade meda (filtracija,

fermentacija), moguée patvorenje i kontaminacija meda (Von der Ohe i sur., 2004).

Elementi medne rose su spore gljivica i hife, alge i vosak koji potje¢u od insekata Sto proizvode
mednu rosu. Skupine spora i algi te visSestanicne hife se broje kao jedan element. Vosak se pri
melisopalinoloskoj analizi ne broji jer je vrlo lomljiv ¢ime njegova vrijednost moze biti veéa od
stvarne vrijednosti; drugi razlog je niska relativna gustoéa zbog ¢ega se mozZe dogoditi da se
ne istaloZi u sedimentu. U medljikovcima se moze pronaci i pelud iz biljaka koje ne lu¢e nektar
(Louveaux i sur., 1978). Uzorak meda moze se deklarirati kao medljikovac ako mu je omjer

elemenata medne rose i broja peludnih zrnaca vedi od tri (Diez i sur., 2004).

Za potrebe ove analize otapa se 10 g dobro izmijeSanog meda u 20 mL destilirane vode.
Otopina meda se zagrijava na 40 °C na vodenoj kupelji nakon ¢ega se provodi centrifugiranje
dva puta kroz 10 min na 1000 g. Centrifugiranjem se dobiva sediment koji se prenosi na
predmetno stakalce i razmazuje te suSi. Nakon suSenja slijedi mikroskopska analiza pri
povecanju od 200 — 400 x (Louveaux i sur., 1978). Peludna zrnca, elementi medne rose te
moguce necistoce, kvasci i Cestice Skroba se broje u zasebne kategorije (Von der Ohe i sur.,

2004).
3.2.2. Odredivanje fizikalno-kemijskih parametara

Kod pripreme uzoraka med se mora dobro izmijesati pazeéi da se Sto manje zraka umijesa u
uzorak. Ako je med kristalizirao, tada se moze zagrijati do 40 °C kako bi se kristali otopili

(Bogdanov, 2009).
3.2.2.1. Odredivanje udjela vode

Odredivanje vode refraktometrijski koristi se zbog jednostavnosti i ponovljivosti metode. U tu
svrhu koristi se Abbe-ov refraktometar. Indeks refrakcije ovisi o koli¢ini suhe tvari: veéi udio
suhe tvari znaci vedi indeks refrakcije. Mjerenjem se ocitava indeks refrakcije pri 20 °C te se
podaci o udjelu vode (%) ocitavaju iz tablice za proracun udjela vode u medu. U sluc¢aju da
temperatura za vrijeme provedbe mjerenja je iznad 20 °C, tada se rezultatu za svaki °C dodaje

0,00023; ako je ispod 20 °C rezultatu se za svaki °C oduzima 0,00023 (Bogdanov, 2009).
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3.2.2.2. Odredivanje elektri¢cne provodnosti

Elektricna provodnost je jedan od kriterija za odredivanje botanickog podrijetla meda, a sama
metoda nije zahtjevna i mozZe se izvesti u vecini laboratorija. Njegova vrijednost je povezana
sa koli¢inom pepelaikiselina u medu; $to su vedéi njihovi udjeli to je veéa elektri¢na provodnost
(Bogdanov, 2009). Definira se kao vodljivost 20 % vodene otopine meda pri 20 °C pri ¢emu se
20 % odnosi na suhu tvar meda (Pavli¢ek i sur., 2022). 20 g suhe tvari meda otopi se u
destiliranoj vodi i prenosi u tikvicu od 100 mL koja se nadopuni do oznake. Elektri¢na
provodnost odreduje se konduktometrijski. Rezultati se izraZzavaju u mS/cm; za med

vrijednosti elektricne provodnosti kre¢u se od 0,1 do 3 mS/cm (Bogdanov, 2009).
3.2.2.3. Odredivanje aktivnosti dijastaze

Odredivanje aktivnosti dijastaze provodi se spektrofotometrijski sa netopljivim plavo
obojenim umreZenim tipom $kroba. Za analizu se koriste Phadebas tablete koje sadrze 45 mg
plavo obojenog Skroba po tableti. Hidrolizu Skroba provodi enzim dijastaza prisutna u medu
pri ¢emu nastaju plavo obojeni topljivi fragmenti u otopini koji se odreduju
spektrofotometrijski pri 620 nm. Apsorbancija otopine je proporcionalna aktivnosti dijastaze
iz uzorka. Aktivnost dijastaze se izraZava kao dijastatski broj (DN). Jedan DN se definira kao
enzimska aktivnost 1 g meda koji moze hidrolizirati 0,01 g Skroba u 1 h pri 40 °C. Aktivnost
dijastaze racuna se prema sljedec¢im jednadZbama: za vrijednosti dijastatskog broja do 8 vrijedi

jednadzba (1), a za DN vrijednosti vece od 8 jednadzba (2).
DN = 35,2 X AAgy — 0,46 (1)
DN = 28,2 X AAgyo + 2,64 (2)
Pri éemu je AAsaorazlika apsorbancije uzorka i apsorbancije slijepe probe (Bogdanov, 2009).
3.2.2.4. Odredivanje udjela HMF-a

Odredivanje hidroksimetilfurfurala prema White-u moze se primijeniti za sve vrste meda.
Odredivanje HMF-a temelji se na njegovoj sposobnosti apsorpcije UV zraka pri valnoj duljini
od 284 nm Sto se mjeri na spektrofotometru. Pri navedenoj valnoj duljini apsorbiraju i druge
komponente koje ometaju rezultat. Kako bi se dobila to¢na vrijednost, zbog navedenih
smetnji, odreduje se apsorbancija vodene otopine uzorka meda i standardne vodene otopine

meda sa dodatkom natrij bisulfita pri 284 i 336 nm. Njihova razlika predstavlja apsorbanciju
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uzorka. Udio HMF-a u medu je razlika apsorbancija uzoraka pri 336 nm i 284 nm; vrijednosti

su izrazene u mg/kg (Bogdanov, 2009).
3.2.3. Senzorska analiza

Senzorsku analizu prikupljenih uzoraka medljikovaca proveo je panel od 5 senzorskih
analiticara. Ocjenjivanje je provedeno metodom bodovanja. Ocjenjivaci su ocjenama 1 do 5
ocjenjivali miris, okus, boju, Cisto¢u i bistrinu uzoraka. MnoZenjem ocjena sa pripadaju¢im
faktorima znacajnosti dobiveni su ponderirani bodovi, a suma ponderiranih bodova koristila
se za procjenu kvalitete uzoraka (HPS, 2010). Rezultati senzorske analize iskazani su kao
»,zadovoljava” ako ispitivani uzorak posjeduje karakteristicna senzorska svojstva za

medljikovce (Persano Oddo i Piro, 2004).
3.2.4. Odredivanje aminokiselinskog sastava

Sastav i udio aminokiselina u medu odreden je HPLC metodom uz fluorescencijski detektor
prema metodi Chen i sur. (2017) uz odredene modifikacije. Modificirana metoda validirana je

prije analize uzoraka medljikovaca.

Analiza je provedena na HPLC uredaju proizvodaca Shimadzu (Slika 5). Uredaj se sastoji od:
jedinice za degaziranje (DGU-20A5R), visoko tla¢ne kvarterne pumpe (LC-20AD), autosamplera
(SIL-10AF), fluorescencijskog detektora (RF20Axs) i komore za kolonu (CTO-20AC). Upravljanje

HPLC sustavom provodi se pomocu racunalnog programa LabSolution Lite (Release 5.52).

Slika 5 HPLC uredaj (Tucek, 2022)
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Priprema uzorka

Odredivanje aminokiselina se provelo na ukupno 13 uzoraka medljikovaca u tri ponavljanja.
Prije vaganja svakog uzorka, potrebno je med dobro izmijesati pazedi da se umijeSa sto manje
zraka. Za pripremu otopine uzorka odvagano je 3,0000 g uzorka. lzvagani uzorak se u ¢asici
otopio sa ultra ¢istom vodom nakon Cega se kvantitativno prenio u odmjernu tikvicu od 25 mL.

Odmijerna tikvica se zatvori ¢epom i promijesa par sekundi na vortex mijesalici.
Postupak derivatizacije

Prije same analize, uzorak je potrebno derivatizirati kako bi se aminokiseline prevele u
fluorescirajuce derivate. U epruvetu se prvo dodaje 150 plL 0,4 M boratnog pufera (pH 10,2) i
120 uL otopine uzorka; zatim se promijesa na vortex mijesalici. Nakon 30 sekundi, dodaje se
30 pL ortoftaldialdehida (OPA) i promijesa se Sest puta. Zatim se dodaje 30 plL 9-fluorenilmetil
kloroformata (FMOC-CI) i mijeSa se Sest puta. Zadnji korak je dodatak 1920 uL vode nakon
¢ega se uzorak mijeSsa dva puta. Tako pripremljen uzorak se prenosi u vijalu preko

membranskog najlonskog filtra veli¢ine pora 0,45 um.
Parametri analize

Odjeljivanje aminokiselina provodi se na Shimadzu Shim-pack GIST C18 koloni (150 x 4,0 mm,
5 um) pri temperaturi kolone od 40 °C. Pokretna faza sastoji se od dva eluensa, eluens A je 40
mmol/L NaH2PO4 (pH 7,8), a eluens B otopina acetonitrila, metanola i vode u omjeru 45:45:10.
Primijenjeno je gradijentno eluiranje pri uvjetima gradijenta pokretne faze navedenog u

Tablici 2.

Tablica 2 Gradijent pokretne faze

0,01 5
36,00 55
36,50 40
50,00 40
55,00 5
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Protok pokretne faze podesen je na 1 mL/min, a volumen injektiranja uzorka iznosio je 5 L.
Valne duljine emisije i ekscitacije za detekciju odijeljenih aminokiselina postavljene su na 350
nm i 450 nm, osim za detekciju prolina koji se detektiran pri 266 nm i 305 nm. Identifikacija
odijeljenih aminokiselina provedena je usporedbom vremena zadrzavanja pojedine
aminokiseline u uzorku s vremenom zadrZavanja iste u standardnoj otopini dok je
kvantifikacija provedena metodom vanjske kalibracije. Za identifikaciju i izradu kalibracijske
krivulje koriSten je standard aminokiselina Amino Acid Standard (AAS18) kupljen od tvrtke

Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD).
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4. Rezultati

Tablica 3 Rezultati fizikalno-kemijskih parametara, senzorske analize i melisopalinoloske

N

10

11
12

13

15,2
16,0
15,3
16,9

15,9
15,4

16,8

17,5

17,7

17,7

18,4
16,1

16,2

1,994
0,956
1,252
1,091

1,170
2,050

1,344

1,224
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1,375
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0,2
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1,3
1,1
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0,5
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* deklariran prema poloZaju kosnica od strane pcelara
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4. Rezultati

Tablica 4 Koli¢ina pojedinacnih aminokiselina u ispitivanim medljikovcima od bjelogori¢ne medljike (mg/kg)

Srednja vrijednost  Srednja vrijednost + Srednja vrijednost Srednja vrijednost + Srednja vrijednost + Srednja vrijednost +

+S0 o) SO o) o) o)

L-Asp 28,62 + 4,51 18,21+ 0,82 59,85 + 7,87 22,89 + 2,48 23,05 + 5,87 119,10 + 13,66

L-Glu 23,24 +1,72 23,65+1,05 29,37 £ 0,98 22,78 +1,55 48,29 + 5,47 146,13 + 6,37
L-Ser 5,01+0,51 12,69 + 4,36 10,34 £ 3,01 7,38 +2,63 15,18 + 0,63 33,94+ 1,58
L-His 0,40 + 0,24 2,22 +0,87 2,12 +0,31 0,79 + 0,19 0,00 + 0,00 16,04 + 0,21
Gly 4,69 + 0,39 5,10 + 1,84 6,88 + 1,50 6,08 + 1,50 10,36 + 0,86 15,67 + 0,85
L-Thr 4,05 + 0,81 11,83 £ 0,80 9,44 + 0,40 4,40 £ 0,83 14,76 + 2,53 26,95 + 0,50
L-Arg 7,09 +0,77 20,03 + 1,24 20,13 0,48 5,59 + 0,23 12,17 +1,93 30,66 + 0,93
L-Ala 12,24 + 0,47 15,06 + 1,60 16,10 + 0,97 12,12 +1,36 20,43 £ 0,60 52,10 0,53
L-Tyr 17,48 +1,13 9,17 + 0,89 15,55 + 0,53 7,54 +0,16 19,07 + 0,58 18,30 + 0,24
L-Cys 11,09 + 0,63 17,18 + 4,22 20,31+1,30 18,68 + 1,09 27,58 + 0,86 57,20 + 2,57
L-val 3,97 + 0,33 8,55 + 0,76 8,52 + 0,28 3,73+0,45 10,76 + 0,93 16,05 + 0,17
L-Met 0,48 + 0,11 1,09+ 0,17 1,12 + 0,07 0,42 + 0,25 9,91+ 1,79 39,66 + 7,07
L-Trp 0,99 + 0,68 6,81+0,61 3,04 + 0,58 0,64 + 0,50 2,01+0,65 6,74 + 0,58
L-Phe 49,22 + 4,40 73,92 + 4,29 40,36 + 0,49 21,02+0,78 52,29 + 3,00 34,78 + 0,88
L-lle 3,23+0,36 4,68 + 0,39 10,26 + 0,27 2,86+ 0,29 8,51 +0,18 8,16 + 0,21
L-Leu 2,94 +0,41 4,01+ 0,54 7,39 £ 0,30 3,11+ 0,20 6,62 0,20 4,74 +0,10
L-Lys 1,76 + 0,86 2,42 £0,22 4,14 £ 0,30 1,83+ 0,61 5,03 + 0,90 6,86 + 0,19

L-Pro 100,58 + 4,48 71,90 + 11,15 92,92 +2,19 64,59 + 13,98 92,05 + 7,03 101,62 + 3,42

SO — standardno odstupanje
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Tablica 5 Koli¢ina pojedinacnih aminokiselina u ispitivanim medljikovcima od crnogori¢ne medljike (mg/kg)

Srednja Srednja vrijednost Srednja vrijednost Srednja vrijednost Srednja vrijednost Srednja vrijednost Srednja vrijednost
vrijednost + SO + SO +SO +S0 +SO +S0 +S0

L-Asp 14,87 + 4,18 7,53+1,28 5,43 +0,64 8,23+1,02 6,18+2,43 8,84 +0,76 4,22 +0,55
L-Glu 25,75 £ 3,27 12,45+ 0,98 9,98 + 0,66 13,57 +0,87 12,02+ 2,36 20,68 £ 1,15 6,37 +0,48
L-Ser 12,15+ 3,52 8,70+ 4,22 7,53+1,37 13,42 +3,22 9,48 + 3,55 9,95+0,10 8,74+3,61
L-His 1,16 + 0,42 0,73+0,38 0,00+ 0,00 0,57+0,53 0,00 +£0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Gly 6,96 + 1,60 4,71+1,86 3,88+ 0,72 6,14 + 1,46 4,92 +1,16 5,73+0,24 4,17 + 0,97
L-Thr 7,13 +0,56 5,77 +£0,72 3,21 +0,53 6,15+1,07 490+1,14 7,37 £0,47 2,81+ 0,79
L-Arg 6,34 +2,52 3,18+ 0,35 1,71+0,61 2,26 10,40 2,05 10,56 3,47 £ 0,56 1,33 +0,65
L-Ala 12,37 £1,29 7,86+1,16 7,02+1,10 9,91+1,12 8,52+1,27 12,08 £ 0,23 6,29 £ 0,92
L-Tyr 8,35+0,92 4,25 +0,53 2,72 +0,52 4,84 + 0,62 3,87 +0,81 10,89 £ 0,57 1,87+0,43
L-Cys 19,52 +2,75 9,87 + 0,49 14,81+ 1,75 15,84 + 1,79 16,17 + 2,26 20,41 +1,90 14,70 £ 0,69
L-Val 4,67 +0,45 3,59+0,57 2,67 £0,69 4,29+0,39 3,31+0,98 5,36+0,43 2,43+0,47
L-Met 0,34 £ 0,05 0,38+ 0,08 3,51+0,73 4,45 + 0,94 3,26 £1,96 3,36+0,73 2,19 +0,69
L-Trp 1,83 +0,07 1,93 +0,60 0,47 +0,17 0,72+0,46 0,38+0,45 0,94 +0,85 0,16 £ 0,27
L-Phe 136,10 + 5,03 9,33+0,94 6,87 £ 0,59 11,57 £ 0,56 9,20+2,47 25,38 +0,99 3,04+0,34
L-lle 2,09 +1,57 2,59+0,35 1,70+ 0,36 3,04+0,48 2,65+0,54 0,00 + 0,00 1,29 £ 0,26
L-Leu 3,64 0,28 2,06 0,32 1,27 +0,16 2,27 £0,51 1,95 + 0,23 3,77 +0,27 1,17 +0,36
L-Lys 3,36+ 0,66 4,38 +0,19 1,57 £ 0,06 2,54 +0,15 2,20+0,32 3,85+ 0,69 1,56+ 0,19
L-Pro 77,11 +£4,70 74,39 £12,57 50,48 £ 9,36 72,91+1,34 62,50 + 8,37 72,81+1,78 52,27 £ 3,57

SO - standardno odstupanje
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L-Asp
L-Glu
L-Ser
L-His
Gly
L-Thr
L-Arg
L-Ala
L-Tyr
L-Cys
L-Val
L-Met
L-Trp
L-Phe
L-lle
L-Leu
L-Lys
L-Pro

10,3
8,4
1,8
0,1
1,7
1,5
2,6
4,4
6,3
4,0
1,4
0,2
0,4

17,8
1,2
1,1
0,6

36,3

Tablica 6 Udjeli pojedinacnih aminokiselina u ukupnim aminokiselinama ispitivanih medljikovaca (%)
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0,4
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4,8
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6,0
2,2
0,2
1,2
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2,7
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11,1
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3,6
0,4
2,9
2,1
2,7
5,9
3,7
9,1
1,8
0,2
0,3
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1,4
1,5
0,9
31,3
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4,3
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0,0
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1,4
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5. Rasprava

Med je vrlo vrijedna prehrambena namirnica koja ima bogati sastav i okus. Njegova potraznja
na trzistu je sve veca pa zbog toga sve ¢eSée dolazi do patvorenja meda. Pod patvorenjem se
smatra lazno deklariranje (naziva, sastava, djelovanja meda i njegova podrijetla). Med se
krivotvorii dodatkom Secera i Secernih sirupaiili razrjedivanjem sa vodom (Anklam, 1998; Chen
i sur., 2017). Za dokazivanje botani¢kog podrijetla meda koristi se melisopalinolo$ka analiza;
to je dugotrajna i zahtjevna metoda pa se traze alternativni nacini koji ¢e omoguditi brie
odredivanje botani¢kog podrijetla. U tu svrhu razmatra se udio fenolnih tvari, sastav Secera i
u novije vrijeme, sastav i udio aminokiselina (lglesias i sur., 2004). U ovom diplomskom radu
analiziralo se 13 uzoraka medljikovaca Cije je botani¢ko podrijetlo dokazano pomocu fizikalno-
kemijskih parametara, senzorskih karakteristika i melisopalinoloske analize $to je prikazano u

Tablici 3.

Utvrdivanje botanickog podrijetla meda vrsi se utvrdivanjem koli¢ine i oblika peludnih zrnaca,
odnosno u slucaju medljikovaca i elemenata medne rose (Anklam, 1998; Pavli¢ek i sur., 2022).
U Tablici 3 navedeni su izvori medne rose ispitivanih medljikovaca prema informaciji pcelara
odnosno polozaju koSnica. Prisutnost medne rose je utvrdena u svim uzorcima i preko toga se
utvrdio izvor medne rose, a samim time i podrijetlo medljikovaca. Medna rosa sa
bjelogori¢nog drvecda utvrdena je u uzorcima 1, 2, 3, 6, 12 i 13. Uzorak 13 specifi¢na je vrsta
medljikovaca od bjelogorice, medljikovac ili medun hrasta sladuna. Medljikovac ili medun
hrasta sladuna karakterizira se kao med izrazito tamne do gotovo crne boje sa srednje slatkim
i izrazito kiselim okusom te mirisom koji podsje¢a na Sumski med (Udruga proizvodaca
Slavonskog meda, 2017). Ima visok udio fenolnih tvari, proteina i prolina te visoku
antioksidacijsku sposobnost i enzimsku aktivnost (Flanjak i sur., 2021). Nadalje, kod preostalih
uzoraka (4,5, 7, 8,9, 10i 11) izvor medne rose je sa crnogoricnog drvecaili je prevladavajuéa
medna rosa sa crnogorice. Uzorci 4, 7, 9 i 10 deklarirani su kao , Goranski medun” kojeg
karakterizira tamno beZ do crvenkasto-smeda boja, miris koji podsjec¢a na smolu, karamel,
suho lisée i paljeno drvo te relativno slabija slatkoca; ima poviSeni udio minerala i elektri¢nu
provodnost (Udruga proizvodaéa meduna, 2018). Sto se ti¢e njihovih melisopalinologkih
svojstava, prema Specifikaciji ,,Goranskog meduna“ (Udruga proizvoda¢a meduna, 2018),
moraju prevladavati elementi medne rose - zelene alge, spore gljiva, dijelovi hifa i peludni

spektar iz porodica i rodova Poaceae, Plantago spp., Filipendula spp., Quercus spp., Fagus spp.,
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Artemisia spp., Salix spp., Helianthemum spp. Uzorci 8 i 11 deklarirani su kao medljikovci od

jele.

Medun hrasta sladuna (uzorak 13) imao je elektricnu provodnost 1,085 mS/cm, aktivnost
dijastaze 37,6 DN, udio vode 16,2 % i koli¢inu HMF-a 1,65 mg/kg; $to je u skladu sa zahtjevima
specifikacije za medun hrasta sladuna (Udruga proizvodaca Slavonskog meda, 2017) te prema
podacima objavljenim u radu Flanjak i sur. (2021) za ovu vrstu meda. U usporedbi sa
rezultatima iz rada Flanjak i sur. (2021), male su razlike u aktivnosti dijastaze i HMF-a zbog

toga Sto se ovdje analizirao samo 1 uzorak.

Uzorci deklarirani kao ,,Goranski medun” imali su sljedece vrijednosti odabranih analiziranih
fizikalno-kemijskih parametara: udio vode 16,8 — 17,7 %; elektri¢nu provodnost 1,091 — 1,344
mS/cm; aktivnost dijastaze 20,4 — 30,8 DN; udio HMF-a 0,2 — 1,1 mg/kg (Tablica 3).

Odredivanje udjela vode je vaZno jer je to prvi pokazatelj stabilnosti meda. Sto je veéi udio
vode znaci da je ve¢a mogucnost fermentacije meda za vrijeme skladistenja (Bogdanov, 2009).
Udio vode u medu ne smije prelaziti 20 % (MP, 2015; Vijece Europske unije, 2002; Codex
Alimentarius Comission, 2001). Svi ispitivani uzorci imali su udio vode manji od 20 %, u rasponu
od 15,2 % do 18,4 % Sto znaci da zadovoljavaju propisani zahtjev (Tablica 3). Elektri¢na
provodnost je proporcionalna udjelu kiselina i minerala: ako je njihov udio vedi, vrijednost
elektriéne provodnosti ¢e biti veéa. Cesto se koristi kao rutinska analiza pri odredivanju
botanickog podrijetla meda (Bogdanov, 2009). Elektri¢na provodnost uzoraka kretala se od
0,915 mS/cm do 2,050 mS/cm (Tablica 3). Za medljikovce ona ne smije biti manja od 0,8
mS/cm te svi analizirani uzorci zadovoljavaju ovaj parametar razlikovanja (MP, 2015; Vijece
Europske unije, 2002; Codex Alimentarius Comission, 2001). Aktivnost dijastaze izrazena kao
dijastatski broj (DN) za veéinu vrsta meda, pa tako i medljikovce, ne smije biti manja od 8. Svi
uzorci zadovoljavaju ovaj parametar, jer je najmanja vrijednost aktivnosti dijastaze iznosila
17,5 (uzorak 5), a najvecéa 54,3 (uzorak 1) (Tablica 3). Udio HMF-a, koji se koristi kao parametar
svjezine odnosno procesiranja meda, ne smije prelaziti 40 mg/kg (MP, 2015; Vijece Europske
unije, 2002; Codex Alimentarius Comission, 2001). Svi uzorci su ispod zadane granice sa
vrijednostima 0,2 do 4,2 mg/kg Sto ukazuje da su svi analizirani uzorci svjezi i pravilno

procesirani (Tablica 3).
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U radu Pavlicek i sur. (2022) udio vode u 2 analizirana uzorka medljikovaca iznosio je 16,5 % i
17,4 %, a aktivnost dijastaze (DN) 17 — 48; Sto su vrlo sli¢ne vrijednosti rezultatima dobivenim
u ovom istrazivanju. Elektri¢na provodnost je 0,84 mS/cm i 1,10 mS/cm, a udio HMF-a 3,1
mg/kg i 31,6 mg/kg. Glavna razlika je u vrijednostima HMF-a, koje su znatno vise u istraZivanju
koje su objavili Pavlic¢ek i sur. (2022). HMF je prirodno prisutan u svjezem medu u vrlo niskim
koncentracijama. Ako je temperatura okolisa iznad 20 °C, ako se med zagrijavao na visokim
temperaturama, neprikladno skladistio i/ili krivotvorio dodatkom invertnog Secera ili sirupa;
vrijednost HMF-a brzo raste (Pita-Calvo i sur., 2017). Nepravilno procesiranje i starost uzoraka

mogudi su uzroci razlika.

Sari¢ i sur. (2008) su odredivali fizikalno-kemijske parametre na pet uzorka hrvatskih
medljikovaca. Udio vode im je iznosio 15,0 % — 20,2 %, Sto je usporedivo sa rezultatima ovog
istraZivanja. Vrijednosti ostalih parametara bile su: elektricna provodnost 0,68 mS/cm — 1,45
mS/cm; aktivnost dijastaze 12,8 — 35,0 DN; udio HMF-a 1,3 mg/kg — 2,1 mg/kg. U odnosu na
rezultate navedenog istraZivanja, ispitivani uzorci iz ovoga rada imaju vece vrijednosti

elektricne provodnosti i aktivnosti dijastaze te veci raspon vrijednosti HMF-a.

Primorac i sur. (2009) su proveli istraZivanje na 16 uzoraka hrvatskih medljikovaca. Dobiveni
rezultati za udio vode (14,9 % - 17,5 %), aktivnost dijastaze (16,6 DN —40,2 DN) i koli¢cinu HMF-
a (0,0 - 3,9 mg/kg) su usporedivi sa rezultatima ovog istrazivanja; dok vrijednosti za elektri¢nu
provodnost (0,81 mS/cm — 1,16 mS/cm) nisu usporedive jer su niZze od onih dobivenih u ovom

istrazivanju.

Kao sto je vidljivo u Tablici 3, svi ispitivani uzorci zadovoljavaju uvjete senzorske analize;
ispitivana senzorska svojstva su miris, boja, okus i kristalizacija. Boja se kreé¢e od tamne do vrlo
tamne sa zelenom nijansom. Srednje su slatkoce i intenziteta arome, a u aromi i mirisu izrazen
je ,drvenasti“ ton. Ponekad ostavljaju naknadni okus u ustima, ali bez gorcine i sa slabom
kiselosti. Imaju veliku viskoznost zbog malog udjela vode i sporo kristaliziraju (Persano Oddo i

Piro, 2004).

Vrijednosti pojedinacnih aminokiselina (AK) u uzorcima medljikovaca od bjelogori¢éne medljike
prikazani su u Tablici 4. Najzastupljenije su sljedece AK: prolin (64,59 mg/kg - 101,62 mg/kg),
fenilalanin (21,02 mg/kg - 73,92 mg/kg), asparaginska kiselina (18,21 mg/kg — 119,10 mg/kg) i

glutaminska kiselina (22,78 mg/kg — 146,13 mg/kg). U najmanjim koli¢inama ima: histidina
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(0,00 mg/kg — 16,04 mg/kg), metionina (0,42 mg/kg — 39,66 mg/kg) i triptofana (0,64 mg/kg -
6,81 mg/kg).

Kako je vidljivo iz Tablice 4 medljikovac hrasta sladuna (uzorak 13) karakterizira veliki udio
prolina (101,62 * 3,42 mg/kg), ali kod ovog uzorka se isti¢u i glutaminska kiselina (146,13 +
6,37 mg/kg) i asparaginska kiselina (119,10 * 13,66 mg/kg) koje bi se mogle koristiti kao
moguci markeri, ali su za potvrdu potrebna dodatna istrazivanja. U najmanjem udjelu ima

leucina (4,74 £ 0,10 mg/kg).

Koli¢éine pojedinacnih aminokiselina u uzorcima medljikovaca od crnogoricne medljike
prikazane su u Tablici 5. Najzastupljenije AK su prolin (50,48 mg/kg — 77,11 mg/kg) i cistein
(9,87 mg/kg — 20,41 mg/kg); a najmanje zastupljene su histidin (0,00 mg/kg - 1,16 mg/kg),
izoleucin (0,00 mg/kg — 3,04 mg/kg) i metionin (0,34 mg/kg — 4,45 mg/kg).

U Tablici 5 mogu se vidjeti koli¢ine pojedinacnih aminokiselina uzoraka 4, 7, 9i 10 deklariranih
kao ,,Goranski medun®. Koli¢ina prolina u tim uzorcima se kreée od 50,48 mg/kg do 77,11
mg/kg, a isticu se po visokim koli¢inama cisteina 14,81 mg/kg - 20,41 mg/kg. Uzorak 4 ima
najvecu koli¢inu fenilalanina (136,10 * 5,03 mg/kg) u odnosu na sve ispitivane uzorke. Prema
sastavu i udjelu AK, uzorci 4 i 10 imaju visi udio Phe, Glu, Ala i Cys od ostalih medljikovaca od
crnogori¢ne medljike pa se moze zakljuciti da ta dva uzorka imaju vise elemenata bjelogorice.
Naime, prema specifikaciji ,,Goranski medun® potje¢e od medne rose sa smreke ili jele u
kombinaciji sa bjelogori¢nim zajednicama javora i bukve sto moze biti jedan od uzroka visih

vrijednosti navedenih aminokiselina (Udruga proizvoda¢a meduna, 2018).

Dva su uzorka prema informaciji péelara odnosno poloZaju kosnica deklarirana kao
medljikovac od jele (uzorak 8 i 11), Cije vrijednosti pojedinacnih AK se nalaze u Tablici 5.
Dominantna AK u oba uzorka je prolin Cije su vrijednosti iznosile: 72,91 + 1,34 mg/kg (uzorak
8) 52,27 + 3,57 mg/kg (uzorak 11); zatim cistein sa vrijednos¢u 15,84 + 1,79 mg/kg (uzorak 8)
i 14,70 £ 0,69 mg/kg (uzorak 11). Najmanje zastupljene aminokiseline su histidin (0,00 mg/kg;
0,57 mg/kg) i triptofan (0,16 mg/kg; 0,72 mg/kg). Tablica 6 prikazuje udio pojedinacnih AK u
odnosu na ukupne AK. Udio glutaminske kiseline u ukupnim AK (7,4 % za uzorak 8 i 5,6 % za
uzorak 11) se mogu usporediti sa vrijednostima za udio glutaminske u ukupnim AK iz rada
Shaaban i sur. (2020), koje su 6 —16 %. U uzorcima 8i 11 u ve¢em udjelu ima prolina (39,9 %;

45,6 %) i serina (7,3 %; 7,6%) od vrijednosti tih AK iz rada Shaaban i sur. (2020).
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5. Rasprava

Koli¢ina ukupnih aminokiselina u ispitivanim medljikovcima je prikazana na Slici 6. Raspon
ukupnih identificiranih AK medljikovaca od bjelogori¢ne medljike se kreée od 206,45 do 734,70
mg/kg, a medljikovaca od crnogori¢ne medljike 114,57 — 343,72 mg/kg. Najvise se isti¢e uzorak
13, medun hrasta sladuna, sa ukupnom vrijednosti AK od 734,70 mg/kg koja je za 50 % i vise

veca od ukupnih AK u ostalim ispitivanim uzorcima.

Razlike u udjelima pojedinacnih AK u ukupnim AK moZemo vidjeti u Tablici 6 gdje su rezultati
izraZzeni u postotcima. Prema podacima iz Tablice 6, najzastupljenije AK u medljikovcima su:
Pro (13,8 — 45,6 %), Phe (2,7 — 39,6 %), Asp (3,7 — 16,7 %), Glu (5,6 — 19,9 %) i Cys (4,0 — 12,8
%). Najmanje zastupljene su: His (0,0 — 2,2 %), Lys (0,6 — 2,7 %), Met (0,1 — 5,4 %), Trp (0,1 —

2,2 %) i Leu (0,6 — 2,1 %). Ovi podatci odgovaraju onima koje su objavili Iglesias i sur. (2004).

Vrijednost za ukupni udio AK poljskog medljikovca iznosi 749,15 + 70,46 mg/kg; ta vrijednost
je usporediva sa ukupnim udjelom AK meduna hrasta sladuna $to iznosi 734,70 mg/kg; a u
odnosu na ostale uzorke (114,57 — 378,08 mg/kg), poljski medljikovac ima veéi ukupni udio
AK. Vrijednost ukupnih AK meduna hrasta sladuna usporediva je sa vrijednostima poljskih
medljikovaca, razli¢ita geografska podrijetla, analiziranih u radu tozowicka i sur. (2021) ¢ije

vrijednosti su 739,0 + 54,0 mg/kg i 728,9 + 40,0 mg/kg.

U usporedbi sa medljikovcem iz Srbije (Saka€ i sur., 2019), medljikovci analizirani u ovom
istraZivanju imaju vece udjele asparaginske kiseline i cisteina, dok sve ostale AK su u manjem
udjelu. Ono Sto se isti¢e kod srpskog Sumskog meda (medljikovac) je da ima veliku koli¢inu
serina, valina i izoleucina (109; 109; 60,1 mg/kg) u odnosu na medljikovce iz ovog istrazivanja

Sto bi se moglo koristiti kao parametar za njihovo razlikovanje.
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6. Zakljucci

Iz rezultata dobivenih u ovom istraZivanju, mogu se izvesti sljededi zakljucci:

najzastupljenije aminokiseline u medljikovcima su prolin (50,48 — 101,62 mg/kg),
glutaminska kiselina (6,37 — 146,13 mg/kg), fenilalanin (3,04 — 136,10 mg/kg),
asparaginska kiselina (4,22 — 119,10 mg/kg) i cistein (9,87 — 57,20 mg/kg); dok su
najmanje zastupljene aminokiseline histidin (0,00 — 16,04 mg/kg), lizin (1,56 — 6,86
mg/kg), metionin (0,34 — 39,66 mg/kg), triptofan (0,16 — 6,81 mg/kg) i leucin (1,17 —
7,39 mg/kg);

medljikovci od bjelogoricne medljike imaju vise ukupnih aminokiselina od uzoraka

kojima je podrijetlo crnogori¢na medljika ili gdje prevladava crnogori¢na medljika;

mogudi markeri za razlikovanje medljikovca hrasta sladuna od ostalih medljikovaca su
visok udio glutaminske kiseline (146,13 + 6,37 mg/kg) i asparaginske kiseline (119,10 +
13,66 mg/kg) kojih u ostalim uzorcima ima u znatno manjim koli¢inama, visok udio
prolina (101,62 + 3,42 mg/kg) i ukupnih aminokiselina (734,70 mg/kg) te istiCe se
histidin, u udjelu od 16,04 + 0,21 mg/kg, koji se u ostalim uzorcima nalazi u vrlo malim

koli¢inama ili je odsutan, no potrebna su daljnja istrazivanja za potvrdu ovih hipoteza;

koli¢ina prolina u uzorcima , Goranskog meduna“ se krece od 50,48 mg/kg do 77,11
mg/kg, a specificnost ove vrste medljikovaca je visok udio cisteina (14,81 mg/kg - 20,41

mg/kg).
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