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1. Uvod

Med se od davnina koristi kao prirodni zasladivac, ali i u medicinske svrhe u apiterapiji, grani
alternativne medicine koja koristi med i ostale pcelinje proizvode u lijecenju razlicitih bolesti
(Bogdanov i sur., 2008). Zapisi o medu i njegovim benefitima mogu se naci u svim drevnim
civilizacijama, od babilonske, drevne Kine, Grcke, preko Rimskog carstva pa sve do naroda
Maya (Crane i sur., 1997; Ocampo Rosales, 2013). Zbog higroskopnosti, viskoznosti i drugih
specificnih fizikalnih svojstava, med se ne upotrebljava ¢esto u prehrambenoj. Otezano je
rukovanje medom, vaganje, ciS¢enje, a i zauzima velik prostor prilikom skladiStenja
(Samborska, 2019). Sve navedeno razlog je proizvodnje meda u prahu koji ¢e biti bolja zamjena
za med kakav se trenutno nalazi na trzZistu, olaksat ¢e se proces proizvodnje, transport i
skladistenje. Liofilizacija predstavlja postupak suSenja smrzavanjem gdje se voda uklanja
sublimacijom leda iz prethodno zamrznutog proizvoda, odvija se u vakuumu pri odgovarajucoj
temperaturi i tlaku. Sam proces je pogodan sa nutritivnog i tehnoloSkog aspekta jer za
posljedicu ima oCuvanje hranjivih tvari i maksimalnu iskoristivost svih sastojaka sirovine u
nasem organizmu. Neke od prednosti liofilizacije su te Sto je proizvod koncentriraniji zbog
uklonjene vode, produzZena je trajnost proizvoda, velika je poroznost konacnog proizvoda,
minimalan je gubitak hranjivih tvari poput vitamina, proteina, enzima, antioksidanasa i
flavonoida (Lovri¢, 2003). Zbog problematike ljepljivosti tijekom liofilizacije, visoke
higroskopnosti meda i teskog koristenja u radu, dodaju se razliCiti nosaci poput maltodekstrina
i dekstina, gume arabike, izolata i koncentrata proteina sirutke te natrijeva kazeinata koji imaju
veliki utjecaj na svojstva liofiliziranih medova i ¢ine ih jednostavnijim i lakSim za upotrebu

(Samborska, 2019).

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj botani¢kog podrijetla i vrste nosaca (kazein i maltodekstrin)
na udio ukupnih polifenola, ukupnu antioksidativnu aktivnost i higroskopnost liofiliziranog

meda.



2. TEORIJSKI DIO



2. Teorijski dio

2.1. MED

Prema Pravilniku o medu (MP, 2015): ,,Med je sladak proizvod Sto ga medonosne pcele (Apis
mellifera) proizvode od nektara medonosnih biljaka ili sekreta Zivih dijelova biljaka ili
izluCevina kukaca koji sisSu na Zivim dijelovima biljaka, koje pcele skupljaju, dodaju mu vlastite
specificne tvari, pohranjuju, izdvajaju vodu i odlazu u stanice sa¢a do sazrijevanja. Prema
podrijetlu (Slika 1) med se dijeli na cvjetni (nektarni) med koji se dobiva iz nektara biljaka, te
medljikovac odnosno med nastao od izluéevina kukaca (Hemiptera) koji Zive na Zivim

dijelovima biljaka ili od sekreta zZivih dijelova biljaka“.

Od spojeva u medu najzastupljeniji su ugljikohidrati i voda. Od ostalih spojeva prisutne su
organske kiseline, vitamini, minerali, elementi u tragovima, pigmenti, fenolni spojevi i hlapivi

spojevi (Persano Oddo i Piro, 2004).

Slika 1 Razlicite vrste meda (web izvor 1)
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2.2. BOTANICKO PODRIJETLO MEDA

Melisopalinoloska (peludna) analiza (mikroskopski pregled) meda je dugo bila glavha metoda
za utvrdivanje botanickog i geografskog podrijetla meda i drugih pcelinjih proizvoda (Alvarez-
Suarez, 2017; Crane i sur., 1997). Danas se, osim peludne i senzorske analize te fizikalno-
kemijskih analiza, prema dostupnoj literaturi za odredivanje botanickog podrijetla koriste
razliCite instrumentalne tehnike poput infracrvene spektroskopije i nuklearne magnetske
rezonancije (NMR), potonja je ¢esc¢e koristena zbog manje invazivnog pristupa uzorcima,

relativne lakoce koriStenja i brzine obrade podataka (Siddiqui i sur., 2017).

Hyde i Williams su 1944. znanost posvecenu istrazivanju peludnih zrnaca i spora gljiva nazvali
palinologija, iz koje je nastala melisopalinologija posveéena peludnim zrncima i fungalnim
sporama meda i drugih pcelinjih proizvoda. Opcenito, peludna zrnca se dijele s obzirom na

veli¢inu, oblik, polarnost, simetriju, boju, sporoderm i dr. (Alvarez-Suarez, 2017).

10 ym 10 ym 10 pm

a) b) c)

Slika 2 Peludna zrnca a) bagrema, lat. Robinia pseudacacia L. (web izvor 2), b) pitomog
kestena, lat. Castanea sativa Mill. (web izvor 3), c) uljane repice, lat. Brassica napus L. (web

izvor 4)

U Republici Hrvatskoj je, osim Pravilnika o medu (MP, 2015) u kojem su definirani zahtjevi za
odabrane fizikalno-kemijske parametre kakvoée meda trenutno na snazi i Pravilnik o kakvoci
uniflornog meda (MPRR, 2009) u kojem je propisano da se med moZe dodatno oznaciti prema
biljnoj vrsti, odnosno kao uniflorni med moze oznaditi onaj med koji u netopljivom sedimentu
sadrZi najmanje 45 % peludnih zrnaca biljne vrste po kojoj je nazvan uz sve senzorske
karakteristike vazne za biljnu vrstu. No, postoje neki izuzetci (Slika 2) kao Sto su bagremov
med koji mora sadrzavati mininalno 20 % peludnih zrnaca bagrema (Robinia pseudoacacia L.),

kestenov med koji mora sadrzavati minimalno 85 % peludnih zrnaca pitomog kestena
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(Castanea sativa Mill.), ili repi¢in med koji mora sadrzavati minimalno 60 % uljane repice

(Brassica napus L.). Ove tri vrste unflornog meda koristene su u ovom istraZivanju.

2.2.1. Bagremov med, Robinia pseudacacia L.

Drvo bagrema daje kratkotrajnu, ali najizdasniju pasu u kontinentalnim dijelovima Hrvatske.
S obzirom na nadmorsku visinu, cvjetanje je uglavnom u kasno proljece i rano ljeto, 10 - 12
dana. Prvo po¢ne mediti na nepristupacnijim i nizim terenima, a kasnije na lakse dostupnim i
viSim terenima. Bagremova pasa zna biti problemati¢na i nerijetko neuspjesna zbog cestih
nepovoljnih klimatskih uvjeta koji prevladavaju u to doba godine kao Sto su kisa, vjetar i
vrucine. Najvecée se bagremove Sume u Hrvatskoj nalaze u Slavoniji i Baranji, Podravini i na
Moslavackoj gori (Vahci¢ i Matkovié¢, 2009). Podaci Udruge proizvodaca Slavonskog meda
(2017) navode da se bagremov med zbog svojih osobina svrstava u najcjenjenije vrste
europskog trzista, a ubraja se i u najcjenjenije vrste Slavonskog meda. Osim toga, pcele vrlo
dobro i uspjesno prezimljuju ako im se osigura zimovanje na bagremovu medu. Bagremov
med, izrazito je svijetle boje, ugodnog okusa i manje intenzivnog mirisa. Sporo kristalizira zbog

veceg udjela fruktoze (Vahcic¢ i Matkovié, 2009).

2.2.2. Kestenov med, Castanea sativa Mill.

Kesten je jednodomna biljka koja raste u Sumama u okolici Petrinje, Hrvatske Kostajnice,
Dvora na Uni, Zagreba (Medvednica) i u Istri. Kesten se, od svih medonosnih biljaka, smatra
najbogatijim izvorom peludi (Vahci¢ i Matkovi¢, 2009). Podaci Udruge proizvodaca Slavonskog
meda (2017) navode da se pitomi kesten nalazi na neutralnim i blago kiselim tlima. Bududéi da
drvo kestena kasno cvjeta, izvrsna je i gotovo jedina ispasa pcela te jedini izvor peludi i
nektara. Kesten cvate na pocetku ljeta (lipanj) te traje oko 10 dana, no cvatnja moZe potrajati
i duze, oko 20 dana, jer sva stabla ne procvjetaju u isto vrijeme. Samome medenju odgovara
vlaino, suho i toplo vrijeme, bez vjetra (Vahci¢ i Matkovi¢, 2009). Kestenov med odlikuje
tamna boja, vrlo jak i oStar miris. Ima specifi¢an trpko-gorki okus i upravo je to jedan od
razloga zasto nije omiljen medu potrosaca (Vahci¢ i Matkovi¢, 2009). Kestenov med sporo
kristalizira te tako dugo ostaje u tekuc¢em stanju, zbog visokog udjela fruktoze i niskog udjela
glukoze. Karakteristicna fizikalno-kemijska svojstva kestenovog meda su niske vrijednosti
omjera glukoza/voda i visoke vrijednosti boje (izrazene Pfundovom skalom). Prema

nacionalnim i medunarodnim propisima (MP, 2015, Vije¢e Europske unije, 2002; Codex
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Alimentarius Comission, 2001) elektricna provodnost kestenovog meda mora biti najmanje
0,8 mS/cm. Kestenov med karakterizira velika enzimska aktivnost, visok pH u odnosnu na

druge vrste meda te visok fruktoza/glukoza omjer (Persano Oddo i Piro, 2004).

2.2.3. Repicin med, Brassica napus L.

Persano Oddo i Piro (2004) navode da se uljana repica koristi iskljucivo za proizvodnju ulja iz
sjemena, no zbog velike koliine nektara i peludi koju sadrzi i cvatnje u travnju kada gotovo
nema drugih pcelinjih pasa cini ju vrlo pogodnom za pcele stvarajucéi velike kolicine Cistog
meda. Med uljane repice ima niske vrijednosti elektricne provodnosti, nizak udio prolina,
omjer fruktoze i glukoze blizu 1, a sadrzi i visoke vrijednosti glukoze. Neke zemlje zahtjevaju
nizi omjer fruktoze i glukoze od 1. Za ovaj je med specificna brza kristalizacija zbog visokog
udjela glukoze. Zbog tog se svojstva Cesto upotrebljava kao pokretac kristalizacije te se dodaje
drugim medovima za dobivanje finije strukture. Repicin med je bijele do svijetlo Zute boje,

intenzivnog mirisa, umjerene slatkoce i slabe kiselosti.

2.2.4. Cvjetni med

Cvjetni med se dobiva od razli¢itog medonosnog bilja gdje niti jedna biljna vrsta ne prevladava
u dovoljnoj mjeri da med posjeduje karkateristi¢na senzorska i fizikalno-kemijska svojstva i
peludni spektar tipican za odredeni uniflorni med. U tom se medu moze pronadi pelud
razlicitih biljnih vrsta koje cvjetaju uisto vrijeme, ali i elementi medljike. Ravnicarska podrucja
Slavonije i Baranje, obronci Krndije i Papuka i podrucja oko rijeka Drave, Save i Dunava, u
proljece i jesen, daju savrSene uvjete za rast i razvoj razli¢itog voéa, samoniklog medonosnog
bilja i korova od kojih pcele sakupljaju pelud i nektar. Med s ovih podrucja je izuzetno
kvalitetan. O biljnoj vrsti koja dominira u medu ovisit ¢e i boja, okus i sklonost kristalizacije
meda. Zbog nektara razlicitih vrsta biljaka, cvjetni med sadrzi sve karakteristike dobrog i

kvalitetnog meda (Udruga proizvodaca Slavonskog meda, 2017; Vahci¢ i Matkovi¢, 2009).
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2.1. LIOFILIZACIJA MEDA

Liofilizacija je postupak suSenja namirnice u zamrznutom stanju. Sam proces ima nekoliko
koraka, tj. operacije zamrzavanja i dehidratacije (sublimacijom i desorpcijom), te

kondicioniranje proizvoda (Loncari¢, 2014).

1. stupanj je sublimacija tj. primarna dehidratacija gdje dolazi do uklanjanja vode u obliku
leda, tzv. slobodne vode gdje dolazi do stvaranja kristala leda i upravo se zbog toga voda ne
pojavljuje u tekuéem stanju. Zamrznuti se materijal postupno dehidratira dobivajuci finu
poroznu strukturu. Buduéi da namirnica treba ostati u zamrznutom stanju tijekom
sublimacije, upotrebljava se niska temperatura (Habus, 2017). Trajanje sublimacije, odnosno
primarne dehidratacije je lako odrediti zato Sto se slaze s trenutkom nestajanja leda (Lovri¢,

2003).

2. stupanj je desorpcija ili sekundarna dehidratacija koja zapocinje uklanjanjem kapilarne
vode koja nije izolirana u obliku kristala leda. Namirnica se zagrijava u temperaturnom
rasponu od 30 do 60 °C do pojave proizvoda bez leda. Nacin na koji se to postize je tretiranjem
proizvoda pod vakuumom u odredenom vremenskom periodu kod navedenih temperatura
(Habus, 2017). Proces desorpcije je kontinuiran i nema zavrsne tocke s fizikalnog stajalista. U
proizvodu Ce zaostati odgovarajuca koli¢ina vode, odnosno zaostala vlaga koja uvelike utjece
i na trajnost proizvoda. Svaka molekula vode, iako je ograni¢ena u svom polozaju, giba se
unutar odredenih granica i upravo je s tim odredena temperatura nekog materijala (Lovri¢,

2003).

Proces liofilizacije se obavlja u uredajima koji se nazivaju liofilizatori. Liofilizatori se sastoje od
3 komponente (Slika 3): komore za liofilizaciju, kondenzacijske komore i vakuumske pumpe

(Lovrié, 2003).
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Slika 3 Liofilizator (Habus, 2017)

2.1.1. Prednosti liofiliziranog meda

Zbog visoke gustoce i viskoznosti, med je teSko koristiti kao dodatak hrani ili lijekovima.
Bududi da je med prezasi¢ena otopina ugljikohirata, prvenstveno fruktoze i glukoze, dolazi do
spontane kristalizacije Sto neki od potrosaca smatraju nepoZeljnom pojavom iako pojava
kristalizacije ne utjeCe ni u kojem slu¢aju na promjenu kvalitete meda. Takoder, voda kao
drugi najvazniji sastojak meda moZe uzrokovati fermentaciju meda (Bogdanov i sur., 2008) i
upravo se zbog toga okreéemo alternativnijim rjeSenjima kao $to je med u prahu. Med u prahu
je atraktivna zamjena za teku¢i med. Odlikuje ga produljeni rok trajanja, mozZe se izravno
dodati u zacine ili suhe premaze te se lako mijesa s drugim suhim sastojcima. Ostale prednosti
meda u prahu su prakti¢nost, laksi transport, manji volumen, lako¢a rukovanja i vaganja,

smanjen prostor za pohranu i jednostavnije ¢iS¢enje (Samborska, 2019).

2.1.2. Nedostaci liofiliziranog meda

Problem liofilizacije se javlja kod sirovina s velikim udjelom Seéera kao $to je na primjer med,
gdje moze dodi do sljepljivanja sirovine za stijenke komore te do pretvorbe u tekudi sirup, sto
onda istovremeno dovodi do problema kao sto je smanjeni prinos proizvoda te poteSkoce u
radu (Samborska, 2019). Takoder se pretvorbom tekuéeg meda u prah javlja problem visoke
higroskopnosti zbog prisutnosti visokog udjela niskomolekularnih ugljikohidrata u medu (Shi

i sur., 2013).
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2.2. NOSACI

Priprema meda u prahu (liofiliziranog meda) uklju¢uje dodatak odgovarajucéeg nosaca,
pomocnog sredstva za susenje i/ili komponenti za obogacivanje metode susenja. Najceséa
metoda za prevladavanje problema s ljepljivosc¢u tijekom suSenja materijala bogatih Se¢erom
je dodatak nosaca visoke molekularne tezine koji zbog visoke temperature staklastog prijelaza

(Tg) mogu promijeniti proces susenja (Samborska, 2019).

Nosaci trebaju imati dobra reolosSka svojstva, permeabilnost membrane, trebaju modi
prolongirati zadrzavanje aktivnih sastojaka u odredenim dijelovima probavnog trakta. Nosaci
moraju biti netoksicni, nealergeni za ljude, trebaju biti pogodni za sterilizaciju, bez okusa il
jedva osjetnog okusa, $to im omogucuje inkapsulaciju sastojaka hrane. Za nosade se
upotrebljavaju biopolimeri kao Sto je Skrob, modificirani oblici Skroba, bjelancevine il

maltodekstrini (Mikuli¢, 2021).

2.2.1. Maltodekstrin

Subari¢ i sur. (2016) isticu da je maltodekstrin nutritivni saharidni polimer, bez okusa koji se
dobiva hidrolizom skroba. Maltodekstrin se upotrebljava kao dodatak za postizanje
odgovarajuce teksture prehrambenih proizvoda. Dekstrozni ekvivalent maltodekstrina manji
je od 25, a sastoji se od kratkolancanih polimera gdje su D-glukozne jedinice povezane a-1,4

vezom (Slika 4).

Slika 4 Struktura maltodekstrina (web izvor 5)
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Prednosti maltodekstrina jesu dobra topljivost, niska cijena, neutralan okus i miris u
sirovinama, laka probavljivost, niska viskoznost pri visokim koncentracijama krutih tvari te
zastita od oksidacije. Zbog vlaZenja koje nastaje zbog prisutnosti hidroksilnih skupina,
maltodekstrin ima loSa emulgiraju¢a svojstva koja stvaraju ograniCenje u kapsuliranju

(Samborska, 2019).

Maltodekstrin se koristi u kombinaciji s drugim matrijalima koji takoder kapsuliraju kako bi se
tijekom suSenja smanjio gubitak hlapljivih spojeva jer stvara zid na povrsini te upravo na taj
nacin poboljSava prinos praha i snizava udio vlage u gotovom proizvodu. Takoder,
maltodekstrin zbog svoje sposobnosti smanjenja bioaktivne pokretljivosti moze potaknuti
dodatni stabilizacijski ucinak, prilikom ¢ega dolazi do smanjenja propusnosti kisika koje je

obrnuto proporcionalno njegovom dekstroznom ekvivalentu (Mikuli¢, 2021).

2.2.2. Kazein

Kazein je najvazniji protein mlijeka. Izdvojen iz mlijeka predstavlja bijelu amorfnu tvar. Kazein
ima koagulirajuca svojstva i proizvodnja vecine sireva je bazirana na destabilizaciji i agreagaciji
kazeina. Proizvodnja sira je glavna uloga kazeina u prehrambenoj industriji jer iz mlijeka u sir

uglavnom prelaze proteini i masti (Zlatar, 2018).

Kazein se sastoji od vise frakcija, asl, as2, B i k kazein koji su produkti specificnih gena

sintetiziranih u mlije¢noj Zlijezdi (Slika 5):

1. oS-frakcije kazeina imaju najvisSe fosfoserina, a predstavljaju hidrofilno podrucje
proteinske molekule jako negativnog naboja;

2. PB-kazein predstavlja najhidrofobniji dio s jednim wvrlo uskim, ali izrazito
naelektriziranim dijelom molekule;

3. k-kazein je potpuno razli¢it od a- i B-kazeina jer sadrZzi samo 1 mol fosfoserina/mol,
njegov C-terminalni dio je hidrofilan i sadrzi ugljikohidrate, dok mu je N-terminalni dio

izrazito hidrofoban i sadrzi relativno stabilnu S-S vezu (Luéan Coli¢, 2022).

Kazeinska molekula ima nesto vise -COOH skupina pa kazein ima slabo kisela svojstva i zbog
toga je cijela micela negativho nabijena. Zbog neto-negativhog naboja i obavijenosti
hidratnim slojem, micele kazeina su vrlo stabilne jer su koloidno dispergirane (Lu¢an Coli¢,

2022).
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Slika 5 Struktura kazeina (web izvor 6)

Upravo zbog slabo kiselih svojstava i negativnog naboja, pH izoelektri¢na tocka kazeina je oko
4,6 sto predstavlja vazan korak u proizvodnji fermentiranih proizvoda, svjezih sireva, pri
izolaciji kazeina, ali i kod drugih proizvodnih procesa. Kod te kiselosti dolazi do narusavanja
stabilnosti kazeina, precipitacije i agregacije i upravo je zbog toga pH toliko vazan (Zlatar,

2018).

Kazein ima mnoge prednosti ukljucujuci nisku cijenu i jednostavnu proizvodnju. Industrijska
proizvodnja kazeina ukljuéuje proces koagulacije koji se moZe prenositi na dva nacina:
enzimskim ili kiselim talozenjem gdje pri odgovaraju¢im uvjetima mogu stvarati gelove.
Razmotana struktura kazein ¢ini lako dostupnim za proteolizu, osiguravaju¢i dobro
oslobadanje proteolitickih enzima u gastrointestinalnom traktu. Priroda kazeina omogucuje
micelama afinitet za hidrofobne tvari, takoder i za hidrofilne makromolekule kao sto su
proteini sirutke i polisaharidi. U mlijeku se kazein nalazi u obliku micele (Glab i Boratynski,

2017).
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2.3. HIGROSKOPNOST MEDA

Higroskopnost meda predstavlja njegovo svojstvo da upija i zadrzava vodu iz okoline. Med
higroskopnim cini visoki udio fruktoze. Zbog velike viskoznosti meda, gibanje apsorbirane
vode s povrsine u unutrasnjost meda je sporo i promjene koje nastaju zbog higroskopnosti se
najvise vide na povrsini (Petricko, 2015). Higroskopnost je vrlo vaina kod pakiranja,
skladistenja i u industrijskoj upotrebi. Ako med upija vlagu, udio vode se povecava i skloniji je

fermentaciji (Machado De-Melo i sur., 2018).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je odrediti utjecaj vrste nosaca (maltodekstrin i kazein) na odabrana
svojstva liofiliziranog meda. U tu svrhu odreden je udio ukupnih polifenola, ukupna

antioksidativna aktivnost i higroskopnost prahova.

3.2. UZORCI MEDA

3.2.1. Odredivanje botanickog podrijetla

Za analizu koriStene su Cetiri vrste meda, tri uniflorne vrste (repicin, kestenov i bagremov
med) i cvjetni (multiflorni) med. Uzorci su prikupljeni tijekom 2021. godine, a potvrda
botanickog podrijetla provedena je na osnovi melisopalinoloske (peludne) analize, odabranih
fizikalno-kemijskih parametara i senzorske analize. Kvalitativna melisopalinoloska analiza
odnosno metoda brojanja i identifikacije peludi u netopljivom sedimentu meda, provedena je
prema metodi von der Ohe i sur. (2004), a priprema preparata za mikroskopiranje prema DIN
metodi 10760 (DIN, 2002). Identifikacija peludnih zrnaca provedena je usporedbom
morfoloskih karakteristika (veli¢ina, oblik, boja i grada vanjske stijenke) s literaturnim
podacima (von der Ohe i sur., 2004). Od fizikalno-kemijskih parametara odredeni su: udio
vode, elektri¢na provodnost, udio hidroksimetilfurfurala (HMF), aktivnost dijastaze te sastav
i udio ugljikohidrata (HPLC-RI metoda) prema metodama koje je objavila medunarodna
komisija za med (International Honey Commission, IHC) (Bogdanov, 2009). Sastav i udio
ugljikohidrata moze se koristiti kao jedan od parametara odredivanja botani¢kog podrijetla,
ali je bitan i za stabilnost odnosno higroskopnost liofiliziranih uzoraka meda. Senzorsku
analizu proveo je panel od pet senzorskih analiticara, a ocjenjivali su se miris, okus, boja,
bistrina/kristalizacija i Cisto¢a uzoraka metodom bodovanja (HPS, 2010). Na osnovi dobivenih
rezultata provedena je ocjena sukadnosti sa zahtjevima propisa o medu (MPRRR, 2009; MP,

2015) te je potvrdeno botanicko podrijetlo ispitivanih uzoraka.

3.2.2. Priprema otopina za liofilizaciju

Pripremljena je otopina meda za liofilizaciju s maltodekstrinom i kazeinom kao nosacem.
Omjer nosaca i meda iznosio je 27:73 u vodenoj otopini konacne koncentracije 43 % suhe tvari

meda. Otopina je homogenizirana pomoc¢u magnetske mijesalice, nakon cega su stavljene u
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posude za liofilizaciju u kojima su bile zamrznute na -80°C, zatim u liofilizator (Martin Christ,
Alpha 2—-4 LSCplus, Osterode am Harz, Njemacka) gdje su bile podvrgnute procesu liofilizacije.
Liofilizacija je provedena pri tlaku od 0,250 mbara tijekom 48 sati. Liofilizirani uzorci meda

pohranjeni su u plastiéne vredice, zatvoreni i cuvani u eksikatoru do analiza.

3.3. METODE

3.3.1. Folin-Ciocalteu metoda

Spektofotometrijska metoda, bazira se na reakciji fenolnih spojeva s Folin-Ciocalteu
reagensom u kiselom mediju pri ¢emu nastaje obojeni produkt. Intenzitet obojenja je
proporcionalan koncentraciji ukupnih fenola u otopini i mjeri se na valnoj duljini A = 750 nm.
Za odredivanje udjela polifenola u medu, odvaze se 15 g uzorka meda i otopi u 50 mL
destilirane vode (Beretta i sur., 2005). U liofiliziranom medu potrebno je prethodno ukloniti
komponente koje reagiraju sa Folin-Ciocalteu reagensom, prvenstveno se to odnosi na
proteine (kazein). Liofilizirani prah meda (2 g) odvaZze se u odmjernu tikvicu od 10 mL, otopi
se u oko 5 mL destilirane vode. Zatim se doda 0,1 mL Carrez | otopine, promijesa te se doda
0,1 mL Carezz Il otopine, nadopuni se do oznake destiliranom vodom i sve promijesa na vortex
mijesalici (prilagodeno iz Veldzquez-Vazquez i sur., 2015). Otopina se profiltrira kroz filter
papir prije analize. Alikvot od 0,1 mL otopine meda ili liofiliziranog meda pomijesa se sa 1,0
mL Folin-Ciocalteu reagensa (Reagecon, Shannon, Irska), te mijeSa na vortex mijesalici 2
minute. Nakon 20 minuta stajanja na sobnoj temperaturi u mraku, ocita se apsorbancija na
750 nm u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba za odredivanje ukupnih polifenola u medu je
Secerni analog (vodena otopina smjese ugljikohidrata: 40 % fruktoze, 30 % glukoze, 8 %
maltoze, 2 % saharoze), a za liofilizirane uzorke je ili otopina maltodekstrina ili otopina kazeina
ovisno o vrsti nosaca koji se upotrebljen. Udio ukupnih polifenola izracuna se iz kalibracijske
krivulje, a rezultati su izrazeni kao mg galne kiseline po kg meda odnosno kg liofiliziranog
meda. Za izradu kalibracijske krivulje koriSten je standard galne kiseline u koncentracijskom

rasponu od 0,01 do 0,2 mg/mL galne kiseline.
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3.3.2. FRAP metoda

Mjerenje ukupnog antioksidativnog kapaciteta koje se temelji na redukciji Zeljeza iz feri (Fe3*)
u fero (Fe?*) oblik u prisutnosti antioksidanasa pri pH 3,6. Nastali Fe?* ioni i TPTZ (2,4,6-tri(2-
piridil-s-triazin)) stvaraju obojeni kompleks, s maksimumom apsorpcije na 593 nm (Beretta i
sur., 2005). Za pripremu FRAP reagensa uzme se TPTZ reagens, FeCls i acetatni pufer (pH 3,6)
u omjeru 1:1:10. FRAP reagens se napravi svjez i termostatira na 37 °C u vodenoj kupelji. Prvo
se izvaze 0,031 g TPTZ reagensa u odmjernu tikvicu od 10 mL i otopi u 40 mM HCI te
termostatira na 50 °C u vodenoj kupelji, zatim se izvaZze 0,054 g FeCls x 6 H,0 te se otopi u 10
mL destilirane vode. Za med se odvaZe 5 g uzorka i otopi u 50 mL destilirane vode. Odpipetira
se 0,2 mL uzorka, doda 1,8 mL FRAP reagensa, te inkubira 10 minuta na 37 °C. Slijepa proba
je Seéerni analog. Na kraju se na spektrofotometru apsorbancija mjeri na valnoj duljini od 593
nm. Rezultati su izrazeni kao uM Fe(ll), a izracunavaju se iz kalibracijskog raspona od 50 do
1000 uM Fe(ll) FeSO4 x 7 H,0. Za liofilizirani med je bilo potrebno pripremiti uzorke s Carrez |
i Il otopinom, gdje se odvaze 2 g uzorka u odmjernu tikvicu od 10 mL, otopi se u oko 5 mL
destilirane vode. Zatim se doda 0,1 mL Carrez | otopine, promijesa i onda se doda 0,1 mL
Carezz Il otopine, nadopuni se do oznake destiliranom vodom i sve promijeSa na vortex
mijesalici. Na kraju se otopina filtrira kroz filter papir i od filtrata se uzima 0,2 mL uzorka, doda

1,8 mL FRAP reagensa, te inkubira 10 minuta na 37 °C, te se izmjeri apsorbancija na 593 nm.

3.3.3. Odredivanje udjela vode nakon liofilizacije meda

U prethodno osusenu, u eksikatoru ohladenu i odvaganu aluminijsku posudicu s poklopcem,
izvagano je 1 g (+ 1 mg) uzorka. Uzorci su nakon toga osuseni do konstantne mase u vakuum
susioniku pri tlaku 40 mbar i temperaturi od 60 °C. Udio vode (%) u liofiliziranim uzorcima

meda odreden je kao omjer isparene vode i mase uzorka.

3.3.4. Higroskopnost liofiliziranog meda

Higroskopnost liofiliziranih medova je odredena prema metodi Ganaie i sur. (2021). Uzorci su
izvagani i stavljeni u eksikator u kojem je na dnu bila otopina NaCl-a (zasi¢ena) kako bi se
osigurala relativna vlaznost od 75 %. Uzorci su tako ostavljeni tijekom 7 dana nakon cega su

izvagani i izraCunata je koli¢ina adsorbirane vode.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. REZULTATI MJERENJA UKUPNIH POLIFENOLA I UKUPNE
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI U MEDU | LIOFILIZIRANIM UZORCIMA
MEDA

Tablica 1 Udio ukupnih polifenola i ukupne antioksidativne aktivnosti meda (FRAP metoda)

UZORCI UDIO UKUPNIH POLIFENOLA FRAP
[mg galne kiseline/kg meda] | [uM Fe(ll)]
M-46 180,56 + 1,82 184,45 + 2,00
M-RS-02 70,44 + 3,01 75,70+ 1,75
M-30 74,99 + 1,82 82,20+ 0,75
M-93 54,97 £ 0,00 56,20 + 1,25

*M-46-uzorak kestenovog meda, M-RS-02-uzorak repic¢inog meda, M-30-uzorak cvjetnog meda, M-93-uzorak
bagremovog meda

Tablica 2 Udio ukupnih polifenola i ukupne antioksidativne aktivnosti (FRAP metoda)
liofiliziranih uzoraka meda s dodatkom nosaca

UZORCI UDIO UKUPNIH POLIFENOLA FRAP
[mg galne kiseline/kg liofiliziranog meda] | [uM Fe(ll)]

MD-M-46 144,16 + 1,82 160,95 + 0,50
K-M-46 140,52 + 1,82 220,20+ 1,25
MD-M-RS-02 60,43 £ 1,82 70,20 £ 0,25
K-M-RS-02 40,41 + 0,00 78,20+ 1,25
MD-M-30 67,71+ 1,82 76,20+ 1,75
K-M-30 64,07 £ 1,82 88,28 £1,31
MD-M-93 49,51 +1,82 50,70 £ 0,25
K-M-93 40,41 + 0,00 59,20+ 1,25

*M-46-uzorak kestenovog meda, M-RS-02-uzorak repic¢inog meda, M-30-uzorak cvjetnog meda, M-93-uzorak

bagremovog meda, MD-dodatak maltodekstrina, K-dodatak kazeina

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 1 vidljivo je da je ukupna antioksidativna aktivnost
odredena FRAP metodom najveca u kestenovom medu (184,45 uM Fe(ll)), zatim u cvjethnom

medu (82,2 uM Fe(ll)), potom u repi¢inom medu (75,7 uM Fe(ll)), a najmanja antioksidativna
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aktivnost je izmjerena kod bagremovog meda (56,2 uM Fe(ll)). U istrazivanju koje su proveli
Flanjak i sur. (2016) prosjec¢na antioksidativna aktivnost kestenovog meda iznosila je 282,8 +
41,1 uM Fe(ll), Sto je vece od vrijednosti rezultata dobivenih u ovome radu, dok je
antioksidativna aktivnost zabiljeZzena kod bagremovog meda iznosila 36,1 + 18,8 uM Fe(ll) Sto
je nesto manje od vrijednosti rezultata dobivenih u ovome radu. Treba napomenuti da je u
ovom istrazivanju odredena ukupna antioksidativna aktivhost samo jednog uzorka svake

ispitivane vrste meda dok je u navedenom radu ispitivano 10 uzoraka svake vrste.

Najvisi udio ukupnih polifenola imao je kestenov med (180,56 mg galne kiseline/kg meda),
zatim cvjetni med (74,99 mg galne kiseline/kg meda), potom repicin med (70,44 mg galne
kiseline/kg meda), a najmanji udio ukupnih polifenola je izmjeren u bagremovom medu (54,97
mg galne kiseline/kg meda) kako je navedeno u Tablici 1. Udio ukupnih polifenola u uzorcima
kestenovog meda koje su objavili Flanjak i sur. (2016) kretao se od 129,2 do 212,7 galne
kiseline/kg meda dok su vrijednosti za bagremov med bile izmedu 28,2 i 52,0 galne kiseline/kg

meda S$to je usporedivo sa vrijednostima dobivenim u ovom istrazivanju.

Iz rezultata mjerenja (Tablica 2) vidljivo je da je udio ukupnih polifenola uz dodatak
maltodekstrina kao nosaca najvisi u liofiliziranom kestenovom medu (144,16 mg galne
kiseline/kg meda), zatim u liofiliziranom cvjetnom medu (67,71 mg galne kiseline/kg meda),
potom u liofiliziranom repi¢inom medu (60,43 mg galne kiseline/kg meda), a najmanji udio
ukupnih polifenola uz dodatak maltodekstrina je bio u liofiliziranom bagremovom medu

(49,51 mg galne kiseline/kg meda).

Najvisi udio ukupnih polifenola uz dodatak kazeina kao nosaca bio je u liofiliziranom
kestenovom medu (140,52 mg galne kiseline/kg liofiliziranog meda), zatim u liofiliziranom
cvjetnom medu (64,07 mg galne kiseline/kg liofiliziranog meda), a najmanji udio ukupnih
polifenola uz dodatak kazeina kao nosaca bio je u liofiliziranom repi¢inom medu (40,41 mg
galne kiseline/kg liofiliziranog meda) i u liofiliziranom bagremovom medu (40,41 mg galne
kiseline/kg liofiliziranog meda). Ukupna antioksidativna aktivnost liofiliziranog meda uz
dodatak maltodekstrina kao nosaca najveca u liofiliziranom kestenovom medu (160,95 uM
Fe(ll)), zatim u liofiliziranom cvjetnom medu (76,2 uM Fe(ll)), potom u liofiliziranom repic¢inom
medu (70,2 uM Fe(ll)), a najmanja antioksidativna aktivnost uz dodatak maltodekstrina
izmjerena je u liofiliziranom bagremovom medu (50,7 uM Fe(ll)). Poredak prema vrstama

meda u uzorcima liofiliziranog meda uz dodatak kazeina kao nosaca isti je kao uz dodatak
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maltodekstrina. Najveca ukupna antioksidativha aktivnost odredena je u liofiliziranom
kestenovom medu (220,2 uM Fe(ll)), zatim u liofiliziranom cvjetnom medu (88,28 uM Fe(ll)),
nadalje u liofiliziranom repi¢inom medu (78,2 uM Fe(ll)), a najmanja je antioksidativna

aktivnost uz dodatak kazeina izmjerena u liofiliziranom bagremovom medu (59,2 uM Fe(ll)).

U istraZivanju koje su proveli Loncari¢ i Pilizota (2012) rezultati su pokazali da Seceri imaju
utjecaj na ukupne polifenole. Reakcijom Secera i polifenola dolazi do zadrzavanja polifenola.
Povecanjem udjela Secera, povecava se i udio ukupnih polifenola Sto bi mogao biti razlog

povecanja vrijednosti rezultata ovog rada kod liofiliziranog meda s dodatkom maltodekstrina.

Everette i sur. (2010) isticu da se koristenjem Folin-Ciocalteu metode kod odredivanja
ukupnih polifenola mogu ocekivati poveéani udjeli ukupnih polifenola zbog reakcije Folin-
Ciocalteu reagensa s drugim reduciraju¢im spojevima. Jedna od moguénosti zasto je
liofilizacijom meda doSlo do smanjenja vrijednosti rezultata za ukupne polifenole i
antioksidativnu aktivnost je ta Sto se za liofilizaciju nije koristio Cisti med, ve¢ smjesa meda i
nosaca. Iz dobivenih rezultata se uocava kako su ukupna antioksidativna aktivnost odredena
FRAP metodom i udio ukupnih polifenola u korelaciji. Sto je med tamniji, to je imao veéi udio

ukupnih polifenola i antioksidativnu aktivnost neovisno o upotrebljenom nosacu.
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4.2. REZULTATI MIJERENJA SASTAVA | UDJELA UGLIKOHIDRATA U MEDU
ODREDEN HPLC-RI METODOM

Tablica 3 Udio ugljikohidrata u ispitivanim vrstama medova odreden HPLC-RI metodom

Uzorak Fruktoza Glukoza Ksiloza Saharoza Maltoza Melecitoza Rafinoza

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

M-46 43,00 £ 25,46 0,23 0,00 + 5,99 + 0,08 + 0,03 =
0,13 0,16 0,03 0,00 0,19 0,01 0,01

M-RS- | 35,64 38,21+ 0,00 + 0,00 + 1,38+ 0,00 + 0,00 +
02 0,32 0,39 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00

M-30 37,72 33,12 0,12 + 0,04 + 1,59 + 0,20 + 0,13
0,28 0,14 0,03 0,00 0,02 0,00 0,00

M-93 43,16 + 28,97 0,00 + 0,01 + 2,48 + 0,88 + 0,09 +
0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

*M-46-uzorak kestenovog meda, M-RS-02-uzorak repic¢inog meda, M-30-uzorak cvjetnog meda, M-

93-uzorak bagremovog meda

Rezultati sastava i udjela ugljikohidrata u ispitivanim uzorcima meda prikazani su u Tablici 3
iz koje je vidljivo da je najveéi udio fruktoze izmjeren u bagremovom medu (43,16 %), a
najmanji u repi¢inom medu (35,64 %). U repi¢inom medu odreden je najvedi udio glukoze, a
najmanji u bagremovom medu (28,97 %), ksiloze najvise ima u kestenovom medu (0,23 %),
dok je u ostalim vrstama meda gotovo i nema. Maltoze najviSe sadrzi kestenov med (5,99 %),
a najmanje maltoze ima u repi¢inom medu (1,38 %). Udio melecitoze u svim uzorcima iznosio
jeiispod 1 % pri ¢emu je najvise izmjereno u bagremovom medu (0,88). Rafinoze ima vrlo malo
u cvjetnom medu (0,13 %), a u ostalim vrstama je gotovo nema. Vrijednost fruktoze u
kestenovom medu je iznosila 43 % i priblizno je jednaka rezultatu koji su dobili Persano Oddo
i Piro (2004), a iznosio je 40,8 %. Primorac i sur. (2011) naveli su kako je udio fruktoze u
uzorcima bagremovog meda bila 43 %, glukoze 27,6 %, saharoze 2,8 %, maltoze 3,0 %,
malecitoze 1,7 % te rafinoze 0,2 %. Udio fruktoze u uzorcima kestenovog meda bila je 42 %,
glukoze 27,4 %, saharoze 2,2 %, maltoze 2,4 %, malecitoze 0,2 % te rafinoze 0 %. Navedeni

rezultati su vrlo sli¢ni vrijednostima dobivenim o ovom istraZivanju.
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4.3. REZULTATI UDJELA VODE U UZORCIMA NAKON LIOFILIZACIJE

Tablica 4 Udio vode u liofiliziranim uzorcima meda

UZORCI | UDIO VODE (%)

MD-M-46 0,80+ 0,03

K-M-46 1,50 + 0,06

MD-M-RS-02 0,78+0,01

K-M-RS-02 1,36 + 0,05

MD-M-30 2,08 £0,02

K-M-30 1,40+0,12

MD-M-93 0,56 £ 0,01

K-M-93 1,52+0,11

*M-46-uzorak kestenovog meda, M-RS-02-uzorak repic¢inog meda, M-30-uzorak cvjetnog meda, M-93-uzorak

bagremovog meda, MD-dodatak maltodekstrina, K-dodatak kazeina

Udio vode u liofiliziranim uzorcima meda uz dodatak maltodekstrina prikazan je u Tablici 4. |z
rezultata je vidljivo da je najvisi udio vlage imao liofilizirani cvjetni med (2,08 %), zatim
kestenov med (0,80 %), potom liofilizirani repic¢in med (0,78 %), a najmanji udio vlage uz
dodatak maltodekstrina imao je liofilizirani bagremov med (0,56 %). Mjerenjem udjela vode
u liofiliziranim uzorcima sa nosaem kazeinom poredak je bio sljedeci: liofilizirani bagremov
med (1,52 %), kestenov med (1,50 %), cvjetni med (1,40 %), te liofilizirani repicin med (1,36
%). Uzorci s maltodekstrinom kao nosa¢em sadrzavali su manji udio vlage od uzoraka s
kazeinom kao nosacem. Shi i sur. (2013) navode da S$to je niZzi udio vode, to je veca
higroskopnost, tj. veéa je sposobnost adsorpcije vode iz okoline, $to je povezano s ve¢om
koncentracijom gradijenta vode izmedu proizvoda i okoline. Shi i sur. (2013) takoder navode
da proteini imaju veliku sposobnost vezanja vode te su zato moguci veci dobiveni rezultati
kod odredivanja higroskopnosti za liofilizirane medove s dodatkom kazeina kao nosaca.
Maltodekstrin je zbog svoje velike molekularne mase manje higroskopan te je posljedi¢no
tome, higroskopnost liofiliziranog meda smanjena, sto je rezultiralo nizim udjelom vode u

liofiliziranom medu.
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4.4. REZULTATI MJERENJA HIGROSKOPNOSTI LIOFILIZIRANOG MEDA

Tablica 5 Higroskopnost razlicitih vrsta liofiliziranih medova

UZORAK HIGROSKOPNOST (g vode/g uzorka)
MD-M-46 0,48 + 0,00
K-M-46 0,41 + 0,00
MD-RS-02 0,42 + 0,00
K-RS-02 0,42 + 0,00
MD-M-30 0,40 + 0,00
K-M-30 0,36 + 0,00
MD-M-93 0,45 + 0,00
K-M-93 0,44 + 0,00

*M-46-uzorak kestenovog meda, M-RS-02-uzorak repic¢inog meda, M-30-uzorak cvjetnog meda, M-93-uzorak

bagremovog meda, MD-dodatak maltodekstrina, K-dodatak kazeina

Iz rezultata prikazanih u Tablici 5 vidljivo je da je od liofiliziranih uzoraka meda uz dodatak
maltodekstrina kao nosaca najvise higroskopan bio liofilizirani kestenov med (0,48 g vode/g
uzorka), zatim liofilizirani bagremov med i liofilizirani repic¢in med (0,42 g vode/g uzorka), dok
je najmanje higroskopan bio cvjetni liofilizirani med (0,4 g vode/g uzorka). Rezultati su
pokazali da je uz dodatak kazeina kao nosaca najvise higroskopan liofilizirani bagremov med
(0,44 g vode/g uzorka), zatim liofilizirani repi¢in med (0,42 g vode/g uzorka), potom liofilizirani
kestenov med (0,41 g vode/g uzorka), dok je uz dodatak kazeina kao nosaca najmanje
higroskopan bio liofilizirani cvjetni med (0,36 g vode/g uzorka). Razlike u nosac¢ima gotovo da
i nema, sva su mjerenja bila vrlo slicna s oba nosaca. Na higroskopnost liofiliziranih medova
utjece i drugaciji sastav Seéera pojedinih vrsta meda. U istraZzivanju koje su proveli Ganaie i
sur. (2021) navedeno je da su razlicite liofilizirane vrste meda uz dodatak maltodekstrina kao
nosaca imale znacajno veéu higroskopnost od liofiliziranog meda s dodatkom proteina sirutke
kao nosacem. Protein sirutke je mogao promijeniti ravnotezu hidrofilno-hidrofobnih mjesta
Cestica praha i na taj nacin povecati koliCinu apsorbirane vode. Sli¢ni rezultati su dobiveni i u
ovome radu gdje je kazein kao nosa¢ mogao povecati koli¢inu apsorbirane vode i na taj nacin

dobiti vrlo sli¢ne vrijednosti kao i maltodekstrin kao nosac. Shu Khang i sur. (2019) navode
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kako je higroskopnost mjera sposobnosti upijanja vlage meda i da uvelike ovisi o udjelu vode
u medu jer gubitkom vode dolazi do povecanja higroskopnosti. Iz vrijednosti rezultata
dobivenih u ovome radu vidi se da su uzorci koji su imali veéi udio vode, imali manju

higroskopnost.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istraZivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljededi zakljucci:

e Najvecu izmjerenu ukupnu antioksidativhu aktivnost odredenu FRAP metodom i
najveé¢i udio ukupnih polifenola imao je kestenov med, dok je najmanja
antioksidativna aktivnost i najmanji udio ukupnih polifenola izmjeren u bagremovom
medu.

e Nakon liofilizacije uzoraka meda, doslo je do smanjenja vrijednosti antioksidativne
aktivnosti i udjela ukupnih polifenola.

e Dodatak maltodekstrina kao nosaca nakon liofilizacije rezultirao je neSto vecim
vrijednostima kod odredivanja udjela ukupnih polifenola, dok je kazein kao nosac¢ dao
vece vrijednosti rezultata prilikom odredivanja antioksidativne aktivnosti liofiliziranih
uzoraka.

e Antioksidativna aktivnost i ukupni polifenoli u medu su u korelaciji sa bojom ispitivanih
vrsta meda. Sto je med tamniji, to je imao veéi udio ukupnih polifenola i
antioksidativnu aktivnost u slu¢aju dodatka oba nosaca.

e Liofilizirani uzorci s kazeinom kao nosa¢em imali su veci udio vode nakon liofilizacije u
odnosu na liofilizirane uzorake istih uzoraka meda s dodatkom maltodekstrina kao
nosaca, osim kod liofiliziranog cvjetnog meda gdje je bilo obrnuto.

e Higroskopnost liofiliziranih uzoraka s kazeinom i maltodekstrinom kao nosacdima
rezultirala je gotovo jednakim vrijednostima odnosno nije bilo znacajne razlike u

higroskopnosti ispitivanih liofiliziranih uzoraka meda.
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