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1. UvOD

1.1. Med

Med jest prirodno sladak proizvod $to 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 specificne tvari,

pohranjuju, izdvajaju vodu i odlazu u stanice sa¢a do sazrijevanja. !
Osnovne vrste meda su:

1. prema podrijetlu:
e cvjetni ili nektarni med: med dobiven od nektara biljaka;
e medljikovac ili medun: med dobiven uglavnom od izluCevina kukaca
(Hemiptera) koji zive na zivim dijelovima biljaka ili od sekreta zivih dijelova

biljaka.

2. prema nacinu proizvodnje i/ili prezentiranja:
e med u sacu
e med sa sa¢em ili med s dijelovima saca
e cijedeni med
e vrcani med
e preSani med

e filtrirani med

3. pekarski med koji se koristi u industriji ili kao sastojak hrane koja se potom preraduje 1
moze:
e imati strani okus ili miris
e Dbiti u stanju vrenja ili prevrio

e biti pregrijan.!



Uniflorni med se moZe oznaciti prema odredenoj biljnoj vrsti ako u netopljivom
sedimentu sadrzi najmanje 45% peludnih zrnaca iste biljne vrste.? Iznimno, uniflorni med se
moze oznaciti nazivom sljedecih biljnih vrsta: pitomi kesten (Castanea sativa Mill.) ako je udio
peludnih zrnaca u netopljivom sedimentu 85%, uljana repica (Brassica napus L.) ako je udio
peludnih zrnaca u netopljivom sedimentu 60%, facelija (Phacelia tanacetifolia Benth.) ako je
udio peludnih zrnaca u netopljivom sedimentu 60%, lipa (7ilia spp.) ako je udio peludnih zrnaca
u netopljivom sedimentu 25%, bagrem (Robinia pseudoacacia L.), metvica (Mentha spp.),
vrijesak (Calluna vulgaris L.), vrisak, primorski vrijesak (Satureja montana L.), maslacak
(Taraxacum officinale Weber), razmarin (Rosmarinus officinalis L.), ako je udio peludnih
zrnaca u netopljivom sedimentu 20%, kadulja (Salvia officinalis L.) ako je udio peludnih zrnaca
u netopljivom sedimentu 15%, planika (Arbutus unedo L.), agrami (Citrus spp.), lavanda

(Lavandula spp.) ako je udio peludnih zrnaca u netopljivom sedimentu 10%. 2

1.2. Kemijski sastav i svojstva meda

Kemijski sastav meda i njegova bioaktivna svojstva uglavnom ovise o cvjetnom izvoru.
U sastavu meda najveéim dijelom su prisutni Seceri fruktoza i glukoza, a zatim voda,
aminokiseline, enzimi, proteini, vitamini, minerali, organske kiseline, fenoli i flavonoidi.3
Prema konzistenciji med moze biti teku¢i ili viskozan (kremast) te potpuno ili djelomi¢no

kristaliziran.!

Med je namirnica za koju se smatra da ima svojstva koja pridonose zdravlju. Takva
svojstva ovise o kemijskom sastavu koji se moze razlikovati medu razli¢itim vrstama meda.
Fitokemikalije koje ulaze u sastav meda odgovorne su za njegova ljekovita svojstva. Njihov
ukupni sadrzaj u medu ovisi o geografskom podrijetlu meda, cvjetnom izvoru, meteoroloskim

uvjetima, mogucim tretmanima i sezonskim promjenama.*

Zbog njegove kiselosti, visoke osmolarnosti, vodikova peroksida, fenolnih kiselina,
flavonoida i ostalih tvari med ima antibakterijska i antifungicidna svojstva. Sazrijevanje meda
odvija se pomocu enzima koji katalizira oksidaciju glukoze te na taj nacin nastaje vodikov
peroksid. Enzimi pomoc¢u kojih se odvija reakcija potjeu od Zlijezda medonosnih pcela. pH
vrijednost meda iznosi oko 3.2 1 4.5, a visoka osmolarnost je posljedica visokog udjela Secera.
Upravo takve karakteristike dovoljna su smetnja rastu bakterija. Svojim protuupalnim

djelovanjem med ublazava upalu koZe, zacjeljuje rane te potiCe regeneraciju koze.



Svakodnevnim unosom med ja¢a imunoloski sustav kod djece te na taj nacin djeca postaju

otpornija na bolesti.’

Osim za ljekovite svrhe med se koristi kao hrana visoke energetske vrijednosti zbog
ugljikohidrata koje sadrzi. Glukoza i1 fruktoza brzo dospijevaju u krvotok osiguravajuci
energiju. Med se koristi i u sastavu kozmetickih proizvoda poput masti za usne, hidrantantnih
krema, losiona za tijelo, krema za lice, Sampona i regeneratora. U sastavu kozmetickih preparata
med djeluje omeksavajuce, hidratiziraju¢e, odrzava mladolik izgled koZe 1 sprjecava nastanak

bora te sprjefava nastanak infekcija uzrokovanih patogenima.’

1.2.1. Bioaktivna svojstva meda

Med sadrzi antioksidanse kao §to su vitamin C (slika 1), fenoli, flavonoidi, katalaze,
peroksidaze, enzime (npr. superokid dismutaza, SOD). Antioksidansi uklanjaju slobodne
radikale, molekule koje razaraju strukture ostalih molekula u tijelu poput DNA, te na taj nacin
Stite stanicu. Slobodni radikali su nusprodukti reakcije dobivanja energije u mitohondrijima
stanica. Njithova prisutnost u organizmu dovodi do bolesti 1 ubrzanog starenja. Uobicajeni
sastav fenolnih spojeva koji se obi¢no nalaze u sastavu razli¢itih vrsta meda ukljucuje
kempferol (slika 2), kavenu kiselinu (slika 3), galangin (slika 4), kvercetin, i pinocembrin. Takvi
spojevi imaju obecavajuc¢a farmakoloska djelovanja. Galangin primjerice sprjecava srcana
oboljenja i pomaze kod sakupljanja antioksidansa kao §to su vitamin E i1 C te neki flavonoidi.

Kvercetin snizuje krvni tlak, a kavena kiselina smanjuje brzinu otkucaja srca i krvni tlak. 3¢

Slika 1. Strukturna formula vitamina C (Preuzeto s National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.cov/compound/Ascorbic-Acid)



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ascorbic-Acid
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Slika 2. Strukturna formula kempferola (Preuzeto s National Library of Medicine National
Center for Biotechnology Information

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Kaempferol)

H

Slika 3. Strukturna formula kavene kiseline (Preuzeto s National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Caffeic-Acid)



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Kaempferol
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Caffeic-Acid

Slika 4. Strukturna formula galangina (Preuzeto s National Library of Medicine National

Center for Biotechnology Information https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Galangin)

1.2.2. Boja meda

Boja meda varira od izrazito svijetle do tamne boje poput jantara. Med se prema boji

klasificira koriste¢i Pfund ljestvicu (slika 5). ’

EKSTRA SVIJETLI
| JANTAR
EX

PROZIRNO -
SVIJETLA EKSTRA BLELA BIJELA ‘

SVIETLI JANTAR JANTAR TAMNI JANTAR

85 MM - 114 MM 14 MM~140MM‘

Slika 5. Razlicite boje meda prema Pfund |jestvici (Preuzeto s Honey.Al https://www.honey-

ai.com/en/technology/pfund-color-grading)

Boja meda dobar je pokazatelj njegove antioksidacijske aktivnosti. Istrazivanja
pokazuju da tamnije vrste meda imaju veéi sadrzaj ukupnih fenola i bolju antioksidacijsku

aktivnost u usporedbi sa svijetlim vrstama meda.®

1.3. Metode odredivanja antioksidacijskog potencijala meda

Neke od uobicajenih metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti meda su DPPH
(engl. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) metoda, FRAP (engl. ferric reducing/antioxidant power )
test, CUPRAC (engl. cupric ion reducing antioxidant capacity) test, ORAC (engl. oxygen


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Galangin
https://www.honey-ai.com/en/technology/pfund-color-grading
https://www.honey-ai.com/en/technology/pfund-color-grading

radical absorbance capacity) metoda i ABTS (engl. (2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-

sulfonic acid)) metoda.?

FRAP je jednostavna, ponovljiva i osjetljiva metoda. U prisutnosti antioksidansa odvija
se reakcija redukcije Zeljezovog 2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksa (Fe**-TPTZ) do ljubicasto-
plave boje (Fe?*-TPTZ).3

CUPRAC metoda se provodi pri pH 7,0. Istovremeno mijeri hidrofilne i lipofilne
antioksidanse. Bis (neokuproin) bakrov(lIl) klorid (Cu(ll)-Nc) reagira s polifenolima gdje se
reaktivna Ar-OH skupina polifenola oksidira do odgovaraju¢ih kinona, a Cu(lI1)-Nc se reducira

do intezivno obojene otopine Cu(l)-Nc.?

ORAC metodom mjeri se smanjenje fluorescencije fluorescina koje potjece od gubitka
njegove konformacije kada je pod utjecajem oksidativnog stresa uzrokovanog od izvora
peroksilnih radikala. U prisustvu antioksidansa smanjuje se gubitak fluorescencije. Ovom

metodom mogu se otkriti hidrofilni i hidrofibni antoksidansi.?

ABTS metoda se moze koristiti u Sirokom rasponu pH i u razli¢itim medijima. Pomoc¢u
ove metode mogu se odrediti kapaciteti lipofilnih i hidrofilnih antioksidansa. Kada se
antioksidans doda u ABTS ** plavo-zeleni kromofor, ABTS ** se reducira do ABTS te se

obezhoji.

1.3.1. Metoda vezivanja slobodnih radikala (DPPH-test)

Stani¢no disanje je proces u kojem iz glukoze nastaje energija, ali i slobodni radikali
koji razaraju stanicu i djeluju Stetno na metabolizam. Slobodni radikali sadrZze nespareni
elektron zbog kojeg su izrazito reaktivni. Antioksidansi su molekule koje doniraju elektron
slobodnom radikalu te ga neutraliziraju i na taj nacin §tite stanicu od oStecenja slobodnim

radikalom. 10

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (slika 6) je stabilan slobodni radikal sa
delokaliziranim elektronom oko molekule. Delokalizirani elektron doprinosi ljubicastom
obojenju otopine DPPH radikala. Reducira se do hidrazina (DPPH-H) primaju¢i vodikov atom

od antioksidansa, a koristi se u odredivanju antioksidacijskog svojstva tvari. 01!



Najpoznatiji hidrazilni slobodni radikal je 2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazil koji
se uobicajeno naziva DPPH. 2,4,6-trinitrofenil segment se uobicajeno naziva pikril. Pikrilni dio

DPPH radikala ima ulogu elektron akceptora, a difenilamino dio ima ulogu elektron donora.!
@ N> NO
N 2
NO,

Slika 6. Strukturna formula 2, 2- difenil-1-pikrilhidrazila (DPPH) (Preuzeto s Sigma-Aldrich
https://www.sigmaaldrich.com/HR/en/product/aldrich/d9132)

lako je reaktivan, DPPH ne dimerizira niti reagira s kisikom te je stabilan u ¢vrstom
stanju. ! DPPH otopina ¢uva se u mraku kako bi ostala stabilna jer u protivnom dolazi do

reakcije s molekulom kisika.!?

Ova metoda bazira se na spektrofotometrijskim mjerenjima kapaciteta antioksidansa da
uklanja DPPH radikale. Antioksidacijska aktivnost mjeri se na sobnoj temperaturi kako bi rizik

od degradacije ispitivanih molekula zbog visokih temperatura bio eliminiran.t0:

Metoda vezivanja slobodnih radikala (DPPH) je brza, jednostavna, jeftina i Siroko koristena
metoda za mjerenje sposobnosti spojeva u vezivanju slobodnih radikala. Uspjesno se Koristi za
istrazivanje antioksidacijskog kapaciteta Sirokog spektra namirnica u nekoliko razli¢itih otapala
ukljucujuéi etanol, metanol, aceton, vodu 1 benzen. Provodenje metode u metanolu 1 vodi
olakSava ekstrakciju antioksidativnih spojeva iz uzoraka. Apsorbancija DPPH u metanolu 1

acetonu se smanjuje pod utjecajem svjetlosti.*t

1.4.UV-VIS spektrofotometrija

Spektroskopija je mjerenje i tumacenje (interpretacija) elektromagnetskog zracenja
apsorbiranog ili emitiranog kada molekule, atomi ili ioni uzorka prelaze iz jednog energetskog

stanja u drugo energetsko stanje.*?


https://www.sigmaaldrich.com/HR/en/product/aldrich/d9132

Ultraljubicasta spektrofotometrija (UV) je tehnika koja koristi svjetlost u vidljivom,

ultraljubi¢astom i bliskom infracrvenom rasponu, a temelji se na Beer-Lambertovom zakonu.*?

Beer-Lambertov zakon se oslanja na monokromatski snop svjetlosti koji zra¢i povrsinu
ispitivanog medija. Nakon prolaska kroz medij koji ima odredenu debljinu, medij apsorbira dio
svjetlosne energije, smanjujudi intenzitet prenesene svjetlosti koja prolazi kroz medij (slika 7).

Apsorbancija medija koji apsorbira je direktno proporcionalna debljini medija.*3

Iy | I
1 |

upadna svjetlost propustena svjetlost

Slika 7. Propustanje svjetlosti kroz uzorak u kiveti (Preuzeto i prilagodeno s Edinburgh

instruments https://www.edinst.com/blog/the-beer-lambert-law/)

Postoje dvije vrste apsorpcijskih instrumenata koji se koriste UV-VIS spektrofotometriji:

o spektrofotometar s jednom zrakom

o spektrofotometar s dvostrukom zrakom??

Oba instrumenta imaju izvor svjetlosti (deuterijska ili volframova lampa), drza¢ uzorka
I detektor. Spektrofotometar s jednom zrakom ima monokromator izmedu izvora svjetlosti i
uzorka za analizu jedne po jedne valne duljine (slika 8). Spektrofotometar s dvostrukom zrakom
ima jedan izvor svjetla i monokromator, zatim razdjelnik snopa zraka i zrcalo koje omogucuje
da zrake dodu do referentnog uzorka (slika 9). Takoder su tu i dva detektora koji omoguéuju

instrumentu da istovremeno detektira razli¢ite valne duljine.'?


https://www.edinst.com/blog/the-beer-lambert-law/

R B OR

izvor uzorak detektor pojacivac
svjetla

Slika 8. Shematski prikaz spektrofotometra s jednom zrakom (Preuzeto i prilagodeno s Science

info https://scienceinfo.com/single-beam-spectrophotometer-limitations/)
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/
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izvor N razdjelnik ispitivani
svjetla snopa zraka uzorak

Slika 9. Shematski prikaz spektrofotometra s dvestrukom zrakom (Preuzeto i prilagodeno s
Research Gate https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-the-dual-
beam-UV-VIS-spectrometer fig2 336637497)

1.5. Cilj istraZivanja

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati i usporediti antioksidacijski potencijal odabranih
svijetlih vrsta meda primjenom metode vezivanja slobodnih radikala (DPPH metoda). U radu
su istrazene sljedece vrste meda: med od bagrema (Robinia pseudoacacia L.), med od amorfe
(Amorfa fruticosa L.) i cvjetni med. Antioksidacijska aktivnost istrazivanih uzoraka meda
dobivena DPPH metodom je izrazena na tri nacina, i to kao: i) postotak (%) redukcije ili
inhibicije, ii) ekvivalentna koncentracija Troloksa te kao iii) I1Csg vrijednost. Takoder, dobiveni

rezultati antioksidacijske aktivnosti su raspravljeni u kontekstu boje istrazivanih vrsta meda.


https://scienceinfo.com/single-beam-spectrophotometer-limitations/
https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-the-dual-beam-UV-VIS-spectrometer_fig2_336637497
https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-the-dual-beam-UV-VIS-spectrometer_fig2_336637497

2. MATERIJALI | METODE

2.1. Materijal
Kemijsko posude i pribor:
e (aSe
e odmjerna tikvica od 100 mL
e odmjerna tikvica od 10 mL
e bocice od 1,8 mL
e pipeta jednokanalna promjenjiva 10-100 pL i 100-1000 uL
e plasti¢ne semi-mikro Kivete (10 mm; 2,5 mL, Kartell S.p.A.)
e Sprice

o filteri (veli¢ina pora 0,45 um, dijametar 25 mm, Labex Ltd.)
Kemikalije:

e DPPH (Sigma-Aldrich)
e Troloks (Sigma-Aldrich)

e metanol
Uzorci meda i biljni izvori:

e med od bagrema (Robinia pseudoacacia L.)
e med od amorfe (Amorfa fruticosa L.)

e cvjetni med

2.1.1. Opis odabranih uzoraka meda

Uzorci meda nabavljeni su od lokalnih proizvodac¢a meda s podru¢ja Hrvatske, dok su
uzorci uniflornih vrsta meda sakupljeni i odabrani uz pomo¢ suradnika sa Agronomskog
fakulteta u Zagrebu. Med od amorfe je s podrucja Sisacko-moslovacke Zupanije, a med od
bagrema je s podru¢ja Krapinske zupanije. Oba uzorka su proizvedena 2023. godine.
Uniflornost uzoraka meda od bagrema i amorfe je potvrdena melisopalinoloSkom analizom koja
je provedena na Agronomskom fakultetu u Zagrebu, prema metodologiji von der Ohe i
suradnika (2004) na Zavodu za ribarstvo, pcelarstvo, lovstvo i1 specijalnu zoologiju

Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.*
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Konzistencija uzorka meda od bagrema i meda od amorfe je tekuca, a uzorak cvjetnog
meda je djelomi¢no kristaliziran. Najtamniji med je cvjetni, dok je najsvjetliji med od

bagrema..*?

Med od bagrema i med od amorfe spadaju u svijetle vrste meda. Med od bagrema prema
Pfund ljestvici spada u prozirno svijetle vrste meda.'® Za ispitivanje antioksidacijske aktivnosti

odabran je cvjetni med priblizne boje uniflornim uzorcima meda.

Slika 10. Med od bagrema

Slika 11. Med od amorfe

Slika 12. Cvjetni med

11



Prema Pravilniku o medu uniflorni med od amorfe je u netopivom sedimentu sadrzavao
najmanje 45 % peludnih zrnaca navede biljne vrste, dok je za utvrdivanje uniflornosti meda od
begrema (Robinia pseudacacia) udio peludnih zrnaca u netopivom sedimentu iznosio najmanje
20%.2 I1zgled peludnih zrnaca prisutnih u medu bagrema (A) i amorfe (B) su prikazani na slici

17 i ustupljeni su iz palinoteke Agronomskog fakulteta u Zagrebu.

(A) (B)

Slika 13. A. Polarni prikaz peluda bagrema; B. Ekvatorijalni (gore) i polarni (dolje) prikaz
peluda amorfe

2.1.2. Opis botani¢kih izvora odabranih uniflornih uzoraka

2.1.2.1. Robinia pseudoacacia L.

Bagrem (Robinia pseudoacacia L.) je listopadno drvo kojeg karakterizira brz rast. 1z
Sjeverne Amerike uvezen je u Europu pocetkom 17. stoljeca. Koristi se u pcelarstvu, drvnoj
industriji, Sumarstvu te s obzirom na njegove dekorativne karakteristike koristi se 1 u ukrasnoj
hortikulturi. Rasprostranjen je uglavnom po c¢itavoj Republici Hrvatskoj naro€ito u
sjeveroisto¢nom dijelu Hrvatske (slika 14), samo ga se ne moze pronaci u gorsko-planinskom
podrucju. Uzgoj bagrema znacajan je u Kalniku, gradu u kojem je razvijeno pcelarstvo koje se

bazira na bagremovoj pasi. S 1 ha moZe se dobiti 1000 kg meda.*6
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Slika 14. Karta rasprostranjenosti bagrema (Preuzeto s Nikoli¢ T. ur. (2015 - nadalje):
Rasprostranjenost Robinia pseudoacacia L. u Hrvatskoj, Flora Croatica baza podataka
(http://nirc.botanic.hr/fcd). Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu (datum
pristupa:10.04.2024.))

Cvate u svibnju (slikal5) te cvatnja ovisi o nadmorskoj visini i o stupnju osuncanosti
povrsina pod tom vrstom. Kro$nja bagrema je ukrasna, svijetla i rijetka te ima grane s trnjem.
Cvjetovi su mu bijele boje (slika 16), dekorativni, ugodna mirisa te su medonosni. Bagrem je
invazivna vrsta, ¢ini guste populacije i onemogucava ostalim biljkama da dodu do sunceve

svijetlosti te tako smanjuje biolosku raznolikost.®
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390 ~.
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Slika 15. Graf fenologije bagrema (Preuzeto i prilagodeno s PlantNet

https://identify.plantnet.org/hr/invasion/species/Robinia%?20pseudoacacia%?20L./data)
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Slika 16. Cvat bagrema (Preuzeto s Flora Croatica baza podataka http://hirc.botanic.hr/fcd)

2.1.2.2. Amorpha fruticosa L.

Amorfa (Amorpha fruticosa L.) je listopadna invazivna vrsta koja se pojavila u
Hrvatskoj pocetkom 20. stolje¢a. Rasprostranjena je u Posavini te u nizinskim dijelovima

Slavonije i Zagreba (slika 17). ¥/

Slika 17. Rasprostranjenost amorfe (Preuzeto s Nikoli¢ T. ur. (2015 - nadalje):
Rasprostranjenost Amorpha fruticosa L. u Hrvatskoj, Flora Croatica baza podataka
(http://hirc.botanic.hr/fcd). Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu (datum
pristupa:10.04.2024.))
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Amorfa je dekorativna biljka, ali sluzi i za u¢vr§¢ivanje nasipa uz Zeljezni¢ke pruge
Cvjetovi su joj raznospolni i skupljeni u uspravnim vr$nim klasovima (slika 19), a cvjeta krajem
proljeca ipocetkom ljeta (slika 18). Iz amorfinih plodova izolacijom glikozida amorfina moze
se dobiti lijek protiv nervnih i sréanih bolesti. Koriste je pcelari za proizvodnju meda, a osim

toga sluzi i za dobivanje boje, insekticida, margarina i za¢ina.’
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Slika 18. Graf fenologije amorfe (Preuzeto i prilagodeno s PlantNet
https://identify.plantnet.org/hr/invasion/species/Amorpha%?20fruticosa%?20L./data)

Slika 19. Cvijet amorfe (Preuzeto s Flora Croatica baza podataka http://hirc.botanic.hr/fcd)
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2.2. Postupak
2.2.1. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

DPPH metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti uzoraka je uspostavljena u
Znanstveno-istrazivatkom laboratoriju za molekulsku spektroskopiju Odjela za kemiju

Prirodoslovno-matematickog fakulteta, prema metodologiji uz manje izmjene.*8: 1

Mijesanje DPPH i otopine antioksidansa uzrokuje nestanak ljubicaste boje otopine
DPPH. Nastankom DPPH-H smanjuje se vrijednost apsorbancije i boja otopine poprima blijedo
7utu boju (slika 20).1°

NOZ Noz
. H

O;N N—N + A-H— O,N N—N + A"
NO, NO,

VIOLET YELLOW

Slika 20. Jednadzba kemijske reakcije DPPH i antioksidansa te promjena boje otopine
iz ljubicaste u svijetlozutu (Preuzeto S Chimactiv

http://chimactiv.agroparistech.fr/en/aliments/antioxydant-dpph/principe)

2.2.2. Priprema otopina
2.2.2.1. Priprema otopine DPPH radikala

Najmanje 24 sata prije eksperimenta se pripremi 50 mL osnovne otopine DPPH radikala
mnozinske koncentracije 0,4 mM, te se tako pripremljena otopina ¢uva u tami u hladnjaku.
Razrijedenjem osnovne otopine se pripremi radna otopina DPPH radikala mnozinske

koncentracije 0,04 mM koja ¢e biti dostatna za mjerenja antioksidacijske aktivnosti uzoraka.
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2.2.2.2. Priprema standardnih i radnih otopina Troloksa

Pripremi se 10 mL osnovne otopine Troloksa (Slika 21.), odnosno otopine najvece
koncentracije, tzv. ,,stock® otopine mnozinske koncentracije 20 mM u metanolu, a iz nje se
pripremi 1 mM radna otopina. 1z tako pripremljene radne otopine mnozinske koncentracije

1mM pripremi se 5 standarnih otopina Troloksa (tablical.), i oznace se kao Std 1- Std 5.

Tablica 1. Standardne otopine Troloksa

Standardne Mnozinska Masena
otopine | koncentracija (mM) koncentracija
(9/mL)
Std 1 0,4 1,010
Std 2 0,2 5,0*10°
Std 3 0,1 2,5*10°
Std 4 0,05 1,3*10°
Std 5 0,02 5,0*10°¢
CHs
HO O
OH
HsC O™ \eH,
CHsj

Slika 21. Strukturna formula Troloksa (Preuzeto s Sigma-Aldrich

https://www.sigmaaldrich.com/HR/en/product/sial/93510)

2.2.2.3. Priprema uzoraka meda

Pripremi se 10 mL otopine pojedinog uzorka meda masene koncentracije 200 mg/mL u
metanolu. Pripremljene otopine se filtriraju kroz celulozni filter s veli¢inom pora 0,45 um i

dijametrom 25 mm.
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Iz osnovne otopine meda u metanolu, masene konentracije 200 mg/mL pripreme se

razrijedene otopine meda, koncentracija prikazanih u tablici 2.

Tablica 2. Razrijedene otopine meda

Otopine Osnovna otopina, masena
meda koncentracija (mg/mL)

1. 5

2 40

3 80
4, 120
5 160
6 200

2.2.3. Spektrofotometrijska mjerenja

2.2.3.1. Mjerenja provedena za odredivanje vrijednosti TEAC i % inhibcije

50 uL otopine meda u metanolu masene koncentracije 200 mg/mL se doda u plasti¢ne
kivete (10 mm) u kojima se nalazi 2 mL otopine DPPH u metanolu mnozinske koncentracije
0,04 mmol/L. Sadrzaj kiveta se promijesa. Zatim se 50 uL standardnih otopina Troloksa (tablica
1) doda u plasti¢ne kivete u kojima se takoder nalazi 2 mL otopine DPPH u metanolu mnozinske
koncentracije 0,04 mmol/L te se sadrzaj kiveta promijesa. Kontrolni uzorak se pripremi na isti
nacin, ali bez dodatka antioksidansa. Odnosno u 2 mL otopine DPPH u metanolu se doda se 50
uL metanola (bez antioksidansa). Kivete sa sadrzajem se ostave 60 minuta u mraku na sobnoj
temperaturi. Nakon 60 minuta se provedu spektrofotometrijska mjerenja pomoc¢u Lambda Bio
40 spektrofotometra (slika 22.) na A = 517 nm, koriste¢i opticku polistirensku kivetu od 10 mm

(Kartell S.p.A.).
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Slika 22. Slika Lambda Bio 40 spektrofotometra

Koncentracija Troloksa u reakcijskoj smjesi (tablica 3) (kiveti za spektrofotometrijsko

mjerenje) izraCunata je pomocu izraza :
c1V1i=C2V2

gdje je c1 koncentracija osnovne otopine, Vi volumen osnovne otopine, ¢ je

koncentracija antioksidansa u reakcijskoj smjesi, a V2 je volumen reakcijske smjese.

Tablica 3. Mnozinska koncentracija Troloksa u reakcijskoj smjesi

Standardne ¢ (Troloks u reakcijskoj smjesi)
otopine Troloksa (mM)
Std 1 0,0097
Std 2 0,0048
Std 3 0,0024
Std 4 0,0012
Std 5 0,0005

Izradi se kalibracijska krivulja za Troloks u rasponu od 0,02-0,40 mM. Dobiveni
bazdarni pravac prikazuje ovisnost mnozinske koncentracije pripremljenih otopina standarda o
apsorbanciji (A), a rezultati antioksidacijske aktivnosti uzoraka se izraze u Troloks

ekvivalentnom antioksidacijskom kapacitetu (TEAC, mmol/kg) nakon trostrukih odredivanja.
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Koncentracija meda u reakcijskoj smjesi (tablica 4) (kiveti za spektrofotometrijsko

mjerenje) izracunata je pomocu izraza :
y1Vi= y Vo

gdje je y1 masena koncentracija osnovne otopine, V1 volumen osnovne otopine, y2 je

masena koncentracija antioksidansa u reakcijskoj smjesi, a V2 je volumen reakcijske smjese.

Tablica 4. Masena koncentracija meda u reakcijskoj smjesi

y (osnovna otopina ispitivanih y (med u reakcijskoj smjesi)
uzoraka meda) mg/ml mg/mL
200 4,9

Mjerenjem vrijednosti apsorbancije odreden je postotak inhibicije DPPH radikala

izrazom:
% inhibicije = (1 — Aa/Ak) * 100

gdje je Aa apsorbancija uzorka u koji je dodana otopina antioksidansa izmjerena nakon 1 sata,

a Ak apsorbancija kontrolnog uzorka.

Za mjerenje apsorbancije u rasponu valnih duljina vidljive svjetlosti koristen je Cary 60 UV-
Vis spektrofotometar (slika 23.). Spektar je snimljen u rasponu valnih duljina od 400 do 800

nm.

Slika 23. Cary 60 UV-Vis spektrofotometar
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2.2.3.2. Mjerenja provedena za odredivanje vrijednosti ICso

500 uL svake razrijedene otopine meda (tablica 2) se doda u plasti¢ne kivete (10 mm) u
kojima se nalazi 1,5 mL otopine DPPH u metanolu mnozinske koncentracije 0,04 mmol/L.
Sadrzaj kiveta se promijeSa. Kivete sa sadrzajem se ostave 60 minuta u mraku na sobnoj
temperaturi. Nakon 60 minuta se provedu spektrofotometrijska mjerenja pomoc¢u Lambda Bio
40 spektrofotometra (slika 26.) na A = 517 nm, koriste¢i opti¢ku polistirensku Kivetu od 10 mm

(Kartell S.p.A.). Kontrolni uzorak je pripremljen kako je opisano u poglavlju 2.2.3.1.

Tablica 5. Masena koncentracija meda u reakcijskoj smjesi

Otopine U reakcijskoj smjesi, masena
meda koncentracija (mg/mL)
1. 1,3
2 10
3 20
4. 30
5 40
6 50
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3. REZULTATI

Antioksidacijska aktivnost istrazivanih uzoraka meda je izraZena na tri nacina, i to kao: i)
% redukcije ili inhibicije, ii) ekvivalentna koncentracija Troloksa, te kao iii) ICso vrijednost,
Dobiveni rezultati odredivanja antioksidacijskog potencijala odabranih svijetlih vrsta meda su
dobiveni kao rezultat tri spektrofotometrijska mjerenja i prikazani su kao srednja vrijednost uz
standardu devijaciju. I1Cso vrijednost je odredena samo za uzorke cvjetnog meda i meda od
amorfe, buduc¢i da su prethodnim mjerenjem pokazali najve¢u TEAC antioksidacijsku

aktivnost, kao i postotak inhibicije.

3.1. Vrijednosti ekvivalentne koncentracije Troloksa (TEAC) i % inhibicije uzoraka
meda

3.1.1. Ekvivalentne koncentracije Troloksa

Tablica 6. Koncentracija Troloksa u rekcijskoj smjesi i izmjerena apsorbancija

Koncentracija Troloksa | Apsorbancija (A)
u reakcijskoj smjesi

(mM)

0,0005 0,340
0,0012 0,333
0,0024 0,306
0,0048 0,271
0,0097 0,179
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Slika 24. Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije o mnozinskoj koncentraciji Troloksa

Koristeci se jednadZzbom pravca prikazanog na slici (slika 24), rezultati antioksidacijske

aktivnosti ispitivanih uzorka su izrazeni kao ekvivalentne koncentracije Troloksa (TEAC, engl.

Trolox equivalent antioxidant capacity) po kg uzorka meda (mmol TEAC/kQ).

Tablica 7. Pojedina vrsta meda i izmjerena apsorbancija

Tablica 8.

vrsta meda apsorbancija (A)
med od bagrema 0,3266
med od amorfe 0,3249
cvjetni med 0,3140

Ekvivalentne koncentracije Troloksa po kg uzorka meda
Vrsta meda mmol TEAC/ kg
med od bagrema 0,28
med od amorfe 0,30
cvjetni med 0,43
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Mjerenjem vrijednosti apsorbancije odredena je razlika Ak i Aa, gdje je Aa apsorbancija
uzorka u koji je dodana otopina antioksidansa izmjerena nakon 1 sata, a Ak apsorbancija
kontrolnog uzorka. Na slici 25 prikazana je ovisnost razlike Ak i Aa o mnozinskoj koncentraciji

Troloksa.

0.18

0.16
y =17.535x-0.0031

2 _
014 R*=0.9982

0.12

0.1

Ak-Aa

0.08 ¥
0.06
0.04 o

0.02 e

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
mnozinska koncentracija (mM)

Slika 25. Graficki prikaz ovisnosti Ak-Aa o mnozinskoj koncentraciji Troloksa

3.1.2. Postotak (%0) inhibicije uzoraka meda

Tablica 9. Postotak inhibicije uz standardnu devijaciju

vrsta meda % inhibicije standardna devijacija
med od bagrema 6,195% 0,004
med od amorfe 6,644% 0,010

cvjetni med 9,789% 0,003
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Slika 26. Graficki prikaz postotka inhibicije (%) DPPH otopine razlicitim vrstama
meda
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Slika 27. Spektar otopine DPPH radikala nakon dodatka ispitivanih otopina
antioksidansa u rasponu valnih duljina od 400 nm do 800 nm wuz izrazeni apsorpcijski
maksimum
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3.2. Rezultati mjerenja za odredivanje ICso vrijednosti uzoraka meda
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Slika 28. Postotak inhibicije otopine DPPH dodatkom razlicitih koncentracija

cvjetnog meda

Tablica 10. Postotak inhibicijee otopine DPPH i odgovarajuéa koncentracije cvjetnog

meda
masena koncentracija postotak inhibicije
cvjetnog meda (mg/mL) DPPH
13 7,66%
10 24,29%
20 50,36%
30 62,83%
40 80,27%
50 87,60%
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Slika 29. Postotak inhibicije otopine DPPH dodatkom razlicitih koncentracija meda

od amorfe

Tablica 11. Postotak inhibicije otopine DPPH i masene koncentracije meda od amorfe

masena koncentracija | postotak inhibicije
meda od amorfe DPPH
(mg/mL)
1,3 5,08%
10 17,60%
20 33,55%
30 42,44%
40 61,27%
50 71,97%
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Slika 30. Postotak inhibicije otopine DPPH dodatkom razlicitih koncentracija meda od
bagrema

Tablica 12. Postotak inhibicije otopine DPPH i koncentracije meda od bagrema

masena koncentracija | Postotak inhibicije
meda od bagrema DPPH
(mg/mL)
1,3 -0,66%
10 14,49%
20 14,96%
30 28,89%
40 32,32%
50 43,91%

Antioksidacijska aktivnost moze se izraziti kao ICso vrijednost, koncentracija
antioksidansa koja je potrebna za redukciju 50% DPPH otopine. ICso vrijednost odredena je

graficki (slika 31) za cvjetni med i med od amorfe.

28



100%
90%
80%
70%
60%
50%

=@=med od amorfe

0,
40% =@==cvjetni med

30%

20%

postotak redukcije DPPH radikala

10%

0%
13 10 20 30 40 50
masena koncentracija (mg/mL)

Slika 31.Graf ovisnosti masene koncentracije antioksidansa o postotku inhibicije DPPH
radikala kod cvjetnog meda i meda od amorfe koji sluzi za odredivanje ICso vrijednosti

Tablica 13. Prikaz ICso vrijednosti za odabrane vrste meda

vrsta meda ICs0 (Mg/mL)
med od amorfe 33
cvjetni med 24
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4. RASPRAVA

Prikladan nacin izrazavanja rezultata antioksidacijskog kapaciteta uzoraka je pomocu
TEAC vrijednosti (mmol /kg), radi usporedbe sa istrazivanjima drugih autora. Visa vrijednost
TEAC-a upucuje na vecu ucinkovitost antioksidansa u vezivanju DPPH radikala. TEAC
vrijednosti dobivene primjenom DPPH metode na svijetlim vrstama meda je u rasponu od 0,28
do 0,43 mmol TEAC/kg uzorka. Najvisu vrijednost TEAC ima najtamniji med, cvjetni med.
Najnizu TEAC vrijednost ima med od bagrema koji je ujedno i najsvjetliji. Iz literature je
poznata povezanost antioksidacijske aktivnost i boje meda, pri ¢emu tamnije vrste meda
pokazuju bolju antioksidacijsku aktivnost. U usporedbi dobivenih vrijednosti sa TEAC
vrijednostima za tamnije vrste meda, npr. medovi Satureja vrsta (1.7 mmol TEAC/kg 0,7
mmmol/kg)?°. Takoder koriste¢i DPPH metodu, moze se zakljuciti da svijetlije vrste meda

imaju nizi antioksidacijski kapacitet.

Dobiveni rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora dobivenih za druge svijetle
vrste meda kao $to su med od uljane repice (0,4 mmol TEAC/kg) i med od lipe (0,4 mmol
TEAC/kg).?® TEAC vrijednosti za ove vrste meda priblizno odgovaraju dobivenoj TEAC
vrijednosti za cvjetni med (0,43 mmol TEAC/Kkg). Za med od bagrema izracunata je TEAC
vrijednost od 0,28 mmol TEAC/kg, $to je u skladu sa istrazivanjima drugih autora za med od
bagrema ( vrijednost TEAC 0,3 mmol TEAC/kg).2°Med od amorfe po boji je izmedu meda od
bagrema i cvjetnog meda kao i njegova TEAC vrijednost od 0,31 mmol TEAC/kg.

Povecanjem koncentracije antioksidansa Troloksa raste razlika Ak i Aa, $to znaci da

povecanjem koncentracije Troloksa se smanjuje apsorbancija otopine DPPH radikala.

Postotak inhibicije DPPH radikala ukazuje na ucinkovitost antioksidansa u vezivanju
slobodnog radikala. Najveci postotak inhibicije ima cvjetni med (9,8%) zatim med od amorfe
(6,6%) , dok je med od bagrema pokazao najnizi postotak inhibicije (6,2%). Dobiveni rezultati

su u skladu sa izraCunatim TEAC vrijednostima.

Na slici 27 vidljivo je smanjenje vrijednosti apsorbancije DPPH radikala uz ispitivane
antioksidanse na valnim duljinama od 400 nm do 800 nm DPPH uz apsorpcijski maksimum na
valnoj duljini od 517 nm. Neki autori kod primjene DPPH metode spektrofotometrijska
mjrenjenja vrse na na valnoj duljini od 515 nm. Stoga snimanje spektra smjese istrazivanog
antioksidansa i DPPH radikala u kiveti, u rasponu valnih duljina vidljive svjetlosti koristen je

kako bi se vizualno predocilo smanjenje vrijednosti apsorbancije u ovisnosti o ispitivanom
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antioksidansu, te uocila i utvrdila valna duljina (Amax) apsorpcijskog maksimuma otopine DPPH
radikala. Otopina DPPH (bez dodatka antioksidansa) ima najveéu vrijednost apsorbancije na
valnoj duljini od 517 nm, a dodatkom antioksidansa, tj. meda od bagrema i amorfe te cvjetnog

meda, vrijednost apsorbancije se snizuje.

Najbolju antioksidacijsku aktivnost pokazao je cvjetni med s postotkom inhibicije od
87.60% pri koncentraciji od 50 mg/mL, dok su pri istim koncentracijama med od amorfe i med
od bagrema pokazali postotak inhibicije od 71,97% i 43,91%. Temeljem ovih podataka
odredena je 1Cso vrijednost za svijetle vrste meda koje su pokazale najve¢e TEAC vrijednosti |
najveci % inhibicije, tj. za med od amorfe i cvjetni med. Koncentracija cvjetnog meda koja je

potrebna za redukciju 50% DPPH otopine iznosi 23 mg/mL, a meda od amorfe 33 mg/mL.
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. ZAKLJUCAK

Najvisu TEAC vrijednost ima najtamniji med, cvjetni med. Najnizu TEAC vrijednost
ima najsvjetliji med, med od bagrema. TEAC vrijednost za med od amorfe je izmedu
TEAC vrijednosti cvjetnog meda i meda od bagrema, stoga se moze zakljuciti da je
antioksidacijska aktivnost ovisi 0 boji meda.

Povecanjem koncentracije antioksidansa Troloksa smanjuje se apsorbancija DPPH
radikala.

Najveci postotak inhibicije ima cvjetni med (9,8%) zatim med od amorfe (6,6%) , dok
je med od bagrema pokazao najnizi postotak inhibicije (6,2%) $to se ujedno moze i
pretpostaviti po njihovim bojama, redom od najtamnijeg do najsvjetlijeg.

Otopina DPPH (bez dodatka antioksidansa) ima najvecu vrijednost apsorbancije na
valnoj duljini od 517 nm, a ista se smanjuje dodatkom otopina ispitivanih antioksidansa.
Koncentracija meda koja je potrebna za redukciju 50% DPPH otopine predstavlja ICsg

vrijednost i za cvjetni med iznosi 23,87 mg/mL, a za med od amorfe 33,45 mg/mL.
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METODICKA PRIPREMA

Detaljna priprema za nastavni sat

Ime i prezime studenta: Nikolina Suci¢ Datum: /

Nastavna tema
Znanost o materijalima
Razred: 4
Nastavna jedinica
ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKOG POTENCIJALA ODABRANIH SVIJETLIH VRSTA MEDA

Cilj sata
Upoznati se sa antioksidacijskim svojstvima meda.

Pogresna poimanja pronadena u znanstvenoj literaturi

/

Jezicni termini koje su ucenici trebali ranije usvojiti
Kemijska reakcija, otopine, masena koncentracija, mnoZinska koncentracija, spektrofotometrija

Jezicni termini koje treba usvojiti tijekom ove nastavne jedinice
Antioksidacijska aktivnost, % inhibicije, kemijska jednadzZba antioksidansa i DPPH radikala

Ogranicenja — poteSkoce s kojima se prilikom pouc¢avanja moZzemo susresti
Vremensko ogranicenje.

Udzbenik
/

Temeljni koncepti (temeljne ideje)

Boja meda usko je povezna a antioksidacijskom aktivnosti, tamniji medovi imaju veéu
antioksidacijsku aktivnost nego Sto to imaju svjetliji medovi.

Najvedi postotak inhibicije ima cvjetni med, zatim med od amorfe, dok je med od bagrema pokazao

najnizi postotak inhibicije.

Ishodi ucenja

Nakon obrade nastavne jedinice ucenici ¢e modi:

I-1: Navesti sastav meda.

[-2: Objasniti fizioloski u¢inak meda na organizam.

I-3: Objasniti povezanost boje, sastava meda i antioksidacijskog djelovanja.
I-4: Odrediti postotak inhibicije pojedinog meda.

Zadatak/pitanje za provjeru ishoda uéenja
1. Navedi od ¢ega se sastoji med.
2. Objasni fizioloski u¢inak meda na organizam.
3. PoveiZi boju meda s antioksidacijskim svojstvima.
4. Izracunaj postotak inhibicije za pojedini med koristeci se rezultatima koje dobijes nakon
eksperimenta.
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Poveznica submikroskopskog i makroskopskog ,svijeta“
Ucenici ¢e moci dovesti u vezu boju meda, njegovu antioksidacijsku aktivnost i sastav.

Artikulacija (pregledni nacrt nastavnog sata)

STRUKTURNI ELEMENT N SOCIOLOSKI
NASTAVNOG SATA AKTIVNOSTI UCENIKA OBLIK RADA TRAJANJE
Uvod opaZanje frontalni, 5
individualni
Obrada zakljucivanje, slusanje, opazanje, Citanje rad u grupi, 35
individualni,
frontalni
Ponavljanje povezivanje, primjenjivanje Frontalni, 5
individualni

Razrada sata po izvorima znanja i klju¢nim pojmovima

lzvori znanja

lzvor znanja

Konkretan opis $to se Zeli postic¢i svakim od navedenih izvora znanja (navesti prednosti i
eventualne nedostatke izvora znanja)

antioksidansa i
DPPH radikala

tip Znacenje
tekst Sastav meda Ucenici pomocu teksta upoznaju sastav meda i spojeve koji doprinose
njegovom antioksidacijskom djelovanju.
tekst Svojstva meda | Ucenici pomocu teksta upoznaju svojstva meda.
Kliznica 2 kemijska Ucenici pomocu slike uce kako antioksidans utjée na DPPH radikal.
jednadzba

Radni listi¢ % inhibicije Ucenici pamte formulu % inhibicije kroz koriStenje iste u zadatku, te se
upoznaju s nacinom prikaza dobivenih rezultata.
pokus antioksidacijska | Ucenici kroz pokus uocavaju razlike u antioksidacijskim aktivnostima
svojstva razli¢itih vrsta meda, povezuju istu s bojom i sastavom.

Kljucni pojmovi

KLJUCNI POJAM

Detaljan opis kako ¢e se ucenici dovesti do razumijevanja kljucnog pojma (u opisu navesti nastavne
metode, spoznajne postupke, oblike rada, slike, dijagrame, animaciju...)

kemijska jednadzba
antioksidansa i
DPPH radikala

Metodom razgovora i usmenog izlaganja pomocu kliznice 2 ucenici uce kemijsku
jednadzibu izmedu antioksidansa i DPPH radikala. Govorim da je otpina DPPH
radikala ljubicaste boje, dodatkom antioksidansa prelazi u svjetlo ljubi¢astu ili Zutu
boju. Ucenike pitam o ¢emu ovisi boja otopine i njen intezitet nakon dodatka
antioksidansa. Pitam ih mogu li po boji u svojim kivetama odrediti koji med ima
najveéu atioksidacijsku aktivnost. Govorim da stanicnim disanjem u naSem
organizmu nastaju slobodni radikali te od u¢enika trazim da povezu koriStenje meda
i njegov utjecaj na organizam.

Povezanost boje

meda, sastava i

antioksidacijske
aktivnosti

Ucenici kroz pokus uocavaju razli¢ite rezultate apsorbancije za pojedini med,
povezuju ih s njihovim bojama te zaklju€uju o njihovom sastavu. Kiveta s najsvjetlijim
medom ima najvisi iznos apsorbancije, Sto znaci da je njegova antioksidacijska
aktivnost najmanja, a u svom sastavu sadrzi najmanje fenolnih spojeva u usporedbi
s druga dva meda. Kiveta s najtamnijim medom ima najnizi iznos apsorbancije,
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njegova antioksidacijska aktivnost je najveéa te u svom sastavu sadrZi najviSe
fenolnih spojeva u usporedbi s druga dva meda.

% inhibicije

Ucenici pamte formulu rjeSavajuéi zadatke te se upoznaju s nacinom prikazivanja
dobivenih rezultata. Uocdavaju da najve¢i % inhibicije ima med najvece
antioksidacijske aktivnosti, a najmanji % inhibicije ima med s najmanjom
antioksidacijskom aktivnoscu.

Tijek nastavnog sata

UVOD: Pred ucenike stavljam tri vrste meda te ih pitam da ih opiSu (viskoznost, boja, je li
iskristaliziran). Pitam ih koliko ¢esto koriste med i u koje svrhe.

OBRADA: Ucenike dijelim u grupe. Dijelim radne listi¢e i potrebne materijale za rad te zadajem
vrijeme od 10 minuta da odrade prve 3 tocke radnog listi¢a. Za vrijeme ¢ekanja od 20 minuta ucenicima
dijelim kratki tekst o svojstvima meda za kojeg dobiju vrijeme od 10 minuta da ga procitaju. Iduéih 10
minuta kroz razgovor i frontalni rad ucenicima objasnjavam kemijsku jednadZzbu DPPH radikala i
antioksidansa pomocu kliznice 2. Ucenici se vracaju na prakti¢ni dio rada te dovrSavaju radni listié.
Provjeravamo i diskutiramo o dobivenim rezultatima, tj. povezanosti boje meda, sastava i njegove
antioksidacijske aktivnosti (tamniji medovi imaju vecu antioksidacijsku aktivnost, a samim time i veci
postotak inhibicije, a u svom sastavu sadrze vise fenolnih spojeva).

ZAVRSNI DIO: Ugenici dobiju dva nepoznata uzorka meda te trebaju usporediti njihovu
antioksidacijsku aktivnost i sastav primjenjujuéi nauceno.

Plan ucenickog zapisa

ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKOG POTENCIJALA ODABRANIH SVIJETLIH VRSTA MEDA

e antioksidansi u medu: vitamin C, fenoli, flavonoidi i enzimi.
e antioksidans neutralizira djelovanje radikala
e tamniji medovi imaju vecu antioksidacijsku aktivnost, a u svom sastavu sadrze vise fenolnih

spojeva

e tamniji medovi imaju veci postotak inhibicije

Emocionalna procjena

Ocekujem da ¢e ucenici biti zainteresirani.

Domaci uradak

Zadatci za domaci rad Sto se zadatkom Zeli postici?
1 | Pretpostaviti i istraZiti razliku u cijenama Povezivanje naucenog sa svakodnevnim situacijama te
svijetlih i tamnih medova. istrazivanje istog.

Literatura

1. Martinello, M. & Mutinelli, F. Antioxidant activity in bee products: A review. Antioxidants

vol. 10 (2021).

2. Al-Kafaween, M. A., Alwahsh, M., Mohd Hilmi, A. B. & Abulebdah, D. H. Physicochemical

Characteristics and Bioactive Compounds of Different Types of Honey and Their Biological

and Therapeutic Properties: A Comprehensive Review. Antibiotics vol. 12 (2023).
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3. Pashte, V. V., Pashte, S. V. & Said, P. P. Nutraceutical properties of natural honey to fight
health issues: A comprehensive review. J Pharmacogn Phytochem 9, 234-242 (2020).

4. Khalil, M. 1., Sulaiman, S. A. & Boukraa, L. Antioxidant Properties of Honey and Its Role
in Preventing Health Disorder. The Open Nutraceuticals Journal vol. 3 (2010).

Prilozi
Radni listi¢

Ime i prezime:

ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKOG POTENCIJALA ODABRANIH
SVIJETLIH VRSTA MEDA

Postupak:

1. Pripremljeno je 50 mL osnovne otopine DPPH radikala u metanolu mnozinske
koncentracije 0,4 mM. Razrjedenjem osnovne otopine pripremi 10 mL otopine DPPH radikala
mnozinske koncentracije 0,04 mM. IzraCunaj volumen potreban za pripremu 10 mL otopine
DPPH radikala mnozinske koncentracije 0,04 mM.

Racun:

2. Pripremi 10 mL otopine pojedinog uzorka meda masene koncentracije 200 mg/mL u
metanolu. [zracunaj masu potrebnu za pripravu otopine pojedinog uzorka meda. Pripremljene
otopine filtriraj kroz celulozni filter.

Racun:
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3. Po 2 mL otopine DPPH mnozinske koncentracije 0,04 mmol/L dodaj u tri kivete, a
zatim i 50 uL otopine meda (svaka vrsta meda u jednu kivetu s DPPH otopinom). Sadrzaj kiveta
promijesaj. Kontrolni uzorak pripremi na nacin da u kivetu s 2 mL otopine DPPH dodas 50
uL metanola (bez antioksidansa). Kivete sa sadrzajem ostavi 20 minuta u mraku na sobnoj
temperaturi. Nakon 20 minuta provedi spektrofotometrijska mjerenja i zabiljezi podatke.

Apsorbancija (A) kontrolnog uzorka:

vrsta meda apsorbancija (A)
med od bagrema
med od amorfe
cvjetni med

4. Mijerenjem vrijednosti apsorbancije odredi postotak inhibicije DPPH radikala
izrazom:

% inhibicije = (1 — Aa/Ax) * 100

gdje je Aa apsorbancija uzorka u koji je dodana otopina antioksidansa izmjerena nakon
20 min, a Ak apsorbancija kontrolnog uzorka.

Izracunaj postotak inhibicije i upisi u tablicu. Nacrtaj stupCasti dijagram postotka
inhibicije za ispitane medove.

vrsta meda % inhibicije
med od bagrema
med od amorfe
cvjetni med

Tekst
SASTAV | SVOJSTVA MEDA

Med je namirnica za koju se smatra da ima svojstva koja pridonose zdravlju. Takva

svojstva ovise o kemijskom sastavu koji se moze razlikovati medu razli¢itim vrstama meda.
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Kemijski sastav meda i njegova bioaktivna svojstva uglavnom ovise o cvjethom izvoru.
U sastavu meda najveéim dijelom su prisutni Seceri fruktoza i glukoza, a zatim voda,

aminokiseline, enzimi proteini, vitamini, minerali, organske Kiseline, fenoli i flavonoidi.

Zbog njegove kiselosti, visoke osmolarnosti, vodikova peroksida, fenolnih kiselina,
flavonoida i ostalih tvari med ima antibakterijska i antifungicidna svojstva. Sazrijevanje meda
odvija se pomocu enzima koji katalizira oksidaciju glukoze te na taj nacin nastaje vodikov
peroksid. Enzimi pomocu kojih se odvija reakcija potjecu od zlijezda medonosnih pcela. pH
vrijednost meda iznosi oko 3.2 1 4.5, a visoka osmolarnost je posljedica visokog udjela Secera.
Upravo takve karakteristike dovoljna su smetnja rastu bakterija. Svojim protuupalnim
djelovanjem med ublazava upalu koze, zacjeljuje rane te potiCe regeneraciju koze.
Svakodnevnim unosom med ja¢a imunosni sustav kod djece te na taj nacin djeca postaju

otpornija na bolesti.

Osim za ljekovite svrhe med se koristi kao hrana visoke energetske vrijednosti zbog
ugljikohidrata koje sadrzi. Glukoza 1 fruktoza brzo dospijevaju u krvotok osiguravajuci
energiju. Med se koristi i u sastavu kozmetickih proizvoda poput masti za usne, hidrantantnih

krema, losiona za tijelo, krema za lice, Sampona i regeneratora.

Med sadrzi antioksidanse kao §to su vitamin C, fenoli, flavonoidi i enzimi.

Literatura:
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ODREDIVANJE
ANTIOKSIDACISKOG
POTENCIJALA ODABRANIH
SVIJETLIH VRSTA MEDA
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