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РЕЗИМЕ
Мед је веома карактеристичан прехрамбени производ јер се у исхрани користи изворни облик и уобичајено је да се пре конзумације не прерађује и не конзервише. У саставу меда налазе се углавном угљени хидрати, мања количина воде и велики број минорних компоненти попут витамина, протеина, минерала и специфичних ензима. Садржајем фенокарболних киселина, флавоноида, каротеноида, аскорбинске киселине и њиховог синергистичког деловања објашњавају се поједини биолошки и терапијски ефекти примене меда. Са повећањем захтева за коришћењем хране са антиоксидативним својствима, мед постаје све значајанији извор антиоксиданаса у свакодневној исхрани људи. 
Циљ рада био је да се применом поуздане хемијске методе утврди релативна антиоксидативна активност различитих узорака меда набављеног  из малопродајних објеката са тржишта у Београду и добијене вредности упореде са раније добијеним резултатима узорака меда пореклом од директних произвођача - пчелара. 
Истраживањем је утврђено да су вредности релативне антиоксидативне активности багремовог и липовог меда комерцијалних произвођача у сагласности са вредностима за исти тип анализираног меда набављеног од пчелара. Код цветног меда утврђено је одступање у добијеним вредностима између комерцијалних узорака, и раније анализираних узорака пореклом од пчелара.
Кључне речи: мед, антиоксиданси, слободни радикали, ДППХ, антиоксидативни потенцијал

SUMMARY
Honey is very specific kind of food because it is using in nutrition in the original form and it is common to not processed before eating and not conserved. The composition of honey is mostly carbohydrates, a small amount of water and a number of minor components such as vitamins, proteins, minerals and specific enzymes. Content phenolic acids, flavonoids, and ascorbic acid and their synergistic effects explain some biological and therapeutic effects of honey. With increasing demands for food use with antioxidant properties, honey is becoming more important source of antioxidants in the daily diet of people.
The aim of the study was that with the use of reliable chemical methods fortify the relative antioxidant activity of different honey samples purchased from markets in Belgrade and to compare obtained values with previously obtained results for honey types originating from the direct produces-beekeepers. 
The research found that the relative values of antioxidant activity of acacia and linden honey of commercial producers in accordance with the values of the same type of analyzed honey purchased from beekeeper. With meadow honey were identified discrepancies between the values obtained in commercial samples, and previously analyzed samples originating from beekeepers.
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УВОД
У далекој историји човек је од пчела узимао само мед који је у том периоду представљао једини природни заслађивач. Међутим, увидевши да мед може представљати уносан извор прихода, почиње са гајењем пчела. Први докази организованог гајења пчела датирају од око пре 4000 година и воде порекло из Египта и Кине, одакле се са миграцијом људи и трговине ширио и начин гајења пчела у првобитним кошницама. Поред меда, млеч, восак, прополис и полен нашли су примену у тадашњој традиционалној медицини. Ови пчелињи производи доказали су своју вредност кроз историју па се њихова примена наставља и у алтернативној медицини савременог доба (1).
Мед је природна слатка супстанца коју производи медоносна пчела Apis mellifera из нектара биљака или из секрета живих делова биљака или екскрета које излучују инсекти који из биљака усвајају биљне сокове са делова биљака, које пчеле прикупљају, трансформишу комбиновањем са специфичним сопственим супстанцама, дехидрују, одлажу у саће и остављају га у саћу да сазри (COUNCIL DIRECTIVE 2001/110/EC) (2).
Мед је по хемијском саставу високо концентрован раствор два проста шећера, глукозе и фруктозе, и са малим уделом још 22 друга шећера, а који укупно чине 95-99% суве материје меда. Осим шећера у меду има до 20% воде која преостаје после зрења нектара. Иако и у минималним количинама, мед садржи читав низ органских киселина од којих је најзначајнија глуконска. Од минералних материја мед углавном садржи калијум, натријум, калцијум, магнезијум, фосфор, цинк, бакар, гвожђе, манган, хром и селен. Протеини као саставни делови биљака доспевају у мед преко нектара и полена. Аминокиселине које се најчешће појављују у меду су: аланин, фенилаланин, тирозин, леуцин, изолеуцин, глутаминска киселина и др. Витамини су такође присутни у меду у врло малим количинама и то: витамин Ц, рибофлавин, пиридоксин, пантотенска кислеина, биотин, никотинска киселина, тиамин. Мед од других производа сличног типа издваја присуство ензима који потичу од пчела, полена или нектара. Најбитнији ензими су инвертаза, дијастаза и глукозо-оксидаза (3).
Данас је мед осим свакодневне исхране, предмет коришћења и у фармацеутској индустрији за производњу различитих помоћних лековитих средстава и козметичких производа. Развојем појма „функционална храна“, истраживања меда почела су да се баве и испитивањем појединих конкретних ефеката његове примене, а посебно место заузима антиоксидантно деловање. 
Антиоксиданси су једињења која организам ствара ради одбране од слободних радикала. Они су донатори електрона који реагују са слободним радикалима и при том их претварају у стабилне нетоксичне метаболите. Када су дали електрон радикалу антиоксиданси губе могућност даљег стабилизовања. Зато је потребно непрестано стварање и уношење антиоксиданата.
Слободни радикали су нестабилни молекули који имају неспарен „слободан електрон“ . Неспарен електрон чини слободни радикал врло реактивним оксидансом зато што тежи да се спари са другим електроном и на тај начин оштећује ћелије ланчаном реакцијом. Молекул с којим је слободан радикал реаговао и сам постаје слободан радикал. Слободни радикали настају у процесу дисања као секундарни производи. Болест, вежбање или стрес изазивају повећану производњу слободних радикала. Поред нашег тела извори слободних радикала су и: дувански дим, индустријска загађења, прекомерна изложеност сунчевим зрацима, радијација, адитиви, пестициди, хербициди, боје, конзерванси у храни. Слободни радикали имају битну улогу у процесу старења као и у патогенизацији  многих болести као што су: реуматоидни артритис, Паркинсонова болест, запаљенска цревна обољења, карциноми и др. (4).
Храна је велики извор антиоксиданата (4). Широк спектар супстанци у траговима присутних у меду доприноси антиоксидантном капацитету меда. Ове супстанце укључују фенолне киселине и флавоноиде, поједине ензиме (глуко оксидаза, каталаза), аскорбинску киселину, органске киселине, амино киселине и протеини. Антиоксидантна активност фенолних компоненти може значајно да допринесе здрављу људи (5). Концентрација хидросолубилних и липосолубилних антиоксидантних супстанци у меду је обично нижа него у већини традиционалних дијетарних извора антиоксиданаса. Тако је укупни антиоксидантни капацитет воћа и поврћа знатно виши од капацитета меда. Међутим, мед се због пријатног и слатког укуса често налази у свакодневној исхрани људи, а пуно је оних који уносе веома мало других намирница богатих антиоксидансима. Зато мед има значај као допунски извор дијетарних антиоксиданаса. Као биолошки материјал мед је подложан физичкохемијским и биохемијским променама и зато је неопходно да се задржи његов изворни квалитет природне хране и као такав дође на трпезу потрошача. 
Зато је циљ ових истраживања био да се применом поуздане хемијске методе утврди релативна антиоксидативна активност различитих узорака меда набављеног са тржишта у Београду и добијене вредности упореде са раније добијеним резултатима узорака меда пореклом од директних произвођача - пчелара.


МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДИКА РАДА
Материјал
1. Списак различитих врста меда узоркованих од четири различита комерцијална произвођача (КП) са београдског тржишта и са тачном масом узорака коришћених у испитивању приказан је у Табели 1.
Табела1. Различите врсте меда комерцијалних произвођача и масе узорака  
Table 1. Different types of honey from commercial producers and sample mass
	Узорак
	Маса узорка (g)

	Цветни мед-*КП 1
	2,0706

	Багремов мед-КП 1
	2,0421

	Липов мед-КП 2
	2,014

	Багремов мед-КП 2
	2,0754

	Цветни мед-КП 2
	2,0678

	Липов мед-КП 3
	2,0692

	Багремов мед-КП 3
	2,0799

	Липов мед-КП 1
	2,0357

	Багремов мед-КП 4
	2,0789

	Ливадски мед-КП 4
	2,0221


*КП – Комерцијални произвођач

2. Ултра чиста вода која се добија пречишћавањем дестиловане воде
3. Метанол
4. Нормални судови од 10 и 100ml
5. Филтер 0,45µm
6. Пипете 
7. Чаше, епрувете
8. Ултразвучно купатило
9. Раствор DPPH
Направљен растварањем  2,8 mg DPPH у 100 ml метанола (нормални суд је допуњен метанолом до црте)
10. Спектофотометар подешен на  λ=515 nm са стакленом киветом
ДППХ тест
То је прост метод којим се одређује антиоксидативна активност хране користећи стабилни 2,2-дифенил -1-пикрилхидразил ДППХ радикал. Неспарен електрон ДППХ радикала види се као абсорбанцијски максимум на 517 nm. Расвор ДППХ у метанолу је љубичасте боје. Боја раствора се мења од љубичасте до жуте када неспарен електрон слободног радикала реагује са водоником пореклом од антиоксиданта. Промена боје је у стереометријском односу са бројем спарених електрона.
Припрема узорка
Око 2g узорка (тачне масе дате у табели 1) је одмерено и додато је око 6-7 ml ултра чисте воде, а потом је урађена хомогенизација у ултразвучном купатилу (30 минута, собна температура). Хомогенизовани раствор је пребачен у нормални суд од 10 ml и допуњен је ултра чистом водом до црте. Раствор је профилтриран кроз 0,45 µm филтер и такав екстракт коришћен је у анализи.
Одређивање релативне антиоксидативне активности:
Од екстракта сваког узорка је узето по 1,50 ml раствора и додато му је по 5,00 ml раствора DPPH (70 mM). Тако добијен раствор је инкубиран 60 минута (на собној температури у мраку). Након инкубације абсорбанција (А) свих раствора је мерана на λ=515 nm. За сваки узорак су прављене две пробе, а резултати су изражени као средња вредност. Резултати описаних мерења приказани су у Табели 2. Релативна антиоксидативна активност је израчуната коришћењем формуле:
[image: ][image: ]		(4)
За упоређење са резултатима добијеним у овом истраживању коришћени су резултати ранијих анализа узорака меда сакупљених директно од пчелара – произвођача. Резултати коришћени за упоредну анализу (Табеле 3 – 5) власништво су Катедре за аналитичку хемију, Хемијског факултета у Београду.


РЕЗУЛТАТИ ИСТРАЖИВАЊА И ДИСКУСИЈА
Резултати анализе различитих врста меда комерцијалних произвођача представљени су у Табели 2 као релативна антиоксидативна активност (RAA) и не могу се поредити са другим резултатима (нису одређени преко стандардне праве формиране за неку стандардну супстанцу). Овако приказани резултати могу се поредити међусобно и са резултатима који су добијени за различите врсте меда који су набављени директно од произвођача – пчелара (Табела 4 – 6).
Табела 2. Релативна антиоксидативна активност испитаних медова
Table 2. Relative antioxidant activity of tested honeys
	Узорак
	RАA ± sd

	Цветни мед-КП 1
	30.81 ± 1.13*

	Багремов мед-КП 1
	20.70 ± 1.27

	Липов мед-КП 2
	22.09 ± 0.52

	Багремов мед-КП 2
	17.63 ± 1.63

	Цветни мед-КП 2
	22.31 ± 0.13

	Липов мед-КП 3
	48.86 ± 0.75

	Багремовмед-КП 3
	26.25 ± 0.37

	Липов мед-КП 1
	26.55 ± 0.77

	Багремов мед-КП 4
	18.66 ± 0.88

	Ливадски мед-КП 4
	33.54 ± 2.19


*Резултати су представљени као средња вредност два мерења ± стандардна девијација (sd)
Табела 3. Релативна антиоксидативна активност по врсти испитаних медова
Table 3. Relative antioxidant activity by type of tested honeys
	Узорак
	RАA ± sd

	Багремов мед-КП 1
	20.70 ± 1.27

	Багремов мед-КП 2
	17.63 ± 1.63

	Багремов мед-КП 3
	26.25 ± 0.37

	Багремов мед-КП 4
	18.66 ± 0.88

	Багрем (средња вредност)
	20.81 

	Липов мед-КП 2
	22.09 ± 0.52

	Липов мед-КП 3
	48.86 ± 0.75

	Липов мед-КП 1
	26.55 ± 0.77

	Липа (средња вредност)
	32.50 

	Цветни мед-КП 1
	30.81 ± 1.13

	Цветни мед-КП 2
	22.31 ± 0.13

	Ливадски мед-КП 4
	33.54 ± 2.19

	Цветни (средња вредност)
	28.89 













У табелама 4 – 6 приказани су резултати релативне антиоксидативне активности за раније анализиране врсте меда узорковане од примарних произвођача – пчелара. 
Табела 4. Релативна антиоксидативна активност багремовог меда
Table 4. Relative antioxidant activity of acacia honey
	Узорак-регион
	RАA, % (прерачунато на 0,2g меда/ml)

	Багрем- западни
	13.09

	Багрем – источни
	17.60

	Багрем - Војводина
	20.06

	Багрем - централни
	19.78

	Багрем - јужни
	11.20

	Багрем - западни
	15.07

	Багрем (средња вредност)
	16.13

	Багрем (опсег)
	од 11.20 до 20.06










Табела 5. Релативна антиоксидативна активност ливадског меда
Table 5. Relative antioxidant activity of clover honey
	Узорак-регион
	RАA, % (прерачунато на 0,2g меда/ml)

	Ливада-источни
	34.95

	Ливада-западни
	82.94

	Ливада-јужни
	46.49

	Ливада-централни
	35.38

	Ливада-Војводина
	71.23

	Ливада (средња вредност)
	54.20

	Ливада (опсег)
	од 34.95 до 82.94



Табела 6. Релативна антиоксидативна активност липовог меда
Table 6. Relative antioxidant activity of linden honey 
	Узорак-регион
	RАA, % (прерачунато на 0,2g меда/ml)

	Липа-Војводина
	24.23

	Липа-источни
	29.71

	Липа (средња вредност)
	26.97

	Липа (опсег)
	од 24.23 до 29.71



На основу Правилника о квалитету меда (7) мед се према пореклу медоносних биљака или других медоносних делова биљака ставља у промет као:
1. сортни (монофлорни) мед (на пример: липов, багремов, сунцокретов, жалфијин)
2. цветни (полифлорни) мед
3. медљиковац (шумски мед).

Из табеле 3 види се да су највећу антиоксидативну активност имали ливадски, средњу липов, а најмању багремов мед. Ово је у сагласности са досадашњим истраживањима других аутора у којима се наводи да светлије врсте меда (багремов и липов) показују манје вредности антиоксидативне активности у односу на тамније врсте меда (8). То значи да нам интензитет боје може указати на већу концентрацију фенола и флавоноида или већа антиоксидантна својства (9).
У сврху поређења, комерцијални мед, означен као ливадски мед сврстан је у групу цветни мед. На основу упоређења резултата из Табеле 3 и Табела 4, 5 и 6 види се да се узорци багремовог и липовог меда набављени у тржницама налазе у приближно истим вредностима са истим врстама меда пореклом од пчелара. Липов мед комерцијалног произвођача КП3, на основу вредности RAA (48.86 ± 0.75), одступа од опсега у групи комерцијалних медова, али и од групе за липов мед узоркован од пчелара (26,97). Овако велико одступање може настати због комплексног садржаја меда, при чему и узорци истог ботаничког порекла показују различиту антиксидативну активност (8). Међутим, ова разлика у вредностима може бити последица другачијег ботаничког порекла меда од оног који је означен на етикети. 
Разлика између комерцијалних узорака меда са Београдског тржишта и узорака пореклом од директних произвођача пчелара утврђена је код ливадског меда. У овој врсти меда, код групе комерцијалних узорака (Табела 3), установљено је одступање узорка КП 2 (22,31 ± 0,13) у односу на остала два узорка. Такође, поредећи комерцијалне узорке са подацима за ливадски мед узоркован од пчелара, утврдили смо да сви комерцијални узорци имају вредност РАА (22,31 до 33,54) испод или на минималној граници опсега ливадског меда узоркованог код пчелара (34.95 до 82.94). Ниске вредности за ливадски мед комерцијалних произвођача могу бити последица ботаничког порекла које се разликује од означене врсте меда на етикети. Ови резултати могу бити и последица дужег чувања, односно стајања тегли са медом у малопродајним објектима. Дужина чувања негативно утиче на антиоксидантни потенцијал меда (8), јер се и на собној температури током времена губе поједине компоненте које доприносе антиоксидантној активности (10). Такође, уколико су комерцијални произвођачи вршили температурну обраду меда, условили су смањење антиоксидативног капацитета меда (10).


ЗАКЉУЧАК
На основу резултата истраживања антиоксидативног потенцијала различитих врста меда узоркованих са тржишта произилазе следећи закључци:
· Највећу релативну антиоксидативну активност имали су комерцијални узорци липовог и цветног меда, док је багремов мед имао најмању вредност РАА (20,81);
· У поређењу комерцијалних узорака меда са узорцима пореклом од директних произвођача – пчелара утврђене су сличне вредности РАА за багремов и липов мед.
· Упоређењем цветних комерцијалних медова и узорака од пчелара утврђена је највећа разлика у вредностима РАА. За комерцијалне узорке опсег РАА је износио од 22,31 до 33,54, док се код претходно анализираних узорака пореклом од пчелара РАА кретала од 34,95 до 82,94. Узрок овако ниских вредности РАА код комерцијалних узорака меда, може бити дужина чувања (време проведено у малопродајном објекту), неодговарајуће ботаничко порекло или неодговарајуће означавање на амбалажи. Термичка обрада меда у пакерницама комерцијалних произвођача пре доставе у малопродајни објекат, такође утиче на смањење садржаја компоненти важних за антиоксидативну активност.
· Мед је веома карактеристичан прехрамбени производ чија се специфичност огледа у његовој природности. Због велике количине угљених хидрата представља висококалоричну намирницу. Поред шећера у меду се налази око 200 других различитих супстанци од којих му неке попут фенола, витамина Ц, аминокислеина и других доприносе антиоксидантном капацитету и дају му биоактивна својства. Зато је неопходно одржати оригиналан квалитет „сировог“ меда за потрошаче, који не трпи разне термичке и друге процесе обраде који се употребљавају у индустрији меда. 
· На основу анализираних врста меда у борби против слободних радикала у првом реду треба користити липов и цветни мед, док је багремов мед неопходно уносити у већим количинама како би показао сличне резултате. 
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