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Sažetak

Imunoenzimska ELISA metoda (engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) se istražuje u posljednje vrijeme kao brza, jednostavna i visokospecifična 
analitička metoda za unaprjeđenje i standardizaciju kvalitete meda i pčelinjih proizvoda.  Med i pčelinji proizvodi se osim zbog nutritivne vrijednosti 
učestalo koriste i zbog brojnih pozitivnih bioloških učinaka, a ELISA metoda svoju primjenu u standardizaciji njihove kvalitete može pronaći kod 
utvrđivanja autentičnosti, botaničkog podrijetla te razlikovanja uzoraka prirodnog meda. Metoda se razvija u svrhu određivanja pčelinjih proteina 
i peptida, kao što su apalbumin-1 i defensin-1, a koji mogu predstavljati biljege izvornosti. Imunoenzimska ELISA metoda primjenu pronalazi i u 
određivanju peludi određene biljne vrste u svrhu utvrđivanja botaničkog podrijetla, te pri procjeni kvalitete određivanjem enzima, kao i u svrhu 
razlikovanja uzoraka prirodnog meda određivanjem specifičnih proteina. 

Ključne riječi: ELISA, imunoenzimska metoda, med, pčelinji proizvodi

Abstract

The Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) has recently been investigated as a fast, simple and highly specific analytical method for 
improving and standardisation of the quality of honey and bee products. Apart from their nutritive value, honey and bee products are often used due 
to their numerous positive biological effects, and the ELISA method can find its application in standardisation of their quality through determination 
of authenticity, botanical origin, and distinguishing natural honey samples. The method is being developed for the purpose of determination of bee-
derived proteins and peptides, such as apalbumin-1 and defensin-1, which may be markers of botanical origin. Immunoenzyme ELISA method is 
also used in determination of pollen of certain plant species for the purpose of determination of botanical origin, and in assessment of quality by 
determination of enzymes, as well as for the purpose of distinguishing natural honey samples by determination of specific proteins.
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Uvod

Med odlikuju brojni sastojci jedinstvenih nutritivnih i bioaktivnih svojstava, ovisno o vrsti biljaka od kojih pčele sakupljaju nektar, uključujući 
fruktozu i glukozu koje su prisutne u najvišem udjelu (80 do 85 %), vodu (15 do 17 %), pepeo (0,2 %), proteine i aminokiseline (0,1 do 0,4 %), te 
enzime, vitamine i druge sastojke, poput fenolnih spojeva u tragovima (Visweswara Rao i sur., 2016.). Fenolni spojevi, smatra se, najviše utječu 
na antioksidacijski potencijal meda, a njihov udjel se obzirom na brojne provedene rezultate istraživanja na uzorcima različitih vrsta meda kreće u 
rasponu vrijednosti od 56 do 500 mgkg-1 meda (Bogdanov i sur., 2008). Najzastupljeniji flavonoidi u medu su flavoni, flavanoli i flavonoli. Poznato 
je da doprinose ukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti meda, a povoljni učinci na zdravlje pripisuju se najčešćim flavonoidima; apigeninu, katehinu, 
krizinu, galanginu, genisteinu, kamferolu, luetolinu, miricetinu i kvercetinu, te fenolnim kiselinama koje uključuju kafeinsku, klorogensku, cimetnu, 
elaginsku, ferulinsku, galnu, p-kumarinsku i p-hidroksibenzojevu kiselinu (Cianciosi i sur., 2018). Fenolni sastav meda uglavnom ovisi o njegovom 
botaničkom podrijetlu na temelju kojeg se može provesti klasifikacija i procjena autentičnosti, osobito u slučaju uniflornih vrsta meda. Općenito, 
ovi spojevi sadrže najmanje dvije hidroksilne skupine i često su povezani sa šećerima, uglavnom glukozom kao i ksilozom, galaktozom, ramnozom, 
arabinozom i glukoramnozom, a navedeni spojevi su prisutni u medu i u obliku aglikona. Smatra se da se fenolni aglikoni lakše apsorbiraju kroz 
crijevnu barijeru, u usporedbi sa glikoziliranim fenolnim spojevima (Cianciosi i sur., 2018). Antimikrobna svojstva meda pripisuju se visokom udjelu 
šećera, niskom pH, udjelu vodikovog peroksida (H2O2), metilglioksala (MGO), pčelinjih peptida poput defensina-1 i drugih sastojaka koji su predmet 
brojnih istraživanja (Stephens i sur., 2010; Brudzynski i sur., 2012; Al-Nahari i sur., 2015; McLoone i sur., 2016; Osés i sur., 2016; Sousa i sur., 2016; 
Henatsch i sur., 2018; Ghramh i sur., 2019; Al-Brahim i Mohammed, 2020; Nayaka i sur., 2020; Almasaudi, 2021; Fernandes i sur., 2021). Visoki 
udjeli šećera i nizak udjel vode u medu uzrokuju osmotski stres mikrobnim stanicama, a niske vrijednosti pH inhibiraju rast mnogih mikroorganizama. 
Međutim, istraživanja upućuju na činjenicu da su i drugi čimbenici u medu odgovorni za njegovo antimikrobno djelovanje (McLoone i sur., 2016). 
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Pčelinjim proizvodima kao što su matična mliječ i propolis se zahvaljujući 
njihovom specifičnom sastavu također pripisuju različiti pozitivni učinci 
na zdravlje te imaju široku primjenu (Šuran i sur., 2016; Oršolić, 2013; 
Furusawa i sur., 2016). Mliječ izlučuju žlijezde medonosnih pčela za 
opskrbu matice i ličinki hranom, a osim matične mliječi razlikujemo i  
radiličku te trutovsku mliječ. Matičnu mliječ odlikuje deset puta viši udjel 
pantotenske kiseline, biopterina i neobiopterina u odnosu na radiličku i 
trutovsku mliječ. Biološka aktivnost matične mliječi, tekućine koja se 
izlučuje putem hipofaringealne i mandibularne žlijezde mladih pčela 
radilica, najviše se pripisuje udjelu masnih kiselina, proteina i fenolnih 
spojeva. Smatra se da matična mliječ učinkovito djeluje na usporavanje 
degenerativnih promjena, sprječava pojavu i razvoj dijabetesa 
obnavljanjem oštećenih stanica gušterače, a funkcionalna svojstva 
uključuju antimikrobnu, protuupalnu, antioksidacijsku, antialergijsku 
i protutumorsku aktivnost. Svoju primjenu pronalazi u prehrambenoj, 
farmaceutskoj i kozmetičkoj industriji. Raširenost uporabe u pojedinim 
zemljama nadilazi potrebe domaćih tržišta što rezultira povećanim 
uvozom. Kako bi se postigle pouzdanije i točnije procjene komercijalno 
dostupnih proizvoda, istražuju se mogućnosti poboljšanja provedbe 
različitih analitičkih tehnika s ciljem detekcije i kvantifikacije pojedinih 
specifičnih sastojaka (Furusawa i sur., 2016; Oršolić, 2013; Ramadan i 
Al-Ghamdi, 2012). Značajan sastavni dio matične mliječi čine proteini 
koji su u većem dijelu topljivi u vodi. Visok udjel topljivih proteina 
predstavljaju takozvani glavni proteini matične mliječi (engl. Major 
Royal Jelly Proteins; MRJPs) za koje se smatra da imaju devet članova. 
U proteinski sastav matične mliječi uključeni su i proteini povezani s 
metabolizmom ugljikohidrata kao što su glukoza oksidaza, prethodnik 
- glukozidaza i glukoza dehidrogenaza (Oršolić, 2013). U matičnoj 
mliječi prisutne su i mono- i dihidroksi kiseline te dikarboksilne kiseline 
s 8 i 10 ugljikovih atoma. Udjel hidroksi kiselina s 10 ugljikovih atoma 
(10-hidroksidecenske kiseline i trans-10-hidroksi-2-decenske kiseline) 
može biti značajno visok. Navedeni specifični sastojci matične mliječi 
istražuju se kao biljezi autentičnosti matične mliječi čijim je praćenjem, 
uz primjenu odgovarajućih analitičkih metoda, ujedno moguće detektirati 
dodatak matične mliječi u sastav različitih prehrambenih i kozmetičkih 
proizvoda (Sabatini i sur., 2009). Tijekom određivanja kvalitete matične 
mliječi značajno je praćenje svježine proizvoda promjenama u udjelu 
pojedinih sastojaka kao što je enzim glukoza oksidaza na kojeg značajno 
utječu temperatura i period čuvanja. Udjel enzima glukoza oksidaze se 
značajno smanjuje nakon čuvanja matične mliječi pri temperaturi od 
20 °C. Na navedeno ukazuju rezultati istraživanja Sabatini i suradnika 
(2009) tijekom kojeg su praćene promjene udjela enzima glukoza 
oksidaze u uzorcima matične mliječi čuvanim tijekom 24 mjeseca pri 
temperaturi od 4 °C i 20 °C. Na kraju perioda istraživanja, nakon 24 
mjeseca, prisutnost enzima nije detektirana što upućuje na njegovu 
razgradnju. Promjene u udjelu enzima zabilježene su i tijekom praćenja 
pri temperaturi od 4 ºC, međutim u značajno manjem stupnju u odnosu 
na promjene pri temperaturi od 20 ºC (Sabatini i sur., 2009).
Propolis je pčelinji proizvod koji također, obzirom na svoju biološku 
aktivnost, može ispoljavati pozitivne učinke na zdravlje, a predstavlja 
smolastu tvar nastalu miješanjem biljnih ekstrakata sakupljenih s 
cvjetnih pupoljaka od strane pčela s voskom i enzimima. Propolis 
pčelama osigurava obranu od različitih štetnih utjecaja, štiti ih od 
razvoja mogućih bolesti, predstavlja materijal za zaglađivanje zidova 
košnice, te može spriječiti širenje eventualno prisutnih bakterija 
u košnici prekrivanjem različitih eventualno prisutnih uginulih 
nametnika. Propolis odlikuju brojni pozitivni biološki učinci kao što 
su imunomodulacijski, protutumorski, protuupalni, antioksidacijski, 
antimikrobni i antiparazitski učinak  (Šuran i sur., 2016).

Detekcija i određivanje specifičnih sastojaka meda i pčelinjih proizvoda 
svoju primjenu pronalazi u provođenju različitih vrsta analiza u 
svrhu kontrole njihove kvalitete, ali i određivanja autentičnosti. U 
novije vrijeme pri tome se ističu imunoenzimske ili ELISA metode 
(engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), metode iz skupine 
imunoloških, odnosno imunokemijskih metoda (Baroni i sur., 2002). 

Općenito su imunoenzimske metode utemeljene na svojstu antitijela 
da specifično prepoznaje  antigen. Njihova primjena je sve učestalija 
obzirom na visoku razinu specifičnosti i osjetljivosti, relativno 
jednostavnog postupka izvođenja te relativno niske cijene u odnosu 
na druge analitičke tehnike u analizi hrane. Upravo imunoenzimska 
ELISA metoda omogućuje detekciju prisutnosti ciljanih analita ili 
antigena u hrani te njihovo kvantitativno određivanje. Metoda se temelji 
na svojstvu antitijela da specifično veže antigen ili hapten iz uzorka, te 
spektrofotometrijskom mjerenju nastale reakcije do koje dolazi zbog 
promjene boje supstrata što ga razgrađuje enzim kojim su označeni 
pojedini reaktanti (Butorac i sur., 2013; Runje i Cvrtila, 2006). ELISA 
metoda po principu “sendvič” ELISA testa je jedan od najčešće korištenih 
imunoenzimskih testova. Uključuje imobilizaciju primarnog antitijela 
na dno jažica mikrotitarske ploče, dodavanje standardne otopine ili 
otopine uzorka pri čemu dolazi do stvaranja veze između antitijela 
i ciljanog analita ili antigena u analiziranom uzorku, te dodavanje 
sekundarnog antitijela obilježenog enzimom pri čemu ponovno dolazi 
do stvaranja veze između antitijela i specifičnog antigena. Tijekom ove 
faze reakcije sekundarno antitijelo veže se na postojeći antigen-antitijelo 
kompleks i na taj način se stvara “sendvič” koji podrazumijeva smještaj 
specifičnog antigena u “sendvič” između primarnog i sekundarnog 
antitijela. U konačnici se u reakcijsku smjesu dodaje supstrat za enzim 
što rezultira nastankom obojenog produkta. Nastali intenzitet obojenja 
se mjeri spektrofotometrijski, a za ovaj princip testa je karakteristično 
da je izmjerena apsorbancija direktno proporcionalna udjelu analita. U 
slučaju takozvanog kompetitivnog ELISA testa, udjel antigena prisutnog 
u analiziranom uzorku je obrnuto proporcionalan intenzitetu obojenog 
produkta nastalog dodatkom supstrata. Prednost kompetitivnog ELISA 
testa je učinkovitost pri kvantitativnim analizama uzoraka koji sadrže 
niske udjele analita, na primjer u rasponu od 1,2 do 1,8 mgkg-1 uz limit 
detekcije i do 0,4 mgkg-1 (Besler i sur., 2002; Aydin, 2015).
Detekcija specifičnih proteina u uzorcima hrane može se provesti 
primjenom Western blot metode. Ciljani proteini se razdvajaju na temelju 
razlika u molekulskoj masi, primjenom SDS-PAGE elektroforeze (engl. 
Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis; SDS-
PAGE) (Butorac i sur., 2013). U analitici i kontroli kvalitete hrane, iz 
navedene skupine imunoloških, odnosno imunokemijskih metoda, 
primjenjuju se i optički biosenzori te sve učestalije i jednostavni 
imunokromatografski test (engl. Lateral Flow Immunochromatographic 
Test). Optički biosenzori omogućuju detekciju vezanja biomolekula u 
stvarnom vremenu, a u analizama hrane često se koriste s ciljem detekcije 
patogenih mikroorganizama te njihovih toksina (Butorac i sur., 2013).

Primjena ELISA metoda u utvrđivanju autentičnosti 

Autentičnost meda i pčelinjih proizvoda obično se utvrđuje mjerenjem 
omjera stabilnih izotopa ugljika i dušika (Ramadan i Al-Ghamdi, 2012). 
Obzirom da se u pčelarskoj praksi mogu pojaviti slučajevi nepoželjne 
opskrbe pčela sastojcima koji nisu sastavni dio njihove uobičajene 
hrane, kao i slučajevi zamjena određenog dijela matične mliječi nekim 
drugim sastojcima ili pak zamjene cijelog proizvoda nekim drugim 
sastojcima, u kontroli takovih proizvoda značajno je utvrđivanje 
autentičnosti. Različiti nepoželjni primjeri patvorenja mogu predstavljati 
dodatak, na primjer, više od 25 % jogurta, bjelanjka, vode i kukuruznog 
škroba. Takovi uzorci mogu biti detektirani, temeljem rezultata analiza, 
određivanjem porasta udjela vlage i udjela šećera, smanjenja udjela masti, 
proteina i 10-hidroksi-2-decenske kiseline (10-HDA) te nemogućnosti 
otapanja u lužnatom mediju (Sabatini i sur., 2009; Ramadan i Al-
Ghamdi, 2012). Provedena su brojna istraživanja s ciljem utvrđivanja 
autentičnosti matične mliječi, te je u skladu s dostupnim rezultatima 
kao jedan od kriterija predložen udjel 10-hidroksi-2-decenske kiseline 
(10-HDA). Iako udjel 10-hidroksi-2-decenske kiseline (10-HDA) može 
biti različit u pojedinim uzorcima i obuhvaćati pri tome široki raspon, 
njeno kvalitativno i kvantitativno određivanje često se primjenjuje pri 
rutinskim procjenama autentičnosti (Sabatini i sur., 2009; Ramadan i 
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Al-Ghamdi, 2012). U posljednje vrijeme smatra se da je pri utvrđivanju 
autentičnosti meda i pčelinjih proizvoda značajno pratiti fiziološku 
funkciju izvornih specifičnih sastojaka. Na taj način, praćenje udjela 
proteina i pčelinjih peptida u utvrđivanju autentičnosti meda i pčelinjih 
proizvoda predstavlja jedan od novorazvijenih načina za unaprjeđenje 
kvalitete navedenih proizvoda kao funkcionalne hrane (Ramadan i Al-
Ghamdi, 2012; Bilikova i sur., 2015). 

Svoju primjenu u određivanju proteina u medu i pčelinjim proizvodima 
pronalaze i ELISA metode, a neke od ciljanih proteinskih sastojaka 
pri takovim analizama predstavljaju apalbumin-1 te pčelinji peptid 
defensin-1. Prisutnost apalbumina-1 može predstavljati značajan kriterij 
za određivanje autentičnosti meda ili pčelinjih proizvoda, pri čemu se 
najčešće koristi kao biljeg u utvrđivanju izvornosti matične mliječi 
(Sabatini i sur., 2009; Gobin i sur., 2014). 
Apalbumin-1, koji je poznatiji ranije kao rojalaktin, jedan je od 
najznačanijih te je ujedno i najzastupljeniji glikoprotein iz skupine 
glavnih proteina matične mliječi (MRJPs), koji inače broje devet 
članova. Glikoprotein MRJPs 1 uključuje 432 aminokiselinska ostatka, 
dio je oligomernog kompleksa, a njegova molekulska masa iznosi 55-57 
kDa. Izrazito visoku biološku aktivnost ispoljava potpomaganjem sinteze 
DNA stanica (hepatocita) štakora, te omogućavanjem produljivanja 
procesa umnožavanja hepatocita kao i povećanjem proizvodnje 
albumina. Kao jedan od glavnih proteina matične mliječi, apalbumin-1 
predstavlja autentični sastojak čije se određivanje u medu  i pčelinjim 
proizvodima primjenjuje u različite svrhe kao što su procjena kvalitete 
i autentičnosti, ali i utvrđivanje patvorenja, odnosno zamjena meda 
jeftinijim industrijskim sirupima kao što su kukuruzni sirup i kukuruzni 
sirup s visokim udjelom fruktoze, te detekcija u različitim pripravcima 
koji primjenu pronalaze u proizvodnji različitih prehrambenih proizvoda i 
kozmetičkih preparata, te u području apiterapije i farmaceutske industrije 
(Bilikova i Šimuth, 2010; Bilikova i sur., 2015; Shen i sur., 2015; 
Zhang i sur., 2019). U svrhu kvalitativnog i kvantitativnog određivanja 
apalbumina-1, u novije vrijeme razvijaju se brze i visokospecifične 
imunoenzimske metode (Shen i sur., 2015; Zhang i sur., 2019). Prije 
provedbe ELISA testova pri određivanju apalbumina-1, poliklonska 
anti-apalbumin-1 antitijela se proizvode procesom imunizacije kunića 
rekombiniranim apalbuminom-1. Posebnu pažnju treba posvetiti 
odgovarajućim razrjeđenjima uzoraka za koje se utvrđene poželjne 
vrijednosti mogu nalaziti u rasponu od 0,1 do 0,01 %. U slučajevima 
neodgovarajućih razrjeđenja uzoraka meda, šećeri prisutni često u 
visokim udjelima u analiziranim uzorcima mogu utjecati na smanjenje 
osjetljivosti metode (Bilikova i Šimuth, 2010; Bilikova i sur., 2015). 
Odlučujući čimbenik za primjenjivost određenog proteina kao biljega 
u procjeni kvalitete je njegova toplinska stabilnost. Praćenjem promjena 
udjela apalbumina-1 u medu pri različitim temperaturama ovisno o 
pojedinim fazama proizvodnje i skladištenja meda, kako bi se istražio 
utjecaj temperature na termostabilnost apalbumina-1, uzorci meda su 
zagrijavani pri temperaturama 30, 60, 80 i 100 ºC u trajanju od 40 minuta. 
Nakon imunoenzimskih ELISA testova, rezultati analiza pokazali su 
da ne postoji razlika između uzoraka zagrijavanih pri temperaturama 
od 30, 60 i 80 ºC u odnosu na nezagrijavane uzorke. Utvrđeno je da se 
djelomična razgradnja proteina počinje odvijati pri temperaturi od 100 
ºC obzirom da su tijekom istraživanja pri navedenoj temperaturi uočene 
promjene na uzorcima. Rezultati ukazuju da je apalbumin-1 u uvjetima 
inkubacije pri temperaturi od 80 ºC tijekom 40 minuta u uzorcima 
meda termostabilan. Utvrđena toplinska stabilnost predodređuje ga 
kao biljeg za objektivne procjene kvalitete meda. Određivanje udjela 
apalbumina-1 u medu omogućuje ELISA metoda, uspostavljajući se 
kao vrlo korisna i precizna metoda. Udjel apalbumina-1 smatra se i 
značajnom informacijom za koju bi bilo poželjno da bude naznačena 
na ambalaži meda i pčelinjih proizvoda prilikom njihova stavljanja na 
tržište (Bilikova i Šimuth, 2010; Bilikova i sur., 2015). 
Kontrola kvalitete meda može uključivati praćenje udjela pčelinjeg 
peptida defensina-1 između ostalog i imunoenzimskom ELISA 
metodom pri čemu su česte analize po principu kompetitivnog ELISA 

testa.  Pčelinji peptid defensin-1 se uz vodikov peroksid ističe i svojom 
antibakterijskom aktivnošću te se njegovo određivanje može provoditi 
pri procjeni kvalitete pojedinih vrsta meda koje se odlikuju svojom 
antibakterijskom aktivnošću. Ranije poznat kao rojalizin, defensin-1 je 
prvotno detektiran u matičnoj mliječi, a kasnije u samom medu u kojem 
predstavlja značajan sastojak za koji se smatra da može predstavljati i 
biljeg autentičnosti. Poznato je da defensin-1 izlučuje hipofaringealna 
žlijezda u organizmu pčela, te se smatra da ima izraženu aktivnost 
protiv gram-pozitivnih bakterija, a u jako rijetkim slučajevima protiv 
gram-negativnih bakterija. Detektiran je u masnom tkivu pčela tijekom 
aktivacije njihova imunološkog sustava, u slučajevima zaraznih bolesti 
pčela, te u pojedinim tkivima nakon učestalih neposrednih štetnih 
utjecaja iz okoliša obzirom da kao dio imunološkog odgovora putuje 
do hemolimfe. Izlučevine hipofaringealne žlijezde pčele između 
ostalog koriste i za proizvodnju matične mliječi i meda. Praćenjem 
udjela defensina-1 tijekom pojedinih istraživanja, utvrđeno je da udjel 
defensina-1 u matičnoj mliječi i medu može obuhvaćati široke raspone 
(Valachova i sur., 2016; Kwakman i Zaat, 2012). Istraživanje Valachove i 
suradnika (2016) ukazuje na mogućnost primjene kompetitivnog ELISA 
testa u određivanju defensina-1 u uzorcima meda s ciljem kontrole 
kvalitete. Obzirom na princip kompetitivnog ELISA testa, osnovno 
načelo za provedbu testa u svrhu detekcije i kvantifikacije navedenog 
pčelinjeg peptida predstavljala je kompeticija za vezanje između ciljanog 
analita ili defensina-1 iz uzorka te konjuguiranog antitijela na podlogu sa 
sadržajem prethodno odgovarajuće pripremljenih poliklonskih antitijela. 
Obzirom na dostupnost visokospecifičnih antitijela, kao ključnog uvjeta 
uspješne primjene imunoenzimskog testa, istraživanjem je pokazano 
da razvijena zečja poliklonska anti-defensin-1 antitijela pokazuju 
visoko izraženu specifičnost prema defensinu-1 bez unakrsnih reakcija 
s drugim proteinskim sastojcima u medu. Udjel defensina-1 određen 
imunoenzimskim ELISA testom je varirao (0,04 do 5,17 μgg-1 meda) 
obzirom na botaničko podrijetlo, ali i unutar istovjetnog botaničkog 
izvora različitog geografskog podrijetla, a najviši udjeli određeni su u 
uzorcima multiflornog meda. Primjena brze i visokospecifične ELISA 
metode u određivanju defensina-1 značajna je i obzirom na saznanja 
da praćenje udjela navedenog pčelinjeg peptida može ukazivati i na 
antibakterijski potencijal meda i pčelinjih proizvoda (Valachova i sur., 
2016).

Imunokemijske metode u utvrđivanju botaničkog 
podrijetla

Radi utvrđivanja botaničkog i zemljopisnog podrijetla meda, u posljednje 
vrijeme usmjerena je velika pažnja zamjeni melisopalinološke ili peludne 
analize drugim identifikacijskim parametrima pomoću kombinacija 
analitičkih tehnika i statističkih alata, uključujući određivanje fizikalno-
kemijskih parametara, hlapljivih sastojaka, mineralnih tvari, flavonoidnih 
profila, biomarkera, te DNK metodologiju (De Alda-Garcilope i sur., 
2012). U svrhu utvrđivanja mogućnosti korištenja proteina peludi 
(koji potječu iz medonosnih pčela te iz biljaka, peludi ili nektara) kao 
kemijskih biljega botaničkog podrijetla meda, u istraživanju Baroni i 
suradnika (2002) primjenom Imunoblot, odnosno Western blot testa, 
testa iz skupine imunoloških, odnosno imunokemijskih testova, korištena 
su poliklonska anti-pelud antitijela proizvedena imunizacijom kunića 
peludi određenih vrsta suncokreta i eukaliptusa. Prije provedbe samih 
imunokemijskih testova, odgovarajućim postupcima su najprije posebno 
proizvedena poliklonska antitijela. U svrhu razdvajanja ciljanih proteina 
u uzorcima meda, na osnovu razlika u njihovoj molekulskoj masi, uzorci 
meda su analizirani SDS-PAGE analizom. Visoko specifična anti-pelud 
antitijela dobivena su imunizacijom uporabom peludi iz odgovarajuće 
vrste suncokreta, te rezultati istraživanja upućuju na visoki stupanj  
prepoznavanja proteina iz analiziranih uzoraka meda suncokreta te 
time i na učinkovitost primijenjene metode. Razmatrajući povezivanje 
anti-pelud antitijela proizvedenih imunizacijom uz uporabu peludi 
iz odgovarajuće vrste eukaliptusa sa proteinima iz meda eukaliptusa, 
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utvrđeno je da navedena antitijela imaju mogućnost povezivanja s 
proteinima peludi različitih molekulskih masa iz analiziranih uzoraka 
meda koji sadrže određen udio peludi eukaliptusa. U ovom slučaju 
primijenjena antitijela pokazala su sklonost povezivanju i sa drugim 
dobivenim ekstraktima proteina peludi iz analiziranih uzoraka meda. 
Rezultati istraživanja ukazuju da bi proteini peludi, obzirom da mogu biti 
prepoznati od strane specifičnih antitijela, mogli pronaći primjenu kao 
kemijski biljezi za utvrđivanje botaničkog podrijetla meda, te upućuju 
na daljnja istraživanja imunokemijskih metoda u navedenu svrhu 
(Baroni i sur., 2002). S ciljem određivanja botaničkog podrijetla meda 
u istraživanju Baroni i suradnika (2004) primijenjen je i imunoenzimski 
test, po principu kompetitivnog ELISA testa, u detekciji te kvantifikaciji 
peludi određene vrste suncokreta u uzorcima meda s granicom detekcije 
od 10 % te prihvatljivim linearnim odzivom u rasponu od 10 do 90 
% peludi suncokreta. Imunoenzimska ELISA metoda primijenjena u 
navedenom istraživanju je pokazala prikladnu selektivnost te visoku 
korelaciju sa melisopalinološkom analizom (Baroni i sur., 2004).

Imunokemijske metode u razlikovanju uzoraka prirodnog 
meda

Imunoenzimska ELISA metoda omogućuje utvrđivanje razlika između 
uzoraka prirodnog meda i uzoraka meda koji u slučajevima patvorenja 
sadrže dodane sastojke. Joe i suradnici (2018) razvili su u tu svrhu 
indirektnu ELISA metodu pri čemu su imunizacijom ženki miša BALB/c 
posebno proizvedena monoklonska antitijela koja specifično prepoznaju 
MRJPs, a analize su provedene na uzorcima koji su predstavljali 
odgovarajuće omjere prirodnog i umjetnog meda.  Posebno proizvedena, 
specifična antitijela pokazala su točnost, osjetljivost i stabilnost te su 
prepoznata od strane glavnih proteina iz uzoraka prirodnog meda, za 
razliku od uzoraka umjetnog meda (Joe i sur., 2018). Mogućnost primjene 
Imunoblot testa ili Western blot testa u imunološkoj karakterizaciji 
glavnih proteina meda u svrhu razlikovanja pčelinjih zajednica te 
utvrđivanja patvorenja meda su istražili i Won i suradnici(2009). Nakon 
razdvajanja proteina SDS-PAGE analizom, završna mjerenja temeljem 
predhodnih specifičnih vezanja provedena su kemiluminiscencijom. 
Rezultati istraživanja ukazali su na mogućnost primjene imunološkog, 
odnosno imunokemijskog testa visoke osjetljivosti i afiniteta za ciljane 
antigene (Won i sur., 2009). 

ELISA metode u odnosu na HPLC i PCR metode 

Imunoenzimske metode uz svoje brojne prednosti imaju i određene 
nedostatke te se u praksi primjenjuju i uz druge analitičke tehnike 
od kojih su posebno značajne tekućinska kromatografija visoke 
učinkovitosti (engl. High Performance Liquid Chromatography; HPLC) 
i lančana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction; PCR). 
Navedene tehnike mogu predstavljati potvrdne metode analitičkih 
rezultata dobivenih imunoenzimskim analizama. Specifičan primjer 
primjene ELISA testa i HPLC metode kao separacijske metode 
predstavlja određivanje leptosperina, sastojka koji je karakterističan 
za posebnu vrstu meda; manuka med (Runje i Cvrtila, 2006; Butorac 
i sur. 2013; Kato i sur., 2014). Leptosperin je nehlapljiv, njegov udjel 
visoko korelira s antibakterijskim djelovanjem, a smatra se da se može 
koristiti i kao biljeg izvornosti manuka meda. Uočene su promjene 
antibakterijske aktivnosti manuka meda tijekom skladištenja i transporta, 
te značaj praćenja promjena udjela leptosperina visokospecifičnim 
metodama, tako i imunoenzimskom ELISA metodom. U svrhu 
određivanja leptosperina kao ciljanog analita ili antigena u uzorcima 
manuka meda, provedba ELISA testova predhodno zahtijeva posebnu 
proizvodnju antitijela sa visokom specifičnosti za vezanje na antigen. U 
istraživanju Kato i suradnika (2014) primijenjena je i metoda tekućinske 
kromatografije visoke učinkovitosti kojom je provedeno frakcioniranje 
uzoraka meda, te su potom pripremljene frakcije analizirane 
imunoenzimskim ELISA testom po principu kompetitivnog ELISA 

testa. Tijekom imunoenzimskih određivanja, korištena su predhodno 
pripremljena monoklonska antitijela sa visoko izraženom specifičnošću 
prema prepoznavanju i vezanju na leptosperin iz analiziranih uzoraka 
manuka meda. Udjel leptosperina u 20 analiziranih uzoraka manuka 
meda obuhvaćao je raspon od 0,3 do 200 μM, te je utvrđena značajna 
korelacija sa rezultatima HPLC analiza. Iako su utvrđeni nešto viši 
udjeli ELISA testom u odnosu na HPLC metodu, istraživanje ukazuje da 
određivanje leptosperina imunoenzimskom metodom može biti korisno 
pri utvrđivanju izvornosti manuka meda ili utvrđivanja odstupanja od 
propisanih zahtjeva kvalitete manuka meda prisutnog na tržištu (Kato i 
sur., 2014). PCR metoda sve se češće primjenjuje za analize u različitim 
područjima (Bartlett i Stirling, 2003; Garibyan i Avashia, 2013). 
Primjena PCR može doprinijeti određivanju botaničkog, zemljopisnog 
ili genetskog podrijetla analiziranih uzoraka (Tsagkaris i sur., 2021). 
Temelji se na umnožavanju ciljanih sekvenci DNA djelovanjem DNA 
polimeraze, a svaki PCR ciklus uključuje tri različite temperaturno 
ovisne faze (Klančnik i sur. 2012). PCR metode primjenjuju se i u 
kontroli kvalitete i sigurnosti meda, omogućujući klasifikaciju pojedinih 
vrsta meda (Chin i sur., 2016), utvrđivanje entomološkog i botaničkog 
podrijetla meda (Tsagkaris i sur., 2021; Chang-Kyu i sur., 2017; Soares 
i sur., 2018; Peng Kek i sur., 2017; Peng Kek i sur., 2018, Utzeri i sur., 
2022), razlikovanje uniflornog i multiflornog meda (Soares i sur., 2015), 
te utvrđivanje botaničkog podrijetla multiflornog meda (Bruni i sur., 
2015;  Wu i sur., 2017). Ipak, uspješno korištenje učinkovitih protokola 
za ekstrakciju DNA je otežano u slučaju analiza kompleksnih uzoraka 
kao što je med koji sadrži različite šećere, organske kiseline, fenolne 
spojeve, pigmente i enzime koji se smatraju PCR inhibitorima, te je 
potrebno posebnu pažnju posvetiti pripremi uzoraka uz uklanjanje 
nepoželjnih sastojaka (Soares i sur., 2015). 

Zaključci

Određivanje sastojaka primjenom imunoenzimskih ELISA metoda 
(engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) predstavlja jedan od 
novorazvijenih pristupa za unaprjeđenje kontrole kvalitete meda i 
pčelinjih proizvoda. Razvoj učinkovitih imunoenzimskih ELISA testova 
može biti obećavajući u određivanju biljega izvornosti poput proteina 
i peptida koji potiču od pčela, kao što su apalbumin-1 i defensin-1. 
Imunoenzimske ELISA metode primjenu mogu pronaći i u utvrđivanju 
botaničkog podrijetla meda određivanjem peludi određene biljne vrste, 
praćenju svježine određivanjem enzima, te kontroli specifičnih proteina 
u svrhu razlikovanja uzoraka prirodnog od umjetnog meda. 
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