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Sazetak

Diplomskog rada studenta Kristian Boskovi¢, naslova

PROCES TRANSFORMACIJE PCELINJE PELUDI U PCELINJI KRUH

Transformacija pcelinje peludi u pcelinji kruh predstavlja slozen biokemijski proces koji
omogucuje konzerviranje i ocuvanje hranidbene vrijednosti peludi. Cilj je ovog rada bio
utvrditi dubinu stanica saéa do koje pcele skladiste pelud te promjene u kemijskom sastavu
peludi od pocetne sirovine (pcelinja pelud) do finalnog proizvoda (pcelinji kruh). IstraZzivanje
je provedeno na pcelinjaku Agronomskog fakulteta na tri pokusne pcelinje zajednice, pri
¢emu je svjeza pcelinja pelud prikupljena koristenjem vanjskog skuplja¢a peludi, dok je
pcelinji kruh prikupljen izravno iz stanica saca. Paralelno s navedenim uzorkovanjem,
provedena su mjerenja dubine praznih stanica saéa i onih s peludnim sadrzajem, koristenjem
pomicnog mijerila. Rezultati su pokazali kako pcele skladiste pcelinju pelud do prosje¢no %
dubine stanica saca, dok je prosje¢na dubina praznih stanice saca iznosila 11 mm. Rezultati
spektralne analize pokazali su kako se varijacije u kemijskom sastavu multiflorne pcelinje
svjeze peludi i pcelinjeg kruha primarno ocituju u visem udjelu vode koji je utvrden u
pcelinjem kruhu te kemijskim promjenama u sastavu i sadrzaju ugljikohidrata, Sto potvrduje
kako se pcelinja pelud uspjesno konzervira, a pritom sastav nije zna¢ajno promijenjen.

Kljucne rijeci: pcelinja pelud, pcelinji kruh, dubina stanica saca, FTIR-ATR spektroskopija



Summary
of the master’s thesis student Kristian Boskovic, entitled
BEE POLLEN-TO-BEE BREAD TRANSFORMATION PROCESS

The transformation of bee pollen into bee bread is a complex biochemical process that
enables the preservation of the nutritional value of the bee pollen. The aim of this study was
to determine the depth of the honeycomb cells to which the bees store pollen and the
changes in the chemical composition of the pollen from the initial raw material (bee pollen)
to the final product (bee bread). The research was carried out at Faculty of Agriculture on
three experimental bee colonies, where fresh bee pollen was collected using a front-
mounted pollen traps, while bee bread was manually extracted from the comb cells. In
parallel with the mentioned sampling, the depth of empty comb cells and those with pollen
content were measured using a caliper. The results showed that bees store bee pollen up to
an average of % of the depth of the cell, while the average depth of the empty cell was 11
mm. The results of the spectral analysis showed that variations in the chemical composition
of fresh multifloral bee pollen and bee bread are primarily manifested in the higher water
content found in bee bread, and chemical alterations in the composition and content of
carbohydrates, which confirms that bee pollen is successfully preserved, while the
composition has not been changed significantly.

Keywords: bee pollen, bee bread, comb cells depth, FTIR-ATR spectroscopy



1. Uvod

Pelud predstavlja glavni izvor bjelancevina za pcele. PCele prikupljaju pelud s razli¢itih
biljnih vrsta te je na goljenicama straznjih nogu (pcelinja pelud) prenose do kosnice i unose u
stanice saca utiskujudi je do prosjec¢no % dubine stanica (Quinby 2008.).

Pelud sadrzi u prosjeku 22,7 % bjelanevina, od c¢ega cak 10,4 % esencijalnih
aminokiselina, dok je udio ugljikohidrata oko 30, 8% (Komosinska-Vassev i sur. 2015.). Sve to
¢ini pelud dobro izbalansiranom hranom za pcelinju zajednicu. Upravo zbog svog sastava,
svjeza pcelinja pelud je podloina brzoj degradaciji te su pcele razvile mehanizam
konzerviranja iste. Transformacija pcelinje peludi u pcelinji kruh odvija se u stanicama saca
gdje pritom radilice u pcelinju pelud dodaju med, nektar te enzime Zlijezda slinovnica.
Dodavanjem meda i enzima od strane radilica, dolazi do mlije¢no-kisele fermentacije pod
utjecajem bakterija iz roda Lactobacillus i Bifidobacterium te kvasaca iz roda Sacharomices
pri ¢emu se mijenja kemijski sastav pcelinje peludi i nastaje pcelinji kruh. Taj proces
predstavlja slozen biokemijski proces koji omogucuje konzerviranje i o¢uvanje hranidbene
vrijednosti peludi.

Komparativna istrazivanja kemijskog sastava pcelinje peludi i pcelinjeg kruha
pokazala su kako je udio bjelancevina, masti i vode u pcelinjoj peludi visi, no dostupnost
nutrijenata iz pcelinjeg kruha je viSa, posebice u ljudskoj prehrani (Mayde i sur. 2020.).
Takoder je utvrdeno kako je antioksidativni kapacitet pcelinjeg kruha visi u odnosu na
pcelinju pelud (Mayda i sur. 2020.). Giampieri i sur. (2022.) navode kako se pcelinja pelud
odlikuje visim udjelom ugljikohidrata, no udio vode, bjelancevina, masti te pepela je veci u
pcelinjem kruhu.

Transformacija pcelinje peludi u péelinji kruh predstavlja sloZzen biokemijski proces
koji omogucuje konzerviranje i o¢uvanje hranidbene vrijednosti peludi. Mnogo je dostupnih
istrazivanja na temu sastava pcelinje peludi i pcelinjeg kruha individualno, no u dostupnoj
znanstvenoj literaturi nema podataka o simultanom komparativnom istrazivanju cjelokupnog
kemijskog sastava pcelinje peludi i pcelinjeg kruha, odnosno pozadinskim mehanizmima
kemijske prijetvorbe pcelinje peludi u péelinji kruh.

1.1. Cilj rada

Cilj je ovog rada bio utvrditi dubinu stanica saca do koje pcele skladiste pelud te
promjene u kemijskom sastavu peludi od pocetne sirovine (pcelinja pelud) do finalnog
proizvoda (pcelinji kruh).



2. Pregled literature

2.1. Pcelinja pelud

Peludno zrnce kao proizvod samih muskih gameta na biljkama zasluzno je za oplodnju
cvjetova te posljedi¢no stvaranje biljnog sjemena. Skup prasnika naziva se andrecej, a
znanost koja se bavi poucavanjem peludi naziva se palinologija. Svako peludno zrnce
odredene biljke je specifi¢tnog oblika i grade te se prema tome moZze mikroskopski odrediti
od koje biljne vrste potjece.

Radilice (skupljacice) medonosne pcele (Apis mellifera L.) pomocu svojih specifi¢nih i
specijaliziranih organa, kao $to su posebne koSarice (curbicula) na goljenici straznih nogu,
skupljaju pelud za potrebe svoje zajednice. Te se kosarice ¢esto nazivaju i ,,peludne kosarice”
iako ih pcele koriste i za skupljanje smolastih i balzamskih tvari, bitnih sastvanica za
proizvodnju propolisa.

Kao i kod svih kukaca, tijelo pcele je sastavljeno od tri dijela: glave, prsista i zatka, a
na prsistu je usadeno tri para nogu. Na goljenici straznjih para nogu s vanjske strane nalazi se
udubljenje s dlac¢icama koje se zove peludna koSarica u koju pcela utiskuje pelud prilikom
skupljanja iste, a pri dnu goljenice nalazi se i red dlacica koje sluze za skupljanje peludi, a
zove se peludni Cesalj (Kezi¢ i sur. 2014.).

Prilikom skupljanja peludi radilica na svoje tijelo nanese podosta peludi, te Cisteci
prednjim nogama rilce, glavu i dio prsista skuplja pelud te je pritom vlazi medom ili nektarom
¢ime pelud postaje ljepljiva. Ovako skupljenu pelud radilica prebacuje s prednjih nogu na
srednje, a sa srednjih na straznje noge ¢ime se navlazena pelud mijeSa i sa suhom koja se
nalazi na strainji nogama. Pri prijenosu peludi s unutrasnjih peludnih Cetki u peludne
koSarice, radilica struze unutrasnji dio peludne Cetke s peludnim c¢esljem suprotne noge ¢ime
prebacuje pelud s peludne ¢etke u ostrugu suprotne straznje noge. Peludni ¢esalj i zupci koji
se nalaze na ostruzi zadrzavaju pelud te tako nakupljenu pelud potiskuju u kosaricu (slika
2.1.) (Kezi¢ i sur. 2014.). Tako prikupljenu pelud radilica pohranjuje u stanice saca.

kosarica -‘3;3 A A
=4 e >
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}f i 2 ,/. & ;T;‘th!‘ﬂ[,-;.- : . HE]
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Slika 2.1. Bitni dijelovi straznjih nogu namjenjeni za skupljanje peludi
Izvor: Kezié i sur. (2014.)



Broj peludnih zrnaca skupljenih u koSaricama kreé¢e se od stotine do tisucu, a s
dodatkom sline i nektara radilice tvore peludne kuglice (peludni teret) veli¢ine od 1,4 —4 mm
(slika 2.1.1.) (Saavedra i sur. 2013.).

Slika 2.1.1. Peludne koSarice s prikupljenom peludi

lzvor: https://edis.ifas.ufl.edu/publication/IN868

Prema pojednostavljenoj definiciji, pcelinja pelud je hrana koja je proizvod pcela, a
sluzi kao izvor hranjivih tvari za razvoj i odrZavanje zajednice (Saavedra i sur. 2013.).
Utvrdeno je kako pcele skupljacice prikupljanju pelud prema mirisu i konfiguraciji cvjetova,
radije nego prema nutritivnoj vrijednosti peludi. Tipi¢na zajednica od 20 000 jedinki prikupi
oko 57 kg peludi godisnje, a jedna radilica mozZe prenijeti pelud koja ¢ini do 35 % njene mase
(Ellis i sur. 2010.).

2.2. Vaznost peludi za pcelinju zajednicu

Péelinja potreba za nutrijentima je vrlo slicna onoj ljudskoj; za normalan rad
metabolizma trebaju osigurati optimalne koli¢ine bjelancevina, ugljikohidrata, masti,
minerala, vitamina i vode. Nektar, kojeg medonosna pcela kemijskim procesima skladisti u
obliku meda, glavni je izvor ugljikohidrata. Pelud u formi pcelinjeg kruha je glavni izvor
bjelancevina, masti i vitamina, a neophodna je za uzgoj legla te razvoj mladih pcela (Ellis i
sur. 2010.). Mlade pcele radilice konzumiraju preko 80 % uskladistene peludi kako bi
zadovoljile potrebe za tjelesni razvoj (Crailsheim 1991.; Naiem 1999.). Prema Haydak (1970.)
mlade radilice zahtijevaju velike koli¢ine peludi da bi razvile podZdrijelne Zlijezde koje
izluCuju mati¢nu mlije¢ te stvorile potrebne rezerve u organizmu koje su im potrebne za
kasniju ulogu hraniteljica, graditeljica i skupljacica.


https://edis.ifas.ufl.edu/publication/IN868

2.3. Botanicko podrijetlo i kemijski sastav pcelinje peludi

Pelud sadrzi muske spolne stanice te mu je glavna svrha oplodnja Zenskih spolnih
stanica, a taj proces nazivamo opraSivanje. Pelud nalazimo na prasnicima svih cvjetova, a
skup svih prasnika jednog cvijeta nazivamo andrecej. Oprasivanje se najéeSce odvija pomocu
vjetra, vode i razliCitih vrsta kukaca, a medonosne pcele imaju poseban znacaj u oprasivanju
biljnih kultura (Bogdanov 2016.). Navodi se kako su upravo medonosne pcele oprasivanjem
izravno utjecale na 9,5 % ukupne poljoprivredne proizvodnje koja se koristi za prehranu ljudi,
Sto Cini vrijednost od 153 milijarde eura (Gallai i sur. 2009.).

Peludna zrnca su izvor velikih morfoloskih varijacija izmedu biljnih vrsta te kao takva
nisu pod vanjskim utjecajima nego su izvor isklju€ivo genetskih karakteristika biljne vrste, Sto
¢ini svako peludno zrnce unikatnim primjerkom (Barth i sur. 2022.). Kao $to je navedeno u
prethodnom poglavlju, glavni sastav peludi su bjelancevine koje ¢ine vecinski udio, zatim
slijede ugljikohidrati, masti, minerali, vitamini i voda. Anjos i sur. (2017.) navode kako se
prosjec¢an udio vode u svjezoj pcelinjoj peludi kreée od 3,4 do 6,1 %. U tablici 2.3. prikazan je
prosjecan sastav osuSene pcelinje peludi.

Tablica 2.3 Sastav osusene pcelinje peludi

Sastavnica (g/100 g)
Ugljkohidrati 13 -55
Bjelancevine 10-40
Prehrambena vlakna 0,3—-20
Masti 1-13
Pepeo 2—6
Ostalo 2-5
Makroelementi (mg/kg)
Kalij 4 000 - 20000
Fosfor 800 -6 000
Kalcij 200 -3 000
Magnezij 200 -3 000
Mikroelementi (mg/kg)
Cink 30-250
Zeljezo 11-170
Mangan 20-110
Bakar 2—-16
Vitamini (mg/kg)
Vitamin C 70 — 560
Vitamin A (retinol) 10-200
Vitamin E (tokoferoli) 40 - 320
Niacin 40-110
Vitamin B2 (riboflavin) 6—20
Pantotenska kislina 5-20



Vitamin B1 (tiamin) 6—13

Folna kislina (folat) 3—-10
Vitamin B6 (piridoksin) 2—7
Biotin 0,5-0,7

Izvor: Campos i sur. (2008.)
2.4. Skladistenje pcelinje peludi u stanice saca

Postupak skladistenja peludi zapocinje pri samom procesu skupljanja peludi s
prasnika. Skupljenoj peludi s prasnika pcele dodaju nektar kojeg €uvaju u svom probavnom
sustavu (mednom mjehuru) da bi napravili kompaktnu smjesu koju mogu prenijeti u kosnicu,
a da se ne raspadne. Nakon Sto pcela skupljacica prikupi dovoljno peludi u koSaricama
straznjih nogu, vraca se u kosnicu te dolazi do postupka odlaganja peludi u stanice saca. Pri
tome im pomazu kucne pcele koje Celjustima i prednjim nogama pomazu dodatno utisnuti
pelud prikupljenu od skupljacica u stanice saca (Kezi¢ i sur. 2014.). U literaturi se uobicajeno
navodi kako pcele skladiSte pelud u stanice sa¢a do dubine od otprilike % stanice (Barene i
sur. 2014.; IvaniSovd i sur. 2015.), dok neki autori navode kako uskladistena pelud u
stanicama zauzima oko % stanice (Quinby 2008.).

Kako bi odrzala svoja nutritivna svojstva prikupljena pelud treba biti ispravno
uskladistena, a u tu svrhu pcele je pri utiskivanju u stanice sa¢a dodatno obogaéuju medom
i/ili nektarom te enzimima iz Zlijezda slinovnica, a skladiste je u stanice saéa kojima imaju
pristup sve odrasle radilice (Carroll i sur. 2017.). Na slici 2.4. je prikazano sace s pcelinjim
kruhom, pri ¢emu se moZe vidjeti viSe razli¢itih nijansi zbog razli¢itog botanickog podrijetla
peludi te stadija mlije¢no-kisele fermentacije.

Slika 2.4. Stanice saca sa pcelinjim kruho
Izvor: Anderson (2022.)
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2.4.1. Dimenzije stanica saca

Pcelinje sace je sastavljeno od mnogobrojnih stanica, oblika Sesterostranog valjka dok
je dno sastavljeno od tri plohe u obliku romba. Sirina stanice krece se od 2,25 — 2,75 mm,
dubine od 10 — 11 mm te je debljina stanica otprilike 0,75 mm (Huber 1814.; Cowan 1896.;
Martin 1966.). Prema Darchenu (1954.) nacin gradnje stanica koje su zbijene i paralelne
jedna uz drugu te oblika Sesterostranog valjka omogucavaju maksimalnu iskorisStenost
prostora, a da pritom ne smanjuju mobilnost pcela unutar zajednice. Takav fenomen je i
opisan, a naziva se Darchenovo pravilo paralelizma.

Prema Svecnjak i sur. (2019.) mjerenje dubine stanica saca mozZe se provesti na vise
nacina, a odabir metode ovisi o svrsi istraZivanja. Tako se mjerenje moze provesti na 3 nacina
(slika 2.4.1.): mjerenjem najdublje tocke u stanici (J-R), mjerenjem najkracih postranih tocaka
u stanici (C-O; A-N; E-L) i/ili mjerenjem najdubljih postranih tocaka (B-H; D-K; E-P). Kao
mjerni alat najjednostavnije je koristiti pomic¢no mjerilo zbog preciznosti.

Slika 2.4.1. Prikaz stanice sa¢a s mogucim to¢ckama mjerenja dubine stanice
Izvor: Huber (1814.)



2.4.2. Proces transformacije pcelinje peludi u pcelinji kruh

Da bi zadrzala hranjiva svojstva, pelud pohranjena u stanicama saca prolazi kroz
sloZzen proces konzerviranja. Prilikom utiskivanja peludi u stanice saca radilice peludi dodaju
probavne enzime te med. Radilice dodatkom meda na prikupljenu pelud ujedno Stite i od
kisika Sto omogudava kasniju fermentaciju (Barene i sur. 2014.). Navodi se kako enzimi
Zlijezde slinovnice, poput amilaze, zatim bakterije te pojedini kvasci imaju najveéi utjecaj u
procesu fermentacije, odnosno nastajanja pcelinjeg kruha (Didaras 2020.; Gilliam 1979.;
Vasquez 2009.).

U mikrobioloskoj analizi svjeze i tek uskladistene peludi pronadeno je 5 koljena
bakterija; Proteobacteria (48 %), Firmicutes (44 %), Bacteroidetes (4 %), Actinobacteria (3 %),
i Cyanobacteria (0.1 %), dok je ustanovljeno 26 razli¢itih rodova bakterija, a najveci broj ¢ine
Lactobacillus (2-76 %), Pseudomonas (5-42 %) i Acinetobacter (1-25 %) (Friedle i sur. 2021.).
Poznato je kako upravo Gram-pozitivhe bakterije iz roda Lactobacillus razgraduju
ugljikohidrate u mlije¢nu kiselinu, Sto je klju¢an proces u konzerviranju pcelinje peludi.

2.4.2.1. Milije¢no-kisela fermentacija i posljedicne promjene u kemijskom
sastavu

Mlije¢no-kisela fermentacija je anaeroban proces prilikom kojeg se razgraduju
ugljikohidrati kako bi se proizvela energija u obliku ATP-a, a kao nusprodukt ovog procesa
nastaje mlijeCna kiselina po ¢emu je i dobila ime. Bakterije iz roda Lactobacillus i
Bifidobacterium pronadene su u probavnom sustavu pcele, pcelinjoj peludi i pcelinjem
kruhu, a navodi se kako bakterije iz roda Lactobacillus ¢ine dominantnu mikrobiotu u medu
(90,9 %), pcelinjoj peludi (74,6 %), pcelinjem kruhu (74,6 %) i mati¢noj mlijec¢i (93,3 %)
(Asama i sur. 2015.). Bakterije iz roda Bifidobacterium su manje zastupljene, pronadene su u
probavnom sustavu medonosne pcele, a pomazu pri razgradnji polisaharida (Chen i sur.
2021.). Prilikom utiskivanja pcelinje peludi u stanicu saca, radilice prenose enzime na pcelinju
pelud koji takoder utjecu na proces fermentacije, odnosno od izuzetne su vainosti zbog
razgradnje eksine (vanjske stijenke peludi) koja je sastavljena od sporopolenina (Atkin i sur.
2011.).

Prema Margdoan i sur. (2020.) proces mlije¢no-kisele fermentacije uzrokuju bakterije
Pseudomonas spp. i Lactobacillus spp. i kvasci Saccharmomyces spp., a sam proces traje
otprilike sedam dana nakon razvoja mlije¢no-kiselih bakterija, kvasaca, produkata indola
bakterije Escherichia spp. i pojedinih aerobnih bakterija. Isti autori navode kako prva faza
traje otprilike dvanaest sati tijekom koje je prisutna pojacana aktivnost heterotrofnih
mikroorganizama te kvasaca koji razgraduju ugljikohidrate. U drugoj fazi anaerobne bakterije
pojadavaju svoju aktivnost koristeéi nutrijente proizvedene od heterotrofnih
mikroorganizama te kvasaca pri ¢emu dolazi do snizenja pH vrijednosti, te u trecoj fazi dolazi
do nestanka Streptococcus spp. te rasta mlije€no-kiselih bakterija Lactobacillus spp. U
zadnjoj fazi, koja zapocinje krajem sedmog dana, mlijecno-kisele bakterije te pojedini kvasci



umiru zbog nastanka mlije¢ne kiseline, a pH vrijednost pada na pH = 4, sto Cini pcelinju pelud
gotovo mikrobioloski sterilnom (Khalifa i sur. 2020.).

U istrazivanju koje je proveo Gilliama (1979.) utvrdeno je 25 vrsta kvasaca u pcelinjoj
peludi i kruhu, a od toga je Sest utvrdeno u pcelinjem kruhu, dok je ostalih 19 utvrdeno u
pcelinjoj peludi. Najvise su detektirani sljedeéi kvasci: Torulopsis magnoliae, Cryptococcus
flavus i Cryptococcus albidus var. albidus i diffluens.

Kieliszek i sur. (2018.) navode kako se dominantna skupina mikroorganizama u
pcelinjem kruhu nakon fermentacije sastoji od gljivica i spora Bacillus spp., a navode i kako
gljivice mogu negativno utjecati na pcelinji kruh te promijeniti njegovu hranidbenu
vrijednost, no te iste bakterije i gljivice imaju sposobnost proizvodnje enzima, vitamina,
protubakterijskih tvari, masti te organskih kiselina koji mogu dugorocno pridonijeti
stabilnosti pcelinjeg kruha. DeGrandi-Hoffman i sur. (2013.) navode kako Bifidobacterium i
Lactobacillus imaju inhibicijsku sposobnost sprjeavanja pojave 'loSih' bakterija poput
Clostridium difficile, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, te sojeva Gram-
negativnih bakterija Escherichia coli i Campylobacter jejuni.

2.5. Pcelinji kruh

Od davnina su poznati mnogi pcelinji proizvodi (med, pcelinji vosak, pcelinja pelud,
matic¢na mlije¢, propolis i pcelinji otrov), no pcelinji kruh je relativno novi proizvod na trzistu
te zbog svojih nutritivnih i ljekovitih svojstava postaje sve popularniji medu potrosacima. Taj
je proizvod mjesavina peludi, meda i bakterija mlijecne kiseline te kao takav sluZi za
prehranu pcelinje zajednice, a posebice je znacajan kao glavni izvor bjelanéevina (Bakour i
sur. 2019.). Takoder je okarakteriziran kao puno kvalitetniji izvor nutrijenata od sirove
pcelinje peludi, lakSe je probavljiv te bogatiji dostupnim kemijskim elementima (Kieliszek i
sur. 2018.). Na slici 2.5. je prikazan tipican izgled pcelinjeg kruha izvadenog iz stanica saca.

Slika 2.5. Pcelinji kruh

Izvor: Kieliszek i sur. (2018.)



2.5.1. Kemijski sastav i nutritivna svojstva pcelinjeg kruha

Sastav pcelinje peludi i pcéelinjeg kruha je slican, no nije i isti; dodani enzimi u
pcelinjem kruhu ¢ine ga dostupnijima za apsorpciju, a sadrzi i vise ugljikohidrata (Kieliszek i
sur. 2018.). Prosje€an sastav pcelinjeg kruha cini voda u udjelu od 11,40 % — 15,90 %,
ugljikohidrati od 13 — 55 %, bjelancevine 14,80 % — 24,30 %, masti 5,90 % — 11,5 % te pepeo
1,90 % — 2,50 % (Kaplan i sur. 2016.). Najvazniji sastavnica pcelinjeg kruha su bjelancevine;
prema Urcan i sur. (2017.) koli¢ina bjelancevina varira izmedu 14,1 g — 37,3 g / 100 g suhe
tvari. Najzastupljenije aminokiseline u pcelinjem kruhu su glutamin, asparagin, prolin,
arginin, valin, histidin, leucin, izoleucin, lizin, metionin, triptofan, fenilalanin, treonin, cistein,
tirozin, alanin, glicin i serinin (Urcan i sur. 2017.). U istraZzivanju Mohammad i sur. (2020.)
utvrdeno je kako su arganin i fenilalanin bile najzastupljenije aminokiseline u pcelinjem
kruhu.

Podrijetlo aminokiselina je u najveéoj mjeri od nektara, medne rose te peludi, a u
manjoj mjeri i od pcelinjih izluevina. Botanicki sastav pcelinjeg kruha, kao i drugih pcelinjih
proizvoda, moZe se utvrditi upravo zbog prisustva odredenih aminokiselina (Bakour i sur.
2019.). Udio prolina i glutaminske kiseline u pcéelinjem kruhu izravno je povezana s
kvalitetom pcelinje peludi pa tako koncentracija glutaminske kiseline visa od 20 mg/g
ukazuje na svjeZinu, dok nizak udio prolina ukazuje na starost pcelinjeg kruha (Dominguez -
Valhondo i sur. 2011.).

Od ugljikohidrata u pcelinjem kruhu, najvisi je udio fruktoze ¢ija prosje¢na koli¢ina
iznosi oko 11,8 g / 100 g. Druga po zastupljenosti je glukoza Cija je prosjecna koli¢ina 5,7 g /
100 g, a zatim slijedi trehaloza s udjelom od 0,92 g / 100 g (Bakour i sur. 2019.). Prema
Stanciu i sur. (2009.) zastupljenost saharoze je 0,12 %, a njena manja zastupljenost je
rezultat procesa hidrolize u glukozu i fruktozu tijekom mlije¢no-kisele fermentacije peludi,
pri kojoj nastaje pcelinji kruh, dok ostali manje zastupljeni ugljikohidrati ¢ine udio od 1,82 %
(trehaloza, turanoza i izomaltoza).

U pcelinjem je kruhu pronadeno ulupno 25 masnih kiselina, a frakcija masnih kiselina
se sastoji od 11 nezasiéenih i 14 zasi¢enih. Najveci udio ¢ine arahidonska (0,5 - 23,2 mg / 100
g), palmitinska (0,6 — 10,4 mg / 100 g) i linolna kiselina (0,1 — 14,2 mg / 100 g) (Bakour i sur.
2019.). Bogati mineralni sastav pcelinjeg kruha Cine kalcij, magnezij, fosfor, Zeljezo, natrij,
kalij, aluminij, mangan, sumpor i bakar, a navodi se kako je kalij pronaden u najveéoj
koncentraciji (338 mg / 100 g), a prema zastupljenosti ga slijede fosfor (251 mg / 100 g) i
kalcij (198 mg / 100 g) (Campos 2008.). Isti autori navode kako je koli¢ina Zeljeza (121,99 mg
/ kg) i cinka (44,09 mg / kg) takoder vrlo visoka u pcelinjem kruhu.

Od vitamina u pcelinjem kruhu je utvrdena askorbinska kiselina (vitamin C),
pantotenska kiselina (vitamin B5), niacin (vitamin B3), pirodoskin (vitamin B6) i inozitol
(vitamin B8) (Loper i sur. 1980.).

Istrazivanjem Sobrala i sur. (2017.) utvrdena su 32 flavonoida u pcelinjem kruhu, a
najvise je derivata flavanol glikozida, kvercetina, kempferola, miricetina, izorhamnetina.
Pascoal i sur.(2014.) navode kako udio flavonoida u pcelinjem kruhu varira od 3,7 do 10,10



mg / g. Sto se ti¢e udjela fenolnih spojeva, navodi se kako pécelinji kruh sadrzi galnu,

protokatehuicnu, salicilnu, kavenu, vanili¢nu, klorogensku, p-kumarinsku i ruzmarinsku

kiselinu, te miricetin, luteolin, kvercetin i kemferol (Dranca i sur. 2020.). U istraZivanju koje

su proveli Bayram i sur. (2021.) utvrdeno je ukupno 23 fenolnih spojeva u pcelinjem kruhu, a

najveci udio su Cinili kvercetin, kamferol i galna kiselina.

Enzimi pronadeni u pcelinjem kruhu uklju€uju amilazu, fosfatazu te glukoza oksidazu

(Salazar-Gonzalez i sur. 2016.). Amilaza hidrolizira Skrob, fostataze kataliziraju hidrolizu

fosfatnih monoestera, dok glukoza oksidaza katalizira oksidaciju glukoze u vodikov peroksid i

D-glukono-6-lakton. U Tablicl 2.5.1. prikazan je prosjecan sastav pcelinjeg kruha.

Tablica 2.5.1. Prosjecan sastav pcelinjeg kruha

Komponente g/100 g péelinjeg kruha
Masti 1,90 +0,06
Bjelancevine 19,96 + 0,08
Pepeo 3,32+£0,08
Ugljikohidrati 74,82 £ 0,04
Energija 396,2+0,4

Organske kiseline

g/100 g péelinjeg kruha

Oksalna kiselina

0,383 +0,004

Ugljikohidrati

g/100 g péelinjeg kruha

Fruktoza 11,8+ 0,6
Glukoza 5704
Trehaloza 0,92 £0,01
Ukupno ugljikohidrati 18+1
Makroelementi mg/100 g péelinjeg kruha
Ca 198 +4

Fe 27,3+0,3

K 338+8

Mg 61+2

Na 14,2+ 0,1

Zn 3,31+0,04

P 251+4

Mn 2,6+0,1
Mikroelementi ug/100 g pcelinjeg kruha
Cd 54+0,1

Co 38+0,1

Cu 700 £ 20

Ni 2616

Se 9+1

Pb 72

lzvor:

Bakour i sur. (2019.)
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2.5.2. Organolepticka svojstva pcelinjeg kruha

Boja pcelinjeg kruha je raznolika, a na boju najvise utjeCe samo botanicko podrijetlo
prikupljene pcelinje peludi koja je naj¢eSée mjeSavina peludi vise biljnih vrsta (multiflorna
pelud). Pelud u prirodi pronalazimo u razli¢itim bojama, od gotovo bijele, Zute, narancaste i
jarkocrvene do sive i gotovo crne, no pcelinji kruh nakon pohranjivanja u stanice sada,
dodatka meda i enzima te posljedi¢ne fermentacije mijenja izvornu boju te je ona vise-manje
ujednaéena, od tamno Zute do tamno smede. Okus koji je specifican i oStar, dolazi od
mjeSavine peludi razli¢itih biljnih vrsta s koje je pelud prikupljena od strane pcela skupljacica,
a zbog niske pH vrijednosti od 4,4, pcelinji kruh ima kiselkasti okus (Dranca i sur. 2020.).
Anderson i sur. (2014.) navode kako fermentirana pcelinji kruh najé¢e$c¢e ima jantarnu boju te
bogatu cvjetnu i citrusnu aromu.

2.5.3. Skupljanje i cuvanje pcelinjeg kruha

Nakon Sto dode do potrebe za skupljanjem, odnosno vadenja pcelinjeg kruha iz
stanice saca, treba odabrati okvir koji sadrzi najvise pcelinjeg kruha zbog same prakti¢nosti
cjelokupnog postupka. Postoje razni nacini skupljanja, no najéesci je ruéni kojim se reze sace
te se pomocu pincete ili Spatule skuplja pcelinji kruh te pohranjuje u staklene posudice za
cuvanje.

Prema Akhmetova i sur. (2012.) postoje razne tehnike skupljanja pcelinjeg kruha, kao
Sto su namakanje sa¢a u vodi, ruéno izvlacenje uz pomo¢ vibracija, susenje te izvlacenje
pomocu vakuuma, smrzavanje i skupljanje te mrvljenje saca i odvajanje (filtriranje) ostataka
voska od pcelinjeg kruha. NazZalost, sve navedene tehnike imaju mnogo nedostataka;
namakanjem u vodi dolazi do moguénosti rasipanja te kvarenja pcelinjeg kruha, a ostale
tehnike zahtijevaju puno ru¢nog rada i utroSenog vremena. Lebedev (2005.) navodi kao
najefikasniji nacin prikupljanja péelinjeg kruha tehnologiju koja ukljuuje Cetiri faze: susenje,
rezanje sa¢a na manje komade, filtriranje sadrzaja te sterilizacija produkta. Nakon S$to se
izvadi okvir sa satem, ostavlja se susiti na temperaturi od 40 °C 8 - 10 sati, dok udio vode ne
padne na 14 - 15 %. Nakon ove faze materijal se stavlja na susenje u vakuumu pri istoj
temperaturi u vremenu od 5 - 7 sati gdje udio vode pada na 10 %. U ovoj fazi pCelinji kruh
postaje krudi Sto olakSava njegovo izvlaenje iz stanica saé¢a. Osuseno sace se zatim hladi na -
1 °C te se melje na Cestice veli¢ine 4,9 - 5 mm Sto omogucuje odvajanje sa¢a od pcelinjeg
kruha. Nakon toga se filtrira u specijaliziranom stroju (primjerice stroju za CiS¢enje sjemena)
pri ¢emu se koristi zrak te perforirane plo¢e od 2,6 mm, a time uklanja vosak. Dobiveni
pcelinji kruh u zadnjoj fazi ide na sterilizaciju gama zraéenjem te plinskom smjesom metilena
i etilen-oksida. Nakon ovog postupka dolazi do izazova kako pohraniti péelinji kruh da bi se
odrzala kemijska stabilnost i mikrobioloska ispravnost koji su vrlo vazan ¢imbenik.

O samom cuvanju pcelinjeg kruha nema puno dostupne literature, no postoji
istrazivanje koje opisuje nekoliko metoda ¢uvanja te prednosti istih. Prema Smati (2022.)
pcelinji kruh se moZe ¢uvati vise mjeseci ako je ispravno odraden postupak fermentacije u
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sacu pri idealnoj vlaznosti i temperaturi od 35 - 36 °C. Uvjeti procesa fermentacije i visoke
razine mlijecne kiseline, kao i drugih metabolita, dugoroéno pozitivho utjeéu na Cuvanje te
sprje¢avaju ubrzano narusavanje nutritivne vrijednosti.

U istrazivanju Combeya (2017.) su testirane tri metode cuvanja pcelinjeg kruha:
pohranjivanje pri nizim temperaturama, zamrzavanje te suSenje u pecénici. Udio vode kao
bitan ¢imbenik o¢uvanja pcelinjeg kruha je bio najnizi kod procesa susenja (6,50 %), dok je
kod ¢uvanja u zamrznutom stanju bio znagajno visi (15 — 25 %). Sto se ti¢e udjela bakterija,
suSeni pcelinji kruh je imao najmanji udio, dok su druga dva postupka rezultirala dvostruko
veéom koncentracijom. Boja je ostala ista kod procesa zamrzavanja, dok je kod suSenog
pcelinjeg kruha postala tamnosmeda, a okus je bio isti kod sva tri postupka (Combey 2017.).
S obzirom na povecani trend potraZznje za ovim proizvodom, potrebna su daljnja istrazivanja i
optimizacija postupka ¢uvanja pcelinjeg kruha.

2.5.4. Pcelinji kruh kao hrana (dodatak prehrani)

dodatak prehrani zbog brojnih blagodati za organizam. Znacaj ovog pcelinjeg proizvoda krije
se u njegovoj nutritivnoj vrijednosti, prisustvu visoke koli¢ine bjelancevina, vitamina te
fenolnih spojeva koji su izvor prirodnih protuoksidansa, a najveci utjecaj na sastav ima flora
regije iz koje je prikupljen te ispravno vrijeme skupljanja pcelinjeg kruha (lvaniSova i sur.
2015.). Minerali ¢ine veliki udio, a navode se velike koli¢ine Zeljeza, fosfora, kobalta i kalcija
te kako je pcelinji kruh jedna od najbogatijih namirnica selenom. Od vitamina najvise je A,
B1, B2, B3, B6, B12, C, E, D, Ki H (Karaman, 2019.).

Zbog fenolnih kiselina te flavonoida, pcelinji kruh ima posebnu protuoksidativnu
aktivnost koja je kljuéna u zastiti stanica (Urcan i sur. 2017.). Istrazivanja su pokazala kako
pcelinji kruh povoljno utje¢e na obnavljanje jetre kod ovisnika o alkoholu, kroni¢nog
hepatitisa, a uspjeSno pomaze u regulaciji masti u organizmu te ima povoljan ucinak na
imunosni sustav pacijenata koji boluju od artritisa, kardiovaskularnih bolesti te dijabetesa
(tip dva)(Urcan i sur. 2017.).

U tablici 2.5.4. navedeni su udijeli skupine nutrijenata u pcelinjoj peludi i pelinjem
kruhu te potrebne dnevne koli¢ine (eng. Recommended Dietary Allowances, RDA) za ¢ovjeka,
iz Cega se moze zakljuciti kako ova dva pcelinja proizvoda pokrivaju dnevnu potrebu unosa
navedenih nutrijenata.
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Tablica 2.5.4. Udio nutrijenata u pcelinjoj peludi i kruhu te preporuceni dnevni unos
(RDA) za ¢ovjeka

Sastavnica / nutrijent Pcelinja pelud (%) Pcelinji kruh (%) RDA za 15g (%)
Bjelancevine 7-40 14 - 37 5-22
Ugljikohidrati 24 - 60 24 -34 1-4,6
Mlije¢na kiselina 0,56 3,2 -

Masti 1-18 6-13 01-4
Celuloza 3,7 2,7 -
Flavonoidi 0,2-0,7 nema podataka 0,03
Vitamini 0,02-0,7 nema podataka 2,70
Nukleinska kiselina 0,6 -4,8 nema podataka -

pH 3,8-6,3 4,3 -

Izvor: Kieliszek i sur. (2018.)

2.6. Analiza pcelinje peludi i pcelinjeg kruha

Analiza pcelinje peludi zapocinje prikupljanjem svjeze peludi na nacin da se na
kosSnicu postave skupljaci peludi, posebno perforirane ploce koja omogucéavaju prolazak
pcela radilica, no ne i peludi skupljene na koSaricama straznjih nogu prilikom ¢ega se pelud iz
kosarica odvaja te skuplja u posude. Pri skupljanu peludi navodi se kako bi trebalo ostaviti
dio leta bez skupljaca peludi kako bi pcele mogle i dalje nesmetano unositi pelud, a sto
pomaze optimalnom pohranom peludi bez naruSavanja hranidbene potrebe zajednice
(Hooveri i Ovinge 2018.). Uobi¢ajeno se pomocu skupljaca peludi prikuplja multiflorna
pcelinja pelud koja se po potrebi (ovisno o cilju istrazivanja) moze razdvojiti prema boji,
odnosno botanickom podrijetlu, kako bi se dobili uzorci uniflorne pcelinje peludi (Slika 2.6.).
Za uzimanje uzoraka pcelinjeg kruha potrebno je izvaditi sae iz koSnice te rué¢no prikupiti
uzorke iz stanica saéa. Cilj istraZivanja ujedno odreduje i adekvatnu metodu analize. Metode
za istrazivanje pcelinje peludi su standardizirane i obuhvacaju niz klasi¢nih fizikalno-kemijskih
i instrumentalnih analitickih alata (Campos i sur. 2021.), a mnoge od njih su primijenjive i na
analizu pcelinjeg kruha.
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Slika 2.6. Uzorci razlicitih vrsta uniflorne pcelinje peludi
Izvor: Svecnjak (2021.)

2.6.1. Klasicne fizikalno-kemijske i mikroskopske metode

Klasi¢nim fizikalno-kemijskim analizama najcesce se istrazuje udio vode u uzorcima,
koli¢ina ugljikohidrata, bjelancevina, masti, minerala i vitamina. U svrhu utvrdivanja
botanickog podrijetla pcelinje peludi provodi se peludna analiza (mikroskopiranje peludnih
zrnaca u sedimentu uzoraka). Uobicajeno je kod analize botani¢kog podrijetla pcelinje
peludi, od skupljene pcelinje peludi (minimalno 10 - 25 uzoraka) potrebno napraviti
jedinstveni uzorak od prikupljenih peludnih tereta na nacin da se izmijeSaju s dodatkom 70 %
-tnog etanola (10 ml). Nadalje, uzorci se centrifugiraju (3 minute na 1500 okretaja / minuti),
a dobivenom sedimentu se ponovno dodaje etanol i ponavlja se centrifugiranje. Zatim se
dodaje 5 ml smjese vode i glicerina (1:1) nakon ¢ega se protresu te ostave 30 minuta. Uzorci
iz epruveta se izmijeSaju te ostave na papiru koji apsorbira visak tekucine te se uzorci
prikupe na predmetno stakalce i dodaje im se glicerin Zelatina kako bi olakSala mikroskopska
identifikacija peludnih zrnaca (Barth i sur. 2022.). Uz klasi¢no mikroskopiranje svjetlosnim
mikroskopom, pcelinja se pelud moze istrazivati i sofisticiranijim mikroskopskim tehnikama,
kao Sto su transmisijski elektronski mikroskop (eng. transmission electron microscope - TEM)
i pretrazni elektronski mikroskop (eng. scanning electron microscope - SEM) koji omogucuje
trodimenzionalni prikaz peludnih zrnaca (Campos i sur. 2008.).
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2.6.2. Instrumentalne analiticke metode

Instrumentalne analize se mogu podijeliti na kvalitativne, u koje spada
kromatografija, elektroforeza te spektroskopija i elektrodni potencijal, te na kvantativne
metode koje obuhvadaju spektrometriju koja mjeri svojstva prema koncentraciji, a ¢esto se
koriste iste instrumentalne analize za kvalitativna i kvantativna istraZivanja (Diamant i Girard
2000.).

Campos i sur. (2021.) navode kako se koriStenjem tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti uz detektor s nizom dioda (eng. High performance liquid chromatography,
HPLC; diode-array detection, DAD) moZe brzo i efikasno identificirati fenole i polifenole u
pcelinjoj peludi i pcelinjem kruhu. Spomenuti autori navode i metodu analize koriStenjem
tekuéinske kromatografije i spektrometrije masa (eng. Liquid chromatography-mass
spectrometry, LC/MS) s kojom se mogu utvrditi detaljni profili fenola u pcelinjoj peludi.
Takoder, navode i brojne klasi¢ne fizikalno-kemijske metode kojima se odreduje sadrzaj
bjelancevina, ugljikohidrata i masti u pcelinjoj peludi, te standardizirane metode za analizu
sadrZaja vitamina i minerala.

Cesto se pri istrazivanju pcelinje peludi koristi kombinacija fizikalno-kemijskih i
instrumentalnih analitickih metoda kako bi se provela sto detaljnije kemijska karakterizacija
uzoraka. Tako su primjerice u okviru svog istraZzivanja Prdun i sur. (2021.) koristili metode
mjerenja udjela vode u peludi pomoc¢u vakuumskog susionika, udjela pepela gravimetrijskom
metodom, udio bjelancevina odreden je pomocu Kjeldahl metode, ekstrakcija ukupne
kolicine masti prema Soxhletu, determinacija udio ugljikohidrata pomodu tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (eng. high performance liquid chromatography, HPLC),
ekstrakcija i identifikacija hlapljivih spojeva pomoc¢u mikroekstrakcije vrsnih para na krutoj
fazi u kombinaciji s plinskom kromatografijom-spektrometrijom masa (eng. Headspace- solid
phase microextraction / gas chromatography-mass spectrometry, HS-SPME/GC-MS), dok je
utvrdivanje cjelokupnog kemijskog sastava pcelinje peludi temeljem kemijskog
fingerprintinga provedeno metodom infracrvene spektroskopije (eng. infrared spectroscopy,
IR).

2.6.2.1. Infracrvena spektroskopija

Prema definiciji spektroskopija je interakcija tvari s elektromagnetskim zracenjem, a
koristi se pri detekciji i identifikaciji materije, atoma i molekula (El-Azazy 2018.). Infracrvena
spektroskopija spada u instrumentalnu analiticku metodu koja sluZzi za detekciju
funkcionalnih skupina prisutnih u molekulama, a pritom koristi podrucéje spektra
elektromagnetskog zracenja u rasponu od od 0,8 do 1000 um (800 nm — 1mm). Spektri
dobiveni ovom analizom rezultat su periodi¢nih gibanja atomskih jezgri unutar molekula,
jezgre se kre¢u zajedno ili odvojeno pravocrtnom linijom te se pritom rotiraju, vibriraju i
pomicu. Spektri dobiveni ovom tehnikom prikazuju apsorbirano IR zraéenje kao funkciju
valnih duljina, a apsorbira se samo svjetlo Cija je frekvencija identi¢cna onoj frekvenciji
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vibracija veza u molekuli. Cimbenici koji odreduju apsorpcijski poloZaj su masa atoma u
molekuli, vrsta vibracije te jaCina intramolekulskih veza (Workman i Weyer 2007.). Veli¢ine
koje se koriste u infracrvenoj spektroskopiji su valna duljina, frekvencija i valni broj. Valni
broj predstavlja recipro¢nu vrijednost valne duljine, a mjerna jedicia za valni broj je cm™.
Infracrveno spektralno podrucje prema valnom broju pokriva podrucje od 12500 do 10 cm™,
a sastoji se od bliskog, srednjeg i dalekog infracrvenog podrucja. Pri analizi organskih i
bioloskih uzoraka najceSée se koristi srednja infracrvena spektroskopija, odnosno analiza
uzoraka u spektralnom podruéju od 4000 do 400 cm™.

U analitici bioloSkih uzoraka posebice se istice infracrvena spektroskopija s
Fourierovom transformacijom (eng. Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR) s ATR
(eng. attenuated total reflectance, ATR; prigusena totalna refleksija) tehnikom snimanja
spektara. FTIR podrazumijeva IR spektroskopiju u srednjem infracrvenom dijelu spektra, a
prednosti ove metode se ocituju u jednostavnosti, nedestruktivnosti i brzini snimanja
spektara. Razlika naspram konvencionalne infracrvene spektroskopije je u dodatku algoritma
Fourierove transformacije koji svaku periodi¢ku funkciju zapisuje kao sumu sinusa razli¢itih
amplituda, faza i frenkvencija, dok ATR tehnika koristi materijale visokog indeksa loma
svijetlosti (primjerice cinkov selenid, germanij, dijamant) pri ¢emu IR zrake padaju na uzorak
pod odredenim kutom te se skoro u potpunosti reflektiraju (Berthomieu i sur. 2009.). Ova
tehnika snimanja IR spektra znatno pojednostavljuje spektralnu analizu, a za analizu je
ujedno dostatna mala koli¢ina uzorka (~ 0,05 g) Sto predstavlja znacajnu prednost u odnosu
na druge instrumentalne analiticke alate.
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3. Materijali i metode

3.1. Pokusni dizajn i uzorkovanje

IstraZivanje je provedeno na pokusnom pcelinjaku Agronomskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu (Zavod za ribarstvo, pcelarstvo, lovstvo i specijalnu zoologiju). Uzorci pcelinje
peludi prikupljeni su pomocu vanjskog skupljaca peludi iz tri pokusnepcelinje zajednice (K1,
K2 i K3) sive pcele (Apis mellifera carnica Pollman 1879.) koje su bile smjeStene u u
Langstroth-Roothove (LR) kosnice. Iz istih pokusnih pcelinjih zajednica izoliran je po jedan
okvir s uskladistenim pcelinjim kruhom (dva tjedna nakon uzorkovanja pcelinje peludi) te su
prikupljeni individualni uzorci pcelinjeg kruha izravno iz stanica sac¢a. Uzorci su pohranjeni u
prikladnu ambalaZzu te ¢uvani na -18 °C do spektralne analize. Uz navedeno, prije ekstrakcije
pcelinjeg kruha iz stanica, provedena su mjerenja dubine stanice saca (praznih stanica te
stanica s uskladiStenim pcelinjim kruhom) s ciljem utvrdivanja prosje¢ne dubine stanica do
koje pcele pohranjuju peludni sadrza;.

3.2. Prikupljanje uzoraka pcelinje peludi

U svibnju 2021. godine postavljeni su skupljaci peludi na tri pokusne pcelinje
zajednice, a skupljaci su ostavljeni na letu kosnice naredna 24 sata. U pokusu su koristeni
vanjski skupljaci peludi (skupljaci peludi postavljeni na leto koSnice) (Slika 3.2.1.) koji ustvari
predstavljaju perforiranu zapreku koja sprjeCava unos peludnog tereta u kosnicu te
omogucuje skupljanje svjeze pcelinje peludi iz ladice koja je postavljena ispod skupljaca
peludi. Uzorci multiflorne pcelinje peludi (Slika 3.2.2.) prikupljeni su iz sve tri pokusne
pcelinje zajednice (K1, K2 i K3).

- & & EE K

Slika 3.2.1. Vanjski skuplja¢ peludi na letu kosnice
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U svrhu pripreme uzoraka pcelinje peludi za spektralnu analizu, prikupljeni uzorci
multiflorne pcelinje peludi (n = 3) su usitnjeni i homogenizirani pomocu laboratorijskog
porculanskog tarionika (Slika 3.2.3.) te ¢uvani na -18 °C u Eppendorf tubama (1 mL) do
spektralne analize (Slika 3.2.4.).

Slika 3.2.3. Priprema pcelinje peludi za spektralnu analizu (homogenizacija uzorka pcelinje
peludi pomocu tarionika)
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Slika 3.2.4. Uzorci izvorne pcelinje peludi u staklenci i homogenizirane pcelinje peludi u
Eppendorf tubama (1 mL)

3.3. FTIR-ATR analiza pcelinje peludi

Uzorci pcelinje peludi snimljeni su FTIR spektrometrom Cary 660 (spektralno
podrudje: 4000 — 400 cm™) s jednorefleskijskim dijamantnim Golden Gate ATR
instrumentalnim dodatkom (Specac) (Slika 3.3.1.) sukladno metodologiji koju su opisali
Prdun i sur. (2021.). Apsorpcijski spektri péelinje peludi snimljeni su pri sobnoj temperaturi
od 24 + 2°C te spektralnoj rezoluciji od 4 cm™. Svaki spektar snimljen je kao razlika spektra
uzorka i ATR kristala bez uzorka, a za svaki spektar je prikupljeno 32 snimaka. Uzorci
homogenizirane pcelinje peludi su postavljen na dijamant ATR ploce te pritisnuti dodatnim
instrumentalnim dodatkom sa safirnim kristalom kako bi se omogucilo formiranje tankog
sloja uzorka i snimanje IR spektra istog (Slika 3.3.2.).
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Slika 3.3.2. Uzorak homogenizirane multiflorne pcelinje peludi izmedu dijamantnog i
safirnog kristala ATR elementa
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Nakon analize pojedinog uzorka, ATR kristal je ociS¢en destiliranom vodom te
prebrisan pamucnim materijalom kako bi se sprijecila kontaminacija narednog uzorka.
Snimljeni spektri uzoraka pcelinje peludi pohranjeni su u BSC formatu te kasnije konvertirani
u SPC format koriste¢i softverski paket Resolutions Pro (Agilent Technologies) koji je
prikladan za daljnju obradu i analizu spektralnih podataka.

3.4. Uzorkovanje saca i utvrdivanje dubine skladistenja pcelinjeg kruha

Iz tri pokusne pcelinje zajednice izdvojili su se okviri sa saéem u kojem je bio
uskladisten pcelinji kruh, te se sace prerezalo na nacin da se u stanicama saca vidi
ispunjenost pcelinjim kruhom. KoriStenjem pomi¢nog mijerila utvrdila se dubina do koje je
pohranjen pcelinji kruh sukladno metodologiji Svecnjak i sur. (2019.), a pritom je odabrana
metoda mjerenja najdublje tocke u stanici. Uz mjerenje stanica ispunjenih pcelinjim kruhom,
izmjerila se i dubina praznih stanica kako bi se moglo utvrditi do koje prosjecne dubine pcele
skladiste pcelinji kruh.

Slika 3.4. Presjek stanica saca s vidljivim uskladistenim pcelinjim kruhom

3.5. Prikupljanje i spektralna analiza uzoraka pcelinjeg kruha

Okuviri iz tri pokusne pcelinje zajednice s uskladistenim pcelinjim kruhom su (Slika 3.5.)
bili prerezani popreéno kako bi se jednostavnije mogao izvaditi péelinji kruh iz stanica saca, a
pri tome je koriSten obi¢an nazubljeni noZ. KoriStenjem pincete ekstrahirani su uzorci
pcelinjeg kruha iz pojedinih stanice saca. |z svake pokusne zajednice prikupljeno je ukupno
35 uzoraka pcelinjeg kruha (n = 35).
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Slika 3.5. P¢elinji kruh u stanicama saca

Ukupno 105 uzoraka pcelinjeg kruha iz tri pokusne pcelinje zajednice analizirano je
metodom FTIR-ATR spektroskopije kako je opisano u poglavlju 3.3. FTIR-ATR analiza pcelinje
peludi (prema istom postupku kao i kod snimanja apsorpcijskih spektara pcelinje peludi).

3.6. Obrada i analiza spektralnih podataka

Kvalitativna analiza FTIR-ATR spektara pcelinje peludi i péelinjeg kruha provedena je s
ciliem asignacije apsorpcijskih vrpci odgovaraju¢im vibracijama funkcionalnih skupina
molekula u uzorku, a navedeno je provedeno koristeéi softverski paket za kvalitativnu analizu
spektralnih podataka Spectragryph (version 1.2.16.1). Daljnja obrada spektara provedena je
pomocu programskog paketa za analizu i grafi¢ki prikaz spektralnih podataka Origin 8.1.
(OriginLab, version 8.1.).
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4. Rezultatii rasprava

4.1. Rezultati analize dubine stanica saca

U tablici 4.1.1. prikazana je deskriptivna statistika (prosjecna, minimalna i maksimalna
vrijednost te standardna devijacija) za dubinu praznih stanica saéa (prazne stanice; n = 30), a
u tablici 4.1.2. dubina stanica saca s uskladistenom peludi (ispunjene stanice; n = 100) koja je
utvrdena tri tjedna nakon mjerenja dubine praznih stanica saéa u sve tri pokusne zajednice
(K1, K2 i K3). Cjelokupna tablica s podacima o izmjerenim vrijednostima individualnih stanica
saca nalazi se u Prilogu ovog rada.

Iz tablice 4.1.1. je razvidno kako je prosje¢na dubina praznih stanica saca iznosila
10,99 mm za pokusnu zajednicu K1, zatim 11,01 mm za K2 te 11,01 mm za K3 zajednicu.
Minimalna dubina stanica sa¢a na pokusnom okviru iz K1 zajednice bila je 9,71 mm, K2 8,97
mm te K3 9,37 mm, dok je maksimalna dubina stanica sa¢a u pokusnoj zajednici K1 iznosila
12,05 mm, K2 11,98 i K3 12,36 mm. Standardna devijacija za K1 zajednicu iznosila je 0,57
mm, za K2 0,81 mm, dok je za te za stanice saca iz K3 zajednice iznosila 0,79 mm.

Utvrdene prosjecne vrijednosti dubine praznih stanica saca u tri pokusne pcelinje
zajednice pokazale su veliku sli€nost, a najvece razlike su primijeéene pri minimalnoj
vrijednosti te standardnoj devijaciji. Najve¢a minimalna vrijednost zapaZena je u stanicama
saca iz K1 zajednice (9,71 mm), dok je najmanja utvrdena kod stanica iz K2 zajednice (8,97
mm), S$to Cini razliku od 0,74 mm. Analizom maksimalnih vrijednosti utvrdeno je kako je
zajednica K3 imala najdublju stanicu sa¢a od 12,36 mm, dok je najniza maksimalna vrijednost
dubine stanica saca utvrdena u pcelinjoj zajednici K1 te je iznosila 12,05 mm, $to je neznatna
razlika od svega 0,29 mm. Standardnom devijacijom utvrdeno je prosje¢no odstupanje od
prosjeka koje je u K1 zajednici iznosilo 0,57 mm, u K2 0,81 mm te u K3 zajednici 0,79 mm.
Moze se zakljuciti da su vrijednosti dubine stanica saca u pcelinjoj zajednici K2 najvise
odstupali od prosjec¢ne vrijednosti.

Tablica 4.1.1. Deskriptivna statistika za dubinu praznih stanica sa¢a (n = 30 / pokusnoj

zajednici)
POKUSNA ZAJEDNICA
PARAMETAR K1 K2 K3
Prosjecna vrijednost (mm) 10,99 11,01 11,01
Minimalna vrijednost (mm) 9,71 8,97 9,37
Maksimalna vrijednost (mm) 12,05 11,98 12,36
Standardna devijacija (mm) 0,57 0,81 0,79
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Kako je prikazano u tablici 4.1.2., prosje¢na dubina stanica saca ispunjenih peludnim
sadrzajem (pcCelinjim kruhom) kretala se od 7,38 mm za pokusnu zajednicu K1, 8,14 mm za
K2, do 8,02 mm koja je utvrdena u pokusnoj zajednici K3. Minimalna dubina stanica saéa s
peludnim sadrZzajem iznosila je je 5,19 mm u K1 zajednici, 5,25 mm u K2 te 5,20 mm u K3
zajednici, dok je maksimalna dubina stanica saéa u K1 zajednici iznosila 10,26 mm, K2
zajednici 10,71 mm, a K3 zajednici 9,72 mm. Analizom standardne devijacije utvrdeno je
kako je za K1 zajednicu prosjec¢no odstupanje od prosjeka bilo 1,19 mm, za K2 1,09 mm, a za
K3 zajednicu 1,00 mm. Najveéa odstupanja zapaZena su u prosjecnoj i maksimalnoj
vrijednosti dubine stanica saca ispunjenih peludnim sadrzajem te standardnoj devijaciji.
Razlika prosjecnih vrijednosti bila je najveéa izmedu K1 i K2 zajednice, a iznosila je 0,76 mm.
Analizom maksimalnih vrijednosti utvrdeno je najveca razlika izmedu K2 i K3 zajednica koja
je iznosila je 0,99 mm. Standardna devijacija u K1 zajednici iznosilo je 1,19 mm, u K2 1,09
mm, a u K3 1,00 mm. Moze se zakljuciti kako su vrijednosti dubine stanica sa¢a do koje pcele
skladiste pcelinji kruh u pcelinjoj zajednici K1 najviSe odstupale od prosjec¢ne vrijednosti.

Tablica 4.1.2. Deskriptivna statistika za dubinu stanica sa¢a ispunjenih peludnim sadrzajem
(n =100 / pokusnoj zajednicl)

POKUSNA ZAJEDNICA
PARAMETAR K1 K2 K3
Prosjec¢na vrijednost (mm) 7,38 8,14 8,02
Minimalna vrijednost (mm) 5,19 5,25 5,20
Maksimalna vrijednost (mm) 10,26 10,71 9,72
Standardna devijacija (mm) 1,19 1,09 1,00

Usporedbom prosjecnih vrijednosti dubine praznih stanica sa¢a (K1 = 10,99 mm) i
dubine stanica sa peludnim sadrzajem (K1 = 7,38 mm) utvrdeno je kako su pcele u pokusnoj
zajednici K1 skladistile pelud do prosje¢ne dubine od % stanice. Prosjecna dubina praznih
stanica saza iz K2 zajednice iznosila je 11,01 mm, dok je dubina stanica sa pcelinjim kruhom
bila 8,14 mm; iz navedenog proizlazi kako je u ovoj pokusnoj zajednici prosje¢na dubina do
koje su pcele skladistile pelud bila % dubine stanice. Isto je zapaZeno u slucaju K3 zajednice u
kojoj je prosjecna vrijednost dubine praznih stanica iznosila 11,01 mm, dok je ona s peludnim
sadrzajem iznosila 8,02 mm.

IvaniSova i sur. (2015.) navode kako prosjecna koli¢ina uskladiStene peludi u
stanicama zauzima % stanice, dok Quinby (2008.) navodi da uskladistena pelud u stanicama
zauzima oko % stanice. Kada se navedene vrijednosti projiciraju na primjer prosjecne
vrijednosti dubine praznih stanica sa¢a dobivene u ovom istrazivanju (prosje¢na vrijednost
temeljem tri pokusne zajednice = 11,00 mm), dubina do koje se skladisti pelud u slucaju %
iznosila bi 7,33 mm, a u slucaju % 8,25 mm, sSto Cini neznatnu razliku od 0,92 mm. Takoder,
valja istaknuti kako je prosjecna vrijednost dubine stanica saca ispunjenih peludnim
sadrzajem temeljem mjerenja u sve tri pokusne zajednice iznosila 7,85 mm Sto ustvari
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predstavlja srednju vrijednost prethodno spomenutog izracuna temeljenog na % vs. %. Iz
svega navedenog moze se zakljuciti kako podaci dobiveni ovim istrazivanjem generalno
potvrduju navode iz literature.

Seeley i Morse (1976.) navode kako prosje¢na dubina praznih stanica koje
medonosne pcele koriste za pohranjivanje peludi i meda iznosi 11,00 mm $to je u potpunosti
u skladu s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju (K1 = 10,99 mm; K2 = 11,01 mm; K2 =
11,01 mm; prosjecna vrijednost K1-K3 = 11,00 mm).

4.2. Rezultati spektralne analize

4.2.1. Rezultati spektralne analize pcelinje peludi

Na Grafikonu 4.2.1. su prikazani srednji FTIR-ATR spektri uzoraka multiflorne pcelinje
peludi iz pokusnih zajednica (K1, K2, K3). Rezultati kvalitativne spektralne analize
spomenutih uzoraka pcelinje peludi pokazali su kako sva tri uzorka odrazavaju slicne
integralne spektralne znacajke, a te su razlike bile neznatne u podrudju ,otiska prsta“ (1800 -
700 cm'l). Prikazani spektri ukazuju kako nema znacajnih razlika u osnovnom kemijskom
sastavu prikupljenih uzoraka, Sto je i bilo ofekivano s obzirom da su se pokusne zajednice
nalazile na istoj lokaciji. U daljnjem su tekstu temeljem kvalitativne analize spektralnih
podataka opisane sastavnice pcelinje peludi opéom asignacijom pripadaju¢ih temeljnih
molekulskih vibracija.
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Grafikon 4.2.1. FTIR-ATR spektri multiflorne pcelinje peludi prikupljene iz tri pokusne pcelinje
zajednice (K1, K2, K3)
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4.2.1.1. Karakteristican FTIR-ATR spektar pcelinje peludi

Karakteristi¢an FTIR-ATR spektar pcelinje peludi karakterizira Siroka apsorpcija koja je
vidljiva u spektralnom podrudju od 3600 do 3000 cm™ maksimom apsorpcije pri 3280 cm™
koji pripada N-H isteznim vibracijama bjelancevina (amid A vrpca), te O-H isteznim
vibracijama ugljikohidrata, kao Sto su glukoza, fruktoza i saharoza. Apsorpcijska vrpca
srednjeg intenziteta pri 2925 cm™ i nesto slabijoj vrpci pri 2852 cm™ odgovaraju isteznim
vibracijama alifatskih C-H skupina koje se mogu opisati kao nespecificne jer takve istezne
vibracije odgovaraju molekularnim vibracijama brojnih sastavnica pcelinje peludi, kao $to su
masti, masne kiseline, ugljikohidrati i celuloza (Prdun i sur. 2021.).

Spektralno podrugje izmedu 1800 cm™ i 700 cm™ naziva se podruéje ,otiska prsta“
(eng. fingerptint region), a u tom se podrucju nalaze brojne apsorpcijske vrpce. Apsorpcijska
vrpca koja se nalazi na 1741 cm’?, pripada esterskim vezama molekula masti, a nastaje
isteznim vibracijama C=0 skupina. ZapaZena apsorpcijska vrpca srednjeg intenziteta na 1643
cm™ pripada vibracijama funkcionalnih skupina vode, masti i bjelanéevina (preklapanje
vrpci), dok su vrpce na 1544 em™ti1515 cm™ povezane s aromatskim strukturama masti (C=C
istezne vibracije). Vrpce s apsorpcijskim maksimumom na 1413 cm™, 1374 cm™i 1336 cm™
pripisuju se COO isteznim vibracijama boc¢nih lanaca bjelanéevina, dok je na 1238 cm™
smjesStena amid Il vrpca koju ¢ine C—N istezne vibracije (30 %), N-H deformacijske vibracije
(30 %), C—0 istezne vibracije (10 %) i O=C—N deformacijske vibracije (10 %) (Socrates 2004.).
U ovom se spektralnom podruéju vrpce bjelnevina preklapaju s manje intenzivnim
molekuskim vibracijama Seéera, odnosno glukoze i fruktoze (Prdun i sur. 2021.).

Najistaknutije apsorpcijske vrpce u FTIR-ATR spektru pcelinje peludi opaZzene su u
spektralnom podruéju izmedu 1170 i 950 cm™ . Najintenzivnije apsorpcijske vrpce uogene u
spektru peelinje peludi koje se pojavljuju na 1052 i 1032 cm™ pripisuju se brojnim
preklapajuéim signalima Secera i proteina, ali najznacajnije su C-O istezne vibracije s
maksimumom apsorpcije na 1052 cm™ koje su pripisane fruktozi, te na 1032 cm™ koje se
pripisuju glukozi (Svec€njak i sur. 2017.). U ovom spektralnom podrucju pojavljuju se i manje
intenzivni signali koji proizlaze iz N-H i C-H deformacijskih vibracija proteina. Manje
intenzivna apsorpcija koja se javlja na 993 cm™ karakteristi¢na je za glikozidne veze saharoze
(Socrates 2004.).

U krajnjem dijelu spektra od 950 cm™ do 750 cm™ nalazi se pet manje intenzivnih
apsorpcija od kojih vrpce na 920 cm™ i 865 cm™ pripadaju skeletnim C-C isteznim vibracije
vibracijama monosaharida (glukoze i fruktoze). Vrpce na 818 cm™ i 779 cm™ pripadaju
deformacijskim C—C—H vibracijama fruktoze, dok posljednja vrpca na 665 cm™ pripada O=C -
N skupini (amid IV vrpca) (Socrates, 2004.; Kong i Yu 2007.; Max i Chapados 2007.; Wang i
sur. 2010.).
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Grafikon 4.2.1.1. Karakteristi¢an FTIR-ATR spektar pcelinje peludi (srednji spektar; K1 — K3) s
asignacijom pripadajucih molekulskih vibracija (spektralno podruéje: 3600 — 600 cm™)

Spektralne znacdajke i integralni spektralni profil multiflorne pcelinje peludi
odgovarara rezultatima prethodnih istrazivanja pcelinje peludi metodom FTIR-ATR
spektroskopije koje su proveli Anjos i sur (2017.) i Prdun i sur. (2021.). Potrebno je
spomenuti i istraZivanje Anjos i sur. (2017.) koji su prvi prikazali FTIR-ATR spektar pcelinje
peludi te potvrdili kako je upravo ova metoda vrlo korisna u utvrdivanju ukupnog kemijskog
sastava pcelinje peludi, kao i ostalih pcelinjih proizvoda. No, u ovom ¢lanku je prezentirana
nepotpuna asignacija pojedinih vrpci péelinje peludi, sto je i utvrdeno u spomenutom
istrazivanju od Prdun i sur. (2021.). Tako su prikazane apsorpcijske vrpce izmedu 1700 cm™ i
1500 cm™ koje su karakterizirane kao celuloza i bjelangevine, no istrazivanjem Prdun i sur.
(2021.) utvrdeno kako je celuloza u uzorku pcelinje peludi ne moze imati znacajan doprinos
zbog svoje neznatne koli¢ine u sastavu.

27



4.2.2. Spektralne varijacije izmedu uzoraka pcelinjeg kruha na razini
zajednice

Grafikon 4.3.1. prikazuje spektralne varijacije uzoraka pcelinjeg kruha (K1 - K35)
prikupljenih iz individualnih stanica sada iz K1 pokusne zajednice (n = 35). Iz prikazanih
spektara razvidno je kako postoje razlike u spektralnim profilima, a zapazene spektralne
varijacije ukazuju na razlicit kemijski sastav analiziranih uzoraka. Manje razlike utvrdene su u
podrucju isteznih vibracija hidroksilnih skupina vode i ugljikohidrata s apsorpcijskim
maksimumom na 3284 cm™ te minimumom na 3280 cm™, a jednake su razlike uocene i u
spektralnom podruéju od 1637 cm™ do 1631 cm™ koje je povezano s preklapajué¢im efektima
molekula vode, masti i bjelanCevinama. Promjene u intenzitetu absorbancije vrpci
indikativnih za bo¢ne lance bjelanéevina (na 1413 cm™, 1374 cm™ i 1336 cm™) i aromatske
strukture masti (1544 cm™ i 1515 cm™) su takoder uo&ene. Najistaknutije spektralne
varijacije u analiziranih uzorcima pcelinjeg kruha zapaZene su u podrucju molekulskih
vibracija fruktoze (na 1052 cm™) i glukoze (na 1032 cm™). Ove se razlike mogu povezati sa
razli¢itim stadijem fermentacije pcelinjeg kruha u pojedinim stanicama saca iz kojeg su uzorci
bili prikupljeni, dok se sveukupne spektralne varijacije uocene u cijelom spektralnom
podrucju mogu povezati sa razli¢itim botani¢kim podrijetlom pcelinje peludi kao pocetne
sirovine za proizvodnju pcelinjeg kruha.
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Grafikon 4.3.1. Spektralne varijacije uzoraka pcelinjeg kruha (K1 - K35) prikupljenih iz
individualnih stanica sac¢a iz K1 pokusne zajednice (n = 35)

28



Grafikon 4.3.2. prikazuje spektralne varijacije uzoraka pcelinjeg kruha (K1 - K35)
prikupljenih iz individualnih stanica sa¢a K2 pokusne zajednice (n = 35). Iz navedenog je
grafickog prikaza razvidno kako su spektralne varijacije slicne onima iz prethodno prikazanog
Grafikona 4.3.1., a navedene su varijacije takoder rezultat razliitog botani¢kog podrijetla
peludi i razli¢itog stadija fermentacije pcelinjeg kruha. Iste su spektralne varijacije (razlike u
kemijskom sastavu) potvrdene i u uzorcima pcelinjeg kruha (K1 - K35) prikupljenih iz
individualnih stanica sada iz K3 pokusne zajednice (n = 35) ciji su spektri prikazani na
Grafikonu 4.3.3.
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Grafikon 4.3.2. Spektralne varijacije uzoraka pcelinjeg kruha (K1 — K35) prikupljenih iz
individualnih stanica sa¢a K2 pokusne zajednice (n = 35)
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Grafikon 4.3.3. Spektralne varijacije uzoraka pcelinjeg kruha (K1 — K35) prikupljenih iz
individualnih stanica sac¢a iz K3 pokusne zajednice (n = 35)

Sumirano, u svim uzorcima pcelinjeg kruha iz pokusnih zajednica K1, K2 i K3
zabiljezen su identi¢na opazanja u spektralnim varijacijama, a iste se prepisuju razli¢itom
botani¢kom podrijetlu pcelinje peludi te razlicitom stadiju procesa fermentacije.

4.2.3. Komparativne spektralne razlike izmedu pcelinje peludi i
pcelinjeg kruha

Grafikon 4.4.1. prikazuje komparativne spektralne razlike izmedu pcelinje peludi i
pcelinjeg kruha (srednji spektri) prikupljenih iz K1 pokusne zajednice. Rezultati spektralne
analize su pokazali kako se najistaknutije razlike ocituju u spektralnom podrucju od 3600 do
3000 cm™ te u dijelu podrucja ,otiska prsta“ (od 1180 do 750 cm’). Intenzitet apsorbanacije
vrpci s apsorpcijskim maksimumom pri 3280 cm™ u spektralnom podruéju od 3600 do 3000
cm™ vidi je u péelinjem kruhu u odnosu na péelinju pelud $to primarno odraZava visi udio
vode u uzorcima pcelinjeg kruha, a djelomicno i promjene u profilu frakcije Secera (obzirom
da se u tom podrucju ocituju O—H istezne vibracije hidroksilnih skupinih skupina vode i
ugljikohidrata, primarno glukoze, fruktoze i saharoze). lako se u tom podrucju nalazi i vrpca
N-H isteznih vibracija bjelancevina (amid A vrpca), ona je preklopljena intenzivnijim
vibraciama O-H skupina vode i ugljikohidrata. Takoder, znacajne razlike u sastavu
bjelancevina izmedu pcelinje peludi i pcelinjeg kruha nisu uoene u drugim spektralnim
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podrucjima u kojima se nalaze apsorpcijske vrpce vezane za bjelancevine (Amid Il i Amid IlI
vrpca), stoga se spomenute razlike u intenzitetu apsorbancije primarno pripisuju
promjenama u udjelu vode i ugljikohidrata, odnosno Secera. Navedeno je u skladu s
podacima iz znanstvene literature koji potvrduju visi udio vode i drugaciji sastav Secera u
pcelinjem kruhu u odnosu na pcelinju pelud (Prdun i sur. 2021.; Bakour i sur. 2019.).

Nadalje, iz Grafikona 4.4.1. je vidljivo kako je integralni spektralni profil veéeg dijela
fingerprint podrugja (od 1760 do 1190 cm™) péelinje peludi i péelinjeg kruha sli¢an $to
ukazuje na neznatno promijenjem sastav glede udjela bjelanéevina te potvrduje uspjesSnost
konzervacije pcelinje peludi transformacijom u pcelinji kruh. Izuzetak je visi udio masti u
pcelinjoj peludi u odnosu na pcelinji kruh koji se odrazava kroz visi intenzitet absorbancije
vrpci na 1544 em™ i 1515 cm™ povezanih s aromatskim strukturama masti (C=C istezne
vibracije). Navedeno je takoder u skladu s podacima iz dostupne znanstvene literature
prema kojoj udio masti u pcelinjoj peludi prosje¢no iznosi 7 % (Campos i sur. 2008.), a u
pcelinjem kruhu 1,9 % (Bakour i sur. 2019.).
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Grafikon 4.4.1. Komparativne spektralne razlike izmedu pcelinje peludi i pcelinjeg kruha
(sredniji spektri) prikupljenih iz K1 pokusne zajednice
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Uz promjene u udjelu vode, najznacajnije razlike izmedu pcelinje peludi i pcelinjeg
kruha o¢ituju se u drugom dijelu podrugja ,otiska prsta“, od 1180 do 750 cm™ (Grafikon
4.4.2.). U tom je podrucju vidljivo kako se spektralne znacajke pcelinje peludi i pcelinjeg
kruha znacajno razlikuju, u vidu promjena poloZaja i intenziteta apsorpcijskih vrpci. Tako je
uoceno kako je intenzitet apsorpcijske vrpce na 994 cm™ karakteristi¢éne za C-O istezne
vibracije saharoze (Wang i sur. 2010.; Max i Chapados 2001.) niZi u pcelinjem kruhu u odnosu
na pcelinju pelud. Kako navode Bakour i sur. (2019.), saharoza se u pcelinjem kruhu
pojavljuje u niskom udjelu zbog njezine razgradnje tijekom mlijecno-kisele fermentacije
tijekom koje bakterije te Secere koriste kao izvor kisika za proizvodnju mlijecne kiseline. U
prilog ovim zapaZanjima govore i podaci iz znanstvene literature prema kojima se udio
saharoze u pcelinjoj peludi kre¢e od 5,87 do 22,04 % (Prdun i sur. 2021.), dok u pcelinjem
kruhu dolazi gotovo u tragovima (Bakour i sur. 2019.). Glukoza je dostatno zastupljena i u
pcelinjoj peludi i u pcelinjem kruhu, no neznatno visi udio utvrden je pcelinjoj peludi Sto se
reflektira i u spektrima analiziranih uzoraka. Naime, apsorpcijska vrpca na 922 cm™?
karakteristicna za C—C istezne vibracije glukoze intenzivnija je u spektru pcelinje peludi, dok
su te razlike manje izrazene kod poloZaja druge, za glukozu karakteristicne vrpce, na 1031
cm™’. Navedena zapaZanja se takoder mogu povezati s prethodno objavljenim podacima o
udjelu glukoze koja u pcelinjoj peludi prosjecno iznosi 12,4 % (Prdun i sur. 2021.), a u
pcelinjem kruhu 5,7 % (Bakour i sur. 2019.). Zamjetne spektralne razlike uoéene su u
krajnjem dijelu spektra u vidu viSeg intenziteta signala na 817 i 779 cm? (pripisani
deformacijskim C—C—H vibracijama fruktoze) (Max i Chapados 2007.) u spektru pcelinjeg
kruha. Navedene spektralne varijacije ukazuju na niZi sadrzaj saharoze (i neznantno glukoze)
i viSi udio fruktoze u pcelinjem kruhu u odnosu na pcelinju pelud, sto je takoder prije svega
posljedica razgradnje saharoze tijekom procesa fermentacije pcelinje peludi. U spektru
pcelinjeg kruha uodena je i izraZzenija vrpca pri 1145 cm? koja se moze pripisati C—O isteznim
vibracijama trehaloze (Kuroiwa i sur. 2015.). S obzirom da se trehaloza navodi kao treci
najzastupljeniji secer u pcelinjem kruhu, nakon fruktoze i glukoze (Bakour i sur. 2019.), moze
se pretpostaviti kako se navedena apsorpcijska vrpca u pcelinjem kruhu isti¢e upravo radi
viSeg udjela ovog disaharida. Takoder, mozZe se pretpostaviti kako je manji udio glukoze u
pcelinjem kruhu posljedica stvaranja trehaloze koja nastaje glikozidnom vezom izmedu dvije
jedinice a-glukoze (dio glukoze utrosi se na stvaranje trehaloze).
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Grafikon 4.4.2. Komparativne spektralne razlike izmedu pcelinje peludi i pcelinjeg kruha
(srednji spektri) prikupljenih iz K1 pokusne zajednice (spektralno podrugje: 1180-750 cm™)

Navedene spektralne varijacije u vidu istovjetnog trenda kemijskih promjena
(varijacija u udjelu vode i promijenjenog profila frakcije Se¢era) uocene su i komparativhom
analizom uzoraka pcelinje peludi i pcelinjeg kruha iz pokusnih zajednica K2 (Grafikon 4.4.3.) i
K3 (Grafikon 4.4.4.). Ovi rezultati potvrduju jednake pozadinske kemijske alteracije tijekom
procesa tranformacije pcelinje peludi u pcelinji kruh koje su bile popracene istovjetnim
promjenama u uzorcima pcelinje peludi i pcelinjeg kruha prikupljenih iz sve tri pokusne
pcelinje zajednice. Te su promjene primarno posljedica mlijecno-kisele fermentacije.
Takoder, spomenute kemijske alteracije zapazene u sve tri pokusne zajednice potvrduju
ucinkovitost procesa konzerviranja pcelinje peludi s obzirom da je osnovni kemijski sastav

pcelinje peludi ostao sac¢uvan.
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Grafikon 4.4.3. Komparativne spektralne razlike izmedu pcelinje peludi i pcelinjeg kruha
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Grafikon 4.4.4. Komparativne spektralne razlike izmedu pcelinje peludi i pcelinjeg kruha

(srednji spektri) prikupljenih iz K3 pokusne zajednice
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5. Zakljucak

U ovom je istraZivanju utvrdena dubina stanica sa¢a do koje siva pcela (A.mellifera
carnica) skladisti pelud te promjene u kemijskom sastavu peludi od pocetne sirovine
(pCelinja pelud) do finalnog proizvoda (pcelinjeg kruha) temeljem spektralne (FTIR-ATR)
analize.

Rezultati istrazivanja su pokazali kako je prosje€na dubina praznih stanica saca
iznosila 11 mm, a dubina stanica sada ispunjenih peludnim sadrzajem 7,85 mm. Navedena se
vrijednost nalazi izmedu % i % stanice, odnosno izmedu vrijednosti koje se uobicajeno
navode u literaturi kao dubina stanica sada do koje pcele skladiste pcelinju pelud.

Spektralnom analizom uzoraka pcelinje peludi utvrdeno je kako postoje neznatne
razlike u kemijskom sastavu izmedu uzoraka iz razli¢itih zajednica, Sto je bio i ocekivan
rezultat s obzirom da je pcelinja pelud prikupljena na istoj lokaciji i u istom razdoblju, te je
botanicki sastav peludi bio sli¢an. Spektralnom analizom uzoraka pcelinjeg kruha utvrdene su
odredene varijacije u kemijskom sastavu, Sto je rezultat razli¢itog botanickog podrijetla
peludi, kao i razli¢itog stadija mlije¢no-kisele fermentacije.

Komparativhom spektralnom analizom srednjeg spektra pcelinje peludi i pcelinjeg
kruha iz iste zajednice, utvrdene su znacajnije razlike u udjelu vode i ugljikohidrata
(promijenjen profil frakcije Secera) te manje razlike u udjelu masti. Rezultati spektralne
analize pokazali su kako pcelinji kruh sadrzi visi udio vode, fruktoze i trehaloze, dok pcelinja
pelud ima neznanto visi udio glukoze i masti. Ovi rezultati potvrduju jednake pozadinske
mehanizme kemijskih promjena tijekom procesa tranformacije pcelinje peludi u pcelinji kruh
koje su bile popraéene istovjetnim promjenama u uzorcima pcelinje peludi i péelinjeg kruha
prikupljenih iz sve tri pokusne zajednice. Te su promjene primarno posljedica mlije€no-kisele
fermentacije. Takoder, spomenute kemijske alteracije zapaZene u sve tri pokusne zajednice
potvrduju ucinkovitost procesa konzerviranja pcelinje peludi s obzirom da se osnovni
kemijski sastav pcelinje peludi, izuzev prethodno spomenutih razlika, nije znacajno
promijenio.

Iz navedenih se zapaZanja moZe zakljuéiti kako je upravo mlije¢no-kiselom
fermentacijom ocuvana nutritivna vrijednost i osnovni kemijski sastav pcelinje peludi, a u
posljedi¢no nastalom pcelinjem kruhu su pojedini nutrijenti (poput ugljikohidrata) postali
prehrani.

FTIR-ATR spektroskopija se pokazala kao brza, precizna i efikasna metoda za detaljnu
karakterizaciju kemijskog sastava pcelinje peludi i pcelinjeg kruha. Takoder, u ovom je
istrazivanju po prvi puta prikazan FTIR-ATR spektar péelinjeg kruha. Navedeno otvara prostor
za daljnja istrazivanja ovih pcelinjih proizvoda (posebice pcelinjeg kruha koji je joS uvijek
nedovoljno istrazen).
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7. Prilozi

Tablica 7.1. Cjelokupni izvorni podaci mjerenja i deskriptivna statistika za dubinu praznih

stanica saca (n = 30) - prosjecna vrijednost, minimalna i maksimalna vrijednost i standardna

devijacija
REDNI BROJ UZORKA POKUSNA ZAJEDNICA
K1 K2 K3
1. 11.65 10.23 11
2. 11.77 10.98 11.3
3. 11.3 11.75 10.95
4, 11.72 11.27 10.46
5. 11.67 11.65 10.24
6. 11.37 10.62 9.37
7. 11.15 9.7 10.31
8. 10.91 10.63 10.26
9. 12.05 11.09 10.58
10. 10.98 11.76 10.2
11. 10.97 11.95 10.5
12. 11.34 10.99 9.95
13. 11.01 10.65 9.74
14. 11.35 11.85 10.77
15. 11.63 10.69 10.75
16. 11.03 8.97 12.15
17. 11.32 10.44 12.09
18. 10.18 11.72 11.87
19. 10.99 11.54 12.23
20. 11.01 11.98 11.31
21. 10.56 11.03 11.63
22. 10.4 11.88 11.09
23. 10.82 10.82 10.95
24, 9.71 10.03 11.96
25. 10.23 10.79 11.25
26. 10.87 11.88 11.8
27. 10.44 9.31 12.36
28. 10.2 11.6 11.66
29. 10.95 11.83 10.31
30. 10.17 10.56 11.22
Prosjecna vrijednost (mm) 10.99 11.01 11.01
Minimalna vrijednost (mm) 9.71 8.97 9.37
Maksimalna vrijednost (mm) 12.05 11.98 12.36
Standardna devijacija (mm) 0.57 0.81 0.79
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Tablica 7.2. Cjelokupni izvorni podaci mjerenja i deskriptivna statistika za dubinu stanica saca
ispunjenih peludnim sadrzajem (n = 100) — prosjecna vrijednost, minimalna i maksimalna
vrijednost i standardna devijacija

REDNI BROJ UZORKA POKUSNA ZAJEDNICA
K1 K2 K3
1. 5.92 8.70 6.90
2. 5.40 6.01 6.75
3. 6.99 10.16 5.55
4. 9.30 10.71 5.23
5. 6.75 9.70 6.15
6. 10.22 9.10 5.75
7. 9.80 7.27 5.20
8. 8.71 7.16 6.40
9. 8.44 9.92 7.20
10. 7.33 8.04 6.92
11. 6.80 9.86 6.40
12. 5.97 8.30 8.87
13. 5.29 9.51 7.39
14. 7.58 9.16 8.91
15. 7.62 8.34 7.91
16. 10.26 8.50 7.93
17. 8.53 8.17 8.20
18. 8.20 7.04 7.55
19. 10.11 7.63 6.29
20. 9.78 8.98 8.41
21. 8.13 5.95 6.94
22. 7.67 8.08 9.29
23. 7.18 6.56 8.76
24. 7.19 5.25 8.47
25. 5.39 6.09 9.06
26. 6.37 7.46 8.10
27. 8.21 6.97 6.66
28. 7.08 9.36 6.88
29. 10.05 8.17 8.89
30. 7.30 9.74 8.87
31. 7.35 7.68 8.55
32. 9.01 8.44 8.63
33. 6.79 9.84 8.52
34. 6.29 7.87 7.63
35. 6.12 7.35 6.92
36. 7.21 9.31 8.44
37. 8.57 7.05 7.81
38. 6.38 6.87 8.92
39. 5.59 7.69 9.65
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40. 6.98 7.62 8.52
41. 5.48 8.11 7.28
42. 8.13 7.62 8.06
43. 8.68 7.98 9.22
44, 9.44 8.67 6.91
45, 6.08 8.85 7.33
46. 8.02 7.67 6.70
47. 6.73 8.78 8.32
48. 5.58 8.19 7.57
49. 7.19 7.15 8.83
50. 6.07 7.55 8.11
51. 8.09 7.74 8.97
52. 5.40 9.17 9.67
53. 8.66 5.51 7.71
54. 6.48 8.15 7.28
55. 8.67 7.28 8.01
56. 8.24 8.64 7.27
57. 6.21 9.32 7.92
58. 7.44 7.54 7.20
59. 7.49 9.81 8.36
60. 7.00 8.48 7.02
61. 7.21 7.88 7.93
62. 7.29 7.93 8.79
63. 7.77 8.58 8.86
64. 7.56 7.95 8.55
65. 7.72 7.38 8.05
66. 7.28 8.29 7.36
67. 6.45 8.46 8.70
68. 6.87 8.79 7.44
69. 5.19 7.67 8.22
70. 6.74 8.68 7.18
71. 7.54 7.67 7.91
72. 8.13 8.68 9.19
73. 7.19 7.67 8.81
74. 6.11 7.60 9.52
75. 5.80 7.62 8.83
76. 5.93 6.24 7.90
77. 6.86 8.68 8.11
78. 7.17 9.85 9.18
79. 6.93 7.50 8.83
80. 7.94 9.62 9.36
81. 7.04 8.52 9.72
82. 7.96 8.81 9.21
83. 8.05 9.46 8.15
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84. 7.73 9.43 8.92
85. 7.96 8.42 8.31
86. 7.09 9.49 8.33
87. 7.23 9.91 9.53
88. 9.53 7.70 7.70
89. 7.22 7.69 8.57
90. 6.27 9.29 9.12
91. 7.48 7.46 8.22
92. 6.39 9.05 8.81
93. 7.38 8.05 8.37
94, 6.07 8.42 7.48
95. 6.32 6.59 8.51
96. 7.07 6.19 7.93
97. 7.54 8.46 7.58
98. 8.11 7.17 8.82
99. 9.32 7.13 8.47
100. 7.77 6.60 8.39
Prosjec¢na vrijednost (mm) 7.38 8.14 8.02
Minimalna vrijednost (mm) 5.19 5,25 5,20
Maksimalna vrijednost (mm) 10.26 10.71 9.72
Standardna devijacija (mm) 1.19 1.09 1.00
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