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1 UVOD

Poleg medu so primarni ¢ebelji pridelki cvetni prah, mati¢ni mlecek in propolis. Sestava teh
pridelkov je bolj kot sestava medu odvisna od okolja in tehnologije pridelave. Zaradi
funkcionalnih lastnosti in s tem koristnosti uporabe cebeljih pridelkov v humani prehrani se
njihova poraba povecuje, s tem pa tudi moznost, da se na nasih prodajnih policah znajdejo
¢ebelji pridelki vprasljive kakovosti in porekla. Ker v Sloveniji, z izjemo medu, Se nimamo
izdelane karakterizacije Cebeljih pridelkov, morebitnih potvorb cvetnega prahu, mati¢nega
mlecka in propolisa ne moremo prepoznati in jih odpraviti, zato se pojavlja potreba, da se
izdelajo osnovni kriteriji kakovosti slovenskega cvetnega prahu, mati¢nega mlecka in
propolisa, hkrati pa se podajo navodila za pridelavo in predelavo cvetnega prahu.

1.1 CILJ APLIKATIVNE RAZISKAVE

Cilji aplikativne raziskave karakterizacije ¢ebeljih pridelkov ter vpliv postopkov obdelave in
shranjevanja cvetnega prahu na njegovo kemijsko in mikrobiolosko sestavo:

- v pisni obliki izdelati bazo podatkov, ki vkljucuje zbrane podatke po posameznem
analiziranem vzorcu cvetnega prahu, mati¢nega mlecka in propolisa s povpreénimi,
minimalnimi in maksimalnimi vrednostmi;

- glede na pridobljene rezultate izdelati priporocila cebelarjem za obdelavo in
shranjevanje cvetnega prahu,

- podati rezultate o uéinkovitosti smukanja v zunanjem oziroma notranjem smukalniku.

Glede na programsko nalogo omenjene aplikativne raziskave (priloga 1) je v ¢ebeljih pridelkih

potrebno opraviti razli¢ne analize in ugotoviti vpliv staranja in shranjevanja na sestavo cvetnega

prahu ter mati¢nega mlecka (preglednica 1).

Preglednica 1: Analize ebeljih pridelkov v sklopu aplikativne raziskave
Cebelji pridelek Vrsta analiz

CVETNI PRAH Vsebnost vode, beljakovin, mas¢ob, pepela, skupnih polifenolov

in mikrobioloska slika

Vpliv obdelave in shranjevanje cvetnega prahu

MATICNI MLECEK | Vsebnost vode, pepela, beljakovin, mas¢ob, 10-hidroksi-2-
decenojske kisline (10-HDA), sladkorjev, pelodna analiza,
vrednost pH, kislost, mascobnokislinska sestava

Vpliv staranja maticnega mlecka
PROPOLIS Vsebnost skupnih flavonoidov
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2 PREGLED OBJAV O CVETNEM PRAHU

Cvetni prah ali pelod je osnova spolnega razmnoZzevanja rastlin (Kandolf, 2008). Pelod vsebuje
moske oplojevalne celice rastlin (Bogdanov, 2012). Znacilen je za vsako posamezno cvetoco
rastlinsko vrsto in je nekakSen prstni odtis vsake rastline, zaradi ¢esar je edinstven. Nastaja v
Stirih podolgovatih pelodnih vreckah t.i. prasnici, ki je spodnji, razsirjeni del cvetnega organa
prasnika. Ko prasnica dozori se odpre in na prasnikovo povrsino se sprosti na milijone pelodnih
zrne. Cvetovi rastlin vsebujejo razlicno Stevilo zrnc cvetnega prahu. Tako kot so razli¢ne tudi
rastline so razli¢na tudi zrnca cvetnega prahu. Razlikujejo se po obliki, barvi in velikosti. Glede
na velikost pelodnih zrn je tudi razli¢en naéin oprasevanja (Kandolf, 2008).

Oprasevanje rastlin poteka na ve¢ nacinov. Tiste rastline, ki jih oprasuje veter, imenujemo
vetrocvetke. Pelod vetrocvetk je drobnejsi lazji in suh, zaradi ¢esar ga lahko prenasa veter.
Rastline, oprasene s pomocjo oz. posredovanjem zuzelk, pa imenujemo zuzkocvetke. Zrnca
peloda zuzkocvetk so hrapava, lepljiva, med seboj se sprijemajo in oprijemajo zuzelk.
Vetrocvetke imajo vedje koli¢ine pelodnih zrn kot Zuzkocvetke. Zuzkocvetke imajo zelo
razli¢no oblikovane cvetove, zato so tudi med rastlinami, ki jih oprasujejo zuzelke, razlike v
koli¢ini peloda (Kandolf, 2008).

Pri oprasevanju zuzkocvetk so izredno pomembne cebele. Sodelujejo pri oprasevanju okoli
40.000 rastlinskih vrst in s svojo aktivnostjo v naravi predstavljajo nenadomestljivo vlogo pri
ohranjanju biotske pestrosti in pri opraSevanju razli¢nih kmetijskih kultur (Bogdanov, 2012).

Cebela med vsakim letom v panj prinese od 16 do 24 mg cvetnega prahu (priblizno 3 do 4
milijone pelodnih zrnc), kar predstavlja desetino njene teZe. Cvetni prah nabirajo paSne cebele.
Po cvetni prah lahko letijo dlje kot po nektar, saj porabijo manj ¢asa na rastlino za nabiranje v
primerjavi z nabiranjem nektarja; poleg tega pa je tovor peloda lazji kot tovor nektarja. Nekatere
rastline izlo¢ajo nektar in cvetni prah v to¢no doloéenem delu dneva. Cebele si to zapomnijo in
se vracajo na te rastline vsak dan ob istem Casu. Po navadi na enem izletu ¢ebele nabirajo
surovino samo na eni rastlini, kar se lahko ponavlja ve¢ dni (Kandolf, 2008). V ¢asu nabiranja
cvetnega prahu naredi ¢ebela delavka okoli deset izletov dnevno (Bogdanov, 2012).

Cvetni prah predstavlja za ¢ebeljo druzino glavni vir beljakovin, ki so nujno potrebne za
prezivetje ¢ebel. Cebelja druzina porabi na leto od 30 do 50 kg cvetnega prahu. Cebele cvetni
prah potrebujejo za vzrejo zalege in za razvoj. Velike koli¢ine cvetnega prahu potrebujejo
predvsem v prvih dveh tednih zivljenja. Cvetni prah je nepogresljiv pri razvoju krmilnih
(goltnih) zlez pri mladih cebelah, ki izlo€ajo mati¢ni mlecek, saj v nasprotnem primeru ne
morejo krmiti licink. Pomanjkanje cvetnega prahu po izleganju ¢ebel vpliva tudi na slab razvoj
voskovnih Zlez. Nepogresljiv je tudi pri razvoju trotov, saj v primeru pomanjkanja ti ne razvijejo
dovolj sperme, ki je potrebna za opraSitev matice. V jesenskem casu, ko se ¢ebele pripravljajo

9



Porocilo aplikativne raziskave Karakterizacija ¢ebeljih pridelkov

na prezimovanje, je cvetni prah velikega pomena za ustvarjanje mas¢obnih zalog in beljakovin,
pomanjkanje pa je lahko tudi vzrok za nastanek bolezni (Kandolf, 2008).

Kakovost cvetnega prahu je razliéna od rastline do rastline. Cebele imajo nepogresljiv nagon
za ugotavljanje kakovosti oziroma hranilne vrednosti cvetnega prahu. Hranilno vrednost se
ocenjuje glede na vsebnost beljakovin (Kandolf, 2008), pomembna pa je prisotnost tudi ostalih
sestavin kot so aminokisline, masc¢obne kisline, vitamini, itd.

Cebele nabirajo cvetni prah na razli¢nih rastlinah, kar ima za posledico raznoliko prehrano.
Cebelje druzine, ki se jih uporablja za oprasevanje na velikih plantazah, zasajenih z samo eno
kulturno rastlino ne zauzijejo dovolj raznolike prehrane, kar ima za posledico, da taksna
prehrana ne zagotavlja vseh potrebnih hranilnih snovi za cebeljo druzino. Samo nekaj
monoflornih kultur je priznanih, da so po hranilni vrednosti za ¢ebele boljSe od meSanega
cvetnega prahu, Ceprav slabega (Brodschneider in Crailsheim, 2010).

Mesan, raznolik cvetni prah v prehrani ¢ebel je pomemben, da ne pride do pomanjkanja
esencialnih hranil, kar se lahko zgodi pri uZivanju cvetnega prahu samo ene vrste. Ce cvetni
prah ne zagotavlja potrebnih esencialnih hranil za ¢ebele, potem tudi uZivanje vecje koli¢ine
takSnega cvetnega prahu ne prispeva k zagotavljanju potrebnih esencialnih hranil. V zadnjih
letih je hranilni stres poleg ostalih faktorjev odgovoren za visoko umrljivost ¢ebeljih druzin
(Brodschneider in Crailsheim, 2010).

2.1 SESTAVA CVETNEGA PRAHU

Med predstavlja ¢ebelji druzini vir energije, cvetni prah pa je za Cebeljo druzino glavni vir
ostalih pomembnih hranil, kot so proteini, minerali, mascobe in ostale substance. Prisotnost teh
sestavin dokazuje, da se cvetni prah lahko uporablja tudi v prehrani ljudi (Campos in sod.,
2008).

Cvetni prah je lahko meSanica razli¢nih rastlinskih pelodov, zaradi Cesar se razlikuje tudi
vsebnost hranilnih komponent (Campos in sod., 2008).

Preglednica 2: Kemijska sestava cvetnega prahu (Campos in sod., 2008)

Glavne sestavine Vsebnost g/100 g suhe snovi (min — maks)
Beljakovine 10-40
Mascobe 1-13
Skupni ogljikovi hidrati 13-55
Vlaknine, Pektin 0,3-20
Pepel 2-6
Nedolo¢ljivo 2-5
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Minerali, elementi v sledovih mg/kg
Kalij (K) 4000-20000
Magnezij (Mg) 200-3000
Kalcij (Ca) 200-3000
Fosfor (P) 800-6000
Zelezo (Fe) 11-170
Cink (Zn) 30-250
Baker (Cu) 2-16
Mangan (Mn) 20-110
Vitamini mg/kg
B-karoten 10-200
Tiamin (B1) 6-13
Riboflavin (B2) 6-20
Niacin (B3) 40-110
Pantotenska kislina (B5) 5-20
Piridoksin (B6) 2-7
Askorbinska kislina (vitamin C) 70-560
Biotin (H) 0,5-0,7
Folna kislina (B9) 3-10
Tokoferol (E) 40-320

Iz preglednice 2 je razvidno, da vsebnosti posameznih kemijskih spojin v cvetnem prahu zelo
variirajo, razlike med minimalno in maksimalno vrednostjo so velike. Do variiranja pride
najverjetneje zaradi razli¢nega botani¢nega izvora cvetnega prahu, lahko pa je tudi posledica
uporabe razli¢nih kvantitativnih metod (Campos in sod., 2010).

2.1.1 Vsebnost vode v cvetnem prahu

Voda je v cvetnem prahu naravno prisotna. V svezem cvetnem prahu je med 20-30 % vode,

koli¢ina le-te pa je odvisna od rastline, vremena in nacina pridobivanja cvetnega prahu (BoZnar,
2011).

Vsebnost vode v cvetnem prahu je pomemben Kriterij kakovosti. Velika vsebnost vode lahko
poveca aktivnost mikroorganizmov in encimov, ki lahko vplivajo na spremembo senzori¢nih
lastnosti proizvoda (Morgano in sod., 2011).

Ce je vsebnost vode v cvetnem prahu vedja kot 10 %, je nevarnost, da bo pri¢el fermentirati
(Bogdanov, 2012). Pri shranjevanju svezega cvetnega prahu na sobni temperaturi pa lahko pride
do kontaminacije s plesnimi, ki lahko proizvajajo kancerogene mikotoksine.

Shranjevanje svezega cvetnega prahu mora potekati v zamrzovalniku, da se izognemo pojavu
bakterij in plesni (Campos in sod., 2008). Cvetni prah moramo pred skladis¢enjem susiti, da
zmanj$amo vsebnost vode v njem. Susenje moramo izvesti pod kontroliranimi pogoji, da ne
uni¢imo obcutljivih sestavin. Preveliko zmanjsanje vsebnosti vode pa lahko vpliva na hiter
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pojav zarkosti. DoloCanje vode je zelo tezavno, saj se pri susenju cvetnega prahu zaradi visoke
temperature razgrajujejo organske sestavine, na katere je vezana voda, zato se izgubljajo
aromati¢ne snovi (Gergen in sod., 2006).

Pri ocenjevanju senzori¢nih lastnosti cvetnega prahu so v Svici ugotovili, da cvetni prah, ki
vsebuje manj kot 6 % vode, postane preve¢ suh in je S senzoricnega vidika manj sprejemljiv
(Bogdanov, 2012).

2.1.2 Vsebnost beljakovin v cvetnem prahu

Beljakovine so najvaznejsi gradbeni elementi celic, so sestavni deli encimov in hormonov, brez
katerih ne bi bilo zivljenja. Sestavljene so iz aminokislin, standardnih, ki tvorijo beljakovine je
24.V cvetnem prahu so jih doslej doloéili 17. Osem od 24 aminokislin mora telo dobiti s hrano,
ker jih samo ne more sintetizirati; imenujemo jih esencialne ali nezamenljive aminokisline.
Vsebnost in vrsta beljakovin se v cvetnem prahu dokaj razlikuje, vendar je pomembna
ugotovitev, da vsak cvetni prah vsebuje vse esencialne aminokisline (Kurin¢i¢ Tomsi¢, 2008).
Prevladujejo prolin, glutaminska in asparaginska kislina, lizin in levcin (Campos in sod., 2008).

Proteini v cvetnem prahu so tudi alergeni zato se ljudem, pred uzivanjem priporoca test na
preobcutljivost (Bogdanov, 2012).

2.1.3 Vsebnost mascob v cvetnem prahu

V mascobni sestavi cvetnega prahu obstajajo velike razlike v povezavi z botani¢nim poreklom.
V vedini so v cvetnem prahu zastopane predvsem polarne in nevtralne mascobe (monogliceridi,
digliceridi in trigliceridi) kot tudi majhne koli¢ine mascobnih kislin in sterinov (Campos in sod.,
2008). Analize cvetnega prahu s plinsko kromatografijo kazejo, da izvlecek mascob iz cvetnega
prahu sestavljajo predvsem linolenska, palmitinska, linolna in oleinska kislina. Nenasi¢ene
mascobne kisline predstavljajo v povprecju 70 % vseh maS€obnih kislin (Campos in sod.,
2008).

2.1.4 Vsebnost ogljikovih hidratov v cvetnem prahu

V vecini S0 v cvetnem prahu prisotni polisaharidi, kot so: skrob in prehranska vlaknina (razli¢ne
sestavine celi¢ne stene). Med nizje molekularnimi sladkorji predstavljajo fruktoza, glukoza in
saharoza okoli 90 % vseh sladkorjev, delez pa je odvisen tudi od vrste rastline (Campos in sod.,
2008). Pogosto se vsebnost ogljikovih hidratov v cvetnem prahu dolo¢i z izraCunom, Saj je
skupna vsebnost ogljikovih hidratov tezko dolo¢ljiva (Bogdanov, 2012).
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2.1.5 Vsebnost pepela v cvetnem prahu

Cvetni prah je zaradi mineralnih snovi in elementov v sledovih zelo cenjena hrana, lahko bi
rekli popolna hrana za ¢loveka. V cvetnem prahu so nasli vse elemente v sledovih, ki so tudi v
cloveskem telesu (Boznar, 2011).

Med elementi je v cvetnem prahu najbolj zastopan K (okoli 60 % celotne koli¢ine mineralov),
sledijo Mg (okoli 20 % celotne koli¢ine mineralov), Na in Ca (okoli 10 % celotne koli¢ine
mineralov) (Campos in sod., 2008).

2.1.6 Vsebnost polifenolnih spojin v cvetnem prahu

Polifenoli so najbolj razsirjeni v rastlinah in do sedaj je poznanih najmanj 8000 razli¢nih
struktur polifenolov. Poleg tega se polifenoli pojavljajo v rastlinah tudi kot sekundarni
metaboliti. Fenolne spojine lahko glede na njihovo osnovno strukturo delimo na enostavne
fenole ali benzokinone, fenolne kisline, naftokinone, ksantone, stilbene, flavonoide, lignane,
biflavonoide, lignine, kumarine in kondenzirane tanine (Gomez-Caravaca in sod., 2006).

V rastlinskem svetu opravljajo funkcijo barvil, koencimov, odvracal, protimikrobnih agensov
in fitoaleksinov. Rastlinam dajejo karakteristicen okus, prehransko vrednost, farmakoloske in
toksi¢ne ulinke. Polifenoli se v rastlinah redko pojavijo prosti, najveckrat so vezani na
sladkorje, amino skupine, lipide in terpenoide (Donko, 1995).

Polifenolne spojine vsebujejo vsaj en aromatski obroc¢, na katerem je ena ali ve¢ hidroksilnih
skupin. Prehransko so najpomembnej$e fenolne kisline, flavonoidi in tanini (Abramovic, 2011).

Flavonoidi predstavljajo najbolj pomembno polifenolno skupino s poznanimi ve¢ kot 5000
razli¢nimi flavonoidi (Gomez-Caravaca in sod., 2006). Flavonoidi so rde¢i, beli in rumeni
pigmenti cvetov, sadeZev, lubja in korenin. Zaradi moZnosti absorpcije UV svetlobe delujejo
kot za§¢ita rastlin pred vplivi UV Zarkov (Abram, 2000).

Molekula flavonoidov je sestavljena iz dveh aromatskih obrocev, ki ju povezuje heterocikli¢ni
obro¢. Glede na polozaj heterocikli¢nega obroc¢a razvrstimo flavonoide v naslednje skupine:
flavani, flavanoni, flavanoli ali katehini, izoflavanoni, flavoni, flavonoli, izoflavoni, halkoni in
antocianidini (Abramovic¢, 2011).

Cvetni prah vsebuje velike koli¢ine polifenolnih spojin, v najvecji meri flavonoidov, kateri se

lahko vedejo kot potencialni antioksidanti in so specificni za posamezno rastlinsko vrsto
(Marghitas in sod., 2009; Campos in sod., 2008).
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Za dolocitev skupnih polifenolnih spojin se tradicionalno uporablja Folin-Ciocalteujeva metoda
(Gutfinger, 1981).

Studije o antioksidativni udinkovitosti cvetnega prahu kaZejo na visoko sposobnost lovljenja
prostih radikalov. Antioksidativno delovanje cvetnega prahu je odvisno od vsebnosti
polifenolnih spojin v cvetnem prahu. V cvetnem prahu rastlin so v veliki meri prisotni
flavonoidi in njihovi glikozidi in derivati cimetne Kisline (Leja in sod., 2007).

Antioksidant je molekula, ki lahko upocasni ali prepreci oksidacijo drugih molekul. Oksidacija
je kemijska reakcija prenosa elektrona iz ene substance na spojino, ki se oksidira (reducent).
Pri oksidacijskih reakcijah lahko nastajajo prosti radikali, ki v telesu sproZijo verizne reakcije,
posledice teh pa so poskodbe celic. Antioksidanti so odstranjevalci prostih radikalov, saj
reagirajo s prostimi radikali in jih tako nevtralizirajo ter tako preprecijo oksidacijo drugih
molekul. Antioksidanti so dostikrat reducenti, kot so tioli in polifenoli. Ceprav so oksidacijske
reakcije kljucne za zivljenje, so lahko tudi usodne, saj naj bi bili prosti radikali vzrok za celicno
degradacijo, ki posledi¢no vodi v celiéno smrt. Nizka raven antioksidantov privede do
oksidativnega stresa, ki posledi¢no povzroca razvoj kroni¢nih in degenerativnih bolezni kot so
rak, avtoimunske bolezni, revmati¢ni artritis in ostale nevrogene bolezni (Campos in sod.,
2010).

Prosti radikali so ioni, atomi ali molekule z vsaj enim elektronom brez para. To so visoko
reaktivne molekule, ki poSkodujejo celi¢ne strukture, vkljuéno z nukleinskimi Kislinami in geni.
Prosti radikali nastajajo pri cepitvi kovalentne vezi. So rezultat normalne celi¢ne presnove
(dihanje) in posledica dejavnikov okolja kot so sevanje, toplota, kajenje, uzivanje alkohola,
zdravil, onesnaZenega okolja in nekaterih drugih dejavnikov. V organizmu zdravega ¢loveka
so antioksidanti in prosti radikali v stalnem ravnotezju (Korosec, 2000).

Ce se ravnotezje med antioksidanti in prostimi radikali porusi nastane za organizem neugodno
stanje, ki ga imenujemo oksidativen stres. Antioksidanti ga preprecujejo z lovljenjem prostih
radikalov v naSem telesu (Korosec, 2000).

Za dolocanje antioksidativne ucinkovitosti je poznanih ve¢ nacinov. Metode dolo¢anja
antioksidativne ucinkovitosti razvrstimo v dve skupini.: testi, ki spremljajo ucinek dodanega
antioksidanta na napredovanje oksidacije v lipidnem sistemu in testi, kjer v modelnem sistemu
merimo, kako je antioksidant sposoben uc¢inkovati na izbrano tarco, ki je lahko npr. radikal,
kovinski ion.... (Abramovic, 2011).

Za dolocanje antioksidativne ucinkovitosti v cvetnem prahu se uporabljajo v veliki vecini
modelni testi in testi, ki spremljajo napredovanje oksidacije v lipidnem sistemu.
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Redukcijsko sposobnost lovljenja radikalov dolo¢amo s pomocjo Folin-Ciocalteujeve metode
in z dolo¢itvijo sposobnosti redukcije ionov Fe 3" v ione Fe 2* (Abramovig, 2011).

Neposredno sposobnost antioksidanta, da lovi radikale v modelnem sistemu, ki vsebuje
antioksidant dolo¢imo z vsebnostjo ulovljenih radikalov. Reakcija antioksidantov z razlicnimi
zvrstmi radikalov je razli¢na, zato moramo vedno upoStevati in izvesti ve¢ metod, da dobimo
¢im bolj celovit odgovor o antioksidativni u¢inkovitosti spojine. Sposobnost lovljenja radikalov
vkljucuje naslednje metode:

dolocitev sposobnosti lovljenja DPPH radikala;

dolog¢itev sposobnosti lovljenja ABTS" radikala;

dolocitev sposobnosti lovljenja O radikala;

dolocitev sposobnosti lovljenja alkilperoksilnih radikalov v sistemu emulzije.

Za celovito oceno antioksidativne u¢inkovitosti ter uporabnosti antioksidanta v danih matriksih
zivila je potrebno opraviti razli¢ne teste, ki temeljijo na razli¢nih reakcijskih mehanizmih.
Povezava med rezultati dolo¢anja antioksidativne ucinkovitosti razli¢nih metod je velikokrat
Sibka, saj na antioksidativno ucinkovitost pogosto poleg vrste reaktanta na katerega
antioksidant ucinkuje, vpliva tudi izbira medija v katerem antioksidant deluje (Abramovic,
2011).

Tudi cebelji pridelki so vir potencialnih antioksidativnih lastnosti. Najve¢ Studij o
antioksidativni uc¢inkovitosti ¢ebeljih pridelkov je bilo opravljenih na medu, propolisu in tudi
cvetnem prahu, medtem ko je Studij, ki so dolocale antioksidativno ucinkovitost voska,
mati¢nega mlecka malo.

2.1.7 Mikrobioloska slika cvetnega prahu

Mikroorganizme, ki so prisotni v cvetnem prahu, razdelimo v tri skupine. Tiste, ki jih najdemo
v cvetnem prahu (to so kvasovke, plesni, bakterije, ki tvorijo spore), tiste, ki kazejo na higieno
pridobivanja (koliformne bakterije in kvasovke) in tiste, ki lahko povzrocijo ¢loveske bolezni
(npr. Clostridium. botulinum) (Snowdon in sod., 1996). Poznamo pa tudi bakterijo
Paenibacillus larvae, ki povzroca bolezen pri ¢ebelah — hudo gnilobo, tvori spore in se lahko
prenasa z medom in cvetnim prahom, ki se uporablja za hranjenje Cebel.

Mikroorganizmi se lahko znajdejo v cvetnem prahu, tako da vanj pridejo iz primarnega vira.
To so predvsem bakterije in kvasovke, ki pridejo iz prebavnega trakta ¢ebel, nektarja, mane,
peloda, zraka, umazanije in okolja v katerem se nahajajo cebele. Vir mikroorganizmov v
prebavilih ¢ebel je cvetni prah. Nektar vsebuje malo oz. skoraj ni¢ bakterij.
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Sekundarni vir onesnaZenja cvetnega prahu z mikroorganizmi je podoben kot za vsa druga
zivila. To so predvsem ljudje, veter, prah, zuzelke, voda, zivali, neustrezen pribor, smukalniki,
itd.

V cvetnem prahu je mogoce zaznati tako plesni, kvasovke kot tudi bakterije. Nekatere izmed
nasStetih stopajo tudi v procese pretvorbe cvetnega prahu osmukanca v izkopanec in proizvajajo
dolocene substance, ki povecajo prebavljivost cvetnega prahu za cebele.

Prisotnost plesni v cvetnem prahu je povezana z vsebnostjo plesni v prebavilih ¢ebel, panju,
okolju, kjer Cebele nabirajo cvetni prah ter neprimerno ocis¢enih predalc¢kih in smukalnih
mreZicah za pridobivanje cvetnega prahu. V cvetnem prahu se lahko nahajajo rodovi: Atichia,
Coniothecium, Hormiscium in Triposporium, Acosphera, Aspergillus, Cephalosporium in
Penicillium. Neustrezno shranjen cvetni prah pa lahko napade tudi goba Bettsia alvei.

Svez cvetni prah ima veliko vsebnost vode zaradi ¢esar predstavlja gojisce tudi za rast kvasovk,
ki lahko pridejo v cvetni prah iz primarnega ali sekundarnega vira. Ob zmerni temperaturi,
veliki vsebnosti kvasovk, veliki vsebnosti vode, pridobivanju cvetnega prahu v vlaZznem
obdobju, neustreznem shranjevanju oz. skladi$¢enju cvetnega prahu lahko pride do
fermentacije cvetnega prahu - osmukanca. V cvetnem prahu so najpogostejse kvasovke iz rodu
Saccharomyces spp., Rhodotorula, Lipomyces, Torulopsis, Trichosporan, Nematospora,
Schizosaccharomyces, Torula, Zygosaccharomyces. Cvetni prah osmukanec, namenjen za
prehrano ljudi, ne sme biti izpostavljen procesom fermentacije.

Cvetni prah je presno zivilo, katerega se pred uzivanjem ne obdeluje, zato lahko vsebuje tudi
bakterije ali njihove spore kot so npr. Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes,
Campylobacter, E. coli, Salmonella.

1z higienskega vidika je izredno pomembna mikrobioloska varnost, ki je eden izmed glavnih
kriterijev kakovosti. Potrebno je kontrolirati mikrobioloSko varnost cvetnega prahu, Se posebe;j
prisotnost patogenih bakterij in plesni. RazkuZevanje cvetnega prahu z obsevanjem in
kemijskimi sredstvi ni dovoljeno, saj lahko pride do toksi¢nih ostankov (Bogdanov, 2012).

2.2 PRIDOBIVANJE CVETNEGA PRAHU

Barviti cvetovi in opojni vonji Zzuzkocvetk privabljajo Gebele. Cebele imajo telo pokrito z
dlacicami, ki se jih cvetni prah, ko ¢ebele sede na cvet oprime. Nabrana zrnca cvetnega prahu
cebele med seboj lepijo s slino, nektarjem ali medom iz medenega zelod€ka. Pri tem procesu
ga hkrati obogatijo s svojimi encimi. Med letom se ¢ebele ocistijo, tako da cvetni prah spravijo
v strukturo za prenasanje cvetnega prahu, ki se nahaja na zadnjih nozicah in se imenuje kosek
(Kandolf, 2008).
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Taksen skupek cvetnega prahu vsebuje do 10 % nektarja, ki je nujno potreben za zlepljanje zrnc
peloda (Campos in sod., 2008).

Cvetni prah ¢ebele prinesejo v panj, odlozijo v celice satja, Ki jih napolnijo do dveh tretjin,
ostalo tretjino pa napolnijo z medom in s tem preprecijo kvarjenje cvetnega prahu. Tako
shranjen cvetni prah je nedostopen Kisiku, zaradi Cesar za¢ne fermentirati. Razvijejo se
bakterije, ki izlo¢ajo mle¢no kislino, ta je znacilna sestavina tako skladiS¢enega cvetnega prahu.
TakS$nemu cvetnemu prahu pravijo ¢ebelarji tudi ¢ebelji kruh (Kandolf, 2008). 1z celic satja ga
pridobivamo tako, da ga izkopljemo, zato mu pravimo izkopanec.

Hranilna vrednost cvetnega prahu - izkopanca je za ¢ebeljo druzino vi$ja od hranilne vrednosti
osmukanca. Za vecjo hranilno vrednost so odgovorni mikroorganizmi, ki izvirajo iz prebavil
¢ebel in nektarja ter pripadajo rodu Lactobacillus in Bifidobacterium ki naj bi bili vkljuceni pri
procesu fermentacije cvetnega prahu v celicah satja, zaradi ¢esar prispevajo k povecanju
hranilne vrednosti s proizvajanjem vitaminov (Brodschneider in Crailsheim, 2010).

Pri pridobivanju izkopanca se moc¢no poskoduje satje, zato cebelarji v veliki meri raje
pridobivajo osmukanec.

Pri pridelavi in predelavi cvetnega prahu moramo zagotoviti take pogoje, da cvetni prah ni
podvrzen fizikalnim, kemijskim ali mikrobioloSkim tveganjem onesnaZenja. Tako kot za med
in ostale ¢ebelje pridelke in izdelke iz ¢ebeljih pridelkov ¢ebelarji pri svojem delu upostevajo
Smernice dobrih higienskih navad v ¢ebelarstvu na nacelih sistema HACCP.

2.2.1 Smukalniki

Za pridobivanje osmukanca so ¢ebelarji izdelali posebne naprave, ki se imenujejo smukalniki.
Poznamo zunanje in notranje smukalnike cvetnega prahu.

Zunanji smukalnik je naprava, ki se je namesti na vhod ¢ebeljega panja, sestavljena iz drobnih
luknjic, skozi katere se mora ¢ebela obloZena s tovorom cvetnega prahu stlaciti, ¢e zeli priti v
panj. Pri tlacenju skozi drobne luknjice se ji cvetni prah osmuka z njenih nogic. Osmukana
grudica cvetnega prahu pade v smukalni predaléek. Ker se v Sloveniji ve¢inoma &ebelarji v AZ
panjskem sistemu so zunanji smukalniki zanje najbolj uporabi, saj panj ne potrebuje predhodne
predelave. Na trziScu se najde ve¢ vrst zunanjih smukalnikov. Uporabljajo pa se lahko tudi na
nakladnih panjih.
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Slika 1: Primer zunanjega smukalnika za cvetni prabh.

Notranji smukalnik pa se lahko namesti v vse AZ panje, ki imajo visoko podnico, uporablja pa
se tudi v nakladnih sistemih. Posebnost tega smukalnika je, da je smukalna ploscica postavljena
vodoravno in v sami notranjosti panja. Cebele tako v panj hodijo po klasi¢ni poti, cvetni prah
pa se jim osmuka z nozic v notranjosti panja. Do zbirnega predalcka dostopamo iz zadnje strani
cebeljega panja, kar nam omogoca enostavnejSe pobiranje cvetnega prahu. Na slovenskem
trziS€u Se vedno prevladujejo zunanji smukalniki cvetnega prahu, saj so zaradi obstojecih
panjev najenostavneje uporabni.

Slika 2: Primer notranjega smukalnika cvetnega prahu (foto: B. Bor§tnik)

Za pridobivanje cvetnega prahu so v Sloveniji dobre moznosti (Klun, 1977), ki pa jih Se vedno
premalo izkorig¢amo. V preteklih letih je CZS izvajala testiranje zunanjih smukalnikov z
naSega trziS€a. Po ve¢ letih testiranja smo ugotovili, da je uporaba teh smukalnikov teZavna.
Vecina jih je brez predhodne domace predelave tezko uporabna, smukalni predalcki niso zracni,

pojavlja se plesnenje in tudi donosi se razlikujejo (Lilek in sod., 2016).

V letu 2015 se je oblikovala tudi projektna skupina za razvoj prototipa smukalnika, pri katerem
bi bile v ve¢ji meri odpravljene napake in tezave, ki so bile zaznane med testiranji smukalnikov
iz trziSCa. Razvita sta bila dva tipa zunanjih smukalnikov. Pri testiranjih sta dosegala dobre

18



Porocilo aplikativne raziskave Karakterizacija ¢ebeljih pridelkov

donose v primerjavi z smukalnikom, ki se je v treh letih izkazal za najdonosnejsSega, zahtevala
pa sta nadgradnjo glede konstrukcije, saj se je pri prvih testiranjih ravno tako pojavljalo
nabiranje kondenza in plesnenje. Po nadgradnji je bilo nabiranje kondenza in plesnenje omejeno
(Lilek in sod., 2016).

2.3 SUSENIJE IN STARANJE CVETNEGA PRAHU

Cvetni prah je priporoceno susiti v elektri¢nih susilnikih, kjer vlaga kontinuirano izhlapeva.
Maksimalna temperatura susenja je 30 °C in mora biti ¢im kraj$a, da se izognemo izgubi
vitaminov. Svez cvetni prah vsebuje med 20-30 g/100 g vode. Velika vsebnost vode je odlicen
medij za razvoj mikroorganizmov, kot so bakterije in plesni. Da preprec¢imo kvarjenje cvetnega
prahu in da dosezemo maksimalno kakovost, mora biti cvetni prah pobran vsak dan in po
odvzemu takoj shranjen v zamrzovalnik. Po odtajanju ga je potrebno ¢im prej obdelati.
Obdelamo ga s susenjem, pri ¢emer se vsebnost vode v cvetnem prahu zmanjsa pod 10 g/100
g. V velini slovenske in tudi tuje literature se priporoca susenje cvetnega prahu na temperaturi
40 °C, kar je po razli¢nih objavljenih Studijah previsoka temperatura (Szczesna in sod. 1995;
de Melo Pereira, 2008; Dominguez-Valhondo in sod., 2011 in 2013). V raziskavi na Poljskem
so ugotovili, da zamrzovanje cvetnega prahu ne povzro¢i nobenih oc€itnih kemijskih sprememb,
zato zmrzovanje priporocajo, ko se cvetni prah uporablja v terapevtske namene. Uporaba
liofilizacije povzroc€i znatno izgubo vitamina C in provitamina A, suSenje na 40 °C pa ima na
kakovost cvetnega prahu najslabsi vpliv (Szczesna in sod., 1995).

V $tudiji iz Brazilije ugotavljajo, da susSenje cvetnega prahu na 45 °C 6 ur vpliva na znatno
izgubo vitamina E in B-karotena, kakor tudi provitamina A (de Melo Pereira, 2008). Spanci
ugotavljajo, da je zamrzovanje boljsi nacin shranjevanja cvetnega prahu ter ohranjanja njegovih
kemijskih in bioloskih lastnosti v primerjavi s suSenjem v susilniku (Dominguez-Valhondo in
sod., 2011). Portugalska Studija pa je pokazala, da hitro suSenje cvetnega prahu (3 krat po 45
sekund) na 50 °C v infrardeéi pedici ne povzro¢i zmanj$anja antioksidativne aktivnosti. Ce
povzamemo: cvetni prah se mora suSiti na nizkih temperaturah, pri najve¢ 30 °C, najboljsa
alternativa je uporaba suSenja z zmrzovanjem, vendar vpliv le tega na cvetni prah po nam znanih
podatkih do sedaj $e ni bil preverjen. Susenje povzroci tudi spremembo arome cvetnega prahu
(Dominguez-Valhondo in sod., 2013).

Iz Svice porodajo, da je cvetni prah iz mikrobioloskega in senzori¢nega vidika obstojen do 1,5
leta, ¢e ga hranimo na sobni temperaturi. Pod temi pogoji se njegove mikrobioloske in
senzori¢ne lastnosti ohranijo do 2 leti, v kolikor je hranjen na hladnem, suhem in temnem mestu
(Bogdanov, 2003).

Cvetnemu prahu kot funkcionalnemu zivilu z vplivom na zdravje daje vrednost mocna
antioksidativna aktivnost. Cvetni prah po enoletnem skladisc¢enju izgubi veliko antioksidativne
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ucinkovitosti (okrog 59 %) (Campos in sod., 2003). Na to izgubo po vsej verjetnosti vpliva
zmanjSanje vsebnosti polifenolnih spojin, kar so ugotavljali v Studiji Rzepecka-Stojko in sod.
(2012).

Solomka (2001) poroca, da le shranjevanje cvetnega prahu na 0-10 °C v vakuumu omogoca, da
ne pride do izgub antioksidativne ucinkovitosti. V brazilski studiji so ugotovili izgubo vitamina
C, E in beta karotenov za 15-20 % med skladis¢enjem posusenega cvetnega prahu na sobni
temperaturi po enem letu (de Melo Pereira in sod., 2008).

2.4 STANDARDIZACIA CVETNEGA PRAHU

Cvetni prah, ki ga nabirajo Cebele, je poznan kot zdravo Zivilo s Sirokim spektrom hranilnih in
terapevtskih lastnosti. Trenutno na podro¢ju cvetnega prahu ni nobene standardizacije glede
njegove sestave, Seprav imajo nekatere drzave, kot so Brazilija, Bolgarija, Poljska in Svica
nacionalne standarde. Mednarodno komisijo za med (IHC) sestavlja tudi delovna skupina
strokovnjakov, ki se ukvarja s cvetnim prahom (»Bee-pollen group«). Prizadeva si postaviti
mednarodne standarde kakovosti za cvetni prah in standardizirati analizne metode za analizo
cvetnega prahu osmukanca (Campos in sod., 2008).

Preglednica 3: Predlog za standardizacijo kemijske sestave posuSenega cvetnega prahu- osmukanca
(Campos in sod., 2008; Bogdanov, 2012).

Sestavina Vsebnost
vsebnost vode < 6-8 ¢g/100 ¢
vsebnost beljakovin >159/100g
vsebnost skupnih sladkorjev >409/100 g
vsebnost maséob >1,5¢/100 g
vsebnost pepela <6g/100¢g

Nekatere drzave so postavile minimalne zahteve vsebnosti vode za posusen cvetni prah. V
Braziliji sme posusen cvetni prah vsebovati najve¢ 4 g/100 g, v Svici in Poljski najve¢ 6 g/100
g, v Urugvaju najve¢ 8 g/100 g in Bolgariji najve¢ 10 g/100 g (Campos in sod., 2008).

Monoflorni cvetni prah vsebuje konstantno oz. bolj enakomerno sestavo biolosko aktivnih
snovi (Bogdanov, 2012).

Parametri, kot sta antioksidativna uéinkovitost in vsebnost vitaminov, bi nujno morali biti

vkljuceni v standardizacijo sestave cvetnega prahu, saj bi le na takSen nacin v prehrano vkljucili
cvetni prah z optimalnimi lastnostmi za potrebe posameznika (Campos in sod., 2008).
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2.5 POVZETEK OPRAVLJENEGA DELA V LETU 2017

Rezultati vsebnosti beljakovin, mascob, pepela in vode ter preraCunane vrednosti vsebnosti
skupnih ogljikovih hidratov in energijske vrednosti so bili primerljivi s preteklimi objavami
kemijskih lastnosti slovenskega cvetnega prahu (Lilek in sod., 2015). Ravno tako so vrednosti
z izjemo vode, ki ni bila uposStevana (analize so bile opravljene na svezem cvetnem prahu)
ustrezale predlaganemu normativu kakovosti za cvetni prah, ki se uporablja v prehrani ljudi
(Campos in sod., 2008).

V cvetnem prahu so bili dolo¢eni mezofilni aerobni mikroorganizmi, koliformni
mikroorganizmi ter plesni in kvasovke, ki so najpogostejsi kvarljivci cvetnega prahu. S postopki
obdelave (predvsem suSenjem) cvetnega prahu lahko vplivamo na zmanjsanje oz. redukcijo
dolocenih mikroorganizmov.

Med vzorci cvetnega prahu smo ugotovili tudi razlike v vsebnosti polifenolnih spojin in AOP.
Vsebnost polifenolnih spojin je bila manjsa pri vseh preiskovanih vzorcih, ki so bili predhodno
podvrzeni susenju in pri posameznih vzorcih, ki so bili skladi$¢eni v hladilniku.

Pri testiranju ekonomiénosti smukalnikov smo ugotavljali, da je pobiranje cvetnega prahu
veliko lazje v notranjem smukalniku, saj se do smukalnega predalcka dostopa z zadnje strani
cebeljega panja. Zunanji smukalniki so bolj izpostavljeni vremenskim pojavom, ob poletnih
vecerih se na njih zadrzujejo Cebele, ki ventilirajo, kar otezuje pobiranje cvetnega prahu. Pri
vseh testiranih tipih je potrebna visoka stopnja higiene, saj morebitni drobni ostanki
nepobranega cvetnega prahu hitro zacnejo plesneti. BoljSe donosnosti za posamezni tip
smukalnika v letu 2017 nismo mogli dokazati.

21



Porocilo aplikativne raziskave Karakterizacija ¢ebeljih pridelkov

3 MATERIAL IN METODE

3.1 KARAKTERIZACUA IN VPLIV POSTOPKOV OBDELAVE IN SHRANJEVANJA
CVETNEGA PRAHU NA NJEGOVO KEMIJSKO IN MIKROBIOLOSKO SESTAVO

3.1.1 Zbiranje vzorcev in nacért dela

V raziskavo smo vkljuéili 14 vzorcev cvetnega prahu iz Sestih statisti¢nih regij Slovenije.
Podatki o analiziranih vzorcih (oznaka, statistiCna regija in letnik pridelave) so zbrani v
preglednici 4.

Preglednica 4: Seznam vzorcev po oznakah in statisti¢nih regijah

Letnik
Oznaka Statistina regija pridelave
N1P17 Gorenjska 2017
0S117 Osrednjeslovenska 2017
0S217 Osrednjeslovenska 2017
0S 317 Osrednjeslovenska 2017
0S 417 Osrednjeslovenska 2017
0S517 Osrednjeslovenska 2017
SK1P17 Jugovzhodna 2017
Jv 118 Jugovzodna 2018
GOR 118 Gorenjska 2018
GOR 218 Gorenjska 2018
ZAS 118 Zasavska 2018
PN 118 Primorsko notranjska 2018
PN 218 Primorsko notranjska 2018
SAV 118 Savinjska 2018

Na zbranih vzorcih (Preglednica 4) smo opravili analize dolo¢anja vsebnosti vode, mascob,
pepela, beljakovin, prera¢unana je bila vsebnost skupnih ogljikovih hidratov in energijska
vrednost. Dolocena je bila vsebnost skupnih polifenolnih spojin in mikrobioloska slika.

Na vzorcih (H1 17, D1 17, K1 17) so se izvajale analize v skladu s preglednico 5 (Staranje in

obdelava cvetnega prahu). Skupaj je bilo podvrzeno analizam na vsebnost skupnih polifenolih
spojin in mikrobioloSko sliko dodatnih 13 vzorcev cvetnega prahu.
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Preglednica 5: Naért izvajanja kemijskih analiz

Vzorcenje
2017/2018

Stevilo
analiz

Vzorci

Opravljene analize

Karakterizacija
cvetnega prahu

vzorci v svezem stanju iz
razliénih geografskih obmocij

B, M, V, P, PF, MIKRO
(7 vzorcev-2017; 7

14 | Slovenije vzorcev 2018)

Svez CP, hranjen v hladilniku 3

3 mesece PF, MIKRO
Posusen CP na 35 °C, hranjen 5

o 3 mesecev na temperaturi 16 °C PF, MIKRO

Staranje in ; )

obdelava Posusen CP na 40 °C, hranjen 5

cvetnega prahu 3 mesecev na temperaturi 16 °C PF, MIKRO
Posusen CP na 35 °C, hranjen 1

2 leto na temperaturi 16 °C PF, MIKRO
Posusen CP na 40 °C, hranjen 1

2 leto na temperaturi 16 °C PF, MIKRO

Legenda: B-beljakovine, M-mascobe, V- voda, P-pepel, PF-skupni polifenoli, MIKRO- mikrobioloska slika.
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Slika 3: Vzor¢enje in obdelava vzorcev

3.1.2 Metode dolo¢anja parametrov cvetnega prahu

Dolocdanje vsebnosti vode v cvetnem prahu

Vsebnost vode smo dolocili gravimetriéno s susenjem na 105 °C do konstantne mase v
laboratorijskem suSilniku (obic¢ajno > 6 ur) (Metoda povzeta po SIST EN 14346: 2007).

Doloc¢anje vsebnosti beljakovin v cvetnem prahu

V vzorcih smo dolo¢ili vsebnost skupnega dusika (s Kjeldahlovo metodo), ki smo jo mnozili s
splosnim faktorjem 6,25 (Cn x 6.25 = Cheljakovin) in tako izracunali vsebnost beljakovin.

Zatehto vzorca (priblizno 0,2 g) smo kuhali v meSanici zZveplene kisline, salicilne kisline in
katalizatorja) minimalno 2 uri pod refluksom, da nastane bistra raztopina. V raztopini smo
titrimetricno dolodili vsebnost dusika (kot amonij), titracija z 0,1 M HCI s potenciometricno
indikacijo ekvivalentne tocke.

(Reference: AOAC 945.23 in 981.10, Standard 1SO 11261:1996 modif.)

Doloc¢anje vsebnosti maséob v cvetnem prahu
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Zatehti vzorca (priblizno 1 g) smo dodali HCI in hidrolizirali pod refluksom 2 uri. Nato smo
prefiltrirali, preostanek na filtru posusili in ekstrahirali na Soxhlet aparaturi s petroletrom.
Topilo smo odparili, posusili in gravimetri¢no dolocili vsebnost mascob.

(Reference: Fat Determination according to Weibull-Stoldt-Standard Application, No. E-416-
E-816-Sox-001, Buchi, AOAC 963.15)

Dolocanje vsebnosti pepela v cvetnem prahu

Vsebnost pepela v cvetnem prahu smo dolocali gravimetricno. DoloCimo ga s tehtanjem suhega,
ohlajenega mineralnega preostanka, po sezigu organske snovi pri 500-600 °C ob prisotnosti
kisika.

(AOAC 920.181)

Dolodanje vsebnosti skupnih ogljikovih hidratov v cvetnem prahu

Vsebnost skupnih ogljikovih hidratov je bila dolo¢ena rac¢unsko. To pomeni da od vsebnosti
suhe snovi odstejemo vsebnost vode, mas¢ob, beljakovin in pepela.

Skupni OH (g/100 g)= 100 — ( M vode + M pepela + M mascop + M beljakovin)

Dolocdanje energijske vrednosti cvetnega prahu

Hranilna vrednost cvetnega prahu je bila dolo¢ena rac¢unsko.

ENERG.(kJ/100 g)=17 * (vsebnost beljakovin+vsebnost ogljikovih hidratov) + 37* vsebnost

mascob

Dolocanje mikrobioloSke slike v cvetnem prahu

Analize so bile opravljene v 2 tehni¢nih ponovitvah. Pri vzorcih, pri katerih se ugotavlja vpliv
staranja in shranjevanja, pa so se izvajale 3 bioloske ponovitve.

Priprava mati¢ne raztopine in red¢itvene vrste

Mati¢no raztopino smo pripravili tako, da smo 10 g posameznega vzorca razred¢ili v 90 ml
fizioloske raztopine. Vzorce smo homogenizirali v laboratorijskem homogenizatorju. Iz
mati¢ne raztopine smo nadaljevali z red¢itveno vrsto tako, da smo po 1 ml vsakega predhodnega

vzorca prenesli v 9 ml fizioloske raztopine. Ustrezne red¢itve smo nacepili na agarske plosce.

Dolocanje skupnega Stevila aerobnih mezofilnih mikroorganizmov
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Za dolocanje skupnega Stevila aerobnih mezofilnih mikroorganizmov smo uporabili agar PC.
Plosce smo inkubirali 3 — 5 dni pri 30 °C.

Dolocanje skupnega stevila koliformnih bakterij

Za dolocanje skupnega Stevila koliformnih bakterij smo uporabili agar VRBL, kromogeno
gojisce za prepoznavanje koliformnih bakterij. PloS¢e smo inkubirali pri 37 °C 24 ur.

Dolocanje skupnega stevila kvasovk in plesni
Za dolocanje skupnega Stevila kvasovk in plesni smo uporabili agar DRBC z dodatkom
antibiotika kloramfenikol, selektivno gojis¢e za kvasovke in plesni. PloS¢e smo inkubirali pri

28 °C 3-5 dni.

Dolodanje skupnih polifenolnih spojin v cvetnem prahu in njihov antioksidativni potencial
AOP

Skupne polifenolne spojine in AOP smo dolocili v izvle¢kih iz cvetnega prahu, Ki smo jih
pripravili s pomocjo solventne ekstrakcije trdno/tekoce z uporabo topila 96 % etanol. Pri tem
smo Kk ustrezni zatehti cvetnega prahu dodali ekstrakcijsko topilo v razmerju 1 : 3 (masa cv.
prahu (g) : volumen ekstr. topila (mL)). Ekstrakcija je potekala 24 ur na stresalniku v temi pri
sobni temperaturi z vmesnim tretiranjem v ultrazvoéni kopeli. Po ekstrakciji smo vzorce
filtrirali in filtrat centrifugirali 10 min pri 4000 obr/min. Za vsak vzorec smo opravili ekstrakcijo
v najmanj v treh ponovitvah in tako pridobili za vsak vzorec cvetnega prahu najmanj tri
izvlecke. Ponovljivost ekstrakcije polifenolnih spojin je bila v okviru 5 %.

Skupne polifenolne spojine smo dolocili v vsakem posameznem izvlecku po Folin-Ciocalteu
metodi, ki jo je opisal Gutfinger (1981). V reakciji Folin-Ciocalteu reagenta s polifenolnimi
spojinami nastane modro obarvan kompleks, ki smo ga dolocili spektrofotometricno z
merjenjem absorbance pri valovni dolzini 765 nm (A7es). Analizo smo za vsak izvlecek opravili
v najmanj v treh ponovitvah. Napaka dolocitve je manj kot 3 %. VVsebnost skupnih polifenolnih
spojin v vzorcih cvetnega prahu smo izrazili v ekvivalentih galne kisline kot mg galne kisline
(GK) na gram suhe snovi cvetnega prahu (mg GK/g s.s.).

AOQP izvleckov fenolnih spojin iz cvetnega prahu smo dolocili z metodo dolocitve sposobnosti
lovljenja radikala 1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPHe) (Brand-Williams in sod., 1995).
Dolo¢itev temelji na reakciji med radikalom in fenolnimi spojinami, kar belezimo kot znizanje
absorbance pri valovni dolzini 517 nm (Asz7). Analizo smo opravili v treh do petih ponovitvah.
AOP smo izrazili kot koncentracijo polifenolnih spojin v reakcijski zmesi, ki za 50 % zniza
zacetno vsebnost DPPHe (ECsp). Vecja vrednost ECso pomeni slabsi AOP.
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3.2 SPREMLJANJE EKONOMICNOSTI SMUKANJA V ZUNANJEM OZIROMA
NOTRANJEM SMUKALNIKU

Poskus spremljanja ekonomic¢nosti notranjega in zunanjega smukalnika se je izvajal na 15
ebeljih druzinah. Sest Gebeljih druZin je imelo name$éen notranji smukalnik (tip 3), Sest
zunanji smukalnik (tip 1 in tip 2), tri ¢ebelje druzine so bile kontrolne brez namescenih
smukalnikov. Donose cvetnega prahu smo beleZili dnevno, z izjemo dni ko nam vreme to ni
omogocalo. V vseh druzinah smo za dolocitev vitalnosti druzin spremljali naslednje parametre:

e koli¢ino nepokrite in pokrite zalege, na osnovi subjektivne ocene, prirejene po Standard
methods for estimating strength parameters of Apis mellifera colonies (Keith S
Delaplane, Jozef van der Steen and Ernesto Guzman). Ocenjevalec je na osnovi izkusen;
ocenil koli¢ino nepokrite in pokrite zalege glede na povrsino zalege. Ocenjeval je vedno
isti ocenjevalec.

e Zivalnost oz. mo¢ smo dolocali na osnovi ocenjevanja glede na povpreéje v poskus
vkljucenih druzin z ocenami od 1 do 4 (ocena 1 in 2: pod povpre¢jem, ocena 3 in 4: nad
povprec¢jem). Ocenjeval je vedno isto ocenjevalec.

e zalogo medu in cvetnega prahu v plodis¢u smo ocenjevali z ocenami od 1 do 5, pri
¢emer 1 pomeni skoraj brez hrane, 2 malo hrane, 3 zadovoljivo veliko hrane, 4 veliko
hrane, 5 nenormalno velika koli¢ina hrane v plodis¢u. Ocenjeval je vedno isti
ocenjevalec.

Starost matic je bila eno leto. V juniju je bila izvedena prekinitev zaleganja, posledicno
cvetnega prahu v dolo¢enem obdobju nismo pridobili (mesec julij).

V testiranje so bili vkljuéeni notranji (Tip 3) in zunanji smukalniki (plasti¢en- tip 2 in leseni-
tip 1), ki so na razpolago na slovenskem trzis¢u. Za izbor testiranih smukalnikov smo se odlo¢ili
na podlagi lastnih izkuSenj in predhodnih testiranj smukalnikov s slovenskega trzis¢a, ki so bila
objavljena v reviji Slovenski ¢ebelar. Cvetni prah smo vzor¢ili dnevno in tehtali donose. Za
rezultat smo podali povprecne vrednosti za dolocen tip smukalnika.
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g

Slika 4: Po namestitvi smukalnikov cvetnega prahu (notranji smukalniki) Tip 3

i

Slika 5: Name$¢eni zunanji smukalniki in pobiranje cvetnega prahu v zunanjih smukalnikih

3.2.1 Statisti¢na analiza

Podatke o vsebnosti vode, beljakovin, mascob, pepela, ogljikovih hidratov in energijski
vrednosti ter vsebnosti skupnih fenolov smo prikazali kot povprecja + standardna deviacija
(SD). Pri mikrobioloski sliki je bil preracunan odstotek redukcije rasti mikroorganizmov in
zmanjSanje Stevila mikroorganizmov. Pri testiranju ekonomic¢nosti smukalnikov pa smo izvedli
metodo analize variance (ANOVA), uporabili smo Duncanov post hoc test (o = 0.05).
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

41 KEMIJSKA SESTAVA CVETNEGA PRAHU

Preglednica 6: Kemijska sestava cvetnega prahu osmukanca, pridobljenega v razli¢nih regijah Slovenije
(g/100 g svezega vzorca)

Vsebnost
skupnih
Vsebnost| Vsebnost [vsebnost|Vsebnost| ogljikovih |Energijska
Oznaka vode |beljakovin|mascob* | pepela* | hidratov* |vrednost*
Statisti¢na regija vzorca | Leto [(g/100g)|* (g/100¢g)|(g/100g) |(g/100g) | (g/100g) | ki/100g

Osrednjeslovenska 0S117 | 2017 18,91 16,4 4,8 2,41 57,48 1433,6
Osrednjeslovenska 0S217 | 2017 18,52 17,9 6,2 1,98 55,40 1475,5
Osrednjeslovenska 0S317 | 2017 15,19 17,8 5,3 2,05 59,66 1512,9
Osrednjeslovenska 0S417 | 2017 22,95 14,6 5,4 2,02 55,03 1383,5
Osrednjeslovenska 0S517 | 2017 17,83 17,0 7,3 2,04 55,83 1508,2
Jugovzhodna SK1P 17 | 2017 12,37 27,4 7,3 2,73 50,20 1589,3
Gorenjska N1P 17 | 2017 13,67 19,2 8,4 2,18 56,55 1598,6
min 12,37 14,6 4,8 1,98 50,20 1383,5
max 22,95 27,4 8,4 2,73 59,66 1598,6
povprecje 17,06 18,61 6,39 2,20 55,74 1500,2

+SD 3,60 4,13 1,32 0,28 2,90 78,0
Jugovzhodna JV118 | 2018 | 20,02 15,5 4,0 2,73 57,75 1393,3
Gorenjska GOR 118( 2018 27,52 17,2 7,5 2,72 45,06 1335,9
Gorenjska GOR218| 2018 | 18,34 19,7 6,3 2,16 53,50 1477,5
Zasavska ZAS118| 2018 26,69 15,3 7,5 2,46 48,05 1354,5
Primorsko Notranjska PN 118 | 2018 30,07 19,4 6,6 1,90 42,03 1288,5
Primorsko Notranjska PN218 | 2018 25,33 19,3 7,2 2,13 46,04 1377,2
Savinjska SAV118 | 2018 | 27,89 17,1 6,6 2,54 45,87 1314,7
min 18,34 15,3 4,0 19 42,03 1288,5
max 30,07 19,7 7,5 2,73 57,75 1477,5
povprecje 25,12 17,64 6,53 2,38 48,33 1363,1

+SD 4,33 1,85 1,21 0,32 5,43 61,8

* vrednosti podane na svez vzorec

Povprec¢na vsebnost vode v cvetnem prahu je bila v vzorcih, pridobljenih v letu 2017 manjsa
(17,06 g/100 g) v primerjavi z vzorci, pridobljenimi v letu 2018 (25,12 g/100 g). Vsebnost vode
v cvetnem prahu je odvisna od vec faktorjev, nanjo pa vplivajo tudi vremenske razmere. V
svezem cvetnem prahu se vsebnosti vode gibljejo od 20-30 g/100 g, kar pomeni da je cvetni
prah mikrobiolosko zelo obcutljivo zivilo. Najvec¢jo vsebnost vode je imel vzorec, pridobljen
iz primorsko notranjske statisti¢ne regije (30,07 g/100 g) v letu 2018, najniZjo pa vzorec in
jugovzhodne regije, pridobljen v letu 2017 (12,37 g/100 g).
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Povprecna vsebnost beljakovin je bila med vzorci iz leta 2017 in 2018 primerljiva. V vzorcih,
pridobljenih v poletnem ¢asu v letu 2017, se je gibala med 14,6 in 27,4 g/100 g. V vzorcih iz
leta 2018, pridobljenih v spomladanskem cCasu, pa je bila med 15,3 in 19,7 g/100 g.

Tudi povprecna vsebnost mascob v vzorcih cvetnega prahu iz leta 2017 in 2018 je bila
primerljiva (6,39 ¢g/100 g in 6,53 g/100 g).

Vsebnost pepela je med vzorci dokaj podobna in se med leti pridobivanja ni razlikovala.
Vsebnost pepela se je gibala med 1,9 — 2,73 g/100 g, kar je primerljivo z drugimi objavami o
vsebnosti pepela v slovenskem cvetnem prahu.

Povprec¢na vsebnost racunsko doloc¢enih skupnih ogljikovih hidratov je bila v vzorcih iz leta
2017 vecja (55,74 g/100 g). V vzorcih iz leta 2018 pa je bila za 13 % manjsa (48,33 g/100 g).
Posledi¢no se je nekoliko razlikovala tudi energijska vrednost cvetnega prahu. Ta je bila v
vzorcih iz leta 2017 med 1383,5 in 1598,6 kJ/100 g, v vzorcih iz leta 2018 pa med 1288,5 in
1477,5 kJ/100 g.

4.2 MIKROBIOLOSKA KARAKTERIZACIJA CVETNEGA PRAHU 1Z RAZLICNIH
GEOGRAFSKIH REGIJ SLOVENIE

Pri mikrobioloski karakterizaciji smo v svezih vzorcih cvetnega prahu dolocali Stevilo
mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, kvasovk, plesni in koliformnih mikroorganizmov.

Preglednica 7: Stevilo mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, plesni, kvasovk in koliformnih bakterij
prikazano v enotah, ki tvorijo kolonije, angl. colony forming units na 1 gram vzorca (CFU/g) cvetnega
prahu.

Mezofilni aerobni Koliformne
Oznaka vz. mikroorganizmi Plesni Kvasovke bakterije
N1P M 4,65X10* 4,10X103 1,10X103 6,15X10°
0S5 17 2,76X10* 3,30X103 2,50X10? 9,25X10?
SK1P <10? 3,25X10* 3,25X10* 4,50X10?
054 17 2,45X10° 5,00X10? 1,50X103 1,50X10*
0S3 17 2,00X10° 1,35X10* 9,50X10? 1,50X10*
0S2 17 8,30X10° 1,05X10* 2,25X103 3,65X103
0S1 17 2,10X10° 2,73X10* 2,60X10° 4,72X10*
PN 218 3,18X10° 2,65X10° 3,50X10* 7,75X10°
GOR1 18 3,00X10° 2,05X10° 4,00X10* 4,45X103
GOR 2 18 1,22X10° 1,50X10* 5,50X10* 8,75X10?
SAV 118 1,46X10° 2,50X10* 1,10X10° 4,68X10*
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ZAS 118 1,01X10° 2,50X10* 7,50X10* 3,60X103
PN118 1,55X10’ 3,50X10* 4,15X10° 1,15X10?
V118 4,38X10° 7,40X103 1,20X10* 7,75X103
min <102 5,00X10? 2,50X10? 1,50X10*
max 1,55X10’ 3,50X10* 5,50X10* 4,72X10*
povpredje 3,3 x10° 1,5 x 10* 5,6x10* 1,1 x10*
sd 5,4x10° 1,2x10* 1,1x10° 1,6x10*
8,00
7,00
6,00 B Mezofilni aerobni
mikroorganizmi
w0 5,00 M Plesni
§ 4,00
‘go ' Kvasovke

w
=)
o

Koliformne bakterije
2,00

1,00

0,00

N1P OS5 SK1 OS4 OS3 0S2 0OS1 PN 2 GORGOR SAV ZAS PN1JV1
M 17 P 17 17 17 17 18 118218 218118 18 18

Oznaka vzorca

Slika 6: Grafi¢ni prikaz zbranih rezultatov mikrobiolo$ke analize cvetnega prahu iz razli¢nih geografskih
regij Slovenije.

Stevilo mikroorganizmoyv je prikazano v logaritmu enot, ki tvorijo kolonije v 1 gramu vzorca (logCFU/g). Oznaka
<2 pomeni, da je $tevilo mikroorganizmov manjse od 100 v 1 gramu vzorca (<2 logCFU/mL) cvetnega prahu.
Meja detekcije mezofilnih aerobnih mikroorganizmov je 100 v 1 gramu vzorca oz 2 logCFU/g, kar je prikazano s
¢rto na grafu.

MikrobioloSka slika svezih analiziranih vzorcev je raznolika. Najvecje Stevilo mezofilnih
aerobnih mikroorganizmov smo dolo¢ili pri vzorcu z oznako PN 1 18, najmanj$e pa v vzorcu z
oznako SK1 P. Najvecje stevilo plesni smo doloéili v vzorcu z oznako PN 1 18, najmanjse pa
v vzorcu z oznako OS 4 18. Najvecje Stevilo kvasovk smo dolo¢ili v vzorcu z oznako PN 1 18,
najmanjse pa v vzorcu z oznako OS 5 17. Najvecje Stevilo koliformnih bakterij smo dolo¢ili v
vzorcu z oznako OS 1 17, najmanjSe pa v vzorcu z oznako PN 1 18.

Vzorec z oznako PN 1 18 je imel najvecjo mikrobiolosko obremenitev z mezofilnimi aerobnimi
mikroorganizmi, plesnimi in kvasovkami, ampak je Stevilo koliformnih bakterij prav v tem
vzorcu najmanjSe. Prisotnost koliformnih mikroorganizmov je lahko pokazatelj fekalne
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onesnazenosti vzorcev in je zato pomembno, da je Stevilo le teh v vzorcu majhno (preglednica

7, Slika 6).

4.3 MIKROBIOLOSKA ANALIZA CVETNEGA PRAHU,
HLADILNIKU

HRANJENEGA V

Na treh vzorcih cvetnega prahu iz razli¢nih geografskih regij (D117, K117 in H117) smo
nadaljevali shranjevanje v hladilniku. Vzorcenje je potekalo po treh mesecih hranjenja v
hladilniku (<10 °C). V preglednicah so podani tudi rezultati iz prejSnjega leta.

Preglednica 8: Stevilo mezofilnih aerobnih mikroorganizmov (mo), plesni, kvasovk in koliformnih bakterij
prikazanih kot povprecno Stevilo CFU/g vzorca D1 cvetnega prahu s standardnim odklonom (SD), sveZega
vzorca cvetnega prahu ter vzorcev, shranjenih v hladilniku 2 tedna (2t), 1 mesec (1m) in 3 mesece (3m).

Mezofilni aerobni mo Kvasovke Plesni Koliformne bakterije
Povprecje |SD Povprecje | SD Povprecje | SD Povprecje | SD
D1-17 2,03X10°| 1,19X10°| 1,60X10°| 5,00X10°| 3,00X10°| 2,00X10°| 1,30X10*| 2,00X10?
D1 hladilnik 2t 2,12X10°| 2,30X10°| 4,02X10*| 1,86X10*| 1,65X10%| 5,00X10'| 3,80X10%| 1,10X103
D1 hladilnik 1m 2,00X10%| 1,00X10%| 3,50X10%| 2,50X10?| 3,50X10?%| 2,50X10? <10'| -
D1 hladilnik 3m 5,50X107% | 1,50X10? <10?| - 2,50X10% | 5,00X10* <10'| -

Preglednica 9: Stevilo mezofilnih aerobnih mikroorganizmov (mo), plesni, kvasovk in koliformnih bakterij
prikazanih kot povprecno Stevilo CFU/g vzorca K1 cvetnega prahu s standardnim odklonom (SD), sveZega
vzorca cvetnega prahu ter vzorcev, shranjenih v hladilniku 2 tedna (2t), 1 mesec (1m) in 3 mesece (3m).

Mezofilni aerobni mo Kvasovke Plesni Koliformne bakterije
Povprecje | SD Povprecje | SD Povprecje | SD Povprecje | SD
K1-17 6,30X10°| 0,00X10°| 1,55X10°| 3,50X10°| 3,50X10°| 2,50X10°| 1,02X10*| 2,50X10?
K1 hladilnik 2t 2,20X10°| 1,60X10°| 2,70X10*| 1,40X10°| 1,50X10%| 3,00X10?| 1,50X10%| 5,00X10*
K1 hladilnik 1m | 3,50X10?| 5,00X10'| 7,50X10%| 5,00X10'| 7,50X10%| 5,00X10* <10!
K1 hladilnik 3m | 1,05X10?| 5,00X10° <102 2,00X10%| 1,00X10? <10?

Preglednica 10: Stevilo mezofilnih aerobnih mikroorganizmov (mo), plesni, kvasovk in koliformnih bakterij
prikazanih kot povpreéno Stevilo CFU/g vzorca H1 cvetnega prahu s standardnim odklonom (SD), sveZega
vzorca cvetnega prahu ter vzorcev, shranjenih v hladilniku 2 tedna (2t), 1 mesec (1m) in 3 mesece (3m).

Mezofilni aerobni
mo Kvasovke Plesni Koliformne bakterije
Povprecje | SD Povprecje | SD Povprecje | SD Povprecje | SD
H1-17 1,07X10°| 7,43X10%| 1,50X10°| 2,00X10°| 1,50X10°| 5,00X10*| 4,25X10°| 4,50X10°
H1 hladilnik 2t 6,40X10°| 1,30X10°| 1,26X10*| 6,50X10%| 1,45X10%| 5,00X10!| 2,00X10!| 1,00X10*
H1 hladilnik 1m 1,90X10%| 5,00X10%| 3,50X10%| 5,00X10| 3,50X10?| 5,00X10* <10t
H1 hladilnik 3m 4,30X10°| 1,00X10? <102 5,50X10* | 4,50X10! <10t

Zmanj$anje Stevila mikroorganizmov v vzorcih cvetnega prahu, shranjenih v hladilniku
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Preglednica 11: Zmanj$anje Stevila mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, kvasovk, plesni in koliformnih
bakterij v vzorcih cvetnega prahu shranjenih v hladilniku 2 tedna (2t), 1 mesec (1m) in 3 mesece (3m)
prikazanih v % kot povprecje in standardni odklon.

Mezofilni aerobni

Mezofilni aerobni

mikroorganizmi

Kvasovke

Plesni

Koliformne
bakterije

mikroorganizmi Kvasovke Plesni Koliformne bakterije
Povprecje |SD Povprecje SD Povprecje SD Povprecje SD
Hladilnik 2t -2,06 5,59 27,82 4,92 38,69 3,53 41,64 25,16
Hladilnik 1m 54,69 5,25 60,05 5,38 53,41 4,67 74,26 1,58
Hladilnik 3m 54,05 10,47 70,68 7,23 67,09 4,12 74,26 1,58
100

g

>

=]

£

N

[=

g}, H Hladilnik 2 t

o

e = Hladilnik 1 m

=

£ = Hladilnik 3 m

2

[=

s

s

5]

£

N

a — Stevilo koliformnih bakterij se je zmanjsalo za vec¢ kot 75 %.
Slika 7: Zmanj$anje $tevila mikroorganizmov, shranjenih v hladilniku 2 tedna (2 t), 1 mesec (1 m) in 3
mesece (3 m) prikazano v % s standardnim odklonom.

Pozitivna vrednost pomeni zmanjSanje mikroorganizmov, negativno Stevilo pa rast Stevila

mikroorganizmov (Preglednicall).

Spremljali smo mikrobiolosko stabilnost cvetnega prahu v hladilniku. Ce je vzorec stabilen, se
Stevilo mikroorganizmov ne spreminja. Primer je $tevilo mezofilnih aerobnih mikroorganizmov
Vv vzorcu, shranjenem 2 tedna v hladilniku, kjer se $tevilo ni spremenilo. V ostalih vzorcih je
prislo do zmanj$anja Stevila mikroorganizmov.

Mikrobioloska slika vzorcev cvetnega prahu, shranjenih v hladilniku ni stabilna in s ¢asom se
nestabilnost povecuje.

V stabilnem vzorcu ne pri¢akujemo vecjih sprememb v Stevilu mikroorganizmov.

33




Porocilo aplikativne raziskave Karakterizacija ¢ebeljih pridelkov

4.4 MIKROBIOLOSKA ANALIZA CVETNEGA PRAHU, SUSENEGA PRI 35 °C IN 40

°C

Na treh vzorcih posuSenega cvetnega prahu (pri 35 °C in 40 °C) je bila opravljena
mikrobioloska slika po 5 in 12 mesecih shranjevanja na temperaturi 16 °C. V preglednicah so
podani tudi rezultati iz prejSnjega leta.

Preglednica 12: Stevilo mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, kvasovk, plesni in koliformnih
bakterij prikazano v enotah, ki tvorijo kolonije, angl. colony forming units na 1 gram vzorca (CFU/g)
cvetnega prahu D1-17, svezega ter susenega pri 35 °C in 40 °C in shranjenega 3 dni, 5 mesecev (5m) in 1

leto (11). Prikazane so povprecne vrednosti s pripadajo¢im standardnim odklonom (sd).

Mezofilni aerobni
m.o. Kvasovke Plesni Koliformne bakterije
povprecje | sd povprecje | sd povprecje |sd povprecje |sd

D1-17 2,03X106 | 1,19X10°| 1,60X10°¢| 5,00X10%| 3,00X10°| 2,00X10°| 1,30X10*| 2,00X10?
D1 POSUSEN
35°C 3d 1,70X10°| 8,00X10*| 1,37X10%| 1,25X10%| 1,00X10%| 1,00X10?| 9,00X10? | 3,00X10?
D1 POSUSEN
35°C 5m 1,40X10%| 1,15X10%| 1,77X10*| 1,10X10%| 3,90X10%| 4,00X10?| 4,05X10?| 3,50X10*
D1 POSUSEN
35°C 1L 8,50X10? | 5,00X10'| 1,50X10!| 5,00X10°| 3,00X10*| 5,00X10* <10? -
D1 POSUSEN
40°C 3d 5,05X10° | 4,50X10*| 2,00X10°| 1,00X10° <102 9,20X10% | 2,90X10°
D1 POSUSEN
40°C 5m 1,95X10°%| 1,50X10%| 3,50X10°| 1,10X10%| 9,00X10?| 1,00X10? <10?
D1 POSUSEN
40°C 1L 3,15X10? | 5,00X10°| 3,00X10'| 0,00X10°| 3,00X10*| 5,00X10* <10t -

Preglednica 13: Stevilo mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, kvasovk, plesni in koliformnih
bakterij prikazano v enotah, ki tvorijo kolonije, angl. colony forming units na 1 gram vzorca (CFU/g)
cvetnega prahu K1-17 sveZega ter susenega pri 35 °C in 40 °C in shranjenega 3 dni, 5 mesecev (5m) in 1 leto

(11). Prikazane so povprecne vrednosti s pripadajo¢im standardnim odklonom (sd).

Mezofilni aerobni
m.o. Kvasovke Plesni Koliformne bakterije
povpreje | sd povprecje |sd povprecje |sd povpreéje |sd

K1-17 6,30X10°%| 0,00X10°| 1,55X108| 3,50X10°| 3,50X10°| 2,50X10°| 1,02X10%| 2,50X10?
K1 POSUSEN 35°C
3d 3,50X10%| 5,00X10%| 1,50X10°| 5,00X10*| 1,17X107| 7,15X10°| 5,50X10?| 2,50X10?
K1 POSUSEN 35°C
5m 4,30X10°% | 3,00X10%| 7,25X10%| 5,00X10*| 8,20X10%| 2,00X10%?| 6,50X10!| 5,00X10°
K1 POSUSEN 35°C
1L 4,00X10%| 1,00X10%| 7,00X10'| 1,00X10*| 3,50X10?| 1,50X102 <10t -
K1 POSUSEN 40°C
3d 2,91X10%| 2,45X10%| 1,49X10%| 9,50X10?| 1,25X10%| 1,50X10?| 3,00X10*| 0,00X10°
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K1 POSUSEN 40°C

5m 5,65X10%| 3,35X10%| 2,95X10%| 2,50X102| 3,55X10%| 2,50X102 <10t

K1 POSUSEN 40°C

1L 4,00X10%| 3,00X10%| 4,50X10!| 1,50X10'| 1,50X102| 5,00X10" <10t -

Preglednica 14: Stevilo mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, kvasovk, plesni in koliformnih
bakterij prikazano v enotah, ki tvorijo kolonije, angl. colony forming units na 1 gram vzorca (CFU/g)
cvetnega prahu H1-17, sveZega ter suSenega pri 35 °C in 40 °C in shranjenega 3 dni in 5 mesecev (5m).
Prikazane so povprecne vrednosti s pripadajo¢im standardnim odklonom (sd).

Mezofilni aerobni m.o. Kvasovke Plesni Koliformne bakterije
povprecje sd | povpredje sd | povpreéje sd | povprecje sd
H1-17 1,07X10%| 7,43X10%| 1,50X10°|2,00X10°| 1,50X10°|5,00X104 | 4,25X10%| 4,50X10?
H1 POSUSEN 35°C
3d 2,71X10*| 1,50X10%| 4,23X10%|3,00X10%| 1,05X10%|2,50X102| 3,00X10*| 0,00X10°
H1 POSUSEN 35°C
5m 8,85X10°%| 1,05X10%| 9,95X10°|8,50X10? | 8,90X10%|2,00X102| 5,00X10*| 1,00X10*
H1 POSUSEN 40°C
5m 7,50X10%| 1,50X10%| 1,05X10°|2,50X10%| 2,55X10° | 5,00X101 <10t

ZmanjSanje Stevila mikroorganizmov v vzorcih cvetnega prahu po susenju

Izracunali smo po naslednji enacbi:

log10CFU . log10CFU
7> — posuSen vzorec (———

Alog10MO po suSenju = sveZ vzorec (

Alog10MO po susSenju 100
log10CFU. "
—g )

1z razlik med svezimi vzorci in suSenimi VZOrci smo izra¢unali % zmanj$anja za vzorce D1, K1

Zmanj$anje Stevila mikroorganizmov (%) = (

svez vzorec (

in H1 ter iz teh vrednosti povprecje in standardni odklon.

Preglednica 15: ZmanjSanje $tevila mikroorganizmov Vv vzorcih cvetnega prahu, posusenih pri 35°C in
shranjenih 3 dni, 5 mesecev in 1 leto, prikazano v % zmanjSanja s pripadajo¢im standardnim odklonom.

Mezofilni Koliformne

aerobni mo Kvasovke Plesni bakterije
Posusen 35°C Povpre¢je | SD | Povpreéje | SD |Povpre¢je |SD |Povpreéje |SD
Shranjen 3 dni 239(24 24,1| 6,8 22,0313 40,7|13,8
Shranjen 5 mesecev 356(1,2 343| 3,6 27,2110,8 48,1 8,0
Shranjen 1 leto 54,6 10,8 43,0117,1 726| 44 754 04
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Preglednica 16: Zmanj$anje $tevila mikroorganizmov v vzorcih cvetnega prahu posusenih pri 40°C in
shranjenih 3 dni, 5 mesecev in 1 leto prikazano v % zmanjsanja s pripadajo¢im standardnim odklonom.

Mezofilni Koliformne

aerobni mo Kvasovke Plesni bakterije
Posusen 40°C Povprecje | SD | Povpre¢je |SD |Povpreéje |[SD |Povprecje |SD
Shranjen 3 dni 16,5(7,2 252| 79 62,8 17,2 35,4|27,6
Shranjen 5 mesecev 459 6,6 458 3,8 37,1 3,9 74,3| 1,6
Shranjen 1 leto 56,0 2,2 45,8119,9 744\ 2,6 75,4| 0,4

100

Zmanjsanje mikroorganizmov (%)

mikroorganizmi

Mezofilni aerobni

Kvasovke

Plesni

Koliformne
bakterije

H 3 dni
M 5 mesecev

w1 leto

a — zmanjsanje koliformnih mikroorganizmov je >75 %
Slika 8: Redukcija Stevila mikroorganizmov pri procesu susenja pri 40 °C, prikazana v % redukcije. Graf
prikazuje povprecne vrednosti in standardne odklone.
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Slika 9: Redukcija $tevila mikroorganizmov pri procesu susenja pri 35 °C, prikazana v % redukcije. Graf
prikazuje povprecne vrednosti in standardne odklone.
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SuSenje je intervencija s katero Zelimo zmanjsati Stevilo mikroorganizmov v vzorcih cvetnega
prahu zaradi boljSe stabilnosti vzorcev in moZznega shranjevanja pri sobni temperaturi. S
suSenjem zmanjSamo vsebnost vode in vodno aktivnost vzorcev.

Na slikah (8 in 9) vidimo bistveno zmanjsanje Stevila vseh mikroorganizmov hitro po suSenju
vzorcev (2 tedna po suSenju) ampak je ta vpliv susenja bolj ucinkovit pri 40 °C kot pri 35 °C.
V vzorcih, posuSenih pri 40 °C, se Stevilo mikroorganizmov stabilizira in zelo malo razlikuje,
¢e so vzorci shranjeni 5 mesecev ali 1 leto. To kaze na stabilnost vzorca. Pri vzorcih, posusenih
pri 35 °C, pa je prislo do vecjih sprememb s ¢asom shranjevanja vzorca kar nakazuje
nestabilnost vzorca.

SuSenje je ucinkovita intervencija za zmanjSevanje skupnega Stevila mezofilnih aerobnih
mikroorganizmov, kvasovk, plesni in koliformnih bakterij.

Iz preglednic (15 in 16) lahko vidimo vecjo razliko med svezimi vzorci in vzorci, posusenimi
pri 40 °C, v primerjavi z vzorci, posuSenimi pri 35 °C. Splosno je Stevilo vseh testiranih skupin
mikroorganizmov bistveno manjse po suSenju in tudi mikrobiolosko zaradi tega bolj ustrezno.

45 VSEBNOST SKUPNIH POLIFENOLNIH SPOJIN

Preglednica 17: Vsebnost skupnih polifenolnih spojin v vzorcih cvetnega prahu izraZzeno kot mg galne
kisline na gram suhe snovi cvetnega prahu (mg GK/g s.s.) in AOP izvleckov izrazeno kot koncentracija
polifenolnih spojin v reakcijski zmesi, ki za 50 % zniZa zacetno vsebnost radikala DPPHe (ECso). Rezultati
so podani kot povprecna vrednost najmanj treh ponovljenih analiz.

Vsebnost skupnih
polifenolov ECso mg/I|
St. vzorca Oznaka mg GA/ g s.s. reak.zm.
1 0S117 6,7 8,3
2 0S2 17 12,8 4,1
3 0S317 6,5 5,3
4 0S4 17 8,7 14,0
5 0S5 17 6,9 54
6 SK1P 17 11,3 7,5
7 N1P 17 5,9 10,9
8 PN1 18 12,7 11,8
9 PN2 18 10,7 10,1
10 GOR1 18 8,4 10,6
11 GOR2 18 11,7 11,8
12 ZAS118 8,6 10,8
13 Jv118 7,1 8,7
14 SAV1 18 7,1 9,5
15 D1 17 3 mesece hladilnik 15,1 12,3
16 K1 17 3 mesece hladilnik 13,0 17,2
17 H1 17 3 mesece hladilnik 13,0 12,6
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18 D1 17 posus 35 °C 5 mes. 16 °C 9,0 9,9

19 K1 17 posus 35 °C 5 mes. 16 °C 6,4 13,6

20 H1 17 posus 35 °C 5 mes. 16 °C 73 11,0

21 D1 17 posus 40 °C 5 mes. 16 °C 8,8 9,6

22 K1 17 posus$ 40 °C 5 mes. 16 °C 7,0 16,2

23 H1 17 posus 40 °C 5 mes. 16 °C 7,4 10,8

24 D1 17 posus$ 35 °C 1 leto 16 °C 8,7 9,6

25 K1 17 posus 35 °C 1 leto 16 °C 6,4 15,4

2 D1 17 posus 40 °C 1 leto 16 °C 8.6 101

27 K1 17 posus 40 °C 1 leto 16 °C 6,3 17,1

min 5,9 4,1

maks 12,8 14,0

karakterizacija povpregje 8,4 7,9
17 SD 2,7 3,5

min 7.1 8,7

maks 12,7 11,8

karakterizacija povprecje 9,5 10,5
18 SD 2,2 1,1

min 13,0 12,3

maks 15,1 17,2

3 mesece, povpredje 13,7 14,0
hladilnik SD 1,2 2,7
min 6,4 9,9

posusen 35 maks 9,0 13,6
°C, 5 povprecje 7,6 11,5
mesecev SD 1,3 1,9
min 7,0 9,6

posusen 40 maks 8,8 16,2
°C, 5 povprecje 7,7 12,2
mesecev SD 0,9 3,5
min 6,4 9,6

maks 8,7 15,4

posusen 35 povpreéje 7,6 12,5
°C, 1 leto SD 1,6 4,1
min 6,3 10,1

maks 8,6 17,1

posusen 40 povprecje 7,5 13,6
°C, 1 leto SD 1,6 4,9

Vsebnost skupnih polifenolnih spojin v preiskovanem cvetnem prahu slovenskega porekla

sovpada z vrednostmi iz literature za cvetni prah (Carpes in sod., 2007).
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Med vzorci so razlike v vsebnosti polifenolnih spojin in v AOP. Vsebnost skupnih polifenolnih
spojin v vzorcih slovenskega cvetnega prahu, pridobljenih v drugi polovici leta 2017, se giblje
med 5,9 in 12,8 mg GA/g s.s. s povprecno vrednostjo 8,4 mg GA/g s.s. v vzorcih, pridobljenih
v prvi polovici leta 2018, pamed 7,1 in 12,7 mg GA/g s.s. s povpre¢no vrednostjo 9,5 mg GA/g
s.s. Glede vsebnosti polifenolnih spojin sta vzorca OS2 17 in PN1 18 z najvec¢jo vsebnostjo
skupnih polifenolnih spojin, pri ¢emer je vzorec OS2 17 pokazal najvecji AOP (najniZja
vrednost ECso). Med skladi$¢enjem posuSenih vzorcev je opaziti, da se vsebnost polifenolnih
spojin in AOP nekoliko zmanjsata.

Vrednosti za AOP polifenolnih spojin v preiskovanih vzorcih cvetnega prahu slovenskega
porekla sovpadajo z vrednostmi AOP, ki smo jih v naSih raziskavah dolo¢ili za polifenolne
spojine iz propolisa (Mavri in sod., 2012), semen oljnic (Terpinc in sod., 2012) in rozmarina
(Klan¢nik in sod., 2009) ter z ECso vrednostjo za sinteti¢ni antioksidant butiliran hidroksitoluen.

46 SPREMLJANJE EKONOMICNOSTI SMUKANJA V ZUNANJEM OZIROMA
NOTRANJEM SMUKALNIKU

Ob spremljanju dnevnih donosov cvetnega prahu smo tedensko spremljali in popisovali tudi
cebelje druzine. Belezili smo mo¢ (zivalnost) ¢ebelje druzine, Stevilo satov z odkrito in pokrito
¢ebeljo zalego, zalogo cvetnega prahu in medu v plodiscu.

Preglednica 18: Povpre¢ne vrednosti meseénega donosa cvetnega prahu, modi, Stevila odkrite in pokrite
zalege, zaloge medu ter zaloge cvetnega prahu v plodis¢u v mesecu avgustu 2017.

min max povprecni zaloga
donos donos donos moc | odkrita | pokrita | zaloga | cvetnega

Smukalnik | N (8) (g8) SD+ (g) druZine | zalega | zalega | medu prahu
Tip1 3 | 21,00 | 121,00 |23,77| 52,7° 2,5° 2,25 3,00 | 4,0% 3,75
Tip 2 3 27,00 86,00 | 19,25 52,2° 3,7° 2,67 3,50 | 4,17° 3,83
Tip 3 6 30,00 118,00 | 23,67 61,4° 3,0% 2,75 3,42 | 3,08° 2,92
Kontrolna
skupina 3 / / / / 3,0 2,500 3,00 3,52 4,00

*Tip 1 (zunanji smukalnik, leseni); Tip 2 (zunanji smukalnik plasti¢en); Tip 3 (notranji smukalnik);
Kontrolna skupina (brez smukalnikov)

39




Poro¢ilo aplikativne raziskave Karakterizacija ¢ebeljih pridelkov

Slika 10: Tehtanje dnevnega donosa cvetnega prahu

V mesecu avgustu (preglednica 18) nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik v povpre¢nem
dnevnem donosu med testiranimi tipi smukalnikov. Statisti¢no znacilne razlike so bile v moci

druZine in zalogi medu. Mo¢ je bila nekoliko slabsa v skupini, ki je imela name§cen smukalnik

Tipa 1 v primerjavi s Tipom 2, statisti¢no znacilno pa se ni razlikovala od Tipa 3 in kontrolne

skupine. Zaloga medu je bila najvecja v skupini smukalnika Tip 2 in se je statisti¢no znacilno
razlikovala od Tipa 3.

Preglednica 19: Povprecne vrednosti mese¢nega donosa cvetnega prahu, mo¢i, Stevila odkrite in pokrite
zalege, zaloge medu ter zaloge cvetnega prahu v plodis¢u v mesecu maju 2018.

povprecni zaloga
min max donos moc | odkrita | pokrita | zaloga | cvetnega

N |donos (g)|donos (g)| SD+ (g8) druzine | zalega | zalega | medu prahu

Tip1 3 191,00 | 791,00 |187,56| 301,9° 3,25% 4,33 4,75 2,92 2,58

Tip 2 3 118,00 | 931,00 |237,26| 299,4° 2,75° 4,17 4,92 3,00 1,752

Tip 3 6 264,00 | 1786,00 |463,91| 525,4° 3,5° 4,04 4,58 3,13 2,332
Kontrolna

skupina 3 / / / / 3,0%° 4,25 4,83 3,58 3,17¢

*Tip 1 (zunanji smukalnik, leseni), Tip 2 (zunanji smukalnik plasti¢en), Tip 3 (notranji smukalnik);
Kontrolna skupina (brez smukalnikov)

V mesecu maju (preglednica 19) nismo ugotovili statisti¢no znacilnih razlik v povpre¢nem
dnevnem donosu cvetnega prahu. Statisticno znacilne razlike so se pojavile pri moci Cebelje

druzine in zalogi cvetnega prahu v plodiscu.
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Moc Cebelje druzine se je statisti¢no znacilno razlikovala med Tipoma 2 in 3, pri ¢emer je bila
pri slednjem nekoliko boljsa. Zaloga cvetnega prahu v plodis¢u pa se je razlikovala med
kontrolno skupino, kjer je bila najvecja, ter Tipom 2 in 3, medtem ko je bila pri Tipu 1
primerljiva.

Preglednica 20: Povpreéne vrednosti mese¢nega donosa cvetnega prahu, mo¢i, $tevila odkrite in pokrite

zalege, zaloge medu ter zaloge cvetnega prahu v plodis¢u v mesecu juniju 2018.

povprecni zaloga
min max donos moc | odkrita | pokrita | zaloga| cvetnega
N |donos (g)|donos (g)| SD* (g) druzine | zalega | zalega | medu prahu
Tip1l 3 67,00 604,00 | 143,3 232,9% 2,67 3,33 4,33 2,00 2,67
Tip2 3 38,00 625,00 |194,49| 269,39 3,00 4,00 4,67 2,33 3,00
Tip 3 6 153,00 | 1009,00 | 242,2 | 483,67°¢ 3,33 4,33 3,83 2,17 2,50
Kontrolna
skupina 3 / / / / 3,33 4,000 4,00 3,00 2,33

*Tip 1 (zunanji smukalnik, leseni), Tip 2 (zunanji smukalnik plasti¢en), Tip 3 (notranji smukalnik);
Kontrolna skupina (brez smukalnikov)

V mesecu juliju (preglednica 20) statisti¢no znacilnih razlik med popisnimi parametri druzin z
names$éenimi sSmukalniki in brez name$c¢enih smukalnikov ne belezimo. Pojavile so se le razlike
v donosnosti cvetnega prahu, in sicer se je statisticno znacilno razlikovala donosnost Tipa 3,
kjer je bila najvecja. Posledi¢no smo belezili manj$e zaloge cvetnega prahu v plodiscu, ki se pa
statisticno znacilno niso razlikovale od ostalih skupin.

Tudi v letoSnjem letu opaZamo, da je potrebna visoka stopnja higiene pri pridobivanju cvetnega
prahu, tako v zunanjih kakor tudi v notranjem smukalniku. Testiran notranji smukalnik
predstavlja vecji problem zaradi slabe zracnosti, saj se na podnici veliko hitreje zacne pojavljati
voscena vesca.

Zunanji smukalniki (Tip 1 in 2) so bolj izpostavljeni vremenskim pojavom, vendar ob rednem

¢iS€enju teZav z necistoco nismo opazili. Ob morebitnih nenadnih vremenskih pojavih, kot so
poletne nevihte, pa ga je potrebno prej pobrati, saj lahko dez unic¢i dnevni pridelek.

5 ZAKLJUCEK

Cvetni prah je edinstveno Zivilo. Cebelji druZini predstavlja edini vir beljakovin, ki ga najdejo
Vv naravi, prisotnost ostalih sestavin kot so minerali, vitamini, aminokisline, fenolne spojine pa
dokazuje, da se lahko uporablja tudi v prehrani ljudi. Po njem posegajo predvsem ljudje, ki jih
zanima zdrav nacin prehranjevanja, predstavlja pa bogat vir hranilnih snovi tudi v razli¢nih
alternativnih dietah. Kot takSen mora biti cvetni prah kakovosten, varen ter pristen. Ker na
podro¢ju cvetnega prahu ne obstaja standardizacija, je pomembno, da spoznamo lastnosti
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slovenskega cvetnega prahu in dolo¢imo standarde glede prisotnosti hranilnih sestavin v njem.
Na sestavo cvetnega prahu ima velik vpliv botani¢ni izvor, stanje rastline, vremenske oz.
podnebne razmere, geografski okolis, itd. V strokovni literaturi je zelo malo podatkov o hranilni
vrednosti svezega cvetnega prahu, saj se na trgu najveckrat najde Ze obdelan (posusen) cvetni
prah. Letosnji rezultati kemijskih parametrov cvetnega prahu so primerljivi z lanskimi (Kandolf
Borovsak in sod., 2017) in z Ze objavljenimi rezultati o kemijski sestavi cvetnega prahu iz
Slovenije (Lilek in sod., 2015).

Cvetni prah je mikrobiolosko obcutljivo zZivilo. V sveZzem stanju vsebuje visok delez vode, zato
predstavlja odli¢en medij za razvoj mikroorganizmov, med katerimi so lahko tudi patogeni. Viri
mikroorganizmov so okolje, cebele, pribor in ¢lovek. S proucevanjem razli€nih vzorcev
svezega cvetnega prahu iz razli¢nih regij Slovenije smo pri§li do pomembnih podatkov o
mikrobioloski aktivnosti svezega cvetnega prahu. V cvetnem prahu so bili doloceni mezofilni
aerobni mikroorganizmi, koliformni mikroorganizmi ter plesni in kvasovke, ki so najpogoste;jsi
kvarljivci cvetnega prahu. Z nadaljnjo obdelavo cvetnega prahu (hranjenje v hladilniku,
zamrzovalniku, suSenjem pri razlicnih temperaturah) smo ugotavljali najbolj$i nacin
shranjevanja in obdelave cvetnega prahu. S postopki obdelave cvetnega prahu lahko vplivamo
na zmanjSanje oz. redukcijo dolo¢enih mikroorganizmov.

Cvetni prah, katerega naberejo Cebele, se ze mnogo let uporablja v prehrani ljudi kot
funkcionalno prehransko dopolnilo (Leja in sod., 2007), poleg pomembnih hranil vsebuje tudi
velike koli¢ine polifenolnih spojin, v najveéji meri flavonoidov, ki lahko delujejo kot
potencialni antioksidanti in so specifi¢ni za posamezno rastlinsko vrsto (Marghitas in sod.,
2009; Campos in sod., 2008). Prisotne polifenolne spojine znizujejo tveganje za nastanek
degenerativnih bolezni z zmanjsanjem oksidativnega stresa in preprecevanjem oksidacije.
Delujejo tako, da reagirajo s prostimi radikali in vezejo nase kovinske ione (Morais in sod.,
2011).

V Sloveniji nimamo optimizirane pridelave cvetnega prahu. V preteklih letih je CZS testirala
donosnost zunanjih smukalnikov, ki so najbolj primerni za obstojece tipe panjev, Ki jih
uporabljamo v Sloveniji. Rezultati so pokazali, da so brez predhodne obdelave smukalniki s
slovenskega trziS¢a tezje uporabni, razlikujejo pa se tako v dnevnih donosih, kot tudi v
kakovosti materiala iz katerega so izdelani. V zadnjem Casu se pojavlja vse ve€ Cebelarjev, ki
uporabljajo klasi¢ne AZ panje z visoko podnico, kamor se lahko namesti notranji smukalnik
cvetnega prahu. Pojavljajo se vprasanja o u¢inkovitosti enega in drugega ter vpliv smukanja na
cebeljo druzino. Dnevni donosi pa so poleg smukalnikov odvisni tudi od moci ¢ebelje druzine,
vremenskih pojavov, geografskega obmocja, itd.
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7 PREGLED OBJAV O MATICNEM MLECKU

Mati¢ni mlecek je izlocek krmilnih in mandibularnih Zlez ¢ebel delavk, starih od 6 do 15 dni,
in ima klju¢no vlogo pri razvoju matice v druZini.

Najve¢ mati¢nega mlecka proizvedejo Kitajska, Japonska, Koreja ter drzave vzhodne Evrope
pa tudi Spanija, Gréija, Francija in Italija (Kanelis in sod., 2015).

Danes mati¢ni mlecek uporabljajo v farmaciji, prehranski industriji kot tudi v kozmetiki
(Boznar, 2011). Uvrs¢amo ga med funkcionalna zivila, saj so rezultati raziskav pokazali, da
ima mati¢ni mlecek Stevilne funkcionalne lastnosti, kot so antibakterijska aktivnost, protivnetna
aktivnost, dezinfekcijsko delovanje, antioksidativna uc¢inkovitost, antitumorsko delovanje,...
Bioloska aktivnost mati¢nega mlecka se ve€inoma pripisuje bioaktivnim masc¢obnim kislinam,
proteinom in fenolnim spojinam. Ob upos$tevanju potencialne uporabe je izrednega pomena
podrobno poznavanje sestave mati¢nega mlecka (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012; Fratini in sod.,
2016). Razli¢ne moznosti uporabe mati¢nega mlecka dajejo temu Eebeljemu pridelku velik
pomen. Posledica tega je tudi velik uvoz mati¢nega mlecka v vse drzave, ki nimajo zadostne
lastne proizvodnje (Boznar, 2011).

O svetovni proizvodnji mati¢énega mlecka ni uradnih podatkov, vendar strokovnjaki ocenjujejo,
da priblizno 60 % svetovne proizvodnje, to je okrog 2000 ton, proizvede Kitajska. Skoraj vsa
proizvedena koli¢ina se izvozi na Japonsko, v ZDA in Evropo (Sabatini in sod., 2009).

Zakonodaja, ki bi dolo¢ala minimalne kriterije kakovosti maticnega mlecka, Se ni uveljavljena,
kljub temu pa so nekatere drZzave postavile nacionalne standarde in smernice, med njimi
Argentina, Bolgarija, Poljska, Turéija, Brazilija, Srbija, Svica, Japonska, Kitajska, Indija in
Koreja (Kanelis in sod., 2015). S standardizacijo mati¢nega mlecka se intenzivno ukvarja tudi
Mednarodna komisija za med (angl. International Honey Commission) (Sabatini in sod., 2009)
ter mednarodna strokovna javnost, ki je sprejela standard ISO 12824:2016 (I1SO, 2016).
Standard opredeljuje dva tipa mati¢nega mlecka, tip 1, kadar so hrana ¢ebel izklju¢no njihova
naravna hrana (cvetni prah, med ali nektar), v primeru mati¢nega mlecka tipa 2 pa so poleg
naravne hrane dovoljena Se druga hranila (beljakovine, ogljikovi hidrati). Dolocitev standardne
sestave maticnega mlecka je pomembna za kontrolo trga ter za zascito potrosnika. V letih od
2010 do 2013 je bil, v sklopu 7. okvirnega programa Evropske skupnosti, financiran triletni
projekt Apifresh, katerega namen je bil med drugim razvoj evropskih standardov kakovosti za
maticni mlecek, dolocitev standardnih analitskih metod ter dolocitev standardne metodologije
za nadzor potvorjenosti mati¢nega mlecka.
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7.1 KAJJE MATICNI MLECEK?

Mati¢ni mlecek izlo¢ajo mlade ¢ebele delavke od 6. do 15. dneva starosti. Nastaja v njihovih
krmilnih in mandibularnih zlezah. V tem ¢asu mlade cebele imenujemo cEebele dojilje. Z
mati¢nim mlec¢kom hranijo vse ¢ebelje li¢inke tri dni, po tretjem dnevu pa samo li¢inko, iz
katere se bo razvila matica. Kaj se bo razvilo iz oplojenega jajéeca, ¢ebela delavka ali matica,
je odvisno samo od hrane. Matica se celo zivljenje prehranjuje samo z mati¢nim mle¢kom.

Zaradi hranjenja z mati¢nim mleckom se matica bistveno razlikuje od Cebele delavke. Je
dvakrat vecja od cebele, razvije se ji sposobnost zaleganja jaj¢ec in zivi 4-5 let, ¢ebela delavka
pa v povprecju 45 dni (razen zimskih ¢ebel) (Winston, 1987).

7.2 LASTNOSTI SVEZEGA MATICNEGA MLECKA

Mati¢ni mlecek je pretezno topen v vodi, ima nizko vrednost pH (med 3,5 in 4,5), specifi¢na
gostota je 1,1 g/ml (Bogdanov, 2011; Sabatini in sod., 2003; Sabatini in sod., 2009). Viskoznost
mati¢nega mlecka je odvisna od vsebnosti vode in starosti — ¢e je shranjen na sobni temperaturi,
pocasi postaja bolj viskozen. Do teh sprememb pride zaradi delovanja encimov in reakcij med
mascobami in beljakovinami. Kakovost mati¢nega mlecka se tako poslabsa (Boznar, 2011).
Star mati¢ni mlecek, ki ni pravilno skladiséen, je tudi temnejSe barve in ima lahko aromo po
zarkem (Bogdanov, 2011). Po pobiranju in ob stiku z zrakom postane mati¢ni mlecek pri
temperaturi 15 °C rumen, zaradi prisotnosti albumina, ki nastane med suSenjem (Popescu in
sod., 2008).

7.2.1 Senzori¢ne znacilnosti sveZega mati¢nega mlecka

Barva: od umazano bele do belo rumene.

Videz: kremasta, viskozna struktura, obi¢ajno nehomogen, ker vsebuje netopna zrnca razli¢nih
oblik in velikosti.

Vonj: kiselkast, oster.

Okus: izrazito kisel, rahlo trpek, rahlo sladek, oster, peko¢ pookus.

Napake: po daljSem skladiS¢enju barva postaja temnejsa, bolj rumena, mati¢ni mlecek lahko
postane zarek (Boznar, 2011).
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7.3 SESTAVA MATICNEGA MLECKA
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Sestava mati¢nega mlecka je dokaj kompleksna. Sestavljajo ga voda, mascobe, beljakovine,
sladkorji, aminokisline, organske kisline, steroli, estri, fenolne spojine, minerali, elementi v
sledovih in druge snovi (preglednica 27) (Sabatini in sod., 2009). Sestava sladkorjev, vsebnost
vode, beljakovin in 10-hidroksi-2-decenojske kisline (10-HDA) so najbolj pomembni Kriteriji

za karakterizacijo mati¢nega mlecka (Daniele in Casabianca, 2012).

Preglednica 21: Sestava sveZega mati¢nega mlecka (Sabatini in sod., 2009; 1SO, 2016)

Parameter Sabatini in | 1ISO (2016)
sod. (2009) | MM tip 1
Vsebnost vode (g/100 g) 60-70 62,0-68,5
Vsebnost mascob (g/100 g) 3-8 2-8
Vsebnost 10-hidroksi-2-decenojske kisline (10-HDA) (g/100g) | >1,4 >14
Vsebnost beljakovin (g/100 g) 9-18 11-18
Vsebnost sladkorjev (fruktoza + glukoza + saharoza) (g/100 g) | 7-18 -
Vsebnost skupnih sladkorjev (g/100 g) - 7-18
Vsebnost fruktoze (g/100 g) 3-13 2-9
Vsebnost glukoze (g/100 g) 4-8 2-9
Vsebnost saharoze (g/100 g) 0,5-2,0 <3
Vsebnost erloze - <05
Vsebnost maltoze - <15
V/sebnost maltotrioze - <05
Vsebnost pepela (g/100 g) 0,8-3,0 -
Vrednost pH 3,4-45 -
Kislost (ml 0,1 M NaOH/qg) 3,0-6,0 3,0-5,3
Furozin (mg/100 g beljakovin) <50 -

MM: mati¢ni mlecek; - ni podatka

Sestava je odvisna od sezonskih in okoljskih dejavnikov (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012). Na
vsebnost ogljikovih hidratov in mascob ima sezona velik vpliv, manjsi na vsebnost beljakovin
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in vode, medtem ko vsebnost pepela in vrednost pH nista odvisna od sezonskih vplivov
(Wongchai in Ratanavalachai, 2002). Na vsebnost sladkorjev vpliva med drugim ¢as pridelave
(Ramadan in Al-Ghamdi, 2013). Sicer v sestavi mati¢nega mlecka razli¢nega geografskega
porekla niso ugotovili znacilnih razlik. Do razlik prihaja predvsem zaradi razli¢ne prehrane in
starosti Cebel proizvajalk, rase ¢ebel ter od nacina pridobivanja in shranjevanja mati¢nega
mlecka (Sabatini in sod., 2009).

Mati¢ni mlecek vsebuje tudi pelod rastlin, na katerih so ¢ebele nabirale nektar in pelod, zato na
osnovi pelodne analize mati¢nega mlecka lahko sklepamo na njegovo poreklo (Sabatini in sod.,
2009).

7.3.1 Voda

Kljub visoki vsebnosti vode (med 62 in 68,5 g/100 g) (ISO, 2016) in vodni aktivnosti (aw) nad
0,92 je mati¢ni mlecek relativno mikrobiolosko stabilen. Konstantna vsebnost vode v mle¢ku
je posledica stalne proizvodnje mlecka s strani ¢ebel dojilj v druzini, njegove naravne
higroskopnosti in prizadevanj ¢ebelje druzine, da vzpostavlja konstantno vlaznost v panju.
Razlike v vsebnosti vode so lahko posledica netopnosti nekaterih sestavin mati¢énega mlecka
(Sabatini in sod., 2009).

Na vsebnost vode vpliva ¢as pobiranja mati¢énega mlecka in sicer se s ¢asom povecuje. Najbolj
vsebnost vode naraséa od 24 do 48 ur po cepljenju li¢ink, narasanje se upocasni 72 ur po
cepljenju (Zheng in sod., 2010), tako da ima cCetrti dan po cepljenju maticni mle¢ek manj kot
50 g vode/100 g, prvi dan po cepljenju pa manj kot 60 g/100 g (Kanelis in sod., 2015). Vsebnost
vode je nekoliko manjsa tudi med susnim obdobjem v primerjavi z dezevnim obdobjem
(Wongchai in Ratanavalachai, 2002).

7.3.2 Beljakovine

V mati¢nem mlecku je med 9 in 18 g beljakovin/100 g, ki predstavljajo 50 % suhe snovi
matiénega mlecka (Sabatini in sod., 2009; Simuth, 2001). ISO standard (2016) navaja obmodje
vsebnosti 11-18 g beljakovin/100 g. Proteinska frakcija vsebuje S$tevilne pomembne
komponente in bioloSko aktivne snovi (Barnutiu in sod., 2011). Ve¢ kot 80 % beljakovin
mati¢nega mlecka je topnih proteinov, t.i. glavnih proteinov mati¢nega mlecka (MRJP - angl.
Major Royal Jelly Proteins) (Simuth, 2001). MRJP naj bi bili izmed vseh sestavin mati¢nega
mlecka najbolj pomembni za razvoj cebele matice, saj vkljucujejo Stevilne esencialne
aminokisline (Schmitzova in sod., 1998). Cebele izlo¢ajo na stotine proteinov, predvsem iz
krmilnih in mandibularnih Zlez ter Zlez slinavk. Cebelja matica, ki je hranjena z mati¢nim
mleckom, zivi 4-5 let, medtem ko Cebele delavke zivijo le 3-4 tedne. Za ta fenomen naj bi bili
zasluzni predvsem proteini mati¢nega mlecka (Simuth in sod., 2003). Poleg glavnih proteinov
mati¢ni mlecek vsebuje tudi manjSe proteine, vklju¢no z antimikrobnimi peptidi (peptidnimi
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antibiotiki). Ti bioaktivni peptidi lahko po zauzitju v telesu delujejo kot regulatorne snovi s
podobno aktivnostjo kot hormoni (Barnutiu in sod., 2011).

Proste aminokisline predstavljajo samo 0,6 do 1,5 % beljakovin, veéina je L-aminokislin
(Sabatini in sod., 2009). V maticnem mlecku je najvec prolina, lizina, glutaminske kisline, p-
alanina, fenilalanina, aspartata in serina. Pri skladis¢enju mati¢nega mlecka (4 °C, 10 mesecev)
ni znacilnih razlik v vsebnosti aminokislin, medtem ko se vsebnost prolina in lizina poveca pri
skladiScenju pri sobni temperaturi (Boselli in sod., 2003).

7.3.3 Ogljikovi hidrati

V mati¢nem mlecku je povprecno 11 do 23 g/100 g ogljikovih hidratov 0z. 30 % suhe snovi
mati¢nega mlecka (Sabatini in sod., 2009), 1SO standard (2016) navaja od 7 do 18 g skupnih
sladkorjev/100 g. Glavna sladkorja sta, tako kot pri medu, monosaharida fruktoza in glukoza,
ki skupaj predstavljata 90 % vseh sladkorjev. Vedno je prisotna tudi saharoza, vendar v zelo
variabilnih koncentracijah. V manjsih koncentracijah so lahko prisotni tudi nekateri
oligosaharidi, ki so v nekaterih primerih primerni tudi za dolo€anje pristnosti mati¢nega mlecka
(Sabatini in sod., 2009). Intenzivno hranjenje ¢ebel s sladkorji tako C3 kot Cs rastlin ne privede
do sprememb vsebnosti glavnih sladkorjev mati¢énega mlecka, kot sta glukoza in fruktoza,
temveC pride do razlik v vsebnostih drugih sladkorjev, ki so prisotni v manjsih koli¢inah
(saharoza, erloza in maltoza), zato je vsebnost teh sladkorjev primernej$a za dolocitev pristnosti
mati¢nega mlecka. V primeru krmljenja s saharozo, se povecata vsebnosti saharoze in erloze
(Daniele in Casabianca, 2012).

V mati¢nem mlecku so poleg fruktoze, glukoze ter saharoze dolocili Se maltozo, trehalozo,
melibiozo, ribozo in druge (Fratini in sod., 2016).

Na vsebnost ogljikovih hidratov v maticnem mlecku vplivajo tudi klimatske razmere, vsebnost
ogljikovih hidratov v mlec¢ku pridobljenem na Tajskem se je povecala med vro¢im (april-junij)
ter dezevnim obdobjem (julij-avgust) (Wongchai in Ratanavalachai, 2002).

7.3.4 Pepel

Vsebnost pepela v svezem mati¢nem mlecku znasa od 0,8 do 3 g/100 g (Garcia-Amoedo in
Almeida-Muradian, 2007), med 4 in 8 % suhe snovi (Fratini in sod., 2016). Glavni elementi so
K, P, S, Na, Ca, Al, Mg, Zn, Fe, Cu in Mn (Stocker in sod., 2006).

Elementi, prisotni v mati¢nem mlecku, so posledica tako zunanjih dejavnikov (okolje,

pridobivanje hrane, obdobje pridelave mati¢nega mlecka) kot notranjih dejavnikov (bioloske
lastnosti ¢ebel) (Barnutiu in sod., 2011). Koncentracija mineralov in elementov v sledovih v
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mati¢nem mlecku je konstantna, zaradi homeostatskega uravnavanja s strani ¢ebel dojilj in ni
odvisna od ¢asa pobiranja mlecka (Wongchai in Ratanavalachai, 2002; Stocker in sod., 2006).

7.3.5 Vrednost pH in vsebnost kislin v mati¢cnem mlec¢ku

Mati¢ni mle¢ek ima nizko vrednost pH (od 3,6 do 4,2) (Simath in sod., 2003). Nekateri avtorji
navajajo nekoliko visjo vrednost pH mati¢nega mlecka in sicer od 4 do 5, ki se med procesom
liofilizacije ne spremeni in ostane relativno konstantna (Popescu in sod., 2008).

Kislost mati¢nega mlecka variira med 3 in 6 ml 0,1 M NaOH/g v sveZem mati¢nem mlecku in
9 do 15 ml 0,1 M NaOH/g v liofiliziranem mati¢cnem mle¢ku (Popescu in sod., 2008). Med
skladis¢enjem mati¢nega mlecka se Kislost poveca (Chen in Chen, 1995), Zheng in sod. (2010)
pa navajajo znacilen padec kislosti v obdobju treh dni po cepitvi li¢ink.

7.3.6 Mascéobe

Svez mati¢ni mle¢ek vsebuje 3-8 g masc¢ob/100 g, kar predstavlja 3 do 19 % suhe snovi
mati¢nega mlecka (Sabatini in sod., 2009; Fratini in sod., 2016), liofiliziran priblizno 8-19
g/100 g. ISO standard (2016) navaja nizjo spodnjo mejo za vsebnost mascob, obmocje
vsebnosti znaSa 2-8 g mas¢ob/100 g. V najvecji meri mas€obno frakcijo mati€nega mlecka
predstavljajo mascobne kisline (80-90 %), ostalo so voski (5-6 %), steroidi (3-4 %) in
fosfolipidi (0,4-0,8 %) (Bogdanov, 2011; Sabatini in sod., 2009; Ramadan in Al-Ghamdi,
2012).

Vsebnost mascob se delno spreminja v odvisnosti od sezone, v primeru tajskega mati¢nega
mlecka se je najbolj povecala pri prehodu iz hladnega v toplo obdobje, v 6 % pa se je zmanjSala
pri prehodu iz deZevne dobe v hladno obdobje. Tudi drugi avtorji poro€ajo, da se vsebnost
mascob poveca poleti (Wongchai in Ratanavalachai, 2002).

Mascobne kisline mati¢nega mlecka so vecinoma kratkoverizne mono- in dihidroksi mas¢obne
kisline z 8-10 ogljikovimi atomi ali dikarboksilne kisline, v nasprotju z mas¢obnimi kislinami
s 14-20 ogljikovimi atomi, ki jih obi¢ajno vsebujejo zivila zivalskega in rastlinskega izvora
(Geng in Aslan, 1999; Sesta, 2006).

Mascobe so pomembna komponenta mati¢nega mlecka pri dolocitvi pristnosti oziroma
potvorjenosti le-tega, saj nekaterih mascobnih kislin, ki jih mati¢ni mlecek vsebuje, ne najdemo
v nobenem drugem naravnem proizvodu. Kvalitativna in kvantitativna analiza mascobne
frakcije prav tako omogoca dolocitev koli¢ine dodanega mati¢énega mlecka v drugih izdelkih
(Marghitas in sod., 2010). V primeru potvorjenega maticnega mlecka s sladkorjem se zmanjsa
vsebnost beljakovin in mascob in poveca vsebnost sladkorjev, ki so prisotni v manjSih
koli¢inah, mati¢ni mlecek postane netopen v alkalnem mediju (Fratini in sod., 2016).

51



Porocilo aplikativne raziskave Karakterizacija ¢ebeljih pridelkov

7.3.6.1 10-hidroksi-2-decenojska kislina (10-HDA)

Mascobnokislinska frakcija je sestavljena iz razliénih mascobnih kislin, med katerimi je tudi
trans-10-hidroksi-2-decenojska kislina (10-HDA), ki je za mati¢ni mle¢ek znacilna in jo je v
mati¢nem mlecku najve¢ (32 % vseh mascobnih kislin) (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012).
Nekateri avtorji pa navajajo, da znasa vsebnost 10-HDA v mati¢nem mlec¢ku okoli 50 % vseh
mascobnih kislin (Antinelli in sod., 2002; Ferioli in sod., 2014). Kemijska struktura 10-HDA
kisline je predstavljena na sliki 12.

OH
HO/\/W\/\C’

l
0

Slika 12: Kemijska struktura 10-HDA (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012).

10-HDA je znacilna samo za mati¢ni mlecek, zato je njena vsebnost v matiénem mlecku
pomemben Kriterij njegove pristnosti (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012). Vsebnost 10-HDA v
mati¢nem mlecku je odvisna od njegovega izvora in lastnosti ¢ebel (Geng in Aslan, 1999;
Ferioli in sod., 2007).

V nekaterih drZzavah je minimalna vsebnost 10-HDA v mati¢nem mlecku tudi zakonsko
predpisana, preglednica 22 (Geng in Aslan, 1999; Zhou in sod., 2007; Kim in sod., 1989), ISO
standard (2016) navaja vrednosti vsaj 1,4 g 10-HDA/100 g.

Preglednica 22: Minimalne, zakonsko predpisane vrednosti 10-HDA v matiénem mle¢ku v razli¢nih
drzavah

Vsebnost 10-HDA Tajska Turcdija Kitajska Koreja
SveZ mati¢ni mlec¢ek | 1,50/100 g 1,4 g/100 g 1,4 g/100 g 1,6 /100 g
Izdelki, ki vsebujejo | 0,16 g/100 g 0,16 g/100 ¢ ni oredoisa 0,56 g/100 g
mati¢ni mledek izdelka izdelka precp izdelka
Liofiliziran mati¢ni . . . .

mleek ni predpisa ni predpisa 4,2 /100 g 4,09/100¢g

Svez mati¢ni mlecek naj bi imel vec¢jo vsebnost 10-HDA in bi lahko bila potencialen parameter
svezosti mati¢nega mlecka, vendar ugotavljajo, da naj bi bila vsebnost kisline v mlecku stabilna
in neodvisna od pogojev skladiS¢enja (Antinelli in sod., 2003). Nekateri avtorji porocajo, da je
vsebnost 10-HDA najvecja v mlecku 24 ur po cepljenju li¢ink, medtem ko drugi, da je najvecja
48 ur po cepljenju (Zheng in sod., 2011).
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7.3.7 Pelod

Mati¢ni mlecek na evropskem trgu izvira predvsem s Kitajske, ki je glavna proizvajalka mlecka.
Geografsko poreklo mati¢nega mlecka se da dolociti s pelodno analizo. Ne glede na to, da
mati¢ni mlecek ne prihaja neposredno iz rastlin in je proizvod ¢ebel, se v njem nahajajo pelodna
zrna, kot posledica aktivnosti ¢ebel, in odrazajo okolje, kjer je bil mati¢ni mlecek proizveden
(Piana in sod., 2006). Pelodna zrna tudi obogatijo mati¢ni mle¢ek z beljakovinami, ki izvirajo
iz rastlin (Fratini in sod., 2016).

Matiéni mlec¢ek kaze podobno sestavo kot med z istega obmocja, s tem, da je v njem veé
vetrocvetk in rastlin, ki cvetijo kasneje (julij, avgust), kar se ujema s proizvodnjo mati¢nega
mlecka (Piana in sod., 2006). S pelodno analizo lahko zaznamo lazne oznacitve geografskega
porekla (Morgado in Barth, 2011).

7.3.8 Lastnosti slovenskega mati¢nega mlecka

V preteklem letu (programsko leto 2017) pridobljeni rezultati za slovenski mati¢ni mlecek
(Kandolf in sod., 2017) so v skladu s sestavo mati¢nega mlecka, kot jo predlagajo Sabatini in
sod. (2009) v okviru dolocanja kakovosti in standardizacije mati¢nega mlecka, ter v okviru
vrednosti, ki jih za svez mati¢ni mle¢ek navaja standard ISO (ISO, 2016). Vode je bilo v
slovenskem mati¢nem mlecku od 64,5 do 67,8 g/100 g.

Mati¢ni mlec¢ek ima po navedbah Sabatini in sod. (2009) nizko vrednost pH, od 3,6 do 4,2, v
sklopu nasSe raziskave je bil razpon vrednosti bistveno manjsi, med 3,73 in 3,87, v povprecju je

vrednost pH 12 vzorcev mati¢nega mlecka znasala 3,81. Povprecna kislost vzorcev slovenskega
mati¢nega mlecka je bila 4,19, obmocje pa od 3,74 do 4,51 mL 0,1 N NaOH/g.

Vsebnost mascob je odvisna od sezonskih vplivov, zato so vrednosti tega parametra bolj
variabilne. Rezultati za vsebnost mas¢ob so imeli najvecji razpon vrednosti med obravnavanimi
fizikalno-kemijskimi parametri, od 4,59 do 7,65 g/100 g. Povprecna vsebnost mas¢ob v vzorcih
slovenskega maticnega mlecka znasa 5,95 g/100 g. Pomembna komponenta maS¢obne frakcije
maticnega mlecka je 10-HDA. Te mascobne kisline v naravi ne najdemo, znacilna je samo za
mati¢ni mlecek, zato je njena vsebnost pomemben kriterij njegove pristnosti. Pristen mlecek
mora vsebovati vsaj 1,4 g 10-HDA/100 g. V vzorcih slovenskega mati¢nega mlecka je bila
povprecna vsebnost dvakrat visja od te vrednosti (2,81 g/100 g), obmocje je obsegalo vrednosti
od 2,48 do 3,26 g/100 g.

Vsebnost beljakovin je bila v analiziranih vzorcih mati¢énega mlecka precej izenacena, v
obmocju od 11,7 do 12,7 g/100 g, s povpreé¢no vrednostjo 12,2 g/100 g.
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Glavna sladkorja mati¢nega mlecka sta monosaharida fruktoza in glukoza, vedno je prisotna
tudi saharoza, v manjsih koli¢inah so prisotni tudi nekateri oligosaharidi, ki so lahko v
dolocenih primerih primerni tudi za dolocanje pristnosti maticnega mlecka (Sabatini in sod.,
2009). Analizirani vzorci so vsebovali od 2,3 do 4,5 g /100 g fruktoze, med 3,4 in 5,3 g/100 g
glukoze ter med 0,5 in 2 g/100 g saharoze, v treh vzorcih je bila vsebnost saharoze pod mejo
detekcije. Vsi vzorci so vsebovali maltozo, nekateri pa tudi erlozo in melecitozo. Maltoze je
bilo med 0,5 in 0,6 g/100 g, melecitozo so vsebovali samo trije vzorci, vsebnosti so znasale od
0,5do 0,7 g/100 g, v drugih vzorcih mati¢nega mlecka je bilo melecitoze manj kot 0,5 g/100 g
(pod mejo detekcije) (Kandolf in sod., 2017).

V analiziranih vzorcih mati¢nega mlecka je prevladoval pelod pravega kostanja (Castanea
sativa), podobno kot v medu, pridelanem na obmocju RS. V ve¢ kot 97 % vzorcev slovenskega
medu je prisoten pelod pravega kostanja, v mlecku pa je ta zastopan v skoraj 92 % vzorcev in
je edini pelod v mati¢nem mlecku, ki je prevladujo¢, druge vrste peloda so zastopane v manj
kot 45 %. Glede na rezultate pelodne analize lahko re¢emo, da so bili analizirani vzorci
zagotovo slovenskega porekla (Kandolf in sod., 2017).

7.4 SKLADISCENJE MATICNEGA MLECKA

Mati¢ni mlecek je obcutljiv na toploto, svetlobo in zrak. V primeru neprimernega skladiS¢enja
potemni, pove€a se mu viskoznost, pojavijo se ve¢je netopne frakcije proteinov, zmanjsa se
vsebnost prostih aminokislin in aktivnost encima glukoza oksidaza (Hu in sod., 2017). Mati¢ni
mlecek lahko med skladis¢enjem postane zarek (Ramadan in Al-Ghamdi, 2011). Povecana
viskoznost je posledica v vodi netopnih dusikovih spojin, njihova vsebnost pa se poveca zaradi
aktivnosti encimov in interakcije med mascobno in beljakovinsko frakcijo (Ramadan in Al-
Ghamdi, 2011).

Raziskave so pokazale, da se mati¢ni mlecek najbolje ohrani z zmrzovanjem na—20 °C ali pa z
liofilizacijo. TakSen proces suSenja najbolje ohrani prvotne karakteristike mati¢énega mlecka;
ohranijo se hlapne komponente, termolabilne komponente pa se ne poSkodujejo. Zmrznjen je
uporaben tudi do 3 leta, pri tem nadinu ostaneta tudi barva in viskoznost skoraj nespremenjeni
(Bogdanov, 2011).

Hranjenje v hladilniku pri +4 °C je sicer slabsi, vendar $e sprejemljiv nac¢in skladiscenja. Barva

se malenkostno spremeni, potemni, viskoznost pa se precej poveca v primerjavi z zacetno
vrednostjo (Boznar, 2012).
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8 MATERIAL IN METODE

8.1 ZBIRANJE VZORCEV

V raziskavo smo vkljucili 12 vzorcev svezega maticnega mlecka slovenskega porekla iz Stirih
statisti¢nih regij Slovenije. Podatki o analiziranih vzorcih (oznaka, statisti¢na regija in letnik
pridelave) so zbrani v preglednici 23.

Preglednica 23: Vzorci mati¢nega mle¢ka, analizirani v programskem letu 2018

Opravljene
Letnik analize po

Oznaka Statisti¢na regija | pridelave | Skladi$¢enje | skladiS¢enju
K. MLECEK 2018-1 Podravska 2017 zmzovalnik | A

K. MLECEK 2018-2 Podravska 2017 hladilnik A

K. MLECEK 2018-3 Podravska 2017 zmrzovalnik | B

K. MLECEK 2018-4 Podravska 2017 - -

K. MLECEK 2018-5 Osrednjeslovenska | 2017 - -

K. MLECEK 2018-6 Osrednjeslovenska | 2017 zmrzovalnik | A

K. MLECEK 2018-7 Posavska 2017 zmrzovalnik | B

K. MLECEK 2018-8 Podravska 2017 - -

K. MLECEK 2018-9 Gorenjska 2017 hladilnik B

K. MLECEK 2018-10 | Gorenjska 2017 hladilnik A

K. MLECEK 2018-11 | Osrednjeslovenska | 2017 hladilnik B

K. MLECEK 2018-12 | Posavska 2017 - -

A: vsebnost vode, beljakovin, mas¢ob, vrednost pH ter kislost
B: vsebnost vode, beljakovin, mas¢ob, vrednost pH, kislost ter vsebnost 10-HDA in sladkorjev
-2 vzorec ni bil shranjen za ugotavljanje vpliva skladis¢enja

V programskem letu 2018 smo poleg analiz svezega mati¢nega mlecka, na osmih oz. §tirih
vzorcih mati¢nega mlecka opravili tudi analize vsebnosti vode, mascob, beljakovin, 10-HDA
in sladkorjev ter kislosti in vrednosti pH za ugotavljanje sprememb v sestavi mati¢nega mlecka
po dolocenem casu skladis¢enja v hladilniku oz. v zmrzovalniku. V vzorcih z oznakami K.
MLECEK 2018-1, 2, 3, 6, 7, 9, 10, 11 smo po skladi$¢enju (5 do 6 mesecev) dologili vsebnost
vode, beljakovin, mascob, vrednost pH ter kislost, v vzorcih z oznakami K. MLECEK 2018-3,
7,9, 11 pa po 2-mese¢nem skladis¢enju tudi vsebnost 10-HDA in sladkorjev. 1z preglednice 23
je razviden nacin shranjevanja vzorcev (hladilnik oz. zmrzovalnik).

V okviru diplomskega dela na Biotehniski fakulteti (Zohar, 2018) pa Smo Vse vzorce matiénega

vode, vsebnost beljakovin, vrednost pH, Kkislost in barvo z Minolta kromometrom. Izvedli smo
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tudi kromogeno reakcijo, katere namen je bil oceniti svezost vzorcev mati¢nega mlecka,
shranjenih pri navedenih dveh pogojih.

Vzorci mati¢nega mlecka so imeli v primerjavi z vzorci mati¢nega mlecka, analiziranimi v
programskem letu 2017, enake senzori¢ne lastnosti. Bili so gosto teko¢i, razlicne viskoznosti
in bledo rumene barve. VVonj je bil po kislem, po ¢ebeljem vosku, lahko manj prijeten (po
zivalih, zatohlem, po sesirjenem mleku). Okus maticnega mlecka je bil rahlo sladek, od mo¢no
do izrazito kisel. Znacilna je ostra, rezka aroma in pekoc pookus.

8.2 ANALIZE MATICNEGA MLECKA

8.2.1 Pelodna analiza (Piana in sod., 2006)

Princip: Z mikroskopskim pregledom preparata sedimenta mati¢nega mle¢ka dolo¢imo vrste
peloda. Delez posamezne vrste peloda izrazimo v odstotkih od skupnega Stevila zrnc peloda.

Oprema:
- svetlobni mikroskop (Zeiss AXIOSKOORP 2 plus, Imager A.1.)

8.2.2 Fizikalno-kemijske analize

Fizikalno-kemijske analize so bile opravljene v dveh oziroma treh vzporednih doloCitvah,
rezultati katerih se niso razlikovali za ve¢ kot 5 %. VVzorce smo hranili v pokritih, pred svetlobo
zaS¢itenih, steklenih kozarckih, v hladilniku pri temperaturi 4 °C. Pred analizami smo vzorce
dobro premesali. Principi uporabljenih metod z referencami so opisani v nadaljevanju.

Dolocanje vsebnosti vode (Sesta in Lusco, 2008)

Princip:
Princip metode temelji na refraktometricnem dolo€anju in preracunu vsebnosti vode na osnovi
odc¢itanega lomnega koli¢nika.

Oprema:
- digitalni refraktometer RX-5000 a (ATAGO, Japonska)

Doloc¢anje vsebnosti pepela (Plestenjak in Golob. 2003)

Princip:
Suhi sezig vzorca pri temperaturi 550 °C do konstantne mase.

Oprema:
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- zarilna pe¢ (Nabertherm, Nemcija)
Doloc¢anje vrednosti pH v matiénem mle¢ku (Popescu in sod., 2008)

Princip:

S pH metrom izmerimo vrednost pH v 2 % vodni raztopini mati¢nega mlecka.

Oprema:
- pH meter CyberScan pH/ion CON 510 (Eutech Instruments, Singapur)

Dolocanje kislosti mati¢nega mle¢ka (Popescu in sod., 2008)

Princip:
Titracija vzorca z 0,1 M NaOH ob dodatku indikatorja fenolftaleina do preskoka v roznato
barvo.

Oprema:
- pH meter MA 5736 (Metrel, Slovenija)

Doloc¢anje vsebnosti beljakovin z metodo po Kjeldahlu (Plestenjak in Golob, 2003)

Princip:

Dolocanje vsebnosti beljakovin posredno preko dusika, ob upoStevanju, da prisoten dusik
izvira iz beljakovin. Za preracun dusika v beljakovine smo uporabili splosni empiri¢ni faktor
(F=6,25).

Oprema:
- blok za razklop vzorca (Digestion Unit Biichi)

- enota za odvod zdravju Skodljivih hlapov (Scrubber Biichi)

- destilacijska enota (Distillation unit Biichi)

- titracijska enota (Titrino Biichi)

- katalizator KJELTABS Cu/3,5 (3,5 g K2SO4 + 0,4 g CuSO4 - 5 H20)

Doloc¢anje vsebnosti mascob z metodo po Soxhletu (Plestenjak in Golob, 2003)

Princip:
Direktna ektrakcija masc¢obe v Soxhletovem aparatu z nepolarnim topilom. Odparevanje topila,
suSenje ekstrahirane snovi, tehtanje in izracun.

Oprema:
- aparat po Soxhletu

- suSilnik (Sterimatic ST-11, Hrvaska)
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Doloc¢anje vsebnosti sladkorjev s tekocinsko kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC-RI)
(Bogdanov, 2009)

Princip:
Ekstrakcija sladkorjev iz maticnega mlecka z metanolom in HPLC analiza z RI detektorjem z
metodo eksternega standarda.

Oprema:
- tekocinski kromatograf (HPLC)

- RI detektor

Dolocanje vsebnosti  10-hidroksi-2-decenojske kisline (10-HDA) s teko¢insko
kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC) (Intertek, 2017)

Princip:
Ekstrakcija mati¢énega mle¢ka z meSanico fosfatnega pufra in metanola (55/45, v/v) in HPLC
analiza z UV detektorjem z metodo eksternega standarda.

Oprema:
- tekocinski kromatograf (HPLC)

- reverznofazna kolona
- UV detektor

Dolo¢anje mas¢obnokislinske sestave s plinsko kromatografijo (GC) (Ferioli in sod., 2014:
Isidorov in sod., 2012)

Princip:
Ekstrakcija mascob iz liofiliziranega mati¢nega mlecka z meSanico dietileter/izopropanol (50/1,
v/V), priprava trimetilsililnih derivatov mas¢obnih kislin z derivatizacijskim reagentom BSTFA
z 1 % TMCS (bis-trimetilsilil-trifluoroacetamid s trimetilklorosilanom) in piridinom in GC
analiza.

Oprema:
- plinski kromatograf Agilent Technologies 6890

- kapilarna kolona
- plamensko ionizacijski detektor (FID)
- masni spektrometer
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9 REZULTATI IN RAZPRAVA

9.1 PELOD V MATICNEM MLECKU

V 10 ml destilirane vode smo raztopili 1 g mati¢énega mlecka . Supernatant smo po
centrifugiranju sprali najprej z ledocetno kislino ter anhidridom ocetne Kisline ter Zveplene
kisline, kar je znacilno za standardno acetolizo (Morgado in Barth, 2011). Ker smo do podobne
kakovosti vzorca prisli tudi s poenostavljeno metodo brez acetolize, smo v nadaljevanju
uporabili to metodo (Piana in sod., 2006).

Pelod smo glede na relativno zastopanost razdelili v 4 skupine:
e vodilni pelod - prevladujo¢: tega je v vzorcu vec kot 45 %,
e spremljajoci pelod - sekundarni pelod: tega je ve€ kot 15 in manj kot 45 %,
e pomembnejsi posamicni pelod - pomemben pelod, ki je v manjSini: tega je ve¢ kot 3 in
manj kot 15 %,
e posamicni pelod - pelod, ki je v manjSini: tega je manj kot 3 %,
e zapisali smo tudi tisti pelod, ki smo ga med analizo vzorca zgolj opazili.

Pelodna sestava mati¢nega mlecka odraza obmocje, v katerem je bil mati¢ni mlecek pridelan,
in je osnovna metoda za doloCitev geografskega porekla maticnega mlecka. Poleg tega pelodna
zrna tudi obogatijo mati¢ni mlecek z beljakovinami, ki izvirajo iz rastlin.

Tako kot v vzorcih iz preteklega leta, tudi tokrat prevladuje pelod pravega kostanja (Castana
sativa), kar se sklada tudi s spektrom peloda v medu pridelanem na obmocju Republike
Slovenije. V ve¢ kot 97 % vzorcev slovenskega medu je prisoten pelod pravega kostanja, v
analiziranih vzorcih mlecka pridelanega v letu 2017 pa je bil le ta prisoten v vseh vzorcih in je
edini pelod v matiénem mlecku, ki je prevladujoc, ostale vrste peloda so zastopane v manj kot
45 % (Kandolf in sod., 2017). V medu pridelanem v Republiki Sloveniji je poleg peloda pravega
kostanja ve¢ tudi peloda sadnega drevja, detelje, javorja, trpotca in malega jesena (Kandolf
Borovsak, 2011), ki so prav tako, razen malega jesena, vsi zastopani v ve¢ kot 60 % vzorcev
mati¢nega mlecka (slika 13).

V preteklem letu smo v vzorcih mati¢nega mlecka slovenskega porekla v veé kot 80 % vzorcev
nasli pelode pravega kostanja, plazeCe detelje, robide in sadnega drevja, tokrat pa poleg nastetih
Se pelod trpotca, ki je bil v preteklem letu zastopan v nekaj ve¢ kot 70 % vzorcev. Vzorci, Ki
smo jih analizirali v programskem letu 2018 so bili pridelani ve¢inoma v pozno poletnem ¢asu
(2017), kar dokazuje vecja pogostost peloda pravega kostanja, trpotca pa tudi navadne ajde, ki
v vzorcih programskega leta 2017 ni bila prisotna.
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% vzorcev

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Castanea sativa-pravi kostanj
Plantago sp.-trpotec

Rubus sp.-robida

Trifolium repens-plazeca detelja
Sadno drevje

Poaceae-trave

Acer sp.-javor

Apiaceae-kobuljnice

Nedolocen

Fagopyrum esculentum-navadna ajda
Filipendula sp.-oslad

Tilia sp.-lipa

Asteraceae (nebinovke), T (regrat) tip
Ranunculaceae (zlati¢evke), Clematis (srobot) tip
Asteraceae (nebinovke), A tip
Brassicaceae-kriZnice, Brassica tip-tip oljne ogrscice
Melilotus sp.-medena detelja
Parthenocissus sp.-vinika

Trifolium pratense-Crna detelja I ]

Zea mays-koruza I ]

Asteraceae (nebinovke), H tip T
Asteraceae (nebinovke), J tip I

Echium sp.-gadovec I

Fraxinus ornus-mali jesen
Ranunculaceae (zlati¢evke), Ranunculus (zlatica) tip
Salix sp.-vrba | ]
Caryophyllaceae-klin¢nice ]
Dipsacaceae-sceticevke ]

Hedera helix-brsljan

Helianthemum sp.-popon ]

Abortiran

Aesculus hippocastanum-divji kostanj

W>45%
Chenopodium sp.-metljika
Frangula sp.-krhlika

Hypericum perforatum-Sentjazevka B 15-45%

Juncaceae-lo¢kovke

Ligustrum sp.-kalina E3-15 %
Loranthus europaeus-navadno ohmelje
Lotus sp.-nokota

< 3%

Myosotis sp.-spomincica
Pinaceae-borovke
Rhamnaceae-krhlikovke
Sedum sp.

Vitis sp.-vinska trta

O pri pregledu opazen

Slika 13: Spekter peloda analiziranih vzorcev mati¢nega mle¢ka (N=12)

9.2 FIZIKALNO-KEMIJSKI PARAMETRI
V' preglednici 24 so predstavljeni rezultati doloCanja vsebnosti vode, pepela, mascob,

beljakovin in 10-HDA ter vrednosti pH in Kkislosti 12 vzorcev svezega mati¢nega mlecka,
vkljucenih v programsko leto 2018.
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Preglednica 24: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz slovenskega mati¢nega mle¢ka programskega leta 2018

Parameter

Oznaka vzorca Vsebnost | Vsebnost Vrednost Kislost | Vsebnost | Vsebnost | Vsebnost

vode pepela (ml 0,1 M |beljakovin| maséob | 10-HDA

(9/100 @) | (9/100 @) pH NaOH/qg) | (¢/100g) | (9/100¢g) | (g/100 g)
K. MLECEK 2018-1 64,7 1,01 391 4,06 13,30 5,20 2,82
K. MLECEK 2018-2 66,5 1,00 391 4,38 12,24 5,71 3,05
K. MLECEK 2018-3 65,4 1,08 3,82 4,63 12,79 5,81 3,11
K. MLECEK 2018-4 64,6 1,04 381 4,26 12,96 5,03 2,71
K. MLECEK 2018-5 65,7 1,17 3,80 4,28 12,37 5,28 3,01
K. MLECEK 2018-6 64,9 1,11 3,85 4,31 12,68 5,09 2,83
K. MLECEK 2018-7 62,9 1,15 3,86 4,77 13,94 5,38 2,86
K. MLECEK 2018-8 64,4 0,98 3,84 4,73 12,22 5,97 3,31
K. MLECEK 2018-9 64,4 0,95 3,94 3,89 12,24 4,02 2,46
K. MLECEK 2018-10 66,2 0,94 3,75 3,95 11,33 4,04 2,56
K. MLECEK 2018-11 64,8 1,05 3,82 4,57 12,54 5,01 2,81
K. MLECEK 2018-12 67,7 1,01 3,94 4,16 11,86 534 2,62
Povprecje 65,2 1,04 3,85 4,33 12,54 5,16 2,85
S.D. 1,2 0,07 0,06 0,29 0,68 0,61 0,24
MIN 62,9 0,94 3,75 3,89 11,33 4,02 2,46
MAKS 67,7 1,17 3,94 4,77 13,94 5,97 3,31

S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost

Vsebnost vode v vzorcih matiénega mlecka smo izracunali na podlagi izmerjenega lomnega
koli¢nika. 1z preglednice 24 je razvidno, da je vsebnost vode v vzorcih maticnega mlecka
slovenskega porekla variirala med 62,9 in 67,7 g/100 g, kar pomeni, da so vsi vzorci ustrezali
standardom kakovosti za sveZ mati¢ni mlecek (Sabatini in sod., 2009) in sicer, da mora biti
vsebnost vode v svezem mati¢nem mlecku med 60 in 70 g/100 g. Vrednosti so ustrezale tudi
ISO standardu, ki navaja vsebnost vode v svezem matiénem mlecku v obmocju 62,0 do 68,5
g/100 g (I1SO, 2016). Povprec¢na vsebnost vode v vzorcih programskega leta 2018 je bila
nekolika manjsa (65,2 g/100 g) v primerjavi s programskim letom 2017, ko je znasala 66,3
9/100 g (Kandolf in sod., 2017).

Vsebnost pepela smo dolocili s suhim sezigom vzorca pri temperaturi 550 °C do konstantne
mase. Povpreéna vsebnost pepela v analiziranih vzorcih je bila 1,04 g/100 g, z razponom od
0,94 do 1,17 g/100 g. Vsi analizirani vzorci so ustrezali standardom kakovosti za svez matic¢ni
mlecek (Sabatini in sod., 2009) in sicer, da mora biti vsebnost pepela v maticnem mlecku v
obmocju med 0,8 in 3 g/100 g pepela. VVsebnosti so dobro primerljive z rezultati vsebnosti
pepela v vzorcih mati¢énega mlecka programskega leta 2017 (od 0,94 do 1,08 g/100 g).
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Vrednost pH smo doloc¢ili z merjenjem pH vodne raztopine vzorcev na predhodno umerjenem
pH metru. Vzorci mati¢nega mlecka so bili glede vrednosti pH zelo izenaceni, razpon je bil le
nekoliko vecji kot v preteklem letu. Vrednost pH je variirala med 3,73 in 3,87 v vzorcih
programskega leta 2017 (Kandolf in sod., 2017) in med 3,75 in 3,94 v vzorcih programskega
leta 2018 (preglednica 24).

Kislost mati¢nega mlecka smo dolocili titrimetricno, povprecna kislost vzorcev slovenskega
mati¢nega mlecka je bila 4,33, obmocje pa od 3,89 do 4,77 mL 0,1 M NaOH/g. Vsi analizirani
vzorci so glede vrednosti pH in kislosti ustrezali standardom kakovosti za svez mati¢ni mle¢ek
(Sabatini in sod., 2009; ISO, 2016). V primerjavi s programskim letom 2017 je bila Kislost
nekoliko vecja, lanskoletno obmodje kislosti vzorcev matiénega mlecka je znasalo od 3,74 do
4,51 mL 0,1 M NaOH/g.

Vsebnost beljakovin smo dolo¢ili z metodo po Kjeldahlu. 1z preglednice 24 je razvidno, da je
bila vsebnost beljakovin v analiziranih vzorcih mati¢nega mle¢ka v obmod¢ju od 11,3 do 13,9
g/100 g, s povpre¢no vrednostjo 12,5 g/100 g. Vsi vzoreci so ustrezali priporo¢enim vrednostim,
kot jih navajajo Sabatini in sod. (2009) (9 do 18 g/100 g) oz. ISO standard (11 do 18 g/100 g).
Rezultati vsebnosti beljakovin so primerljivi z rezultati analiz matiénega mlecka v
programskem letu 2017 (Kandolf in sod., 2017).

Vsebnost maséob v vzorcih maticnega mlecka smo doloc¢ili z direktno ekstrakcijo v
Soxhletovem aparatu. Vrednosti so variirale od 4,02 do 5,97 g/100 g. Povpre¢na vsebnost
mascob v vzorcih slovenskega mati¢nega mlecka znasa 5,16 g/100 g, kar ustreza priporo¢ilom
za standardno sestavo, Ki za svez mati¢ni mlecek navajajo razpon vrednosti od 3 do 8 g /100 g
mascob (Sabatini in sod., 2009) 0z. 2 do 8 g/100 g mascob (1SO, 2016). V primerjavi s preteklim
letom aplikativne raziskave, je bila v leto$njem letu (programsko leto 2018) vsebnost mas¢ob
v povprecju 15 % manjsa.

Pomembna komponenta mas¢obne frakcije mati¢nega mlecka je 10-HDA. Ta mascobna Kislina
je znacilna samo za mati¢ni mlecek, zato je njena vsebnost pomemben kriterij njegove
pristnosti. Pristen mle¢ek mora vsebovati vsaj 1,4 g/100 g 10-HDA (Sabatini in sod., 2009;
ISO, 2016). V vzorcih slovenskega maticnega mlecka je bila povprecna vsebnost 2-krat vecja
od te vrednosti (2,85 g/100 g), obmocje je znasalo od 2,46 do 3,31 g/100 g, kar je zelo podobno
kot v vzorcih mati¢nega mlecka v programskem letu 2017 (Kandolf in sod., 2017).

9.3 VSEBNOST SLADKORJEV

Glavna sladkorja mati¢nega mlecka sta monosaharida fruktoza in glukoza, obi¢ajno je prisotna
tudi saharoza, ki je bila v vzorcih programskega leta 2017 dolo¢ena v vseh vzorcih, v vzorcih
iz letoSnjega leta pa je bila v treh vzorcih vsebnost saharoze pod mejo detekcije (preglednica
25). Za razliko od vzorcev preteklega leta, smo erlozo doloéili le v enem vzorcu, vsebnost
maltoze in melecitoze pa je bila v vseh vzorcih pod mejo detekcije.
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Glede na priporocila za standardno sestavo mati¢nega mlecka (Sabatini in sod., 2009) svez
mati¢ni mlecek vsebuje med 3 in 13 g/100 g fruktoze, med 4 in 8 g/100 g glukoze ter med 0,5
in 2 g/100 g saharoze. Vsota fruktoze, glukoze in saharoze naj bi bilamed 7 in 18 g/100 g. ISO
standard (2016) navaja nekoliko druga¢ne vrednosti, in sicer mora mati¢ni mlecek vsebovati
med 2 in 9 g/100 g fruktoze oz. glukoze, manj kot 3 g/100 g saharoze in manj kot 1,5 g/100 g
maltoze. Erloze in maltotrioze je lahko manj kot 0,5 g/100 g, vsebnost skupnih sladkorjev pa
mora biti v obmo¢ju med 7 in 18 g/100 g.

V preglednici 25 so podani rezultati dolocanja vsebnosti posameznih sladkorjev s tekocinsko
kromatografijo visoke loc¢ljivosti z IR detektorjem. Analizirani vzorci so vsebovali od 2,3 do
4,0 g/100 g fruktoze, med 4 in 6,2 g/100 g glukoze ter od <0,5 do 3,3 g/100 g saharoze, v treh
vzorcih je bila vsebnost saharoze pod mejo detekcije. Vsebnost maltoze in melecitoze je bila v
vseh vzorcih pod mejo detekcije, erlozo pa je vseboval le en vzorec mati¢énega mlecka.

Preglednica 25: Vsebnost sladkorjev v slovenskem mati¢nem mlec¢ku

Vsebnost sladkorjev (g/100 g)

Oznaka vzorca Fru Glu Sah Mal Er Mel F:u;a?llu slsal;uk%?;i
K.MLECEK 2018-1 | 26 4,8 18 | nd | 05 | nd 9,2 9,7
K.MLECEK 20182 | 23 4,8 09 | nd | nd | nd 8 8
K. MLECEK 2018-3 | 33 6,2 05 | nd. | nd | nd 10 10
K. MLECEK 20184 | 29 5.1 14 | nd. | nd | nd 9,4 9,4
K. MLECEK 20185 | 34 5 nd. | nd | nd | nd. 8,4 8,4
K. MLECEK 20186 | 37 52 | nd | nd. | nd | nd 8,9 8,9
K. MLECEK 2018-7 | 3 4 09 | nd | nd | nd 8,5 8,5
K.MLECEK 20188 | 29 5,7 07 | nd. | nd | nd 9,3 9,3
K.MLECEK 20189 | 27 5,1 33 | nd. | nd. | nd 11,1 11,1
K. MLECEK 2018-10 | 32 5,9 12 | nd | nd | nd. 10,3 10,3
K. MLECEK 2018-11| 32 52 1 nd. | nd. | nd. 9.4 9.4
K. MLECEK 2018-12 | 4 5.8 nd. | nd. | nd | nd 9,8 9,8
Povpregje 315 | 523 | 1,30 n.d. n.d. 9,36 9,40
S.D. 049 | 060 | 084 | nd. n.d. 0,87 0,87
MIN 2,30 | 4,00 | nd. n.d. n.d. n.d. 8,00 8,00
MAKS 400 | 620 | 330 | nd. | 050 | nd | 1110 | 11,10

Fru: fruktoza; Glu: glukoza; Sah: saharoza, Mal: maltoza; Er: erloza; Mel: melecitoza
S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost
n.d.: pod mejo detekcije (< 0,5 g/100 g)

Glede na predlog Sabatini in sod. (2009) pet vzorcev mati¢nega mlecka ne vsebuje zadostne
kolicine fruktoze (med 3 in 13 g/100 g), glede na ISO standard (2016) pa vsi, razen enega vzorca
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v sestavi sladkorjev ustrezajo standardu. Mati¢ni mlecek tipa 1 ne sme vsebovati ve¢ kot 3
g/100 g saharoze, ¢emur eden od vzorcev ne ustreza. Tudi S$tirje vzorci v preteklem
programskem letu so imeli manj kot 3 g/100 g fruktoze, medtem ko saharoze niso vsebovali
veé kot 2 g/100 g (Kandolf in sod., 2017).

Vsota vseh sladkorjev znasa od 8 in 11,1 g/100 g (preglednica 25), kar je za priblizno 8 % ve¢
kot v vzorcih iz preteklega leta in je v skladu z ISO standardom (2016).

9.4 MASCOBNOKISLINSKA SESTAVA

Z metodo plinske kromatografije smo v vzorcih mati¢nega mlecka, vkljucenih v programsko
leto 2018, s pomocjo standardov in/ali masnih spektrov identificirali in kvantitativno dolo¢ili
7-hidroksioktanojsko kislino, 8-hidroksioktanojsko kislino, 3-hidroksidekanojsko kislino, 9-
hidroksidekanojsko kislino, 9-hidroksi-2-decenojsko kislino (9-HDA), 10-hidroksidekanojsko
kislino (10-HDAA), 10-hidroksi-2-decenojsko kislino (10-HDA), sebacinsko kislino, 11-
hidroksidodekanojsko kislino, 2-decen-1,10-diojsko kislino in 3,10-dihidroksidekanojsko
kislino.

Preglednica 26: Mas¢obnokislinska sestava slovenskega mati¢nega mle¢ka

Oznaka VZorca Vsebnost mascobnih kislin (g/100 g)

MK1l | MK2 | MK3 | MK4 | MKS5 | MK6 | MK7 | MK 8

K. MLECEK 2018-1 0,18 0,13 0,11 0,78 2,63 0,12 0,13 0,13

K. MLECEK 2018-2 0,17 0,12 0,12 0,91 3,09 0,14 0,16 0,15

K. MLECEK 2018-3 0,20 0,12 0,15 0,86 2,91 0,16 0,19 0,18

K. MLECEK 2018-4 0,17 0,10 0,12 0,74 2,53 0,13 0,16 0,14

K. MLECEK 2018-5 0,18 0,11 0,11 0,75 2,49 0,13 0,15 0,14

K. MLECEK 2018-6 0,21 0,14 0,14 0,92 3,04 0,16 0,18 0,16

K. MLECEK 2018-7 0,15 0,10 0,09 0,86 2,81 0,11 0,12 0,10

K. MLECEK 2018-8 0,19 0,12 0,13 0,89 2,88 0,14 0,16 0,16

K. MLECEK 2018-9 0,10 0,07 0,07 0,63 2,13 0,09 0,11 0,08

K. MLECEK 2018-10 0,17 0,10 0,13 0,78 2,65 0,14 0,16 0,13

K. MLECEK 2018-11 0,19 0,11 0,15 0,94 3,16 0,17 0,20 0,18

K. MLECEK 2018-12 | 0,21 0,12 0,15 1,10 3,71 0,16 0,19 0,20

Povprecje 0,18 0,11 0,12 0,85 2,84 0,14 0,16 0,15
S.D. 0,03 0,02 0,03 0,12 0,40 0,02 0,03 0,03
MIN 0,10 0,07 0,07 0,63 2,13 0,09 0,11 0,08
MAKS 0,21 0,14 0,15 1,10 3,71 0,17 0,20 0,20

MK: maséobna kislina; S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost
MK 1: 8-hidroksioktanojska kislina; MK2: 3-hidroksidekanojska kislina; MK 3: 9-HDA; MK 4: 10-HDAA; MK 5: 10-HDA;
MK 6: sebacinska kislina; MK 7: 2-decen-1,10-diojska kislina; MK 8: 3,10-dihidroksidekanojska kislina
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Osem identificiranih mas¢obnih kislin (8-hidroksioktanojska kislina, 3-hidroksidekanojska
kislina, 9-HDA, 10-HDAA, 10-HDA, sebacinska kislina, 2-decen-1,10-diojska kislina in 3,10-
dihidroksidekanojska kislina) predstavlja ve¢ kot 90 % odziva FID detektorja, vsebnosti teh
mascobnih kislin so podane v preglednici 26. Vsebnost 8-hidroksioktanojske kisline, 10-
HDAA, 10-HDA in sebacinske kisline smo dolo¢ili s pomo¢jo umeritvene krivulje s standardi,
ostale mascobne kisline smo podali kot ekvivalent 10-HDA.

Kot je razvidno iz preglednice 26, je mati¢ni mle¢ek vseboval najve¢ 10-HDA, sledi 10-HDAA.
Razmerje mascobnih kislin v vzorcih mati¢nega mlecka je zelo konstantno. Delez 10-HDA od
vseh doloc¢enih mascobnih kislin je znasal 59 do 64 %. Druga najbolj zastopana masc¢obna
kislina mati¢nega mlecka, 10-HDAA, predstavlja 18 do 20 % delez. Rezultati so primerljivi z
ugotovitvami v programskem letu 2017. Ostale mascobne kisline, ki smo jih dolocili v
matiénem mlecku, so zavzemale do 4,3 % od vseh dolo¢enih mas$¢obnih kislin. Vsebnosti
posameznih masc¢obnih kislin, v g/100 g mati¢nega mlecka, so podane v preglednici 26 in so
priblizno 20 do 30 % manjSe od vsebnosti, ki smo jih dolo¢ili v vzorcih mati¢nega mlecka
programskega leta 2017, kar lahko deloma pripiSemo manjsi vsebnosti skupnih mascob.

Povpreéne vsebnosti 7-hidroksioktanojske, 9-hidroksidekanojske in 11-hidroksidodekanojske
mascobne Kisline so bile bistveno manjSe in niso prikazane v preglednici 26, povpreéne
vsebnosti so znasale 0,028 g/100 g, 0,024 g/100 g oz. 0,037 g/100 g.

9.5 1ZBRANI FIZIKALNO-KEMIJSKI PARAMETRI SKLADISCENIH VZORCEV

Vzorce mati¢nega mlecka z oznakami K. MLECEK 2018-1, 3, 6 in 7 smo od pet do 3est
do Sest mesecev v hladilniku ter po kon¢anem skladis¢enju dolo¢ili vsebnost vode, beljakovin,
mascob, pH vrednost ter kislost. V vzorcih z oznakami K. MLECEK 2018 3, 7, 9,11 smo po 2-
mese¢nem skladis¢enju v hladilniku oz. zmrzovalniku dolo¢ili tudi vsebnost 10-HDA ter
sladkorjev, rezultati so prikazani v preglednici 27.

Spremembe vsebnosti vode v vzorcih maticnega mlecka med shranjevanjem v hladilniku ali
zmrzovalniku so zanemarljive, znaSajo od 0 do 1,2 %. Vrednost pH vzorcev se je nekoliko
zniZala ne glede na nacin skladiS¢enja, vendar je Se vedno primerljiva z analizirani vzorci v tem
in preteklem letu, pred staranjem so bile vrednosti med 3,75 in 3,94, v povpre¢ju 3,86, po
staranju pa med 3,68 in 3,77 v povprecju 3,72. Tudi spremembe kislosti vzorcev maticnega
mlecka so bile zelo majhne in so znasale do 3 %. Vsebnost beljakovin se je v skladiS¢enih
vzorcih mati¢nega mlecka veCinoma minimalno zmanjsala (do 6 %, preglednici 24 in 27),
vsebnost mas¢ob pa se je v vzorcih maticnega mlecka med 5 do 6-mesecnim skladiS¢enjem
povecala od 4 do 8 %. Vsebnost 10-HDA se je zmanjSala minimalno ne glede na nacin
skladiS¢enja, pred staranjem so bile vsebnosti 10-HDA v analiziranih vzorcih od 2,46 do 3,11
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g/100 g v povprecju 2,81 g/100 g, po staranju pa od 2,47 do 3,13 g/100 g, v povprec¢ju 2,78
9/100 g.

Preglednica 27: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz slovenskega mati¢nega mlec¢ka po skladi§¢enju

Parameter
Oznaka vzorca Vsebnost Vrednost Kislost Vs_ebnos:t Vsebnost | Vsebnost
vode (ml 0,1 N |beljakovin| mascob 10-HDA
(9/100 @) pH NaOH/qg) | (¢/100g) | (9/100 g) (9/100 @)
K. MLECEK 2018-1-Z 64,8 3,72 4,13 13,26 5,39 /
K. MLECEK 2018-2-H 67,0 3,77 4,46 12,22 5,97 /
K. MLECEK 2018-3-Z 66,0 3,74 4,62 12,29 6,19 3,13
K. MLECEK 2018-6-Z 64,9 3,7 4,38 12,68 5,31 /
K. MLECEK 2018-7-Z 62,8 3,71 4,62 13,13 5,63 2,76
K. MLECEK 2018-9-H 63,6 3,75 3,91 12,02 4,34 2,47
K. MLECEK 2018-10-H 66,2 3,71 4,09 11,50 4,38 -
K. MLECEK 2018-11-H 65,0 3,68 4,54 12,60 5,27 2,74

Z: zmrzovalnik; H: hladilnik

Vsi parametri mati¢nega mlecka, ki smo ga nekaj mesecev skladis¢ili v hladilniku oz.
zmrzovalniku so Se vedno ustrezali kriterijem kakovosti mednarodnega standarda 1SO in
predlagane standardne sestave. Razlike med svezim in skladis¢enim mati¢nim mle¢kom so bile
majhne (manj kot 10 %, v nekaterih primerih tudi manj kot 0,5 %). Zohar (2018), ki je v okviru
diplomskega dela vse vzorce mati¢nega mlecka 5 do 6 mesecev skladis¢ila v hladilniku in v
zmrzovalniku, navaja, da so bile spremembe vecinoma vecje pri mati¢nem mlecku, shranjenem
v hladilniku, kot pri maticnem mlecku, shranjenem v zamrzovalniku. V okviru diplomskega
dela je vrednotila tudi spremembe barve med 6-mese¢nim skladis¢enjem, le-ta je postala
temnejSa. Kromogena reakcija je dodatno pokazala, da se barva svezega mati¢nega mlecka
razlikuje od barve mati¢nega mlecka, shranjenega na sobni temperaturi. Ta reakcija je uporabna
za hitro oceno svezosti matiénega mlecka (Zohar, 2018).

Tudi ¢e pogledamo rezultate analiz vzorcev mati¢nega mlecka, ki so bili analizirani v
programskem letu 2017, pridobljeni pa v letu 2016, kar pomeni, da so bili v Casu analiz stari
priblizno eno leto (Kandolf in sod., 2017), so bile vrednosti znotraj mej, ki smo jih dolo¢ili v
svezih vzorcih programskega leta 2018 (pred skladis¢enjem) oz. vrednosti, ki so bile v
programskem letu 2017 dolo¢ene v svezih vzorcih.

Razmerja sladkorjev v maticnem mle¢ku so se po skladis¢enju nekoliko spremenila

(preglednica 28), predvsem v vsebnosti fruktoze in saharoze. Rezultate je sicer tezko med sabo
primerjati, saj analize niso bile opravljene istocasno (v istih pogojih), bomo pa Stevilo analiz
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vsebnosti sladkorjev v matiénem mle¢ku v naslednjem programskem letu povecali, da bomo
lahko podali bolj jasne zakljucke.

Preglednica 28: Vsebnost sladkorjev v slovenskem mati¢nem mle¢ku po skladi$éenju

Vsebnost sladkorjev (g/100 g)

Oznaka vzorca Fru | Glu Sah Mal Er Mel Fiuerafllu s?alfjuk%r;;i
K.MLECEK 2018-3-Z | 45 | 59 | 07 | nd. | nd | nd, 11,1 11,1
K. MLECEK 2018-7-Z | 47 | 43 | 11 | nd. | nd | nd, 10,1 10,1
K.MLECEK 2018-9-H | 36 | 50 | 40 | nd | nd | nd. 12,6 12,6
K.MLECEK 2018-11-H | 41 | 47 | 12 | nd | nd | nd. 10,0 10,0

Fru: fruktoza; Glu: glukoza; Sah: saharoza, Mal: maltoza; Er: erloza; Mel: melecitoza
n.d.: pod mejo detekcije (< 0,5 g/100 g)

10 ZAKLJUCEK

V drugem letu aplikativne raziskave Karakterizacija ¢ebeljih pridelkov ter vpliv postopkov
obdelave in shranjevanja cvetnega prahu na njegovo kemijsko in mikrobiolosko sestavo smo
analizirali 12 vzorcev slovenskega maticnega mlecka. Zbranim vzorcem smo dolo¢ili vsebnost
vode, pepela, beljakovin, mascob, 10-hidroksi-2-decenojske kisline (10-HDA), sladkorjev,
vrednost pH, kislost, mas¢obnokislinsko sestavo ter opravili pelodno analizo. Ugotavljali smo
tudi ali se kakovostni parametri (vsebnost vode, beljakovin, mas¢ob, 10-HDA in sladkorjev,
pH vrednost ter kislost) v mati¢cnem mle¢ku po shranjevanju v hladilniku ali zmrzovalniku
spremenijo glede na svez mati¢ni mlecek.

Dobljeni rezultati so ve€inoma v okviru vrednosti, ki jih navaja ISO standard, pri enem vzorcu
mati¢nega mlecka odstopa samo vsebnost saharoze, nekateri vzorci pa odstopajo v vsebnosti
fruktoze in saharoze glede na predlog Sabatini in sod. (2009), tako da je raziskava podala
pomembne rezultate, ki bodo lahko pomagali pri pripravi ustrezne zakonodaje s tega podrocja.

Rezultati so dobro primerljivi z rezultati analiz mati¢nega mlecka v programskem letu 2017 ter
z do sedaj objavljenimi rezultati za navedene parametre v okviru tujih raziskav. Podrobna
primerjava z rezultati tujih raziskav bo predstavljena v kon¢nem porocilu. Prav tako bodo v
kon¢nem porocilu prikazani statisticno obdelani podatki analiz celotnega obdobja raziskave.

evive

dolo¢eno obdobje v hladilniku 0z. zmrzovalniku, so Se vedno ustrezali kriterijem kakovosti
mednarodnega standarda ISO in predlagane standardne sestave. Med skladis¢enjem je postala
barva maticnega mlecka temnejSa. Spremembe barve so bile vecje pri maticnem mlecku,
shranjenem v hladilniku. Prav tako je med skladis¢enjem prislo do manjsih sprememb v sestavi
mati¢nega mlecka, ki so bile ve¢inoma manj izraZzene pri maticnem mlecku, shranjenem v
zamrzovalniku (Zohar, 2018). Razlike med svezim in skladi§¢enim mati¢nim mle¢kom so bile
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majhne (manj kot 10 %, v nekaterih primerih tudi manj kot 0,5 % za posamezne vzorce),
nekoliko vecje so bile le pri vsebnosti sladkorjev, zato bomo Stevilo analiz vsebnosti sladkorjev
v naslednjem letu povecali, Stevilo analiz nekaterih ostalih parametrov pa zmanjsali.
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12 PREGLED OBJAV O PROPOLISU

Propolis je lepljiva, smolnata snov, grenkega okusa in mo¢nega, prijetnega vonja po rastlinskih
popkih, medu, vosku. Ze v antiki so mu namenjali posebno pozornost. Cebelarji so opazovali
Cebele, kako so pred vhodom v svoje panje gradile steno iz propolisa. Beseda propolis izvira iz
dveh besed »pro« pomeni pred, »polis« pa mesto (Burdock, 1998). Latinska beseda propolis
pa pomeni zamazati, zgladiti. Beseda propolis je prepoznavna celemu svetu, v vseh jezikih,
zgodovinska odkritja pa kazejo, da so ga v medicini uporabljali tako stari Egipcani, Babilonci,
Arabci, stari Grki, Rimljani, Kitajci in tudi drugi stari narodi nasega planeta. Propolisu pravimo
tudi zadelavina.

Glavna funkcija propolisa v panju je ohranjanje sterilnega okolja v njem in prepreevanje
nastanka bolezni v ¢ebelji druzini. Je gradbeni in dezinfekcijski material v panju, saj je naravni
antibiotik s Sirokim spektrom delovanja. Deluje protimikrobno, protivnetno, proti tumorjem,
ulcerjem in drugim povzrociteljem bolezni, je dober antioksidant (Huang in sod., 2014).

Izdelki iz propolisa se prodajajo kot prehransko dopolnilo, uporabni so v medicini in kozmetiki
(Medi¢ Sari¢ in sod., 2013). V razli¢nih drzavah imajo razli¢en status. V Nem¢iji, Veliki
Britaniji, Svici veljajo za zdravilo, v Avstriji, ZDA, Braziliji in na Japonskem pa kot prehransko
dopolnilo. Glede statusa so razli¢ne zahteve (Jedlovcnik, 2011). Obstajajo prizadevanja za
grobo standardizacijo osnovnih koli¢in nekaterih sestavin v propolisu, kar pa je zelo tezavno,
saj so med njimi ogromne razlike, kljub vsemu pa vsi kazejo podobno mikrobiolosko aktivnost

(Medi¢ Sari¢ in sod., 2013), ki je lahko posledica sinergistinega delovanja sestavin propolisa
(Huang in sod., 2014).
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Slika 14: Propolis pridobljen na namensko vstavljenih pripomo¢kih.
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12.1 NASTANEK IN NALOGA PROPOLISA

Naloga smole na popkih je, da jih zas¢iti pred zmrzaljo. Nabiranje smol je naloga posameznih
cebel v glavnem po pasi, v ¢asu pase dajejo prednost nektarju, mani in cvetnemu prahu.

Nabiralni nagon po nabiranju je odvisen od potreb in moci ¢ebelje druzine. Mocnejsa kot je
¢ebelja druzina, vec¢je so njene potrebe po propolisu, zato je intenzivnejse tudi iskanje surovin
za propolis. Vecje koli¢ine propolisa lahko pricakujemo v moc¢nejsih ¢ebeljih druzinah, zato je
pomembno, da imamo v ¢asu pridobivanja namenskega propolisa moc¢ne ¢ebelje druzine.

Smole nabirajo vsaj 15 dni stare ¢ebele. Za ¢ebele se uporabno zmehcajo pri okoli 20 °C. Pri
tej toploti so &ebele na delu med 10. in 16. uro dneva. Cez dan tovor odlagajo na sti¢ne tocke
delov v panju, najraje v reze, in propolizirajo Sele po 16. uri (Jedlovénik, 2011). Nabranim
smolam ¢ebele dodajo Se izlocek zlez slinavk ter vosek, da snov postane bolj lepljiva (Burdock,
1998).

Najve¢ smol naberejo ¢ebele na iglastem drevju, topolih, brezi, vrbah, jelsah, divjem kostanju,
brestu in na koS§¢icastih sadnih drevesih (Burdock, 1998) in to v avgustu, septembru in oktobru.
Letni pridelek je odvisen od geografske in klimatske lege cebelnjaka, od primernega rastlinstva
v okolici Cebelnjaka, od Cebelarjeve tehnologije zbiranja, od vrste/rase ¢ebel, od moci cebelje
druzine in od vrste panja. Letni donos znasa od 20 do 400 g na ¢ebeljo druzino, kavkaska ¢ebelja
druzina pa lahko zbere tudi od 250 do 1000 g propolisa na leto.

Cebele s propolisom razkuzijo notranje panjske povrsine in vse dele panja, zamasijo reze in
odprtine v panjskih delih, v krajih z zelo nizkimi temperaturami vcasih celo zoZijo Zrela. Najbolj
propolizirajo prostore tik ob zrelu. Cebele z njim razkuZijo celice, ki jih bo matica zalegla,
pritrjujejo premicne dele v panju in ga dodajajo pri izdelavi satja. S propolisom premazejo tudi
vse vsiljivce, ki so jih ubile v panju, s Cimer preprecijo razpad teh organizmov in razmnozevanje
klic v razpadajoCem telesu vsiljivcev in okuzbo druzine (Jedlovénik, 2011).

12.2 SESTAVA PROPOLISA

Sestava propolisa je raznolika, odvisna je od rastlin, na katerih so ¢ebele nabirale surovine zanj,
od klimatskih razmer v ¢asu nabiranja pa tudi od nacina pridobivanja in vrste ¢ebel, ki imajo
mocno preferenco do posameznega tipa rastlin (Bankova in sod., 2000). V grobem propolis
sestavljajo smole (fenolne spojine) in rastlinski balzami (50 %), vosek (30 %), eteri¢na olja in
aromaticne spojine (10 %), cvetni prah (5 %) ter druge sestavine, kot so amino kisline, vitamini,
minerali in netopne snovi (Burdock, 1998; Sforcin, 2007; Coneac in sod., 2008).

Doslej so v propolisu identificirali ve¢ sto razli¢nih sestavin. Glavne so fenolne spojine:
flavonoidi (flavoni, flavonoli in flavanoni) ter fenolne kisline in njihovi estri, ki so odgovorni
za antivirusno in protivnetno delovanje propolisa. Naravni fenoli delujejo tudi kot antioksidanti.
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Najbolj znacilne fenolne spojine propolisa so: pinocembrin, pinobanksin, fenetilni ester kavne
kisline (CAPE), artepilin C, cimetna, kumarna, kavna, ferulna in izoferulna kislina, ter krizin,
galangin, kamferol in kvercetin (Huang in sod., 2014).

12.2.1 Flavonoidi

Najvec je v propolisu flavonoidov, ki tudi prispevajo najvec k njegovi farmakoloski aktivnosti
in se uporabljajo za ocenjevanje kakovosti propolisa, pridelanega v zmernem klimatskem pasu
(Kosalec in sod., 2004). Delijo se v flavone, flavonole, flavanone, itd. V propolisu zmernega
klimatskega pasu so od flavonoidov najbolj zastopani: krizin, galangin, pinocembrin in
pinobaksin. Propolis, ki ga pridela Apis mellifera carnica, ima manjSo protibakterijsko
uinkovitost kot propolis A. m. anatolica in caucasica. Ceprav razliéne vrste &ebel preferirajo
razlicne rastline, pa sestava propolisa posamezne vrste ¢ebele ni vedno enaka (Huang in sod.,
2014).

12.2.2 Fenolne spojine

Najbolj znacilne fenolne spojine v propolisu so cimetna, kumarna, kavna, ferulna kislina in
njihovi derivati. Fenetilni ester kavne kisline (CAPE) je glavna sestavina propolisa zmernega
pasu in ima Siroko biolosko vlogo (Bankova, 2009).Vsebnost fenolov v propolisu je zelo
razli¢na in je odvisna od rastlinja, kjer so ¢ebele nabrale smole ter sezone nabiranja (Medi¢-
Sari¢ in sod., 2013) in vrste &ebel (Huang in sod., 2014).

12.2.3 Terpenoidi

Propolis vsebuje le 10 % hlapnih sestavin, vendar kljub temu prispevajo znadilen vonj in
farmakolosko aktivnost propolisa. Imajo glavno vlogo pri razlikovanju pravega propolisa od
potvorjenega in delujejo antioksidativno ter antimikrobno (Huang in sod., 2014). V ve¢ji meri
so prisotni v propolisu mediteranskega obmocja (Falcao in sod., 2012).

12.2.4 Druge snovi

Propolis vsebuje tudi cvetni prah, minerale, kot so Ca, K, Mg, Na, Al, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Ni,
Srin Zn, pa tudi Cd, Hg, Pb, pa tudi vosek, ki je proizvod ¢ebel, in ne izvira iz rastlin (Huang
in sod., 2014). Znano je, da je vsebnost voska v propolisu mnogo vecja, kadar ga pridobivamo
iz medisca (Jedlovenik, 2011).
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m smole in balzami = vosek eteri¢na olja

m cvetni prah drugo

Slika 15: Povpreéna sestava propolisa

12.3 VRSTE PROPOLISA

Material, iz katerega ¢ebele proizvajajo propolis, je izlo¢ek rastlin pa tudi snovi, ki se izlo¢ajo
na ranah rastlin: lipofilne snovi na listih in popkih, smole, sluzi,... Sestava izvorne snovi dolo¢a
kemijsko sestavo propolisa, saj jo ¢ebele ne spreminjajo (Bankova, 2005). Cebele smolo
prezvecijo, dodajo encime slinske Zleze, zmeSajo z voskom in uporabijo v panju (Burdock,
1998). Propolis tako sestavljajo snovi z rastlin, izlo¢ki ¢ebel in snovi, ki se dodajo v propolis
med njegovo uporabo (Marcucci, 1995).

Propolis se deli v ve¢ vrst. Za Evropo, Severno Ameriko in netropske predele Azije je znacilen
topol tip propolisa, ki je v glavnem sestavljen iz aktivnih snovi, kot so flavoni, flavanoni ter
cimetna kislina in njeni estri. VV Rusiji prevladuje tip breze, ki prav tako vsebuje flavone in
flavonole, vendar drug tip. Za Brazilijo je znacilen zeleni propolis, poznamo pa Se rdeci
propolis (Kuba, Venezuela), s pacifiskega obmodja je pacifiski propolis, s Kanarskih otokov pa
kanarski, za katere so znacilne druge snovi (Bankova, 2005).

Najbol;j je raziskan topol tip propolisa. Topoli so znacilni za Evropo in tako se navadno tudi
imenuje evropski propolis »propolis topol tipa«, ki je bogat s flavonoidi in fenil propanoidi ter
fenoli in njihovimi estri. Omenjeni tip propolisa je najbolj razsirjen, predvsem v zmerno toplem
klimatskem pasu (Hunag in sod., 2014). Za karakterizacijo topol tipa propolisa je potrebno
dolociti skupne flavone, flavonole, flavanone in dihidroflavonole ter skupno vsebnost fenolov,
pri Cemer tipiCen topol tip propolisa vsebuje 8+4 % flavonov/flavonolov, 6+2 %
flavanonov/dihidroflavonolov, 28+9 % skupnih fenolov (Bankova, 2005) in najmanj 45 %
balzamov (Popova in sod., 2007). Od flavonoidov propolis tipa topola vsebuje predvsem
pinocembrin, pinobanksin, krizin in galangin ter fenolne kisline in njihove estre (Bankova in
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sod., 2000), vsebnost skupnih flavonoidov v evropskem propolisu je navadno od 20 do 30 %,
(Medi¢ Sarié in sod., 2013).

V 16 vzorcih propolisa zbranih v programskem letu 2017 smo dolo¢ili od 1,64 do 12,45 %, v
povprecju 4,53 % fenolnih spojin. Najve¢ fenolnih spojin je vseboval vzorec Stevilka 21 iz
osrednje Slovenije, ki je bil tudi po senzori¢nih lastnosti med najbolj aromati¢nimi, najmanj pa
vzorec Stevilka ena, prav tako iz osrednje Slovenije. Tudi sicer so imeli najve¢jo vsebnost
fenolnih spojin vzorci iz osrednje ter jugovzhodne Slovenije. Vsi vzorci propolisa so vsebovali
p-kumarno kislino v obmocju od 0,58 do 2,38 %, v povpreéju 1,5 % in ferulno kislino v
obmocju od 0,25 do 3,1 % v povpre¢ju 1,23 % (Kandolf in sod., 2017).

12.4 LASTNOSTI PROPOLISA

Barva svezega propolisa je od zeleno rumene do temno rjave, odvisno od izvora rastlin in tudi
starosti (Marcucci, 1995). Breza daje propolis temnejsih odtenkov, jelSa rumenega, divji kostanj
rdeCega. S€asoma posamezne barve potemnijo. Star propolis je ¢rne barve, odvisno od zacetne
barve. Nekatere vrste propolisa so namrec izredno svetle barve (Jedlovenik, 2011).

Pri vi§jih temperaturah je lepljiv, pri nizkih pa krhek ter se ob lomljenju drobi. Po shranjevanju
v zmrzovalniku ga lahko zmeljemo v fin prah. Ima aromati¢en vonj in grenek do rahlo sladek
okus (Medi¢ Sari¢ in sod., 2013).

S segrevanjem propolis spremeni svojo strukturo:
e pri0-15 °C je trd in grudast,
e nad 30 °C postane gnetljiv in se da oblikovati,
e do 60 °C je lepljiv,
e 0d 60-80 °C je tekoc,
e nad 80 °C je hlapen (Jedlov¢nik, 2011).

Propolisove sestavine topijo razli¢na topila do dolocenih deleZev (%). Nobeno topilo ne topi
vseh sestavin. Toplota topljenje pospesuje (Jedlovenik, 2011).

Topnost propolisa je odvisna od:

dolzine ekstrakcije,

e temperature in vrste topila,

o velikosti propolisovih delcev (prah).

Topila:
e etanol ga topi od 50 do 65 %,
e cter, segret na 34 °C, do 68 %,
e aceton do 40 %,
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e vroca voda do 10 %,
propilenglikol, polietilenglikol, ricinusovo olje z dodatkom benzilalkohola,
najbolje se topi v mesanicah eter-etanol (Jedlovénik, 2011).

12,5 PRIDOBIVANJE PROPOLISA

Propolis lahko zbiramo priloznostno ali nacrtno. PriloZnostno zbiramo pridelek, ki so ga ¢ebele
odlozile v panjih, med vratci, na mrezi, na podloznih palicah, na mati¢ni reSetki. To delo
opravljamo v hladnej$ih jesenskih dneh, ko propolis ni ve¢ lepljiv. Glede na postopek ima
takSen propolis vec¢ ali manj primesi, od ostankov lesa, barve, jajcec vesce, dele odmrlih cebel,
veliko voska, morebitne ostanke papirja in druge necistoée. Cebelar takine nedistoée ne sme
uporabljati za izdelavo izdelkov na osnovi propolisa.

Posebej pomembno je, da ¢ebelja druzina v panju, v katerem cebelar pridobiva propolis, ni bila
zdravljena s kemi¢nimi sredstvi, ki se sicer kopi€ijo predvsem v propolisu in vosku. Propolis,
ki vsebuje ostanke zdravil, lahko uporabljamo le za tehni¢ne namene, za premaze, zascito lesa,
nikakor pa ne za uporabo v prehrani, zdravilstvu in kozmetiki.

Pri naértnem zbiranju propolisa nacrtujemo postopke in sredstva, s katerimi bomo zagotovili
neoporecni pridelek. Pri zbiranju uporabljamo izkljuéno materiale, ki so primerni za uporabo v
zivilstvu. Tehnike nacrtnega zbiranja propolisa so odvisne od tipa panja in od izbranih
pripomockov.

Propolis lahko pridelujemo v vsakem tipu panja, vsak tip panja ima svoje dobre in slabe
lastnosti. Za pridobivanje propolisa je tako primeren vsak tip panja, v katerega lahko vstavimo
namenske pripomocke nad plodi§¢e oziroma tik ob gnezdu, torej na mesta kamor ¢ebele najraje
odlagajo propolis (Jedlov¢nik, 2011).
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13 MATERIAL IN METODE

13.1 NACRT ZBIRANJA VZORCEV

V raziskavo smo vkljucili 10 vzorcev propolisa slovenskega porekla, pridelanega v letu 2017,
iz sedmih statisti¢nih regij Slovenije. Podatki o analiziranih vzorcih (§t. vzorca, statisti¢na regija
in letnik pridelave) so zbrani v preglednici 29.

Preglednica 29: Seznam vzorcev propolisa

Oznaka Statisti¢na regija Letnik pridelave
PR2018-1 Savinjska 2017
PR2018-2 Jugovzhodna Slovenija | 2017
PR2018-3 Podravska 2017
PR2018-4 Podravska 2017
PR2018-5 Podravska 2017
PR2018-6 Gorenjska 2017
PR2018-7 Gorenjska 2017
PR2018-8 Koroska 2017
PR2018-9 Jugovzhodna Slovenija | 2017
PR2018-10 Obalno-kraska 2017

Vzorce propolisa smo pregledali in odstranili fizikalne necistoce (delcki ¢ebel,...), nato smo
vzorce stehtali in pripravili za analizo.

Slika 16: Vzorci propolisa
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13.2 ANALIZA PROPOLISA

V propolisu so najbolj zastopane spojine: pinocembrin, pinobanksin, krizin, galangin, kamferol
in kvercetin fenetilni ester kavne kisline (CAPE), artepilin C, cimetna, kumarna, kavna, ferulna
in izoferulna kislina(Huang in sod., 2014), ki so bile razen izoferulne kisline in pinobanksina
dolocene tudi v nasih vzorcih. Analize je opravilo podjetje Intertek GmbH iz Bremna, Nemcija.
Uporabljena je bila metoda tekocinske kromatografije visoke loc¢ljivosti z UV detektorjem
(HPLC-UV) (Popova in sod., 2007).

Pred analizo smo vzorce tudi senzori¢no ocenili pri ¢emer smo ocenili videz, barvo in von;.

14 REZULTATI IN RAZPRAVA

14.1 SENZORICNA OCENA IN IZVOR OSNOVNE SUROVINE

Barva propolisa je bila od svetlo rjave do temne rjave. VVzorci so bili so v obliki finega prahu,
drobnih do srednje velikih zrnc. Vzorci so bili suhi. Vecina vzorcev je bila srednje aromaticna,
dva vzorca manj aromati¢na, dva pa bolj aromati¢na. Najbolj aromati¢na vzorca sta prihajala iz
dolenjske in primorske regije, najmanj aromati¢na vzorca propolisa sta prihajala iz gorenjske
in jugo vzhodne Slovenije (preglednica 30). Med barvo in aromati¢nostjo nismo ugotovili
povezav. V zmerno klimatskem pasu je najbolj poznam propolis tip topola, saj ¢ebele najvec
smol naberejo prav na topolu.

Preglednica 30: Rezultati senzori¢ne ocene posameznih vzorcev

Stevilka vzorca Videz Barva Vonj
PR2018-1 fina do srednje velika zrnca |svetlecaa, temno rjava | srednje aromatic¢en
PR2018-2 fina do srednje velika zrnca | svetlo rjava moc¢no aromati¢en
PR2018-3 fina do srednje velika zrnca | svetlecaa, temno rjava | srednje aromati¢en
PR2018-4 fina do srednje velika zrnca |svetleca, temno rjava |srednje aromatic¢en
PR2018-5 v prahu, zrnat svetlo rjava, svetle¢ srednje aromaticen
PR2018-6 fin prah, vecja zrna svetlo rjava malo aromaticen
PR2018-7 fina do srednje velika zrnca |svetleca, temno rjava |srednje aromatic¢en
PR2018-8 drobna zrnca rjava, svetleca srednje aromaticen
PR2018-9 drobna zrnca svetlo rjava malo aromaticen
PR2018-10 fina do srednje velika zrnca | svetlo rjava, oker moc¢no aromati¢en
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14.2 VSEBNOST FENOLNIH SPQOJIN

Sestava propolisa je raznolika, odvisna je od rastlin, na katerih so ¢ebele nabirale surovine zanj,
od klimatskih razmer v ¢asu nabiranja pa tudi od nacina pridobivanja in vrste ¢ebel, ki imajo
mocno preferenco do posameznega tipa rastlin (Bankova in sod., 2000).

V propolisu so dosedaj identificirali ve¢ sto razli¢nih sestavin. Glavne so fenolne spojine:
flavonoidi (flavoni (apigenin), flavonoli (kamferol, galangin, kvercetin) in flavanoni
(naringenin, pinocembrin)) ter fenolne kisline in njihovi estri (kumarna, ferulna, cimetna, kavna
kislina, CAPE).

Od flavonoidov propolis tipa topola vsebuje predvsem pinocembrin, pinobanksin, krizin in
galangin ter fenolne kisline in njihove estre od teh sta najbolj pogosta cimetna kislina in CAPE
(Bankova in sod., 2000).

Vsota analiziranih fenolnih spojin v vzorcih je bila v obmocju od 0,81 do 5,53 %, v povprec¢ju
3,38 %. Najvec¢ fenolnih spojin je vseboval vzorec Stevilka PR2018-2 iz dolenjske regije, ki je
bil tudi po senzori¢nih lastnosti med bolj aromati¢nimi. (preglednica 31).

Vsi vzorci propolisa so vsebovali p-kumarno kislino v obmo¢ju od 0,18 do 1,44 %, v
povprecju 1,03 %. Prav tako so vsi vzorci propolisa vsebovali ferulno kislino v obmo¢ju od
0,16 do 1,26 %, v povprecju 0,87 %, pinocembrin v obmocju od 0,11 do 1,52 %, v povprecju
0,50 % in CAPE v obmo¢ju od 0,14 do 0,42 %, v povprecju 0,27 %.

Kavno kislino, v obmo¢ju od 0,11 do 0,26 %, v povprecju 0,16 %, je vsebovalo devet od desetih
vzorcev. Galangin je vsebovalo osem vzorcev v obmocju od 0,14 do 0,63 %, v povprecju 0,26
%. Krizin je bil prisoten v sedmih vzorcih propolisa v obmoc¢ju od 0,17 do 0,60 %, v povprecju
0,42 %. Cimetno kislino sta vsebovala dva vzorca propolisa v obmo¢ju od 0,16 do 0,19 %, v
povprecju 0,18 %. Kamferol je vseboval en vzorec propolisa iz primorske regije, in sicer 0,12
%. Apigenin je vseboval en vzorec propolisa iz primorske regije, in sicer 0,10 %. Naringenin
je bil tudi prisoten samo v enem vzorcu propolisa iz primorske regije, in sicer 0,11 %
(preglednica 31).

15 ZAKLJUCEK

Fenolne spojine so zelo znacilne za propolis. V sklopu aplikativne raziskave Smo v analiziranih
vzorcih slovenskega propolisa dolocili razmeroma nizke koncentracije fenolnih spojin.
Pridobljene rezultate je tezko primerjati z rezultati drugih Studij, saj vkljucujejo vzorce
propolisa razli¢nega geografskega porekla. Standardne metode za dolo€anje fenolnih spojin v
propolisu ni, uporabljajo pa se razlicni nacini ekstrakcije fenolnih spojin. Vecletni rezultati
bodo dali bolj jasno sliko o sestavi propolisa na slovenskih tleh.
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Preglednica 31: Vsebnost posameznih fenolnih spojin v analiziranih vzorcih propolisa.

Fenolna spojina (%) 1 > 3 2 Ozn5a ka vzogcev . 3 9 10 povprecje SD min maks
m-kumarna Kislina n.d. nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | n.d. n.d.

naringenin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd | 0,11 n.d. ‘ n.d. ‘ 0,11
rutin n.d. nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | n.d. n.d.

apigenin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,1 n.d. n.d. 0,10
kamferol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | 0,12 n.d. n.d. 0,12
krizin nd. | 0,55 | n.d. n.d. 0,6 0,17 | 041 | 04 | 0,31 | 0,47 n.d. 0,55
galangin nd. | 063 | 0,14 | 0,17 | 0,21 | nd. | 0,23 | 0,17 | 0,16 | 0,37 0,26 0,17 n.d. 0,63
kavna kislina 0,11 | 026 | 0,13 | 0,13 | 0,48 | nd. | 0,18 | 0,12 | 0,16 | 0,16 0,16 0,05 n.d. 0,26
p-kumarna kislina 1,12 | 1,13 | 0,81 | 0,98 | 095 | 0,18 | 1,44 | 1,07 | 1,42 | 1,2 1,03 0,36 0,18 | 1,44
ferulna kislina 09 | 089|099 | 082 | 0,77 | 0,16 | 1,01 | 0,85 | 1,26 | 1,02 0,87 0,29 0,16 | 1,26
cimetna kislina nd. | 0,16 | n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | nd. | nd. | 0,19 n.d. 0,19
pinocembrin 0,11 | 152 | 031 | 0,37 | 068 | 0,16 | 0,72 | 0,3 | 0,25 | 0,54 0,50 0,41 0,11 | 1,52
CAPE 0,18 | 0,39 | 0,28 | 0,25 | 0,42 | 0,14 | 0,33 | 0,23 | 0,21 | 0,28 0,27 0,09 0,14 | 0,42
kvercetin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

artepilin C n.d. nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | nd. | nd | nd. n.d.

genistein n.d. nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | n.d. n.d.

e ET#‘S’&;H (05| 248 | 553 | 266 | 272 | 381 | 081 | 432 | 314 | 377 | 456

n.d.: pod mejo detekcije
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