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1 UVOD

Za posodobitev in dopolnitev baze podatkov o senzori¢nih, fizikalno-kemijskih in
mikroskopskih lastnosti razliénih vrst medu, pridelanih v Sloveniji, je Ministrstvo za
kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano narocilo raziskavo z naslovom Karakterizacija cebeljih
pridelkov. V letih od 2017-2019 je potekala raziskava v okviru Programa ukrepov na podroc¢ju
Cebelarstva v Republiki Sloveniji v letih 2017-2019, ki je bil financiran iz sredstev drzavnega
proracuna in proracuna Evropske unije, v katerem so bili doloCeni parametri cvetnega prahu,
mati¢nega mlceka ter propolisa, medu pa v prej$njih programskih letih. Obstojeca raziskava bo
zbirko podatkov dopolnila s posameznimi parametri nekaterih funkcionalnih lastnosti ¢ebeljih
pridelkov.

1.1 CILJ APLIKATIVNE RAZISKAVE

Cilj ukrepa je dopolniti zbirko podatkov o lastnostih medu, cvetenga prahu, maticnega mlecka
in propolisa slovenskega porekla iz treh razli¢nih sezon ter treh statisticnih regij Slovenije.

Glede na programsko nalogo omenjene aplikativne raziskave je v ¢ebeljih pridelkih potrebno
opraviti razli¢ne analize (preglednica 1):

Preglednica 1: Analize ¢ebeljih pridelkov v sklopu aplikativne raziskave

Cebelji pridelek Vrsta analiz

CVETNI PRAH vsebnost elementov (IJS), antioksidativna in protimikrobna
u¢inkovitost (UL BF), pelodna analiza (CZS), senzori¢na analiza
(UL BF, CZS)

MATICNI MLECEK | senzori¢na analiza (UL BF, CZS), vsebnost vode, beljakovin,
kislin, vrednost pH, antioksidativna u¢inkovitost (UL BF)
PROPOLIS vsebnost skupnih flavonoidov (INTERTEK)

MED protimikrobna (UL BF, CZS) in antioksidativna u¢inkovitost glede
na vrsto medu (CZS)

Analize smo opravljali na Cebelarski zvezi Slovenije (CZS), Biotehniski fakultete Univerze v
Ljubljani (UL BF), Institutu Jozef Stefan (IJS) ter v Interteku v Nem¢iji (INTERTEK) skladno
s preglednico 1.
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2 PREGLED OBJAV O CVETNEM PRAHU

Cvetni prah ali pelod je znacilen za vsako posamezno cvetoco rastlinsko vrsto. Med rastlinami
ga prenasajo &ebele, saj se ob obisku cveta oprime dladic na njihovem telesu. Cebele se med
letenjem cistijo ter drobna zrnca cvetnega prahu z dodatkom svojih encimov in medi¢ine med
seboj zlepijo in oblikujejo grudici cvetnega prahu, ki ju na svojih zadnjih nozicah odnesejo v
panj in uporabijo za lastno prehrano. Cvetni prah za ¢ebele predstavlja pomemben vir hranil,
kot so ogljikovi hidrati, beljakovine, mascobe, elementi, vitamini in ostale sestavine (Serra-
Bonvehi in Escola-Jorda, 1997; Villanueva in sod., 2002; Bastos in sod., 2004; Almeida-
Muradian in sod., 2005; Human in Nicolson, 2006). Cvetni prah, ki ga naberejo ¢ebele in se
uporablja v humani prehrani, v Sloveniji imenujemo tudi osmukanec. To poimenovanje ni
raz§irjeno in se uporablja zgolj v tehnoloSkem poimenovanju. Pogovorno in v praksi pa se
uporablja poimenovanje cvetni prah.

Pridobivanje cvetnega prahu osmukanca poteka z napravami, ki jim pravimo osmukalniki in jih
namestimo na zrelo ali podnico ¢ebeljega panja. Svez cvetni prah osmukanec vsebuje veliko
vode, zato je skrb za higieno pridelave klju¢nega pomena za zagotavljanje njegove kakovosti
in varnosti.

Cebele cvetnega prahu skoraj nikoli ne nabirajo samo na eni botani¢ni vrsti, ampak je dnevni
pridelek najveCkrat meSanica grudic cvetnega prahu osmukanca razlicnega botani¢nega
porekla. Prevozi ¢ebel na ogromna obmocja, zasajena z dolo€eno monokulturo, nam omogocajo
pridelavo pretezno enovrstnega (monoflornega) cvetnega prahu osmukanca. Vsaka botani¢na
vrsta cvetnega prahu osmukanca ima svoje karakteristicne znalilnosti. Enovrsten oz.
monofloren cvetni prah osmukanec ima senzori¢ne in biokemijske lastnosti podobne lastnostim
rastline, iz katere izvira, medtem ko ima vecvrsten (polifloren) oz. meSani cvetni prah
osmukanec raznolike lastnosti, ki so posledica razli¢nih botani¢nih vrst (Yang in sod., 2013).

Za uporabo cvetnega prahu v prehrani in apiterapiji je nujno poznavanje hranilne vrednosti in
funkcionalnih lastnosti cvetnega prahu osmukanca posameznih botani¢nih vrst. V letih od
2017-2019 je potekala raziskava v okviru Programa ukrepov na podro¢ju cebelarstva v
Republiki Sloveniji v letih 2017-2019, ki je bil financiran iz sredstev drzavnega proracuna in
proracuna Evropske unije, v kateri so bili v cvetnem prahu doloceni parametri vsebnosti vode,
pepela, beljakovin, mascob in skupnih ogljikovih hidratov ter energijska vrednost. Dolocena je
bila mikrobioloska slika in antioksidativna u¢inkovitost cvetnega prahu po procesih obdelave
in razlicnih casih skladiS¢enja. Obstojeca raziskava bo zbirko podatkov dopolnila z
antioksidativno ucinkovitostjo, protimikrobnim delovanjem in elementno sestavo posameznih
botani¢nih vrst cvetnega prahu osmukanca.
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2.1 SESTAVA CVETNEGA PRAHU

Pelodno zrno obdaja zunanja stena, imenovana eksina, ki je iz sporopolenina (Roulston in Cane,
2000; Kesseler in Harley, 2006). Eksina pelodno zrno §¢iti pred fizikalno-kemijskimi dejavniki,
obdaja jo plast, sestavljena iz mascob, ogljikovih hidratov, terpenoidov in karotenoidnih barvil
(Roulston in Cane, 2000; Komosinska-Vassev in sod., 2015). Eksina moc¢no $¢iti notranjost
pelodnega zrna, vendar je na nekaterih mestih tanjSa. TanjSa mesta imenujemo kalitvene pore,
ki vodijo do notranje pelodne stene, imenovane intina. Intina je sestavljena vecCinoma iz
pektinskih snovi in celuloze ter predstavlja zadnjo pregrado pred vsebino citoplazme pelodnega
zrna, ki je bogata s hranilnimi snovmi (Roulston in Cane, 2000).

Pelod nastaja v prasnikih semenskih rastlin. Zrna peloda (merijo od 2,5 do 250 pm) in se med
seboj razlikujejo po velikosti, obliki, barvi in tezi (Shubharani in sod., 2013). Zrna peloda so
lahko suha ali lepljiva. Suh pelod imajo po navadi vetrocvetke, kot so npr. breza, hrast, trave
itd., medtem ko lepljiv pelod izvira ve¢inoma iz rastlin, ki jih oprasujejo ZuZzelke, ptice ali druge
zivali (zuzkocvetke) (Kesseler in Harley, 2006). Cebele lahko nabirajo pelod na razliénih
rastlinah, ve¢inoma pa je grudica cvetnega prahu sestavljena iz peloda ene rastline (Almeida-
Muradian in sod., 2005; Bogdanov, 2012).

2.2 KEMIJSKA SESTAVA CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA

Preglednica 2: Sestava sveZega vecvrstnega cvetnega prahu osmukanca (Lilek, 2020)

Sestavine Vsebnost (g/100 g) (MIN-MAKS)

Skupni ogljikovi hidrati 36,1-63,3
Izkoristljivi ogljikovi hidrati 24,2-48 4
Prehranska vlaknina 6,52-20,1

Beljakovine 11,8-22,7

Skupne aminokisline 10,0-23,7

Mascéobe 4,80-19,4

Pepel 1,18-3,60

Voda 11,8-34,9

Makroelementi Vsebnost (mg/g) (MIN-MAKS)

Kalij (K) 4,41-10,5

Fosfor (P) 2,67-7,49

Zveplo (S) 1,26-3,13

Kalcij (Ca) 0,74-2,41

Klor (CI) 0,38-1,74

Mikroelementi Vsebnost (pg/g) (MIN-MAKS)

Zelezo (Fe) 49,1-148

Mangan (Mn) 15,7-89,0

Cink (Zn) 12,3-47,0

Rubidij (Rb) 4,90-61,8

Brom (Br) 1,16-28,5

Stroncij (Sr) 0,65-3,47

MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost
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Cvetni prah osmukanec se razlikuje v kemijski sestavi glede na botani¢no poreklo, geografsko
obmocje pridobivanja (Yang in sod., 2013), tip prsti, podnebje, ¢ebelarsko prakso (Feés in sod.,
2012) in c¢as pridobivanja. Cvetni prah osmukanec v vecini sestavljajo ogljikovi hidrati
(sladkorji in prehranska vlaknina), beljakovine, mascobe, aminokisline, maSCobne Kkisline,
fenolne spojine, encimi, vitamini in ostale bioaktivne spojine (Campos in sod., 2008; Campos
in sod., 2010).

2.3 BOTANICNO POREKLO CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA

Pelodna analiza se s pridom uporablja pri dolo¢anju vrstnosti, geografskega porekla in
kakovosti medu (Von der Ohe in sod., 2004). Za potrditev vrste medu je potrebnega vsaj 45 %
peloda dolocene botani¢ne vrste. Poznane so tudi nekatere izjeme, pri katerih je vsebnost peloda
v medu lahko tudi manjsa od 45 % (npr. akacijev, lipov med) ali vec¢ja od 45 % (npr. kostanjev
med) (Louveaux in sod., 1978).

Enovrsten cvetni prah mora vsebovati vsaj 80 % peloda dolo¢ene botani¢ne vrste (Campos in
sod., 2008). Spulber in sod. (2018) navajajo celo ve¢ kot 90 % peloda dolocene botani¢ne vrste.
Za dolocitev botani¢nega porekla cvetnega prahu osmukanca avtorji uporabljajo razlicne nacine
priprave vzorcev.

Barth in sod. (2010) navajajo postopek priprave mikroskopskega preparata za identifikacijo
cvetnega prahu osmukanca, ki ga z dolo€enimi prilagoditvami uporabljajo nekateri avtorji
(Soares de Arruda in sod., 2013; Kosti¢ in sod., 2015a; Spulber in sod., 2018; De-Melo in sod.,
2018). Temelji na tem, da reprezentativen vzorec predstavlja meSanica 2 g cvetnega prahu
osmukanca (priblizno 300 grudic cvetnega prahu osmukanca) in etanola. Z uporabo ultrazvoka
in centrifugiranja nastane sediment, ki se mu doda destilirana voda in glicerin (1:1). Kapljica
tako pripravljene meSanice se nanese na objektno stekelce. Z uporabo svetlobnega mikroskopa
s 400-kratno povecavo identificirajo posamic¢ni pelod s Stetjem pelodnih zrn do 500 (Barth in
sod., 2010).

Nekateri avtorji reprezentativni vzorec cvetnega prahu osmukanca (~ 2 g) razvrstijo po barvah
v skupine in vsako skupino vzorca stehtajo, da izracunajo odstotek cvetnega prahu osmukanca
doloCene botani¢ne vrste v skupnem reprezentativnem vzorcu (Almeida-Muradian in sod.,
2005; Feés in sod., 2012; Estevinho in sod., 2012; Nogueira in sod., 2012; Gardana in sod.,
2018). Tak nacin pa ni najbolj primeren, saj se po raziskavah Bartha in sod. (2010) zaradi
procesov oksidacije barva cvetnega prahu osmukanca lahko spremeni in postane pri nekaterih
rastlinah podobna.
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2.4 PROTIMIKROBNO DELOVANJE CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA

Cvetni prah osmukanec vsebuje veliko bioaktivnih spojin, predvsem fenolnih spojin. Deluje
protimikrobno, kar je v danaSnjem ¢asu zaradi naras¢anja Stevila bakterij, ki razvijajo odpornost
na antibiotike, zelo pomembna lastnost cvetnega prahu kot zivila. Na izvleckih cvetnega prahu
Studije obravnavajo vzpodbudne rezultate protimikrobnega delovanja (Morais in sod., 2011)
proti razlicnim bakterijam.

Glede na razli¢ne Studije, ki so dostopne v strokovni literaturi, koncentracija fenolnih spojin v
cvetnem prahu ne doloca protimikrobnega delovanja v celoti, saj je pomembna predvsem vrsta
fenolnih spojin prisotnih v ekstraktih cvetnega prahu (Carpes in sod., 2007). Na ekstraktih
slovenskega cvetnega prahu je dokazano protimikrobno delovanje (proti Escherichia coli in
Campylobacter jejuni), ki je v pozitivni povezavi z vsebnostjo skupnih fenolnih spojin v
cvetnem prahu (Simunovi¢ in sod., 2019). Cebelji pridelki kot so med, cvetni prah in propolis
z veliko vsebnostjo fenolnih spojin kazejo na dobro protimikrobno aktivnost proti
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, E. coli in drugimi (Grange and Davey, 1990;
Estevinho in sod., 2008; Mavri in sod., 2012). Protimikrobna aktivnost cvetnega prahu
osmukanca $e ni podrobneje raziskana, zaradi razlicnih metodoloskih postopkov pa je
primerjava rezultatov tezavna (Simunovié in sod., 2019).

2.5 ANTIOKSIDATIVNA UCINKOVITOST CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA

Cvetni prah osmukanec vsebuje tudi fenolne spojine, v najvecji meri flavonoide, ki lahko
delujejo kot potencialni antioksidanti in so specifi¢ni za posamezno rastlinsko vrsto (Campos
in sod., 2008; Marghitas in sod., 2009; Li in sod. 2018), zato potekajo tudi Stevilne raziskave,
ki proucujejo vsebnost fenolnih spojin in antioksidativno ucinkovitost cvetnega prahu
osmukanca (Almaraz-Abarca in sod., 2007; Leja in sod., 2007; LeBlanc in sod., 2009;
Marghitas in sod., 2009; Carpes in sod., 2009; Morais in sod., 2011; Feas in sod., 2012; Pascoal
in sod., 2014; De-Melo in sod., 2018). Studije o antioksidativni u¢inkovitosti cvetnega prahu
osmukanca kaZejo na visoko sposobnost »lovljenja« oz. nevtralizacije prostih radikalov. Poleg
flavonoidov, ki so prisotni predvsem kot glikozidi, se v cvetnem prahu rastlin nahajajo tudi
derivati cimetne kisline (Leja in sod., 2007). LeBlanc in sod. (2009) porocajo, da ima cvetni
prah rastlin, ki so bolj izpostavljene son¢ni svetlobi in UV Zarkom, vecjo antioksidativno
ucinkovitost.

Almaraz-Abarca in sod. (2004) ugotavljajo, da ima vsebnost flavonoidov v cvetnem prahu velik
vpliv na antioksidativno u¢inkovitost cvetnega prahu. Velika vsebnost flavonoidov ne pomeni
vedno tudi visoke antioksidativne ucinkovitosti v dolocenih botani¢nih vrstah cvetnega prahu,
kar ugotavljajo nekatere Studije (Leja in sod., 2007; Marghitas in sod., 2009; Morais in sod.,
2011).
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2.6 VSEBNOST ELEMENTOV V CVETNEM PRAHU OSMUKANCU

Elementi so prisotni v zivilih v obliki soli, delimo jih na elemente, ki so nujno potrebni za
normalno delovanje organizma, in elemente, katerih delovanja ne poznamo in so lahko toksic¢ni.
Cvetni prah osmukanec je lahko tudi vir elementov v prehrani ljudi (Morgano in sod., 2011).
V cvetnem prahu osmukancu so prisotni razli¢ni elementi (Kosti¢ in sod., 2015b), katerih
koli¢ine so odvisne od botani¢nega porekla, vrste prsti, geografskega porekla (Yang in sod.,
2013). Vsebnost elementov v cvetnem prahu osmukancu se velikokrat izrazi kot vsebnost
pepela (Human in Nicolson, 2006; Yang in sod., 2013; Kosti¢ in sod., 2015b). Somerville in
Nicol (2002) navajata, da so najbolj zastopani elementi v cvetnem prahu osmukancu K, Ca,
Mg, Na, P, S, Fe, Cu, Mn, Zn, Al, Cd, Cr, Pb, Ni, Se in ostali elementi v sledeh. Vsebnost K v
cvetnem prahu osmukancu je okoli 60 % celotne vsebnosti elementov, sledi Mg, ki predstavlja
okoli 20 % celotne vsebnosti elementov ter Na in Ca, ki predstavljata okoli 10 % vseh
elementov (Szczsgsna in Rybak-Chmielewska, 1998).

Raziskav, ki bi dale podatek o celotni elementni sestavi cvetnega prahu osmukanca, je malo. V
primerih, ko se je dolocal Sirsi spekter elementne sestave, je bilo ugotovljeno, da sta v cvetnem
prahu osmukancu najbolj zastopana elementa P in K (Carpes in sod., 2009; Altunatmaz in sod.,
2017).

Cvetni prah osmukanec ima ugodno razmerje med K in Na (5:1), zaradi ¢esar ima lahko ugoden
ucinek na uravnavanje krvnega tlaka (Campos in sod., 2008). Razlike v elementni sestavi
cvetnega prahu osmukanca se pojavljajo zaradi biotske in geografske raznolikosti, kakor tudi
zaradi razlik v rasti rastlin, kot je npr. tip prsti (Campos in sod., 2008; Carpes in sod., 2009;
Yang in sod., 2013). Serra-Bonvehi in Escola-Jorda (1997) sta na podlagi analize cvetnega
prahu osmukanca iz Spanije ugotovila, da vsebuje ve& Zn in Fe v primerjavi z ostalimi debeljimi
pridelki.

Elementi v cvetnem prahu osmukancu lahko predstavljajo tudi karakteristicne markerje za
identifikacijo botani¢nega porekla, sluzijo lahko tudi za spremljanje njegove kakovosti (Li in
sod., 2018).

2.7 SENZORICNE LASTNOSTI CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA

Senzori¢ne lastnosti cvetnega prahu osmukanca so odvisne od botani¢nega porekla. Barva
cvetnega prahu osmukanca je pretezno rumena, oranzna ali rumenorjava, lahko pa tudi drugih
barvnih odtenkov, kar je odvisno od botani¢nega porekla. Po videzu je cvetni prah osmukanec
v obliki okroglih grudic razli¢nih oblik in velikosti. Vonj cvetnega prahu osmukanca je tipicen
za posamezno rastlinsko vrsto, na kateri je nabran cvetni prah. Specificen je tudi okus, ki je
lahko sladek, kisel, tudi grenek. Cvetni prah osmukanec mora imeti znacilen vonj in aromo, ne
sme biti fermentiran, plesniv, Zarek in ne sme vsebovati necisto¢ (Campos in sod., 2008).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 ZBIRANJE VZORCEV

V raziskavo smo vkljucili 20 vzorcev cvetnega prahu iz Sestih statisti¢nih regij Slovenije. Glede
na vecinsko barvno zastopanost so bili vzorci cvetnega prahu prebrani in zbrani po prevladujoci
barvi iz meSanice vzorca cvetnega prahu. Podatki o analiziranih vzorcih (oznaka, leto pridelave,
statisti¢na regija) so zbrani v preglednici 3.

Preglednica 3: Analizirani vzorci cvetnega prahu

Zap.
§t%) Stevilka vzorca Statisti¢na regija | Leto pridelave
1 |KCP1 Obalno-kraska 2019
2 |KCP2 Pomurska 2020
3 |KCP3 Osrednjeslovenska 2020
4 |KCP4 Osrednjeslovenska 2019
5 |KCP5 Jugovzhodna 2019
6 |KCP6 Gorenjska 2019
7 |KCP7 Gorenjska 2020
& | KCP8 Osrednjeslovenska 2020
9 |KCPY Osrednjeslovenska 2019
10 |KCPI10 Gorenjska 2020
11 |KCPI11 Gorenjska 2020
12 |KCP12 Osrednjeslovenska 2020
13 |KCP13 Osrednjeslovenska 2020
14 |KCP14 Osrednjeslovenska 2020
15 |KCPI15 Gorenjska 2020
16 |KCPl16 Savinjska 2020
17 |KCP17 Osrednjeslovenska 2020
18 |KCP18 Osrednjeslovenska 2020
19 |KCP19 Osrednjeslovenska 2020
20 |KCP20 Osrednjeslovenska 2020

Zbranim vzorcem cvetnega prahu (preglednica 3) smo dolocili botani¢no poreklo. Opravili smo
analize doloCanja antioksidativne ucinkovitosti in protimikrobnega delovanja pridobljenih
vzorcev posameznih botani¢nih vrst cvetnega prahu, dolocili vsebnost elementov ter izvedli
senzoricno analizo s strokovnim panelom. Pred izvedbo analiz smo vzorce homogenizirali z
uporabo krogli¢nega homogenizatorja.
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3.2 ANALIZE CVETNEGA PRAHU

3.2.1 Dolocanje botani¢nega porekla (von der Ohe in sod., 2004)

S svetlobnim mikroskopom smo pregledali mikroskopski preparat cvetnega prahu in dolocili
vrste peloda. Delez posamezne vrste peloda smo izrazili v odstotkih glede na skupno Stevilo
zrnc peloda.

3.2.2 Doloc¢anje protimikrobne aktivnosti

Po raztapljanju cvetnega prahu v 96 % etanolu smo vzorce posusili ter jim dolodili
protimikrobno aktivnost z metodo razred¢evanja v mikrotitrski plosc¢i. Protimikrobna aktivnost
je prikazana kot minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) posameznega vzorca v enotah
mg/mL.

Testni mikroorganizmi so bili S. aureus, Listeria monocytogenes, E. coli in C. jejuni.

Vzorce smo 27-32 ur susili pri sobni temperaturi v vakuumski centrifugi. Posusene vzorce smo
stehtali ter raztopili v topilu dimetilsulfoksid (100 % DMSO) do koncentracije 1000 mg/mL.
Raztopljene vzorce smo v nadaljevanju razredc¢ili v ustreznem gojis¢u do koncentracije 100
mg/mL.

Za doloc¢anje MIK pri bakterijah S. aureus, L. monocytogenes in E. coli smo uporabili tekoce
gojisce Tryptic soy broth (TSB), pri C. jejuni pa Mueller Hinton broth (MHB).

Pripravljene vzorce s koncentracijo 100 mg/mL smo serijsko red¢ili v mikrotitrski plo§¢ici tako,
da smo po 50 pL vzorca prenaSali v 50 uL gojis¢a. Tako smo pripravili dvakratne redcCitve
vzorca. V vsako posamezno luknjico smo po tem dodali po 50 pL bakterijske kulture s
koncentracijo 5x10° CFU/mL.

VKkljucili smo pozitivne kontrole rasti bakterij v gojiscu ter v gojis¢u z dodanim topilom DMSO
ter negativne kontrole, ¢isto gojiS€e in serijsko redCene vzorce brez dodane kulture. Vsa
testiranja so narejena v treh tehni¢nih ponovitvah.

Pripravljene ploscice s kulturami S. aureus, L. monocytogenes in E. coli smo inkubirali pri 37
°C v aerobnih pogojih, s C. jejuni pa pri 42 °C v mikroaerofilnih pogojih 24 h. Po inkubaciji
smo doloc¢ili MIK z indikatorskimi barvili INT in Resazurin, kot najniZjo koncentracijo vzorca,
ki Se zavira rast bakterij.
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3.2.3 Dolocanje antioksidativne uc¢inkovitosti (AU)

Skupne fenolne spojine in AU smo dolocili v izvleckih iz cvetnega prahu, ki smo jih pripravili
s pomocjo solventne ekstrakcije trdno/tekoce z uporabo topila 96 % (v/v) etanol. Pri tem smo
k ustrezni zatehti cvetnega prahu dodali ekstrakcijsko topilo v razmerju 1 : 3 (masa cv. prahu
(g) : volumen ekstr. topila (mL)). Ekstrakcija je potekala 6,5 ur na stresalniku v temi pri sobni
temperaturi z vmesnim tretiranjem v ultrazvocni 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 fenolnih spojin je bila v okviru 5 %.

Skupne fenolne spojine smo dolocili v vsakem posameznem izvleCku po Folin-Ciocalteu
metodi, ki jo je opisal Gutfinger (1981). V reakciji Folin-Ciocalteu reagenta s fenolnimi
spojinami nastane modro obarvan kompleks, ki smo ga dolocili spektrofotometricno z
merjenjem absorbance pri valovni dolzini 765 nm. Analizo smo za vsak izvle¢ek opravili v
najmanj v treh ponovitvah. Napaka doloc¢itve je manj kot 3 %. Vsebnost skupnih fenolnih spojin
v vzorcih cvetnega prahu smo izrazili v ekvivalentih galne kisline kot mg galne kisline (GK)
na gram cvetnega prahu (mgck/g). Rezultati za vsebnost fenolnih spojin so podani kot
povpre¢na vrednost najmanj treh ponovljenih analiz vseh pripravljenih izvle¢kov za posamezen
vzorec cvetnega prahu + standardni odklon.

AU izvle€kov fenolnih spojin iz cvetnega prahu smo dolocili z metodo dolocitve sposobnosti
lovljenja radikala 1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPHe) (Brand-Williams in sod., 1995).
Dolocitev temelji na reakciji med radikalom in fenolnimi spojinami, kar beleZimo kot zniZanje
absorbance pri valovni dolZini 517 nm. Analizo smo opravili v treh do petih ponovitvah. AU
smo izrazili kot koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi, ki za 50 % zniZa zaetno
vsebnost DPPHe (ECso). Vecja vrednost ECso pomeni slabSo AU.

3.2.4 Dolocanje vsebnosti elementov (XRF) (Necemer in sod., 2010)

Merili smo multielementni spekter oddane rentgenske fluorescencne svetlobe pri vzbujanju
trdega vzorca v obliki tablete z radioaktivnima viroma Fe—55 (25 mCi) in Cd-109 (10 mCi).

Aparatura in pribor:

- radioaktivna vira Fe-55 (25 mCi) in Cd-109 (10 mCi) (Eckert in Ziegler, ZDA),
energijsko  disperzijski  rentgenski  fluorescencni  spektrometer, ki temelji na
visokolo¢ljivostnem polprevodniskem detektorju (XR-100SDD, Amptek), digitalno pulznem
procesorju (PX5, Amptek) in veCkanalnem analizatorju DPPMCA (Amptek),

- vakuumska komora (Fe—55) za analizo lahkih elementov (P—CI).

Vzorce cvetnega prahu smo susili 24 h na 60 °C in jih nato v ahatni terilnici strli v fin prah. S
hidravli¢no stiskalnico in modelom za tablete smo iz fino mletega, posusenega cvetnega prahu
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(~ 0,5-1 g) stisnili tablete in z XRF spektrometrom izmerili multielementni spekter. Elementna
sestava vzorca je bila izracunana s programom QAES, ki je bil razvit na Institutu Jozef Stefan.
Rezultati za posamezni element so podani v g/g vzorca.

T . o s

Slika 1: Priprava vzorcev za dolocanje elementne sestave cvetnega prahu.

3.2.5 Senzori¢na analiza

Senzori¢no analizo cvetnega prahu osmukanca smo izvedli s Stiri¢lanskim panelom Solanih
senzori¢nih preskusevalcev. Ker za opis senzori¢nih lastnosti cvetnega prahu ni metode, smo
za osnovo privzeli metodo kvantitativne opisne analize za med, harmonizirano s strani
Mednarodne komisije za med (International Honey Commission, IHC). Metoda temelji na
vrednotenju intenzivnosti zaznanega vonja in arome na 10 centimetrski lestvici, ob uporabi
standardnih opisnikov za vonj/aromo (cvetli¢na, sadna, topla, aromati¢na, rastlinska, kemijska,
animalna) ter vrednotenje intenzivnosti osnovnih okusov (Marcazzan in sod., 2018). Dodatno
smo vkljucili tudi parameter trpkost (trigeminalna zaznava), ki je tudi znacilna za cvetni prah
osmukanec.

3.2.6 Statisti¢na analiza

Podatke o vsebnosti elementov, antioksidativne ucinkovitosti in protimikrobnega delovanja
smo v primeru vzorcev cvetnega prahu osmukanca istega botani¢nega porekla (n > 1) prikazali
kot povprecja + standardni odklon (SD), doloc¢ili smo tudi najmanjSe (MIN) in najvecje
(MAKS) vrednosti. Ostale vzorce (n=1) smo le komentirali. Podatke o elementni sestavi smo
modelirali z multivariatno statisticno metodo glavnih osi (PCA).
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3.3 REZULTATI

3.3.1 Botanicno poreklo cvetnega prahu osmukanca

Vzorce cvetnega prahu osmukanca smo pred izvedbo analiz razvrstili po barvi cvetnega prahu,

ki je bila najbolj zastopana v meSanici vzorca in dolocili botani¢no poreklo. Seznam vzorcev z

doloceno botani¢no vrsto cvetnega prahu je prikazan v preglednici 4.

Preglednica 4: Vzorci cvetnega prahu osmukanca z dolo¢enim botani¢nim poreklom

Stevilka vzorca

Vrsta cvetnega prahu

Barva cvetnega prahu

KCP1 Brsljan (Hedera helix)
KCP2 Oljna ogrscica (Brassica napus)
KCP3 Javor (Acer spp.)

KCP4 Regrat (Taraxacum spp.)
KCP5 Javor (Acer spp.)

KCP6 Regrat (Taraxacum spp.)
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KCP7 Javor (Acer spp.)

KCP8 Regrat (Taraxacum spp.)

KCP9 Iglavci (Picea spp., Pinus spp.,

Abies spp.)
KCP10 Regrat (Taraxacum spp.)
KCP11 Javor (Acer spp.)
KCP12 Njivsko grebljisce (Dipsacaceae)
KCP13 Javor (Acer spp.)

KCP14 Javor (Acer spp.)
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KCP15 Regrat (Taraxacum spp.)

Navadna ajda in detelja

KCP16 (Fagopyrum esculentum, Trifolium
spp.)
KCP17 Pravi kostanj (Castanea sativa)

Sadno drevje in javor (Prunus spp.,

KCP18 Pyrus spp., Malus spp., Acer spp.)
KCP19 Trpotec (Plantago spp.)
KCP20 Javor (Acer spp.)

3.3.2 Protimikrobna aktivnost v izvleCkih cvetnega prahu osmukanca

Protimikrobna aktivnost je dolocena pri etanolnih izvleckih, pripravljenih iz vzorcev cvetnega
prahu, ter prikazana kot minimalna inhibitorna koncentracija izvlecka v enotah mg/mL.
Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK), doloena z metodo razred¢evanja v mikrotitrski
plosci, je definirana kot najnizja koncentracija, ki zavira rast testnega organizma.
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Preglednica 5: Protimikrobna aktivnost posameznih analiziranih vrst izvle€kov cvetnega prahu osmukanca

" MIK (mg/mL)
St. Botani¢no poreklo
vzorea cvetnega prahu Staphylococcus Eschert:chia Listeria Campylobflcter
aureus coli monocytogenes jejuni
KCP1 | br§ljan 3,12 12,5 12,5 50,0
KCP2 |oljna ogrséica 25,0 12,5 > 50,0 1,56
KCP3 |javor 25,0 > 50,0 > 50,0 50,0
KCP4 | regrat 12,5 25,0 > 50,0 25,0
KCP5 |javor 12,5 25,0 > 50,0 25,0
KCP6 | regrat 6,25 12,5 50,0 50,0
KCP7 |javor 6,25 25,0 50,0 25,0
KCP8 | regrat 12,5 12,5 25,0 25,0
KCP9 |iglavci 25,0 50,0 50,0 25,0
KCP10 | regrat 25,0 12,5 > 50,0 50,0
KCP11 |javor 25,0 12,5 > 50,0 25,0
KCP12 | njivsko grebljisce 12,5 25,0 > 50,0 25,0
KCP13 |javor 12,5 50,0 > 50,0 25,0
KCP14 |javor 25,0 50,0 > 50,0 50,0
KCP15 | regrat 12,5 6,25 > 50,0 50,0
KCP16 |navadna ajda, detelja 25,0 25,0 50,0 50,0
KCP17 | pravi kostanj 50,0 25,0 > 50,0 50,0
KCP18 | sadno drevje in javor 12,5 12,5 50,0 25,0
KCP19 | trpotec 12,5 6,25 50,0 12,5
KCP20 |javor 12,5 6,25 > 50,0 25,0

Ugotovili smo, da ima najboljSo protimikrobno aktivnost proti S. aureus in L. monocytogenes
izvlecCek vzorca cvetnega prahu brSljana (KCP1), saj je bila v tem vzorcu minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK) najniZzja med vsemi analiziranimi vzorci. NajboljSo protimikrobno
aktivnost proti C. jejuni pa smo dolocili v izvleCku vzorca cvetnega prahu oljne ogrscice
(KCP2). NajboljSo protimikrobno aktivnost proti E. coli so izkazovali izvlecki vzorcev
cvetnega prahu regrata (KCP15), trpotca (KCP19) in en izvlecek vzorca cvetnega prahu javorja
(KCP20) (preglednica 5). V primeru izvleckov vzorcev cvetnega prahu javorja in regrata, kjer
je bilo Stevilo pridobljenih vzorcev vecje, v povprecju nekoliko boljSo protimikrobno aktivnost
proti E. coli in L. monocytogenes ugotavljamo pri izvleckih vzorcev cvetnega prahu regrata
(preglednica 6).
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Preglednica 6: Protimikrobna aktivnost izvleckov cvetnega prahu osmukanca javorja in regrata

Botani¢no MIK (mg/mL)
poreklo N Staphylococcus | Escherichia Listeria Campylobacter
aureus coli monocytogenes Jjejuni
MIN 6,25 6,25 > 50,0 25,0
MAKS 25,0 50,0 > 50,0 50,0
Javor 7
povpredje 17,7 28,75 > 50,0 33,3
S.D. 7,58 18,4 / 11,8
MIN 6,25 6,25 25,0 25,0
MAKS 25,0 25,0 50,0 50,0
Regrat 5
povpredje 13,75 13,75 37,5 40,0
S.D. 6,12 6,12 12,5 12,3

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

3.3.3 Antioksidativna uc¢inkovitost (AU) cvetnega prahu osmukanca

Preglednica 7: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v vzorcih cvetnega prahu, izraZena kot mg galne Kkisline na
gram cvetnega prahu (mgck/g) in AU izvleckov, izraZena kot koncentracija fenolnih spojin v reakcijski
zmesi, ki za 50 % zniZa zacetno vsebnost radikala DPPHe (ECso)

Vsebnost skupnih fenolov ECso
Oznaka Botani¢no poreklo mgck/g mg/L reake. zm.
vzorca cvetnega prahu
povprecje SD + povprecje SD +
KCP1 |brsljan 7,8 0,4 17,4 1,1
KCP2 |oljna ogrséica 15,3 0,2 5,4 0,2
KCP3 |javor 9,6 0,2 12,0 0,2
KCP4 |regrat 9,6 0,0 78,9 1,3
KCP5 |javor 11,9 0,3 10,5 0,3
KCP6 |regrat 9,5 0,6 42.4 2,8
KCP7 |javor 10,9 0,7 12,0 1,1
KCP8 |regrat 9,3 0,2 39,8 0,4
KCP9 |iglavci 2,5 0,2 40,9 2,9
KCP10 |regrat 8,8 0,1 58,2 1,5
KCP11 |javor 11,3 0,2 12,7 0,3
KCP12 | njivsko grebljisce 2,5 0,2 28,4 2,2
KCP13 |javor 9,9 0,1 9,2 0,2
KCP14 |javor 11,6 0,4 16,1 0,8
KCP15 |regrat 9,7 0,4 50,6 4,0
KCP16 |navadna ajda, detelja 3,8 0,6 20,7 3,0
KCP17 | pravi kostanj 17,3 0,3 6,2 0,3
KCP18 | sadno drevje in javor 10,9 0,2 16,2 0,8
KCP19 | trpotec 7,9 0,2 24,6 0,6
KCP20 |javor 9,6 0,3 10,0 0,5

S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost
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Med vzorci cvetnega prahu osmukanca so opazne razlike v vsebnosti fenolnih spojin in v AU.
Najvisjo AU ima vzorec cvetnega prahu oljne ogrscice (KCP2), ki vsebuje tudi veliko skupnih
fenolnih spojin (15,3 mgck/g). Na dobro AU kaze tudi vzorec cvetnega prahu pravega kostanja
(KCP17), ki ima najvecjo vsebnost skupnih fenolnih spojin med vsemi analiziranimi vzorci
(17,3 mgck/g). Najslabso AU ucinkovitost kazejo vzorci cvetnega prahu regrata in vzorec
cvetnega prahu iglavcev. Vzorca cvetnega prahu iglavcev in njivskega grabljis¢a imata tudi
najmanjso vsebnost skupnih fenolnih spojin (2,5 mggk/g) (preglednica 7).

Preglednica 8: Antioksidativna ucinkovitost cvetnega prahu osmukanca javorja in regrata

Botani¢no N Vsebnost skupnih fenolov ECso
poreklo mgek/g mg/L reakc. zm.
MIN 9,6 9,2
MAKS 11,9 16,1
Javor 7
povpredje 10,7 11,8
S.D. 0,9 2,1
MIN 8,8 39,8
9,7 78,9
Regrat 5 MAKS
povpredje 9,4 54,0
S.D. 0,3 14,0

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

Vzorci cvetnega prahu javorja in regrata imajo v povpre¢ju podobno vsebnost skupnih fenolnih
spojin (10,7 mgak/g; 9,4 mgak/g), vendar se ob¢utno razlikujejo v AU, saj je v povprecju AU
cvetnega prahu regrata (54,0 mg/L reakc. zm.) veliko slabSa v primerjavi z AU cvetnega prahu
javorja (11,8 mg/L reakc. zm.) (preglednica 8).

3.3.4 Elementna sestava cvetnega prahu osmukanca

Cvetni prah osmukanec je vir nekaterih elementov, ki so potrebni za normalno delovanje
¢loveskega organizma. V preglednici 9 so predstavljeni rezultati vsebnosti makroelementov (K,
P, S Ca, Cl) v preglednici 11 pa rezultati vsebnosti mikroelementov (Fe, Mn, Zn, Rb, Br, Sr,
Cu in Ti) v cvetnem prahu osmukancu razli¢nega botani¢nega porekla. Preglednici 10 in 12
opredeljujeta razlike v vsebnosti makro in mikroelementov med vzorci cvetnega prahu javorja
in regrata (N > 1).

Najvec K vsebuje vzorec meSanega cvetnega prahu navadne ajde in detelje (10,5 mg/g), najvec
P smo dolocili v vzorcu cvetnega prahu njivskega grabljisca (6,44 mg/g). Z S je najbolj bogat
cvetni prah oljne ogrs€ice (2,70 mg/g). Najve¢ Ca smo dolocili v cvetnem prahu pravega
kostanja (2,33 mg/g) in meSanem cvetnem prahu navadne ajde in detelje (2,44 mg/g). Najvecjo
vsebnost Cl pa so vsebovali vzorci cvetnega prahu regrata (1,25-1,67 mg/g).



APLIKATIVNA RAZISKAVA KARAKTERIZACIJA CEBELJIH PRIDELKOV
DELNO POROCILO ZA LETO 2020

Preglednica 9: Vsebnost makroelementov v cvetnem prahu osmukancu razli¢nega botani¢nega porekla

5:)‘:::3 N | Botani¢no poreklo K (mg/g) | P (mg/g) | S (mg/g) | Ca (mg/g)| Cl(mg/g)
KCP3 6,65 6,05 2,50 1,14 0,45
KCP5 6,70 4,82 2,00 1,11 0,37
KCP7 7,21 5,80 2,16 1,10 0,40
KCP11 | 7 |javor 6,53 4,68 2,09 1,22 0,22
KCP13 6,82 5,15 2,07 1,10 0,48
KCP14 5,29 3,53 1,54 1,84 0,30
KCP20 7,03 5,38 2,23 1,06 0,46
KCP4 1,92 1,28 1,07 1,12 1,28
KCPo6 2,58 1,93 1,36 1,12 1,51
KCP8 5 |regrat 3,53 2,52 1,45 1,06 1,35
KCP10 2,96 1,99 1,43 1,01 1,55
KCP15 2,55 2,24 1,58 1,08 1,67
KCP1 1 | brsljan 5,14 3,59 1,77 1,34 0,47
KCP2 1 |oljna ogricica 5,52 5,09 2,70 1,98 0,20
KCP9 1 |iglavei 4,13 1,04 0,49 0,24 0,42
KCP12 | 1 |njivsko grabljisce 9,83 6,44 1,13 0,80 0,69
KCP17 | 1 |pravikostanj 5,37 3,67 1,74 2,33 0,23
KCP16 | 1 |navadna ajda, detelja 10,5 7,51 1,19 2,44 0,26
KCP18 | 1 |sadno drevje, javor 6,87 5,19 2,02 1,15 0,46
KCP19 | 1 |trpotec 6,34 3,82 1,64 1,26 1,02
Preglednica 10: Vsebnost makroelementov v cvetnem prahu osmukancu javorja in regrata
bocedo | N K(mgg) | P(mgg) | S(mglg) | Ca(mglg) | Cl(mglg)
MIN 5,29 3,53 1,54 1,06 0,22
MAKS 7,21 6,05 2,50 1,84 0,48
Javor 7
povpredje 6,60 5,06 2,08 1,22 0,38
S.D. 0,58 0,77 0,27 0,26 0,09
MIN 1,92 1,28 1,07 1,01 1,28
MAKS 3,53 2,52 1,58 1,12 1,67
Regrat 5
povpredje 2,71 1,99 1,38 1,08 1,47
S.D. 0,53 0,41 0,17 0,04 0,14

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

V povprecju cvetni prah javorja vsebuje ve¢ K, P, S in Ca v primerjavi s cvetnim prahom
regrata. Ima pa manjSo vsebnost Cl (preglednica 10). Pridobljeni rezultati o vsebnosti K, P, S,
Ca in Cl za cvetni prah pravega kostanja, oljne ogrscice, br§ljana in trpotca so primerljivi z
rezultati objavljenimi v doktorski disertaciji NataSe Lilek (Lilek, 2020) za cvetni prah
osmukanec, pridobljen med leti 2014-2015.
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V cvetnem prahu osmukancu so prisotni tudi mikroelementi. Nekateri izmed njih so pomembni
za normalno delovanje ¢loveskega organizma in zanje obstajajo priporoceni dnevni vnosi ali
ocenjene vrednosti za priporoc¢en dnevni vnos.

Najvecjo vsebnost Fe smo dolocili v cvetnem prahu pravega kostanja (168 pg/g) (preglednica
11), veliko vsebnost Fe vsebuje tudi cvetni prah javorja (123—165 pg/g) (preglednica 11 in 12).
Vsebnost Mn je bila najvecja v vzorcih cvetnega prahu pravega kostanja (128 pg/g) in mesanici
cvetnega prahu navadne ajde in detelje (157 pg/g) (preglednica 11) ter v cvetnem prahu javorja
(v povprecju 70,6 pg/g) (preglednica 12). MeSan cvetni prah navadne ajde in detelje vsebuje
najve¢ Rb (71,9 pg/g). Cvetni prah regrata, trpotca in njivskega grabljis¢a vsebuje najve¢ Br
(preglednica 11). Najvecjo vsebnost Sr smo dolo¢ili v vzorcu cvetnega prahu pravega kostanja
(2,31 pg/g). Najve¢ Cu je vseboval vzorec cvetnega prahu brsljana (21,2 pg/g) (preglednica
11), v primerjavi z drugimi vrstami cvetnega prahu v povprecju pa veliko Cu vsebujejo tudi
vzorci cvetnega prahu javorja (17,8 pg/g) (preglednica 12).

Preglednica 11: Vsebnost mikroelementov v cvetnem prahu osmukancu razli¢nega botani¢nega porekla

Oznaka N Botanino poreklo Fe Mn Zn Rb Br Sr Cu Ti

vzorca (ng/g) | (ng/g) | (ng/g) | (ng/g) | (ng/g) | (ng/g) | (ng/g) | (ng/g)
KCP3 125 | 433 | 438 | 14,3 | 0,77 | 0,59 | 18,2 | 5,50
KCP5 142 | 375 | 478 | 22,1 | 0,79 | 024 | 22,0 | 3,61
KCP7 136 | 50,4 | 502 | 12,9 | 1,02 | 0,52 | 20,7 | 1,29
KCP11 | 7 |javor 123 | 392 | 60,9 | 249 | 054 | 025 | 17,7 | 3,89
KCP13 162 | 49,7 | 42,1 | 14,8 | 126 | 065 | 182 | 2,43
KCP14 165 221 | 40,5 | 151 | 1,44 | 090 | 10,7 | 544
KCP20 135 | 534 | 40,5 | 128 | 1,23 | 0,73 | 16,8 | 1,66
KCP4 86,3 | 13,9 | 245 | 19,7 | 6,72 | 0,67 | 9,63 | 2,88
KCP6 84,3 | 13,0 | 22,7 | 10,8 | 409 | 041 | 11,4 | 2,70
KCP8 | 5 |regrat 85,5 | 20,0 | 32,1 | 153 | 19,6 | 0,21 | 13,7 | 2,50
KCP10 73,9 | 12,8 | 18,5 | 189 | 3,77 | 020 | 9,32 | 3,38
KCP15 78,2 | 11,3 | 20,6 | 11,2 | 3,13 | 0,36 | 9,61 | 10,1
KCP1 | 1 |brsljan 102 | 492 | 56,6 | 6,67 | 121 | 1,73 | 21,2 | 1,60
KCP2 | 1 |oljna ogri¢ica 128 | 257 | 354 | 6,73 | 048 | 139 | 11,0 | 3,77
KCP9 | 1 |iglavci 66,9 | 574 | 262 | 21,5 | 2,12 | 035 | 521 | 3,20
KCP12 | 1 |njivsko grebljisce 115 | 21,2 | 40,1 | 562 | 7,83 | 035 | 13,1 | 9,18
KCP17 | 1 |pravi kostanj 168 128 | 54,7 | 296 | 1,36 | 2,09 | 14,1 | 590
KCP16 | 1 |navadna ajda, detelja | 121 157 | 25,6 | 71,9 | 0,58 | 2,31 | 9,71 | 1,12
KCP18 | 1 |sadno drevje, javor 110 | 374 | 594 | 26,7 | 1,10 | 026 | 159 | 1,76
KCP19 | 1 |trpotec 929 | 34,7 | 342 | 288 | 11,5 | 0,76 | 12,7 | 1,87

V primerjavi z rezultati analiz o vsebnosti mikroelementov v cvetnem prahu osmukancu
pravega kostanja, oljne ogri¢ice, navadne ajde, br§ljana in trpotca, ki jih navaja Lilek (2020),
belezimo nekoliko vi§je vrednosti posameznih mikroelementov v cvetnem prahu, kar je lahko
posledica botani¢nega porekla cvetnega prahu in deleza zastopanosti dolocene vrste cvetnega
prahu v samem vzorcu.
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Preglednica 12: Vsebnost mikroelementov v cvetnem prahu osmukancu javorja in regrata

Botani¢n N Fe Mn Zn Rb Br Sr Cu Ti
o poreklo (ng/g) | (ng/g) | (ng/g) | (ng/g) | (ng/g) | (ng/g) | (ng/g) | (ng/g)
MIN 123 37,5 40,5 12,8 0,54 0,24 10,7 1,29
MAKS 165 | 221 | 60,9 249 | 1,44 | 090 22,0 | 5,50
Javor 7
povpredje 141 | 70,6 | 46,5 16,7 | 1,01 | 0,55 17,8 | 3,40
S.D. 15,4 61,6 6,78 4,44 0,30 0,22 3,33 1,57
MIN 73,9 11,3 18,5 10,8 3,13 0,20 9,32 2,50
MAKS 86,3 20,0 32,1 19,7 19,6 0,67 13,7 10,1
Regrat 5
povprecje 81,6 14,2 23,7 15,2 7,46 0,37 10,7 4,31
S.D. 4,80 3,02 4,67 3,72 6,19 0,17 1,66 2,91

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

Rezultate analiz elemente sestave smo modelirali z multivariatno statisticno metodo glavnih osi

PCA. Z uporabo metode PCA smo s prvo osjo pojasnili 45,82 %, z drugo pa 18,58 %

variabilnosti podatkov, kar skupaj predstavlja 64,40 % variabilnosti osnovnih podatkov (slika

2).
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Slika 2: Porazdelitev analiziranih vzorcev cvetnega prahu osmukanca z uporabo metode PCA
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Slika 3: Porazdelitev in povezava vektorjev elementov glede na botani¢no poreklo cvetnega prahu
osmukanca

V zgornjem levem kvadrantu so razporejeni vzorci cvetnega prahu javorja, oljne ogrscice,
mesSanice sadnega drevja in javorja ter brSljana (slika 2). Predvsem cvetni prah javorja in
brsljana v primerjavi z drugimi vzorci vsebuje veliko vsebnost Zn. Cvetni prah oljne ogrscice
javorja in meSanice sadnega drevja in javorja pa veliko vsebnost S (slika 3). V desnem
spodnjem kvadrantu so razporejeni vzorci cvetnega prahu iglavcev, trpotca in regrata (slika 2),
za katere v literaturi zasledimo, da gre za cvetni prah, ki v prehrani ¢ebel ni najbolj kakovosten.
Za cvetni prah regrata in trpotca je znacilna ve¢ja vsebnost Cl in Br v primerjavi z drugimi
vzorci (slika 3). V levem spodnjem kvadrantu pa se nahajajo vzorci cvetnega prahu pravega
kostanja, meSanice ajde in detelje ter njivskega grabljisca (slika 2). Cvetni prah pravega
kostanja in meSanice ajde in detelje vsebuje v primerjavi z ostalimi vzorci ve¢ Ca, cvetni prah
njivskega grabljiS¢a in meSanice cvetnega prahu ajde in detelje pa ve¢ K. Cvetni prah pravega
kostanja ter meSanice navadne ajde z deteljo je bogat tudi z Mn (slika 3).

3.3.5 Senzori¢na analiza cvetnega prahu osmukanca

Z metodo kvantitativne opisne senzori¢ne analize smo ovrednotili 20 vzorcev cvetnega prahu
razli¢nega botanic¢nega prekla. Stevilo vzorcev posamezne vrste je razvidno iz preglednice 4.

Vzorce cvetnega prahu smo pred pricetkom senzoricne analize razdelili v skupine glede na
botani¢ni izvor cvetnega prahu. Barva cvetnega prahu se razlikuje med razli¢nimi vrstami
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cvetnega prahu, razlike v barvi so opazne tudi znotraj posamezne vrste v primeru cvetnega
prahu javorja, kjer je Stevilo vzorcev vec¢je (preglednica 13, slika 4).

Preglednica 13: Barva vzorcev cvetnega prahu

Oznaka vzorca Vrsta cvetnega prahu Barva

KCP3 svetlo rjava

KCPS sivo rumeno-zelena
KCP7 svetlo rjava z zelenim odtenkom
KCP11 javor (N =17) svetlo zeleno-rjava
KCP13 svetlo rjava
KCP14 sivo rjava

KCP20 svetlo rjava

KCP4 oranzno-rdeca
KCP6 oranzna

KCP8 regrat (N =5) oranzna

KCP10 oranZna

KCP15 oranzna

KCP17 pravi kostanj (N = 1) rumeno-rjava
KCP9 iglavei (N =1) rumena

KCP2 oljna ogrscica (N =1) rumeno-zelena
KCP1 brsljan (N = 1) svetlo oranzna
KCP16 navadnaajda, detelja (N = 1) | olivno zelena
KCP19 trpotec (N =1) svetlo rjava (bez)
KCP12 njivsko grabljis¢e (N=1) |temno rdeca
KCP18 sadno drevje, javor (N =1) |zeleno-rjava
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Slika 4: Barvna pestrost cvetnega prahu osmukanca (vzorci KCP1-KCP20)

V preglednici 14 so podani rezultati kvantitativne opisne analize za analizirane vzorce cvetnega
prahu. Intenzivnost vonja in arome ter posameznih parametrov arome, Stirih okusov in
trigeminalne zaznave trpkosti smo vrednotili na 10 centimetrski lestvici. Vrednosti so podane
kot povprecje ocen Stirih preskusevalcev. V povpreéni intenzivnosti vonja in arome ocenjenih
vzorcev ni bilo znacilnih razlik, vrednosti so znasale od 4,0 do 6,1. Pricakovano so se vzorci
ocitneje razlikovali v prisotnosti in intenzivnosti posameznih parametrov arome, npr. sadna
aroma. Med okusi je bil najbolj intenzivno zaznaven sladek okus, pri posameznih vzorcih tudi
kisel in grenek. Slanega okusa v analiziranih vzorcih cvetnega prahu nismo zaznali. Posamezni
vzorci so bili tudi izraziteje trpki, med njimi dva vzorca cvetnega prahu javorja, medtem ko je
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bila v drugih vzorcih trpkost SibkejSa ali komaj zaznavna, v vzorcu cvetnega prahu iglavcev pa
nezaznavna.

Rezultati opisne senzori¢ne analize vzorcev cvetnega prahu posameznih vrst predstavljajo prve
tovrstne podatke v Sloveniji. Zaradi raznovrstnosti vzorcev cvetnega prahu in majhnega Stevila
vzorcev, z izjemo vzorcev cvetnega prahu javorja, iz rezultatov Se ne moremo porocati o
senzori¢nih profilih. Na osnovi rezultatov analize sedmih vzorcev smo z uporabo kvantitativne
opisne analize za profiliranje arome pripravili predlog profila vonja in arome cvetnega prahu
javorja. Predlagani profil temelji na ovrednotenju intenzivnosti vonja in arome cvetnega prahu
javorja glede na sedem glavnih skupin vonjev in arome. Na sliki 5 so prikazana obmocja
intenzivnosti skupnega vonja/arome, opisnikov glavnih skupin arome, $tirih osnovnih okusov
in trpkosti. Te rezultate bomo v nadaljevanju aplikativne raziskave $e preverili in potrdili, saj
je profil izdelan na osnovi senzori¢ne analize zgolj sedmih vzorcev.

10,0
9,0
8,0
7,0
6,0
5,0 — - |
4,0 — —
3,0 — — — —

2,0 —_—— —— —
10— =
0,0 -

— povprecje

Intenzivhost na 10 cm lestvici

Slika 5: Senzori¢ni profil cvetnega prahu javorja

V primeru, da bo Stevilo vzorcev dolocCenih vrst cvetnega prahu v prihodnjih letih zadostno,
bomo pripravili tudi senzori¢ne profile ostalih vrst cvetnega prahu osmukanca.
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Preglednica 14: Rezultati senzori¢ne analize vzorcev cvetnega prahu

Oznaka

Skupni

Aroma

OKkus

Vrsta cvetnega prahu vzorca |vonj/aroma | cyetli¢na | sadna | topla | aromati¢na | rastlinska | kemijska | animalna | sladek | kisel |grenek | slan Trpkost
KCP3 5,7 0,7 0,1 1,4 1,2 5,1 2,5 0,0 4,5 3,1 3,6 0,0 1,9
KCP5 4,9 0,4 0,0 0,0 1,2 34 2,7 4,4 3,6 2,3 3,2 0,0 34
KCP7 4,5 2,2 0,9 0,6 0,1 3,3 3,6 2,1 4,2 3,2 3,5 0,0 5,5
Javor (N =7) KCP11 4,5 1,5 0,0 0,6 0,7 2,5 1,4 3,2 5,1 1,5 1,9 0,0 1,1
KCP13 5,3 3,7 1,8 0,0 2,5 2,7 1,1 0,1 6,7 0,4 3,1 0,0 2,3
KCP14 5,4 0,2 1,3 1,3 0,0 2,8 1,4 4,3 4,2 1,7 3,2 0,0 4,2
KCP20 5,1 2,2 0,5 0,6 0,4 4,8 0,1 0,1 54 1,1 4,8 0,0 4,9
KCP4 5,7 0,0 4.4 0,7 1,9 0,7 1,0 0,0 4,7 4,7 1,0 0,0 1,3
KCP6 4,4 2,3 0,2 0,4 0,9 1,8 2,2 1,0 4,6 1,4 1,4 0,0 2,4
Regrat (N =15) KCP8 4,9 2,3 0,1 2,7 0,5 24 2.4 1,6 4,1 1,1 1,4 0,0 2,2
KCP10 4,7 1,7 2,3 0,7 1,1 1,8 1,7 0,4 4,0 2,4 0,9 0,0 1,7
KCP15 5,0 0,6 0,0 0,7 0,3 2,3 3,3 0,8 4,5 0,9 2,4 0,0 3,1
Pravi kostanj (N = 1) KCP17 5,1 1,1 0,0 1,7 1,6 2,4 3,2 0,7 3,6 0,4 4,9 0,0 2,8
Iglavei (N =1) KCP9 4,0 0,0 0,0 2,2 3,1 1,9 1,1 0,3 3,9 0,8 0,3 0,0 0,0
Oljna ogrscica (N = 1) KCP2 4,9 0,8 0,0 0,6 0,0 2,2 2,8 1,8 3,1 4,6 1,9 0,0 1,3
Brsljan (N =1) KCP1 4,3 2,3 0,3 1,5 1,6 2,2 2,7 0,3 5,0 0,9 0,9 0,0 1,0
Ajda, detelja (N=1) KCP16 6,1 0,0 0,0 0,6 0,0 3,8 2,7 4,6 3,1 1,8 2,6 0,0 2,1
Trpotec (N =1) KCP19 52 0,2 0,0 0,4 L1 4,0 2,4 1,8 2,9 4,0 3,7 0,0 1,2
Njivsko grabljisce (N=1) |KCP12 5,1 0,8 0,0 0,9 0,2 3,0 3,9 1,6 4,0 0,7 3,7 0,0 4,1
Sadno drevje, javor (N=1) | KCP18 5,5 0,6 0,0 0,7 0,5 2,4 2,9 1,4 3,1 5,1 2,4 0,0 3,7
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4 ZAKLJUCEK

Cvetni prah osmukanec je Cebelji pridelek, ki ima ugodno hranilno vrednost za ¢loveka.
Vsebuje beljakovine, ogljikove hidrate, mas¢obe, aminokisline, elemente in druge bioaktivne
spojine, zaradi Cesar postaja vse bolj prepoznaven in uporaben v vsakdanji prehrani ljudi.
Raziskovanje njegovih funkcionalnih lastnosti in vplivov na dobro pocutje ljudi in celo
odpravljanje nekaterih zdravstvenih tezav temu cebeljemu pridelku pripisuje pomen
funkcionalnega zivila. Surovino za izdelavo grudice cvetnega prahu cebele nabirajo na
rastlinah, in sicer na njihovih prasnikih, ki vsebujejo Stevilna zrnca peloda. Ob obisku cveta se
drobna zrnca peloda oprimejo dladic na telesu ¢ebele. Cebela se med letenjem oisti in s svojo
slino in nektarjem iz mednega zelodcka oblikuje grudici cvetnega prahu, ki ju spravi v posebni
strukturi, ki se nahajata na njenih zadnjih dveh nogicah. Tak$ni grudici cvetnega prahu
predstavljata za ¢ebele edini naravni vir beljakovin. Grudici cvetnega prahu ¢ebele odnesejo v
panj, kjer ju shranijo v celicah satja ter uporabijo za lastno prehrano. Za pridobivanje cvetnega
prahu, ki ga naberejo ¢ebele, se uporabljajo naprave, imenovane osmukalniki, ki se namestijo
na zrelo cebeljega panja. Pri prehodu skozi osmukalnik, ki vsebuje drobne odprtinice, se
¢ebelam grudice cvetnega prahu na nogicah osmukajo in padejo v zbirni predal¢ek. Na taksSen
nacin pridobimo cvetni prah osmukanec namenjen prehrani ljudi.

Cebele skoraj nikoli cvetnega prahu ne nabirajo samo na eni rastlini, zato je obi¢ajno dnevni
pridelek meSanica cvetnega prahu osmukanca razliénega botani¢nega porekla. TakSen je s
staliS¢a prehranskih potreb za cebele tudi najustreznejSi, saj raznovrstnost botanicnih vrst
pripomore k zagotovitvi vseh potrebnih esencialnih snovi, ki jih ¢ebele potrebujejo za svoje
zivljenje. Za uporabo cvetnega prahu osmukanca v prehranske in terapevtske namene je
pomembno poznavanje sestave in funkcionalnih lastnosti cvetnega prahu osmukanca
doloCenega botani¢nega porekla. Le na takSen nacin lahko vkljuéujemo v prehrano
posameznika cvetni prah osmukanec, ki ustreza njegovim prehranskim potrebam.
Protimikrobna ucinkovitost cvetnega prahu osmukanca je v zadnjem €asu predmet raziskav, saj
se zaradi uporabe razli¢nih metod in botanine pestrosti cvetnega prahu lahko rezultati med
seboj zelo razlikujejo. V analize je potrebno vkljuciti vecje Stevilo vzorcev, saj lahko le na
takSen nacin potrdimo protimikrobne lastnosti cvetnega prahu. Na podlagi nasih raziskav
ugotavljamo dobro protimikrobno ucinkovitost izvleckov cvetnega prahu brSljana proti S.
aureus in izvleCkov cvetnega prahu oljne ogrscice proti C. jejuni.

AU je tema razliénih $tudij. Zivila, bogata z antioksidanti, pa dobivajo vse ve&ji pomen v
vsakodnevni prehrani. Poznavanje AU razli¢nih botani¢nih vrst cvetnega prahu bo pripomoglo
k lazjemu odloCanju posameznika za vkljuCevanje cvetnega prahu doloCenega botani¢nega
porekla v svojo prehrano, obenem pa postreglo z moznostmi nacrtovanega pridobivanja
dolocenih botani¢nih vrst s pomocjo prebiranja cvetnega prahu. Ugotavljamo, da cvetni prah
osmukanec pravega kostanja in oljne ogrscice kaze dobro AU, vendar bo analize potrebno
opraviti na ve¢jem Stevilu vzorcev.

Cvetni prah osmukanec ima tudi pestro elementno sestavo. V manjsih koli¢inah so elementi
nujni tudi v prehrani ljudi, zaradi Cesar bi poznavanje elementne sestave cvetnega prahu
vplivalo k ve¢jemu vkljucevanju tega zivila v prehrano posameznikov z dolo¢enimi potrebami
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po posameznem elementu. Raziskava bo v nadaljnjih letih z ve¢jim Stevilom podatkov postregla
s konkretnejSimi zakljucki o protimikrobni in antioksidativni u¢inkovitosti ter elementni sestavi
cvetnega prahu razlicnega botani¢nega porekla.
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6 PREGLED OBJAV O MATICNEM MLECKU

Mati¢ni mlecek je izloCek krmilnih in Celjustnih zlez cebel delavk, starih od 6 do 15 dni, in ima
klju¢no vlogo pri razvoju matice v druzini.

Danes mati¢ni mleek 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 ucinkovitost, antitumorsko delovanje,...
Bioloska aktivnost mati¢nega mlecka se ve¢inoma pripisuje bioaktivnim mascobnim kislinam,
proteinom in fenolnim spojinam. Ob upostevanju potencialne uporabe je izrednega pomena
podrobno poznavanje sestave maticnega mlecka (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012; Fratini in sod.,
2016). Razlicne moznosti uporabe mati¢nega mlecka dajejo temu cebeljemu 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¢nega mlecka ni uradnih podatkov, vendar strokovnjaki ocenjujejo,
da priblizno 60 % svetovne proizvodnje, to je okrog 2000 ton, proizvede Kitajska (Sabatini in
sod., 2009), ve¢ ga proizvedejo tudi Japonska, Koreja ter drzave vzhodne Evrope pa tudi
Spanija, Gréija, Francija in Italija (Kanelis in sod., 2015).

Zakonodaja, ki bi dolo€ala minimalne kriterije kakovosti mati¢nega mlecka, Se ni uveljavljena,
kljub temu pa so nekatere drZave 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 maticnega 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 (ISO, 2016).
Standard opredeljuje dva tipa mati¢nega mlecka, tip 1, kadar je hrana ¢ebel izklju¢no njihova
naravna hrana (cvetni prah, med ali nektar), v primeru maticnega 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 zascCito 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. V letih od 2017-2019 je potekala tudi raziskava v
okviru Programa ukrepov na podro¢ju cebelarstva v Republiki Sloveniji v letih 2017-2019, ki
je bil financiran iz sredstev drZzavnega proracuna in proracuna Evropske unije, v katerem so bili
doloCeni parametri vsebnost vode, pepela, beljakovin, maScob, 10-hidroksi-2-decenojske
kisline (10-HDA), sladkorjev, pelodna analiza, vrednost pH, kislost, mas¢obnokislinska sestava
mati¢nega mlecka slovenskega porekla. Obstojeca raziskava bo zbirko podatkov dopolnila tudi
z antioksidativno ucinkovitostjo.



APLIKATIVNA RAZISKAVA KARAKTERIZACIJA CEBELJIH PRIDELKOV
DELNO POROCILO ZA LETO 2020

6.1 NASTANEK MATICNEGA MLECKA

Mati¢ni mlecek izloCajo mlade ¢ebele delavke od 6. do 15. dneva starosti. Nastaja v njihovih
krmilnih in ¢eljustnih Zlezah. V tem casu mlade ¢ebele imenujemo ¢ebele dojilje. Z mati¢nim
mleCkom hranijo vse Cebelje licinke tri dni, po tretjem dnevu pa samo li¢inko, iz katere se bo
razvila matica. Kaj se bo razvilo iz oplojenega jajceca, ¢ebela delavka ali matica, je odvisno
samo od hrane. Matica se celo zivljenje prehranjuje samo z mati¢nim mleckom.

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

6.2 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., 2009). Viskoznost mati¢nega mlecka je
odvisna od vsebnosti vode in starosti — €e je shranjen na sobni temperaturi, poc€asi 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 skladi§cen, 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).

6.2.1 Senzori¢ne znacilnosti sveZega mati¢nega mlecka

Barva: od umazano bele do belo rumene.

Slika 6: Barva mati¢nega mlecka

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

Vonj: kiselkast, oster.

Okus: izrazito kisel, rahlo trpek, rahlo sladek, oster, pekoC pookus.

Napake: po daljSem skladiS¢enju barva postaja temnejSa, bolj rumena, mati¢ni mlecek lahko
postane zarek (Boznar, 2011).
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6.3 SESTAVA MATICNEGA MLECKA

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 15) (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 15: Sestava sveZega in liofiliziranega mati¢nega mlecka (Sabatini in sod., 2009; ISO, 2016)

Sabatini in sod. (2009) ISO (2016): svez MM

Parameter - s : -

svez MM | liofiliziran MM | MM tip 1 MM tip 2
Vsebnost vode (g/100 g) 60-70 <5 62,0-68,5 62,0-68,5
Vsebnost mascob (g/100 g) 3-8 8-19 2-8 2-8
Ysgbnost 10-hidroksi-2-decenojske > 14 235 > 14 > 14
kisline (10-HDA) (g/100 g)
Vsebnost beljakovin (g/100 g) 9-18 27-41 11-18 11-18
Vsebnost sladkorjev (fruktoza + 718 / / /
glukoza + saharoza) (g/100 g)
Vsebnost skupnih sladkorjev (g/100 g) / / 7-18 7-18
Vsebnost fruktoze (g/100 g) 3-13 / 2-9 2-9
Vsebnost glukoze (g/100 g) 4-8 / 2-9 2-9
Vsebnost saharoze (g/100 g) 0,5-2,0 / <3 -
Vsebnost erloze / / <0,5 -
Vsebnost maltoze / / <1,5 -
Vsebnost maltotrioze / / <0,5 -
Vsebnost pepela (g/100 g) 0,8-3,0 2-5 / /
Vrednost pH 3,4-4,5 3,4-4,5 / /
Kislost (ml 0,1 M NaOH/g) 3,0-6,0 / 3,0-5,3 3,0-5,3
Furozin (mg/100 g beljakovin) <50 / / /

MM: mati¢ni mlecek; /: ni podatka; -: se ne uporablja
tip 1: hrana Cebel je izkljuéno njihova naravna hrana (cvetni prah, med ali nektar)
tip 2: poleg naravne hrane za cebele so dovoljena Se druga hranila (beljakovine, ogljikovi hidrati)

Sestava je odvisna od sezonskih in okoljskih dejavnikov (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012). Na
vsebnost ogljikovih hidratov in maS¢ob ima sezona velik vpliv, manjsi na vsebnost beljakovin
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, 2012). Sicer v sestavi maticnega mlecka razli¢nega geografskega
porekla niso ugotovili znacilnih razlik. Do razlik prihaja predvsem zaradi razlicne prehrane in
starosti Cebel proizvajalk, rase cebel ter od nacina pridobivanja in shranjevanja mati¢nega
mlecka (Sabatini in sod., 2009).
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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).

6.3.1 Voda

Kljub veliki vsebnosti vode (med 62 in 68,5 g/100 g) (ISO, 2016) in vodni aktivnosti (aw) nad
0,92, je maticni mlecek relativno mikrobiolosko stabilen. Konstantna vsebnost vode v mlecku
je posledica stalne proizvodnje mlecka s strani Cebel 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¢nega mlecka
(Sabatini in sod., 2009).

Na vsebnost vode vpliva ¢as pobiranja mati¢nega mlecka, s ¢asom se spreminja. Od 24 do 48
ur po cepljenju licink hitro narasca, 72 ur po cepljenju se naraS¢anje upocasni (Zheng in sod.,
2010). Prvi dan po cepljenju ima mati¢ni mle¢ek manj kot 60 g/100 g vode (Kanelis in sod.,
2015), cetrti dan pa manj kot 50 g vode/100 g. Vsebnost vode je nekoliko manjsa tudi, ce
mati¢ni mlecek pridobivamo med susnim obdobjem v primerjavi z dezevnim obdobjem
(Wongchai in Ratanavalachai, 2002).

Vsebnost vode v vzorcih mati¢nega mlecka slovenskega porekla pridelanega v letih 2017, 2018
in 2019, je variirala med 62,9 in 67,8 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 maticnem mlecku v obmocju 62,0 do 68,5 g/100 g (ISO,
2016). Povprecna vsebnost vode v vzorcih maticnega mlecka programskih let 2018 in 2109 je
bila nekolika manjSa (65,2 oz. 65,3 g/100 g) v primerjavi s programskim letom 2017, ko je
znaSala 66,3 g/100 g (Kandolf Borovsak in sod., 2019).

6.3.2 Beljakovine

V mati¢nem mlecku je med 9 in 18 g beljakovin/100 g, ki predstavljajo 50 % suhe snovi
mati¢nega mle¢ka (Sabatini in sod., 2009; Simuth, 2001). ISO standard (2016) navaja obmodcje
vsebnosti 11-18 g beljakovin/100 g. V vzorcih mlecka slovenskega porekla pridelanih v letih
2017,2018 ter 2019 je bila vsebnost beljakovin v obmocju od 11,3 do 13,9 g/100 g, s povprecno
vrednostjo 12,4 g/100 g. Rezultati vsebnosti beljakovin v vzorcih maticnega mlecka razli¢nih
programskih let so med seboj primerljivi, povpre¢ne vrednosti zavzemajo obmocje od 12,15 do
12,54 g/100 g (Kandolf Borovsak in sod., 2019).
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Proteinska frakcija vsebuje Stevilne pomembne komponente in bioloSko aktivne snovi
(Barnutiu in sod., 2011). Vec kot 80 % beljakovin mati¢nega mlecka je topnih proteinov, t.i.
glavnih proteinov mati¢nega mlecka (MRJP - angl. Major Royal Jelly Proteins) (Simuth, 2001).
MRIJP naj bi bili izmed vseh sestavin mati¢nega mlecka najbolj pomembni za razvoj Cebele
matice, saj vkljuéujejo Stevilne esencialne aminokisline (Schmitzova in sod., 1998). Cebele
izloCajo na stotine proteinov, predvsem iz krmilnih in mandibularnih zlez ter zlez slinavk.
Cebelja matica, ki je hranjena z mati¢nim mle¢kom, Zivi 4-5 let, medtem ko Gebele delavke
zivijo le 3-4 tedne. Za ta fenomen naj bi bili zasluzni predvsem proteini maticnega mlecka
(Simath in sod., 2003). Poleg glavnih proteinov mati¢ni mleéek vsebuje tudi manjse proteine,
vklju¢no z antimikrobnimi peptidi (peptidnimi antibiotiki). Ti bioaktivni peptidi lahko po
zauzitju v telesu delujejo kot regulatorne snovi s podobno aktivnostjo kot hormoni (Barnutiu in
sod., 2011; Maghsoudlou in sod., 2019).

Proste aminokisline predstavljajo samo 0,6 do 1,5 % beljakovin, ve€ina je L-aminokislin
(Sabatini in sod., 2009). V mati¢nem mlecku je najve¢ prolina, lizina, glutaminske kisline, [3-
alanina, fenilalanina, aspartata in serina. Pri skladis¢enju mati¢énega mlecka (4 °C, 10 mesecev)
ni znacilnih razlik v vsebnosti aminokislin, medtem ko se vsebnost prolina in lizina poveca pri
skladiS¢enju pri sobni temperaturi (Boselli in sod., 2003).

6.3.3 Vrednost pH in vsebnost Kkislin

Mati¢ni mledek ima nizko vrednost pH (od 3,6 do 4,2) (Simuth in sod., 2003). V slovenskih
vzorcih je vrednost pH variirala med 3,59 in 3,94, v povprecju 3,78. V vzorcih iz leta 2019 so
bile vrednosti pH nekoliko nizje (povpre¢na vrednost 3,66), iz ostalih let so bile nekoliko vi§je
in med seboj zelo primerljive (povprec¢na vrednost 3,82 oz. 3,85) (Kandolf Borovsak in sod.,
2019). Nekateri avtorji navajajo nekoliko vi§jo vrednost pH mati¢nega mlecka in sicer od 4 do
5, ki se med procesom liofilizacije ne sprementi 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¢cnem mlecku in
9 do 15 ml 0,1 M NaOH/g v liofiliziranem maticnem mlec¢ku (Popescu in sod., 2008).
Povprecna kislost vzorcev slovenskega mati¢nega mlecka je bila 4,19, obmocje pa od 3,64 do
4,77 mL 0,1 M NaOH/g. Primerjava razli¢nih let pridelave pokaze, da je bila kislost vzorcev
mati¢nega mlecka najvecja v vzorcih leta 2018, povprecna vrednost je znaSala 4,33 mL 0,1 M
NaOH/g, sledi leto 2017 (4,19 mL 0,1 M NaOH/g), najmanjSa povprecna kislost pa je v vzorcih
mati¢nega mlecka programskega leta 2019 (4,04 mL 0,1 M NaOH/g) (Kandolf Borovsak in
sod., 2019). 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.
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6.3.4 Ogljikovi hidrati

V mati¢nem mlecku je povprecno od 11 do 23 g/100 g ogljikovih hidratov oz. 30 % suhe snovi
mati¢nega mlecka (Sabatini in sod., 2009), ISO 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 doloCanje pristnosti mati¢nega mlecka
(Sabatini in sod., 2009). Slovenski vzorci mati¢nega mlecka so vsebovali od 2,3 do 4,5 g/100 g
fruktoze, med 3,4 in 6,2 g/100 g glukoze ter od <0,5 do 3,3 g/100 g saharoze, v Sestih vzorcih
je bila vsebnost saharoze pod mejo detekcije. Glede na ISO standard (2016) v vsebnosti
saharoze eden od vzorcev mati¢nega mlecka ni sutrezal postavljenim kriterijem (Kandolf
Borovsak in sod., 2019).

6.3.5 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), v slovenskih ga je
v povpre¢ju med 1,00 in1,04 g/100 g (Kandolf Borovsak in sod., 2019). 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 maticnega mlecka) kot notranjih dejavnikov (bioloske
lastnosti ¢ebel) (Barnutiu in sod., 2011). Koncentracija mineralov in elementov v sledovih v
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).

6.3.6 Mascobe

Svez mati¢ni mle¢ek vsebuje 3-8 g masScob/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 masc¢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). Povprecna vsebnost mas¢ob v vzorcih slovenskega mati¢nega mlecka znasa 5,42 g/100
g, v razponu od 4,02 do 7,65 g/100g. Povprecna vsebnost mascob je bila v vzorcih iz leta 2018
in 2019 zelo podobna (5,16 oz. 5,13 g/100 g), v primerjavi z letom 2017 (5,95 g/100 g) pa v
povprecju za 15 % manjsa (Kandolf Borovsak in sod., 2019).

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
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pristnosti. Pristen mlecek mora vsebovati vsaj 1,4 g/100 g 10-HDA (Sabatini in sod., 2009;
ISO, 2016). V vzorcih slovenskega mati¢nega mleckav okviru projekta karakterizacija v letih
2017 do 2019 je bila povprecna vsebnost 2-krat vecja od te vrednosti (2,81 g/100 g), obmocje
je znaSalo od 2,32 do 3,31 g/100 g (Kandolf Borovsak in sod., 2019).

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 porocajo, da se vsebnost
mascob poveca poleti (Wongchai in Ratanavalachai, 2002).

Mascobne kisline mati¢nega mlecka so ve¢inoma kratkoverizne mono- in dihidroksi masc¢obne
kisline z 8-10 ogljikovimi atomi ali dikarboksilne kisline, v nasprotju z masS¢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 maticnega mlecka pri dolocitvi pristnosti oziroma
potvorjenosti le-tega, saj nekaterih mascobnih kislin, ki jih mati¢ni mlec¢ek vsebuje, ne najdemo
v nobenem drugem naravnem proizvodu. Kvalitativna in kvantitativna analiza mascobne
frakcije prav tako omogoca dolocitev koli¢ine dodanega mati¢nega mlecka v drugih izdelkih
(Marghitas in sod., 2010). SveZ mati¢ni mlecek naj bi imel ve€jo vsebnost 10-HDA in bi lahko
bila potencialen parameter sveZosti maticnega mlecka, vendar ugotavljajo, da naj bi bila
vsebnost kisline v mlecku stabilna in neodvisna od pogojev skladiS¢enja (Antinelli in sod.,
2003; Kandolf Borovsak in sod., 2019).

6.3.7 Antioksidativna ucinkovitost mati¢nega mlecka

Antioksidanti so molekule s stabilno strukturo, ki upocasnijo ali preprecijo oksidacijo
pomembnih celi¢nih sestavin na razli¢ne nacine. Kot lovilci radikalov se po reakciji z radikali
pretvorijo v stabilnejSe in manj Skodljive snovi, ki jih organizem izlo¢i. Pomagajo zavirati
razvoj nekaterih obolenj, zmanjSujejo tveganje za razvoj rakavih obolenj, ateroskleroze, bolezni
srca in ozilja, raznih vnetij in artritisa. IzboljSajo delovanje imunskega sistema in preventivno
delujejo pred procesi staranja (The National Honey Board, 2003).

Cebelji pridelki so pomemben vir antioksidatov, ima pa mati¢ni mle¢ek manj3o antioksidativno
ucinkovitost kot cvetni prah in propolis (El-Guendouz in sod., 2020a). Antioksidativna
ucinkovitost mati¢enga mlecka izvira iz fenolnih spojin in kratkih peptidov, razli¢nih vitaminov
(A in E) in kratkoveriznih hidroksilnih in karboksilnih mas¢obnih kislin (Guo in sod., 2009).

Vsebnost skupnih fenolnih spojin v turSkem maticnem mlecku je znasala v povprecju 16,4
mgak/100 g, obmocje vsebnosti je znaSalo od 9,1 do 30,1 mgsk/100 g (Kolayli in sod., 2016),
medtem ko so drugi avtorji v turSkem mlec¢ku dolo¢ili v povpredju 59,2 mgak/100 g (Ozkok in
sod., 2017), v maroskem, Spanskem in portugalskem pa od 300 do 890 mggk/100 g (EI-
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Guendouz in sod., 2020). Za mati¢ni mlecek iz Litve Adaskevicituté in sod. (2019) navajajo
vsebnost skupnih fenolnih spojin v obmocju od 164,4 do 231,4 mgrut/100 g. V desetih vzorcih
slovenskega maticnega mlecka so doloc€ili od 31,0 do 41,0 mg skupnih fenolnih spojin,
izrazenih kot ekvivalent galne kisline/100 g, antioksidativna u¢inkovitost, dolo¢ena z DPPHe
metodo in izrazena kot odstotek inhibicije, pa je bila od 18,3 do 29,9 % (Rak, 2018). Po DPPHe
metodi ima turski mati¢ni mlecek koncentracijo u¢inkovitosti (ECso ) v povprecju 113,5 mg/ml,
maroski, portugalski in $panski pa od 0,2 do 11,7 mg/mL (El-Guendoz in sod., 2020).

6.4 SKLADISCENJE MATICNEGA MLECKA

Mati¢ni mlecek je obcutljiv na toploto, svetlobo in zrak. V primeru neprimernega skladis¢enja
potemni, poveca se mu viskoznost, pojavijo se vecje 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 masScobno in beljakovinsko frakcijo (Ramadan in Al-
Ghamdi, 2012).

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

Po skladi$€¢enju mati¢nega mlecka v hladilniku in zmrzovalniku pride do manjsih sprememb (<
5 %) v vsebnosti vode, 10-HDA, kislosti, nekoliko vecje so spremembe v pH vrednosti, ter
vsebnosti mascob in beljakovin, ki pa po pol leta niso ve¢je kot 8 %. Tudi po daljSem
skladiS€¢enju (eno leto ter 1,5 let) spremembe v vsebnosti vode, 10-HDA, kislosti in pH
vrednosti majhne niso bistvene vecje. Vecje razlike so v vsebnosti sladkorjev, predvsem
vsebnosti fruktoze ( do 26 %) in v nekaterih primerih saharoze (do 44 %). V nekaterih vzorcih
mati¢nega mlecka so po skladiS¢enju tudi manjsSe vsebnosti maltoze (Kandolf Borovsak in sod.,
2019).

Mati¢ni mlec¢ek se shranjuje v hladilniku ali zmrzovalniku, za daljSe shranjevanje je boljse
zamrzovanje. Najbolje ga je porabiti znotraj enega od pridelave, najve¢ znotraj 1,5 leta, saj se
vrednosti nekaterih fizikalno-kemijskih parametrov po skladiS€enju spremenijo (Kandolf
Borovsak in sod., 2019), razlike pa so opazne tudi v barvi mati¢nega mle¢ka (Zohar, 2018).
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7 MATERIAL IN METODE

7.1 ZBIRANJE VZORCEV

V raziskavo smo vkljucili 20 vzorcev svezega mati¢nega mleCka iz petih statisti¢nih regij

Slovenije (preglednica 16).

Preglednica 16: Analizirani vzorci mati¢nega mlecka

Zap. §t. | Stevilka vzorca Statisti¢na regija Leto pridelave
1 K. MLECEK 2020-1 Podravska maj 2020
2 K. MLECEK 2020-2 Podravska maj 2020
3 K. MLECEK 2020-3 Podravska maj 2020
4 K. MLECEK 2020-4 Podravska maj 2020
5 K. MLECEK 2020-5 Posavska maj 2020
6 K. MLECEK 2020-6 Gorenjska maj 2020
7 K. MLECEK 2020-7 Gorenjska maj 2020
8 K. MLECEK 2020-8 Osrednjeslovenska maj 2020
9 K. MLECEK 2020-9 Gorenjska maj 2020
10 K. MLECEK 2020-10 Savinjska maj 2020
11 K. MLECEK 2020-11 Osrednjeslovenska maj 2020
12 K. MLECEK 2020-12 Posavska junij 2020
13 K. MLECEK 2020-13 Gorenjska julij 2020
14 K. MLECEK 2020-14 Osrednjeslovenska julij 2020
15 K. MLECEK 2020-15 Osrednjeslovenska julij 2020
16 K. MLECEK 2020-16 Podravska april 2020
17 K. MLECEK 2020-17 Podravska julij 2020
18 K. MLECEK 2020-18 Podravska julij 2020
19 K. MLECEK 2020-19 Posavska julij 2020
20 K. MLECEK 2020-20 Osrednjeslovenska julij 2020

Zastopanost vzorcev mati¢nega mlecka iz posamezne regije ni bila enakomerna, ker Stevilo
proizvajalcev mati¢nega mlecka v Sloveniji med regijami ni primerljivo. Najvec vzorcev je iz
podravske regije (7), Stirje (4) so iz gorenjske, pet (5) iz osrednjeslovenske, trije (3) iz posavske
in en (1) vzorec iz savinjske regije, vsi so bili pridelani v letu 2020.
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7.2 ANALIZE MATICNEGA MLECKA

7.2.1 Senzori¢na analiza

Senzori¢no analizo mati¢nega mlecka smo izvedli s Stiri¢lanskim panelom Solanih senzori¢nih
preskusevalcev. Barvo in obcutek v ustih smo ovrednotili opisno. Celokupno intenzivnost vonja
in arome, parametre arome (topel, cvetlicen, kemijski, animalen, po zarkem), okus (sladko,
kislo, grenko) in trigeminalno zaznavo (zbadajo¢ obcutek v ustih, astringenca) smo ovrednotili
z metodo kvantitativne opisne analize, z oceno intenzivnosti na 5-stopenjski lestvici od 0 do 4
(0: nezaznavno, 1: komaj zaznavno; 2: Sibko intenzivno; 3: srednje intenzivno; 4: mocno
intenzivno) (ISO 4121:2003).

7.2.2 Fizikalno-kemijske analize

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

Dolocanje vsebnosti vode (Sesta in Lusco, 2008)

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

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

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).

Doloc¢anje kislosti mati¢nega mlecka (Popescu in sod., 2008)

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

Doloc¢anje vrednosti pH v mati¢cnem mlecku (Popescu in sod., 2008)

S pH metrom izmerimo vrednost pH v 1 % vodni raztopini maticnega mlecka.
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Dolocéanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin v maticnem mlec¢ku in antioksidativna
ucinkovitost (AU)

Skupne fenolne spojine in AU smo dolo¢ili v izvleckih iz mati¢nega mlecka, ki smo jih
pripravili s pomocjo ekstrakcije s 96 % etanolom. V 15 mL falkonko smo natehtali 3,0 g vzorca
mati¢nega mlecka in dodali 9,0 mL 96 % etanola. Falkonko smo dobro zaprli in postavili na
stresalnik s hitrostjo 175 obratov/min. Vzorci so bili pokriti z aluminijasto folijo. Vsakih 30 min
smo vzorce ro¢no pretresli in jih ponovno postavili na stresalnik. Po 2 urah na stresalniku smo
vzorce dali za 30 min na ultrazvo¢no kopel. Sledilo je ponovno stresanje za 3 ure, kjer smo
vzorce po 1 uri rocno pretresli in postavili nazaj na stresalnik, enako smo ponovili ¢ez 1 uro. V
celoti je ekstrakcija potekala 5,5 ur. Za vsak vzorec smo opravili ekstrakcijo v dveh paralelkah.
Po ekstrakciji smo vzorce filtrirali skozi filter papir in filtrat centrifugirali 10 min pri 4000
obr/min. Supernatant smo previdno odlili v novo falkonko in shranili v hladilnik. Ponovljivost
ekstrakcije fenolnih spojin je bila v okviru 5 %.

Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo dolo¢ili v posameznem izvlecku po Folin-Ciocalteu
metodi, ki jo je opisal Gutfinger (1981). V reakciji Folin-Ciocalteu reagenta s fenolnimi
spojinami nastane modro obarvan kompleks, ki smo ga dolo€ili spektrofotometricno z
merjenjem absorbance pri valovni dolZini 765 nm (A7es). Analizo smo za vsak izvlecek opravili
v treh ponovitvah. Vsebnost skupnih fenolnih spojin v vzorcih cvetnega prahu smo izrazili v
ekvivalentih galne kisline kot mg galne kisline (GK) na 100 gramov mati¢nega mlecka
(mgck/100 g).

AU izvleckov mati¢nega mlecka smo dolocili z metodo doloc€itve sposobnosti lovljenja radikala
1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPHe ¢) (Brand-Williams in sod., 1995). Dolocitev temelji na
reakciji med radikalom in antioksidanti (fenolnimi spojinami), kar belezimo kot zniZanje
absorbance pri valovni dolZini 517 nm (Asi7). Pripravili smo razlicne red¢itve izvleckov
maticnega mlecka (od 9 do 36 mg/mL) in analizo izvedli v treh ponovitvah kot opisujejo El-
Guendouz in sod. (2020). AU smo izrazili kot koncentracijo uc¢inkovitosti ECso, ki je definirana
kot koncentracija antioksidanta, potrebna za 50 % zmanjSanje absorbance radikala DPPHs ..
Visja vrednost ECso poment slabSo AU.

7.2.3 Statistiéne metode

Dobljene rezultate smo zbrali in uredili v programu Microsoft Exel 2015. Statisticne analize
smo izvedli s programom SPSS, razli¢ica 21.0 (IBM). Za posamezen parameter smo izra¢unali
0snovno opisno statistiko:

e povprecna vrednost

¢ minimalna vrednost (MIN)

e maksimalna vrednost (MAKS)
e standardni odklon (S.D.)
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8 REZULTATI Z RAZPRAVO

8.1 SENZORICNA OCENA

Barva mati¢nega mlecka je svetla, lahko je belo rumena, bledo rumena ali slonokoScena.
Podobno za barvo maticnega mlecka navajajo tudi drugi avtorji. V dostopni literaturi nismo
zasledili senzori¢ne analize posameznih lastnosti mati¢nega mlecka. Z namenom izdelave
senzori¢nega profila mati¢nega mlecka smo uporabili metodo kvantitativne opisne analize,
sestavili seznam opisnikov vonja in arome na osnovi mednarodno harmonizirane opisne metode
za med in za vrednotenje njihove intenzivnosti uporabili 5-stopenjsko lestvico od 0 do 4 (0:
nezaznavno, 1: komaj zaznavno; 2: Sibko intenzivno; 3: srednje intenzivno; 4: mocno
intenzivno), rezultati so prikazani v preglednici 17.

Celokupna intenzivnost vonja je bila za vzorce maticnega mlecka v povprecju srednje
intenzivna, intenzivnost arome pa srednje do mo¢no intenzivna. Pri parametrih arome najbolj
izstopa kemijska (rezkost), z zaznano intenzivnostjo med 3 in 4. Topla aroma (po vosku) je v
maticnem mlecku vecinoma §ibko izraZzena, animalna komaj zaznavna do Sibko intenzivna.
Aroma po cvetju je, odvisno od vzorca, nezaznavna do §ibko intenzivna. Ker so bili vsi vzorci
mati¢nega mlecka svezi, pricakovano ni bilo zaznati arome po zarkem. Okus mati¢nega mlecka
je komaj zaznavno do Sibko sladek ter srednje do mocno kisel. Grenkega okusa nismo zaznali.
Znacilno lastnost maticnega mlecka je tudi astringenca, ki je bila srednje do mo¢no intenzivna.

Obcutek v ustih je bil pri 75 % vzorcev mati¢nega mlecka gladek, pri 5 vzorcih pa zrnat oz.
drobno zrnat, kot je razvidno iz preglednice 17.
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Preglednica 17: Rezultati senzori¢ne analize vzorcev mati¢nega mlecka

Celokupna | Celokupna Aroma Okus Trigeminalna .
Vzorec Barva intenzivnost | intenzivnost topla | cvetli¢na | kemijska | animalna po . zaznav? ObCUt.Ek v

vonja arome | (vosek) | (cvetje) | (rezek) | (hlev) | Zarkem sladek | kisel | grenek a(sztl;ﬁ;;r:lj:;) ustih
K. MLECEK 2020-1 | belo rumena 3 3,5 1,5 0 3,5 2,5 0 1 4 0 3 gladek
K. MLECEK 2020-2 | belo rumena 3,5 3,5 2 0 3,5 1,5 0 1,5 4 0 3 zrnat
K. MLECEK 2020-3 | belo rumena 3 3 2 0 3 2 0 1,5 3,5 0 3 drobno zrnat
K. MLECEK 2020-4 | bledo rumena 3 4 1,5 0 4 1,5 0 1 4 0 4 gladek
K. MLECEK 2020-5 | belo rumena 3 3,5 2 0 3 2 0 1,5 3,5 0 3,5 gladek
K. MLECEK 2020-6 | bledo rumena 2 3 2,5 1 3 1,5 0 2 3 0 3 gladek
K. MLECEK 2020-7 | bledo rumena 2.5 3 2.5 1 3 1,5 0 2 3 0 3 gladek
K. MLECEK 2020-8 | bledo rumena 3 3,5 2 1,5 3,5 1,5 0 2 3 0 4 gladek
K. MLECEK 2020-9 | bledo rumena 3 3,5 2 0 3,5 1,5 0 1,5 4 0 3 gladek
K. MLECEK 2020-10 | bledo rumena 2,5 3,5 2 1,5 3,5 1,5 0 2 3 0 4 gladek
K. MLECEK 2020-11 | belo rumena 2 3 2.5 1 3 1,5 0 2 3 0 3 gladek
K. MLECEK 2020-12 | bledo rumena 3 3,5 3 2 3 1,5 0 2 3 0 3,5 gladek
K. MLECEK 2020-13 | bledo rumena 2,5 3,5 3 2 3 1,5 0 2 3 0 3 gladek
K. MLECEK 2020-14 | bledo rumena 3 3 2,5 2 3 1,5 0 2 3 0 3 gladek
K. MLECEK 2020-15 | bledo rumena 2 3 2,5 1,5 3 1,5 0 2 3 0 3 gladek
K. MLECEK 2020-16 | bledo rumena 3 3,5 2 1,5 3 1,5 0 2 3,5 0 3,5 gladek
K. MLECEK 2020-17 | slonoko§&ena 4 3,5 2 2 3 1,5 0 1,5 3,5 0 4 gladek
K. MLECEK 2020-18 | slonoko§&ena 3,5 3,5 3 2 3 1,5 0 2 3 0 3 zrnat
K. MLECEK 2020-19 | slonoko3&ena 3 3,5 2 1,5 3 1,5 0 2 3,5 0 3,5 zrnat
K. MLECEK 2020-20 | slonoko$&ena 3 3 2 1,5 3 1,5 0 2 3,5 0 3,5 drobno zrnat

lestvica: 0: nezaznavno, 1: komaj zaznavno, 2: Sibko intenzivno, 3: srednje intenzivno, 4: mocno intenzivno
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8.2 FIZIKALNO-KEMIJSKI PARAMETRI

V preglednici 18 so predstavljeni rezultati vsebnosti vode, beljakovin, kislost, vrednost pH,

vsebnosti skupnih fenolnih spojin ter antioksidativne ucinkovitosti.

Preglednica 18: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz slovenskega mati¢nega mlecka

Parameter
Oznaka vzorca Vsebnost Vs.ebnos.t Vrednost Kislost Vsebnos't sku[-)‘nih AU
vode beljakovin (mL 0,1 M | fenolnih spojin | (DPPHe -ECso)
(g/100 g) | (g/100 g) pH NaOH/g) (mgax/100 g) (mg/mL)
K. MLECEK 2020-1 66,1 12,02 4,09 4,13 31,8 22,9
K. MLECEK 2020-2 65,8 12,08 4,12 4,07 31,3 21,8
K. MLECEK 2020-3 64,0 12,84 4,11 4,04 30,0 25,2
K. MLECEK 2020-4 64,9 12,58 4,07 3,86 27,3 27,8
K. MLECEK 2020-5 66,2 11,97 4,08 3,80 22,0 27,9
K. MLECEK 2020-6 64,8 12,47 4,05 3,78 37,0 24,8
K. MLECEK 2020-7 65,0 12,23 4,13 3,67 32,0 243
K. MLECEK 2020-8 63,8 12,74 4,20 4,14 26,0 34,5
K. MLECEK 2020-9 62,7 12,78 3,98 4,58 333 259
K. MLECEK 2020-10 64,9 12,78 4,11 4,09 33,9 20,3
K. MLECEK 2020-11 66,2 12,73 4,10 4,15 33,8 25,2
K. MLECEK 2020-12 66,5 12,78 4,21 3,91 23,5 29,5
K. MLECEK 2020-13 66,1 12,38 4,21 3,61 254 30,3
K. MLECEK 2020-14 65,5 13,33 4,19 3,87 30,6 26,2
K. MLECEK 2020-15 66,1 12,44 4,14 4,01 27,4 30,2
K. MLECEK 2020-16 63,5 12,98 4,01 4,32 37,9 25,3
K. MLECEK 2020-17 64,5 12,46 4,08 4,12 39,7 20,1
K. MLECEK 2020-18 65,8 13,16 4,11 3,82 27,4 27,9
K. MLECEK 2020-19 65,0 13,06 4,19 3,92 31,5 22,7
K. MLECEK 2020-20 67,8 12,45 4,18 3,81 36,5 17,9
Povprecje 65,2 12,61 4,12 3,98 30,9 25,5
S.D. 1,2 0,37 0,06 0,23 4,9 4,0
MIN 62,7 11,97 3,98 3,61 22,0 17,9
MAKS 67,8 13,33 4,21 4,58 39,7 34,5

S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost; GK: galna kislina; AU: antioksidativna

ucinkovitost; ECso: koncentracija uéinkovitosti

Vsebnost vode v vzorcih mati¢nega mlecka smo izracunali na podlagi izmerjenega lomnega
koli¢nika. Iz preglednice 18 je razvidno, da je vsebnost vode v vzorcih maticnega mlecka
slovenskega porekla variirala med 62,7 in 67,8 g/100 g, skoraj v obsegu, kar je podoben obseg,
kot smo ga dolo¢ili v pretekli raziskavi o mati¢nem mlecku (Kandolf Borovsak in sod., 2019),
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in pomeni, da so vsi vzorci ustrezali standardom kakovosti za svez mati¢ni mlecek (Sabatini in
sod., 2009; ISO, 2016).

Vsebnost beljakovin smo dolocili z metodo po Kjeldahlu. Iz preglednice 18 je razvidno, da je
bila vsebnost beljakovin v analiziranih vzorcih maticnega mlecka v obmoc¢ju od 11,97 do 13,33
g/100 g, s povprec¢no vrednostjo 12,61 g/100 g. Vsi vzorci so ustrezali priporocenim
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 znotraj obmocja, ki smo ga v mati¢nem mlecku
dolocili v preteklem programskem obdobju (Kandolf Borovsak in sod., 2019).

Vrednosti pH se gibljejo od 3,98 do 4,21, v povpre¢ju 4,12, povprecna kislost vzorcev
slovenskega mati¢nega pa je bila 3,98 mL 0,1 M NaOH/g, v obmocju od 3,61 do 4,58 mL 0,1
M NaOH/g. Vsi analizirani vzorci so glede vrednosti pH in kislosti ustrezali standardom
kakovosti za svez mati¢ni mlecek (Sabatini in sod., 2009; ISO, 2016).

Vsebnost skupnih fenolnih spojin, izrazena kot ekvivalent galne kisline, je znasala od 22,0 do
39,7 mggk/100 g (preglednica 18). Rezultati so primerljivi z vrednostmi, ki jih za slovenski
mati¢ni mlecek navaja Rak (2018), ki je analizirala 10 vzorcev slovenskega maticnega mlecka
in doloc¢ilamed 31 in 41 mgak/100 g mlecka. Nekolike manjSe vsebnosti (9,1 do 30,1 mggk/100
g) navajajo Kolayli in sod. (2016), v drugih objavljenih Studijah pa za mati¢ni mlecek razlicnega
geografskega porekla ve¢inoma navajajo vecje vsebnosti skupnih fenolnih spojin (Pavel in sod.,
2014; Ozkok in Silici, 2017; Adaskeviciiité in sod., 2019; El-Guendouz in sod., 2020).

Koncentracija ucinkovitosti mati¢nega mlecka, ki smo jo izrazili kot ECso (koncentracija
antioksidanta, potrebna za 50 % zmanjSanje absorbance radikala DPPHe) je bila za obravnavane
vzorce mati¢nega mlecka v obmocju od 17,9 do 34,5 mg/mL. Vzorci z ve¢jo AU (niZja vrednost
ECs0) imajo praviloma vecjo vsebnost skupnih fenolnih spojin. Korelacija med vsebnostjo
skupnih fenolnih spojin in AU je znacilna (p < 0,05), koeficient korelacije znaSa 0,74. Drugi
avtorji za vrednost ECso navajajo zelo razlicne vrednosti, kar je verjetno posledica razli¢nih
modifikacij uporabljene DPPHe metode.

Ce primerjamo bioaktivne lastnosti mati¢nega mledka s cvetnim prahom osmukancem,
ugotovimo, da vsebuje cvetni prah bistveno ve¢ skupnih fenolnih spojin in ima vecjo
antioksidativno ucinkovitost. V primerjavi z medom pa je vsebnost skupnih fenolnih spojin v
mlecku lahko ve¢ja ali manjSa prav tako antioksidativna u¢inkovitost, odvisno od vrste medu.

9 ZAKLJUCEK

Rezultati analiziranih 20 vzorcev mati¢nega mlecka slovenskega porekla letnika 2020, kazejo
da mati¢ni mleCek v analiziranih parametrih ustreza vrednostim, ki jih predvideva ISO standard
za mati¢ni mlecek (ISO, 2016), podatkovno zbirko o slovenskem mati¢cnem mlecku pa smo
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dopolnili Se z opisom senzori¢nih lastnosti, vsebnostjo skupnih fenolnih spojin ter
antioksidativno ucinkovitostjo.

Za maticni mleCek je znacilna svetla barva (belo do bledo rumena ali slonokoscena).
Intenzivnost vonja maticnega mlecka je v povprecju srednje intenzivna, intenzivnost arome pa
srednje do mocno intenzivna. Pri parametrih arome najbolj izstopa kemijska (rezkost),
vecinoma Sibko izrazena je topla aroma (po vosku). Okus maticnega mlecka je komaj zaznavno
do Sibko sladek ter srednje do mocno kisel. Znacilna lastnost maticnega mlecka je tudi
astringenca, ki je srednje do mocno intenzivna.

Vsebnost skupnih fenolnih spojin v slovenskih vzorcih mati¢nega mlecka je podobna vsebnosti
v maticnem mlecku iz nekaterih drugih drzav, nekateri tuji vzorci pa imajo tudi manjse in vecje
vsebnosti. Ce primerjamo bioaktivne lastnosti matiénega mle¢ka s cvetnim prahom
osmukancem, ugotovimo, da vsebuje cvetni prah bistveno ve¢ skupnih fenolnih spojin in ima
vecjo antioksidativno ucinkovitost. V primerjavi z medom je vsebnost skupnih fenolnih spojin
v mlecku lahko vecja ali manjSa prav tako antioksidativna uc¢inkovitost, odvisno od vrste medu.
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11 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 in preprecevanje 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 razliénih drzavah imajo razlicen status. V Nemd&iji, Veliki
Britaniji, Svici veljajo za zdravilo, v Avstriji, ZDA, Braziliji in na Japonskem pa kot prehransko
dopolnilo. Glede statusa so razlicne zahteve (Jedlovénik in Pusnik, 2011). Obstajajo
prizadevanja za grobo standardizacijo osnovnih koli¢in nekaterih sestavin v propolisu, kar je
zelo tezavno, saj so med njimi ogromne razlike, kljub vsemu pa vsi kazejo podobno
mikrobiologko aktivnost (Medié-Sari¢ in sod., 2013), ki je lahko posledica sinergisti¢nega
delovanja sestavin propolisa (Huang in sod., 2014).

Slika 7: Propolis, pridobljen na namensko vstavljenih pripomockih
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11.1 NASTANEK IN POMEN PROPOLISA

Naloga smole na popkih je, da jih zas¢iti pred zmrzaljo. Nabiranje smol je naloga posameznih
cebel v glavnem po pasi; v Casu 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, ve¢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 propolisa mocne ¢ebelje druzine.

Smole nabirajo vsaj 15 dni stare ¢ebele. Za Cebele se uporabno zmehéajo pri okoli 20 °C, ¢ebele
so 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 (Jedlovenik in PuSnik, 2011). Nabranim smolam
cebele dodajo Se izlocek Zlez slinavk ter vosek, da snov postane bolj lepljiva (Burdock, 1998).

Najve¢ smol naberejo cebele 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 ¢ebelnjaka, od primernega rastlinstva
v okolici ¢ebelnjaka, od ¢ebelarjeve tehnologije zbiranja, od vrste/rase ¢ebel, od moci ¢ebelje
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 povriine 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 premaZzejo tudi vse
vsiljivee, ki so jih ubile v panju, s ¢imer preprecijo razpad teh organizmov in razmnoZevanje
klic v razpadajoCem telesu vsiljivcev in okuzbo druzine (Jedlov¢nik in Pusnik, 2011).

11.2  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
aromati¢ne 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 razlicnih 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 kot antioksidanti.
Najbolj znacilne fenolne spojine propolisa so: pinocembrin, pinobanksin, fenetilni ester kavne
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kisline (CAPE), artepilin C, cimetna, kumarna, kavna, ferulna in izoferulna kislina ter krizin,
galangin, kamferol in kvercetin (Huang in sod., 2014).

11.2.1 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). Delijjo 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 protimikrobno
uinkovitost kot propolis 4. m. anatolica in caucasica. Ceprav razliéne vrste &ebel preferirajo
razli¢ne rastline, pa sestava propolisa posamezne vrste ¢ebele ni vedno enaka (Huang in sod.,
2014).

11.2.2 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
razliéna in je odvisna od rastlinja, kjer so ¢ebele nabrale smole, sezone nabiranja (Medi¢-Sari¢
in sod., 2013) in vrste ¢ebel (Huang in sod., 2014).

11.2.3 Terpenoidi

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

11.2.4 Druge snovi

Propolis vsebuje tudi cvetni prah, minerale, kot so Ca, K, Mg, Na, Al, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Ni,
Sr in 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 (Jedlovénik in Pusnik, 2011).

60



APLIKATIVNA RAZISKAVA KARAKTERIZACIJA CEBELJIH PRIDELKOV
DELNO POROCILO ZA LETO 2020

2\

R

® smole in balzami » vosek 1 etericna olja
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Slika 8: Povprec¢na sestava propolisa

11.3 VRSTE PROPOLISA

Material, iz katerega Cebele proizvajajo propolis, je izlocek rastlin pa tudi snovi, ki se izlo¢ajo
na ranah rastlin: lipofilne snovi na listih in popkih, smole, sluzi,... Sestava izvorne snovi doloca
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, izlocki ¢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. V 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 obmocja je pacifiski propolis, s Kanarskih otokov pa
kanarski, za katere so znacilne druge snovi (Bankova, 2005).

Najbolj 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).

Slovenski vzorci propolisa vsebujejo p-kumarno kislino v obmocju od 0,18 do 3,21 %, v
povprecju 1,33 %, ferulno Kislino v obmoc¢ju od 0,16 do 3,10 %, v povprecju 1,11 %. Vecina
vzorcev vsebuje kavno Kislino od 0,11 do 0,69 %, v povprecju 0,23 %. Pogosto slovenski
vzorci vsebujejo tudi CAPE od 0,11 do 1,39 %, v povprecju 0,37 %, pinocembrin v obmocju
od 0,11 do 4,70 %, v povprecju 1,23 % in galangin v obmoc¢ju od 0,11 do 3,42 %, v povprecju
0,78 %. Prisoten je tudi krizin od 0,17 do 4,21 %, v povprecju 1,51 %, pa tudi cimetna Kislina
v obmocju od 0,13 do 1,79 %, v povprecju 0,74 %, apigenin od 0,10 do 0,34 %, v povprecju
0,21%, nekateri vzorci vsebujejo naringenin od 0,11 do 0,38 %, v povpre¢ju 0,16 % pa tudi
kamferol v obmocju od 0,12 do 0,38 %, v povprecju 0,25 %, kvercetin od 0,10 do 0,30 %, v
povprecju 0,22 % (Kandolf Borovsak in sod., 2019).

11.4 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 kostan;j
rdeCega. S€asoma posamezne barve potemnijo. Star propolis je ¢rne barve, odvisno od zacetne
barve. Nekatere vrste propolisa so namre€ izredno svetle barve (Jedlovenik in Pusnik, 2011).

Pri vi§jih temperaturah je propolis 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¢-Sarié in sod., 2013).

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

Razli¢na topila topijo sestavine propolisa v doloc¢enih delezih (%). Nobeno topilo ne topi vseh
sestavin. Toplota topljenje pospesuje (JedlovEnik in Pusnik, 2011).

Topnost propolisa je odvisna od:
e dolZine ekstrakcije,
e temperature in vrste topila,
o velikosti delcev propolisa (prah).

Topila:
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e ctanol ga topi od 50 do 65 %,

e cter, segret na 34 °C, do 68 %,

e aceton do 40 %,

e vrocavoda do 10 %,

e propilenglikol, polietilenglikol, ricinusovo olje z dodatkom benzilalkohola,
¢ najbolje se topi v mesanicah eter-etanol (Jedlovenik in Pusnik, 2011).

11.5 PRIDOBIVANIJE 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 ¢ebel,
veliko voska, morebitne ostanke papirja in druge nedistoée. Cebelar takine nedistoée ne sme
uporabljati za izdelavo izdelkov na osnovi propolisa.

Posebej pomembno je, da ¢ebelja druzina v panju, v katerem ¢ebelar pridobiva propolis, ni bila
zdravljena s kemi¢nimi sredstvi, ki se sicer kopicijo 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 nacrtnem zbiranju propolisa nacrtujemo postopke in sredstva, s katerimi bomo zagotovili
neoporecni pridelek. Pri zbiranju uporabljamo izklju¢no 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 in Pusnik, 2011).
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12 MATERIAL IN METODE

12.1 NACRT ZBIRANJA VZORCEV

V letih od 2017-2019 je potekala raziskava v okviru Programa ukrepov na podrocju ¢ebelarstva
v Republiki Sloveniji v letih 2017-2019, ki je bil financiran iz sredstev drzavnega proracuna in
proracuna Evropske unije, v katerim so bile dolocene fenolne spojine v propolisu. Obstojeca
raziskava bo zbirko podatkov dopolnila.

V raziskavo smo vkljucili 20 vzorcev propolisa slovenskega porekla, pridelanega v letu 2019,
iz devetih statisti¢nih regij Slovenije. Analizirali smo po dva (2) vzorca propolisa iz savinjske
in gorenjske regije, po Stiri (4) iz goriSke, pomurske in podravske regije ter po en (1) iz
zasavske, posavske, obalno kraske in osrednjeslovenske regije. Podatki o analiziranih vzorcih
(8t. vzorca, statisti¢na regija in letnik pridelave) so zbrani v preglednici 19.

Preglednica 19: Analizirani vzorci propolisa

Zap. st. St. vzorca Statisti¢na regija | Leto pridelave
1 PR2020-1 Savinjska 2019
2 PR2020-2 Savinjska 2019
3 PR2020-3 GoriSka 2019
4 PR2020-4 Goriska 2019
5 PR2020-5 GoriSka 2019
6 PR2020-6 Goriska 2019
7 PR2020-7 Pomurska 2019
8 PR2020-8 Zasavska 2019
9 PR2020-9 Posavska 2019
10 PR2020-10 Gorenjska 2019
11 PR2020-11 Podravska 2019
12 PR2020-12 Podravska 2019
13 PR2020-13 Obalno-kraska 2019
14 PR2020-14 Gorenjska 2019
15 PR2020-15 Osrednjeslovenska 2019
16 PR2020-16 Podravska 2019
17 PR2020-17 Pomurska 2019
18 PR2020-18 Pomurska 2019
19 PR2020-19 Podravska 2019
20 PR2020-20 Pomurska 2019

Posamezne vzorce propolisa smo pregledali in odstranili fizikalne necistoce (delcki cebel,
vosek, ...), nato smo vzorce stehtali in pripravili za analizo.
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v

2 R e A SR
Slika 9: Pripravljen vzorec propolisa za analizo

12.2  ANALIZA PROPOLISA

V propolisu so najbolje zastopane sestavine: 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), 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 tekoc¢inske kromatografije visoke loc¢ljivosti z
UV detektorjem (HPLC-UV) (Popova in sod., 2007). Vzorci so bili analizirani tudi z bolj
robustnimi  sprektrofometricnimi metodami: vsebnost skupnih fenolnih spojin s Folin-
Ciocalteujevo metodo, vsebnost skupnih flavonov ter flavolov je bila dolo¢ena z aluminijevim
kloridom, vsebnost flavanonov ter dihidroflavonolov pa z 2,4-dinitrofenilhidrazinom
(Kamensek, 2011).

Pred kemijsko analizo smo vzorcem s senzori¢no analizo ocenili videz, barvo in vonj.
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13 REZULTATI IN RAZPRAVA

13.1 SENZORICNA OCENA PROPOLISA

Zbrani vzorci propolisa so bili ze po samem videzu zelo razli¢ni: od finega prahu, prahu,
drobnih zrnc do vecjih zrne. Prav tako so se zbrani vzorci propolisa razlikovali po barvi od
svetle do temno rjave barve in do svetlo rdece barve. Po vonju je bilo od skupno 20 vzorcev
propolisa 13 vzorcev srednje aromati¢nih, Stirje (4) so bili malo aromati¢ni, trije (3) moc¢no
aromaticni. Najbolj aromatic¢ni vzorci so prihajali iz savinjske (1 vzorec) in pomurske regije (2
vzorca) (preglednica 20).

Preglednica 20: Rezultati senzori¢ne ocene posameznih vzorcev propolisa pridelanega v letu 2019 in
analiziranega v letu 2020

St. vzorca Videz Barva Vonj
PR2020-1 zrnca, prah, fini prah svetlo rjav malo
PR2020-2 zrnca, fini prah svetlo rjav z rde¢imi odtenki moc¢no
PR2020-3 velika zrna, prah temno rjav srednje
PR2020-4 velika zrna svetlo do temno rjav srednje
PR2020-5 velika zrna, prah rjav srednje
PR2020-6 zrnca, prah, fini prah svetlo rjav srednje
PR2020-7 drobna zrna, fini prah svetlo rjav moc¢no
PR2020-8 fini prah temno rjav srednje
PR2020-9 zrna svetlo rjav srednje
PR2020-10 velika zrna svetlo do temno rjav srednje
PR2020-11 prah, fini prah svetlo rdec¢ malo
PR2020-12 drobna zrna svetlo rjav z rde¢imi odtenki srednje
PR2020-13 droba zrna svetlo rjav srednje
PR2020-14 zrna rjav z rdeCimi odtenki malo
PR2020-15 zrna temno rjav malo
PR2020-16 velika zrna rjav z rdeCimi odtenki srednje
PR2020-17 zrna rjav mocno
PR2020-18 drobna zrna, prah svetlo rjav srednje
PR2020-19 zrna rjav srednje
PR2020-20 velika zrna rjav z rde¢imi odtenki srednje

13.2  VSEBNOST FENOLNIH SPOJIN
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 Cebel, ki imajo
mocno preferenco do posameznega tipa rastlin (Bankova in sod., 2000).
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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 obmoc¢ju od 3,31 do 12,43 %, v povpre¢ju
6,60 %. Najvec fenolnih spojin je vseboval vzorec Stevilka PR2020-17 iz pomurske regije, ki
je bil po senzori¢nih lastnosti med moc¢no aromati¢nimi. Najmanj fenolnih spojih je vseboval
vzorec Stevilka PR2020-16 iz podravske regije, ki je bil med srednje aromati¢nimi. Med vzorci
pridelanih v razli¢nih regijah nismo nasli statisticno znacilnih razlik, variabilnost je velika
znotraj regij.

Tako kot v raziskavi v obdobju 2017-2019, so vsi vzorci propolisa vsebovali p-kumarno
kislino v obmocju od 0,44 do 2,27 %, v povprecju 1,16 %. V prejSnjem obdobju je bilo
povprecje vecje in sicer 1,33 % (Kandolf Borovsak in sod., 2019).

Vsi vzorci so tako v obdobju 2017-2019 kot tudi v letu 2020 vsebovali ferulno kislino, v letu
2020 v obmocju od 0,27 do 1,92 %, v povprecju 1,03 %. V obdobju 2017-2019 je bilo povprecje
vecje in sicer 1,11 % (Kandolf Borovsak in sod., 2019).

Vsi vzorci propolisa v letu 2020 so vsebovali tudi pinocembrin od 0,15 do 4,18 %, v povprecju
1,53 %. V obdobju 2017-2019 je bilo v povprecju pinocembrina manj in sicer 1,23% (Kandolf
Borovsak in sod., 2019).

19 vzorcev je vsebovalo kavno Kkislino v obmocju od 0,11 do 0,56 %, v povpre¢ju 0,30 %. V
obdobju 2017-2019 je bilo povprecje manjse, 0,23 % (Kandolf Borovsak in sod., 2019).

18 vzorcev je vsebovalo CAPE v robmoc¢ju od 0,16 do 1,19 %, v povprecju 0,58 %, v vzorcih
iz leta 2017-2019 je bilo povprecje CAPE manjse in sicer 0,37 % (Kandolf Borovsak in sod.,
2019).

Galangin je vsebovalo sedemnajst vzorcev propolisa v obmoc¢ju od 0,10 do 2,75 %, v povprec¢ju
0,90 %. V obdobju 2017-2019 je bilo galangina v povprecju 0,78 % (Kandolf Borovsak in
sod., 2019).

Krizin je bil prisoten v Stirinajstih vzorcih v obmoc¢ju od 0,43 do 3,27 %, v povprec¢ju 1,30 %.
V obdobju 2017-2019 je bilo krizina v povprecju 1,51 % (Kandolf Borovsak in sod., 2019).
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Apigenin je vsebovalo dvanajst vzorec v obmocju od 0,10 do 0,20 %, v povprecju 0,14%. V
obdobju 2017-2019 je bilo apigenina v povprec¢ju vec, in sicer 0,21 % (Kandolf Borovsak in
sod., 2019).
Prav tako je dvanajst vzorcev vsebovalo kamferol v obmocju od 0,10 do 0,29 %, v povprecju
0,18 %. V obdobju 2017-2019 je bilo kamferola v povprecju 0,25 % (Kandolf Borovsak in
sod., 2019).

Pet vzorcev je vsebovalo tudi naringenin v obmoc¢ju od 0,11 do 0,18 %, v povprecju 0,14 %.
V obdobju 2017-2019 je bilo naringenina v vzorcih propolisa v povprecju 0,16 % (Kandolf
Borovsak in sod., 2019). Pet vzorcev je vsebovalo tudi cimetno Kislino v obmocju od 0,12 do
1,13 %, v povprec¢ju 0,51 %. V obdobju 2017-2019 je bilo cimetne Kisline v vzorcih propolisa
v povprecju vec in sicer 0,74 % (Kandolf Borovsak in sod., 2019).

Kvercetin je bil prisoten v Stirth vzorcih v obmocju od 0,11 do 0,20 %, v povprecju 0,17 %. V
obdobju 2017-2019 je bilo kvercetina v vzorcih propolisa v povprecju vec in sicer 0,22 %
(Kandolf Borovsak in sod., 2019).

Rezultate vsebnosti posameznih fenolnih spojin prikazujeta preglednici 21 in 22.

V vzorcih smo s spektrofotometriéno metodo izmerili najvec 28,60 % skupnih fenolnih spojin,
od tega flavonov/flavonolov najve¢ 0,44 %, flavanonov/dihidroflavonolov pa najvec¢ 3,71 %.
Kamensek (2011) je v svoji raziskavi slovenskega propolisa dolo¢ila skupnih fenolnih spojin v
povprecju 31,99 %, najvec 50,89 %, najmanj pa 1,55 %, kar je v povprecju vec¢ kot smo dolocili
v okviru nase raziskave. Flavonov/flavonolov je dolocila v povprecju 3,58 %, v obmocju od
0,08 do 9,82 %, flavanonov/dihidroflavonolov pa v povprec¢ju 4,66 %, v obmocju od 0,39 % do
8,72 % (Kamensek, 2011).

14 ZAKLJUCEK

Fenolne spojine so v propolisu zelo znacilne. Kljub majhnim koncentracijam posameznih
fenolnih spojin, ki smo jih v sklopu aplikativne raziskave analizirali, lahko zaklju¢imo, da je
raznolikost razli¢nih fenolnih spojin v propolisu, pridelanem na obmocju Republike Slovenije,
precej pestra. To je tudi dokaz, da cebele iS¢ejo in nabirajo osnovne surovine — smole na
razli¢nih drevesih kot tudi podrasti.

Pridobljene rezultate je tezko primerjati z drugimi Studijami, saj ni uveljavljene standardne
metode za dolocanje fenolnih spojin, uporabljajo se tudi razlicne metode ekstrakcije fenolnih
spojin iz propolisa.

V letih od 2017-2019 je potekala raziskava v okviru Programa ukrepov na podro¢ju ¢ebelarstva
v Republiki Sloveniji v letih 2017-2019, ki je bil financiran iz sredstev drzavnega proracuna in
prora¢una Evropske unije, v katerih so bile dolocene fenolne spojine v propolisu. Dodatni
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vzorci propolisa, ki smo jih analizirali v letu 2020, bodo pripomogli k dopolnitvi podatkovne
zbirke o vsebnosti fenolnih spojin v propolisu na slovenskih tleh. Z raziskavo je potrebno
nadaljevati in dopolnjevati zbirko o vsebnosti fenolnih spojin v propolisu.
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Preglednica 21: Vrednosti posameznih fenolnih spojin v analiziranih vzorcih propolisa.

Fenolna Stevilka vzorca
spojina | PR2020- | PR2020-| PR2020-| PR2020-| PR2020-| PR2020-| PR2020-| PR2020-| PR2020-| PR2020-| PR2020-| PR2020-| PR2020-]| PR2020-| PR2020-| PR2020-|PR2020-] PR2020-| PR2020-| PR2020-
(%) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
m-kumarna
kislina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
narmgenin n.d. n.d. n.d. n.d. 0,11 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,15 n.d. 0,13 0,18 0,12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
rutin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
apigenin n.d. 0,11 n.d. n.d. 0,1 0,12 0,2 0,13 0,18 0,2 n.d. 0,13 0,12 n.d. 0,16 n.d. 0,11 n.d. n.d. 0,11
kamferol n.d. n.d. 0,1 0,14 0,12 0,17 0,29 0,14 0,17 0,29 n.d. 0,16 n.d. n.d. 0,2 n.d. 0,18 n.d. n.d. 0,22
krizin 0,8 1,11 0,77 1 0,65 1,95 3,27 0,49 0,43 0,88 n.d. 1,17 n.d. n.d. 1,81 n.d. 2,31 n.d. n.d. 1,54
galangin 0,25 0,1 0,67 0,75 0,51 1,09 1,88 0,95 1,08 0,54 0,29 0,99 0,19 n.d. 1,1 n.d. 2,75 0,14 n.d. 2,09
kavna kislina
0,28 0,37 0,45 0,32 0,27 0,56 0,52 0,3 0,31 0,27 0,17 0,28 0,2 n.d. 0,39 0,11 0,28 0,17 0,14 0,27
p -kumarna
st
sina 0,52 0,52 0,8 0,65 1,17 0,74 0,44 1,15 1,89 0,66 2,27 0,83 1,54 2,06 0,91 1,49 0,65 2,12 1,82 1,02
ferulna
kislina 0,48 0,27 0,89 0,6 0,99 0,71 0,42 1,16 1,66 0,63 1,83 0,91 1,76 1,17 0,5 1,56 0,49 1,92 1,82 0,91
cimetna
kislina n.d. n.d. 0,14 n.d. 0,15 n.d. n.d. 0,12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,13 n.d. n.d. 1,02
pinocembrin
1,02 1,12 1,49 1,46 1,03 2,1 3,65 1,53 1,65 1,36 0,54 2,37 0,22 0,34 2,75 0,15 4,18 0,26 0,2 3,25
CAPE 0,75 1,19 0,64 0,52 0,6 0,98 0,82 0,56 0,46 1,17 0,16 0,62 0,26 n.d. 0,62 n.d. 0,35 0,18 0,2 0,29
kvercetin n.d. n.d. n.d. 0,11 n.d. 0,19 0,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,19 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
artepilin C n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
genistein n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
vsota
skupnih
fenolnih
spojin 4,1 4,79 5,95 5,55 5,7 8,61 11,69 6,53 7,83 6,15 5,26 7,59 4,47 3,69 8,63 3,31 12,43 4,79 4,18 10,72

n.d.: pod mejo detekcije
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Preglednica 22: Povprecéne vrednosti posameznih fenolnih spojin v analiziranih vzorcih propolisa

- .

ey naringenin | apigenin |kamferol| krizin |galangin Ll:i:iri[:l: ku.mijrnn ifi::il:: T;.J::;: pinocembrin| CAPE |kvercetin

(%o) (%) (%o) (%) (%o) (%) kislina (%) (%) (%) (%) (%)
(%)

PR2020-1 nd nd nd. 0,8 0,25 0,28 0,52 0,48 nd. 1,02 0,75 n.d.
PE2020-2 nd 0,11 n.d. 1,11 0,1 0,37 0,52 0,27 nd. 1,12 1,19 nd.
PE2020-3 n.d n.d 0,1 0,77 0,67 0,45 0,8 0,89 0,14 1,49 0,64 n.d.
PR2020-4 nd nd 0,14 1 0,75 0,32 0,65 0,6 nd 1,46 0,52 0,11
PR2020-5 0,11 0,1 0,12 0,65 0,51 0,27 1,17 0,99 0,15 1,03 0,6 n.d.
PR2020-6 nd 0,12 0,17 1,95 1,09 0,56 0,74 0,71 nd. 2,1 0,98 0,19
PR2020-7 nd 0,2 0,29 3,27 1,88 0,52 0,44 0,42 nd. 3,685 0,82 0,2
PE2020-8 nd 0,13 0,14 0,49 0,95 0,3 1,15 1,16 0,12 1,53 0,56 nd.
PE2020-% n.d 0,18 0,17 0,43 1,08 0,31 1,89 1,66 n.d. 1,65 0,46 n.d.
PE2020-10 0,15 0,2 0,29 0,88 0,54 0,27 0,66 0,63 nd 1,36 1,17 nd
PR2020-11 nd nd n.d. nd. 0,29 0,17 2,27 1,83 nd. 0,54 0,16 nd.
PR2020-12 0,13 0,13 0,16 1,17 0,99 0,28 0,33 0,91 n.d. 2,37 0,62 n.d.
PR2020-13 0,18 0,12 nd. nd. 0,19 0,2 1,54 1,76 nd. 0,22 0,26 nd.
PR2020-14 0,12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2,06 1,17 n.d. 0,34 n.d. n.d.
PR2020-15 n.d 0,16 0,2 1,81 3 i 0,39 0,91 0,5 n.d. 2,75 0,62 0,19
PR2020-16 nd n.d n.d nd nd. 0,11 1,49 1,56 nd. 0,15 nd nd
PR2020-17 nd 0,11 0,18 2,31 2,75 0,28 0,65 0,49 1,13 4,18 0,35 nd
PR2020-18 nd. nd n.d. nd. 0,14 0,17 715 b 1,92 nd. 0,26 0,18 nd.
PR2020-19 n.d. n.d. n.d. nd. n.d. 0,14 1,82 1,82 n.d. 0,2 0,2 n.d.
PR2020-20 nd. 0,11 0,22 1,54 2,09 0,27 1,02 0,91 1,02 3,25 0,29 nd.
povpredje 0,14 0,14 0,13 1,30 0,90 0,30 1,16 1,03 0,51 1,53 0,58 0,17
min 0,11 0,1 0,1 0,43 0,1 0,11 0,44 0,27 0,12 0,15 0,16 0,11
maks 0,18 0,2 0,29 3,27 2,75 0,56 2,27 1,92 1,13 4,18 1,19 0,2

n.d.: pod mejo detekcije
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16 PREGLED OBJAV O MEDU

16.1 PROTIMIKROBNA AKTIVNOST MEDU

Med je odlicen vir energije, 100 g medu ima okrog 1283 kJ (306 kcal) energije (Bogdanov in
sod., 2009). Glavni sestavini medu sta enostavna sladkorja fruktoza in glukoza, ki jih ¢loveski
organizem lahko takoj porabi. Koli¢ina proteinov, vitaminov in mineralov v medu je sicer
majhna in ne zadosti dnevnim potrebam, kljub temu pa lahko z njim nadomestimo sladkor, saj
je ravno zaradi teh sestavin zdrav za uzivanje.

Ugotavljajo, da je med ucinkovito sredstvo proti oksidacijskim procesom v Zivilih, npr. proti
oksidaciji lipidov v medu in proti encimskemu rjavenju sadja in zelenjave. Uporabimo ga lahko
kot konzervans za zivila, pri ¢emer zivilom poveca tudi hranilno vrednost, uporaben pa je tudi
v preventivne in terapevtske namene. V medicini se uporablja tudi zaradi njegovih
protimikrobnih lastnosti. Na med je obcutljivih ve¢ bakterij med njimi: S. aureus, E. coli,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Paenibacillus larvae, nekateri iz rodu Streptococus
spp., Salmonella spp., Shigella spp., Proteus spp.) pa tudi nekatere glive (Candida albicans),
kvasovke, virusi (Rubella virus, Herpes virus) in paraziti (Leishmania, gliste Caeorhabditis
elegans). Ima tako bakteriostati¢ni kot baktericidni u¢inek (De Melo in sod., 2017).

Prve objave o protimikrobni aktivnosti medu segajo v leto 1982. Obstajata dve vrsti (ali t.i.
inhibini) protimikrobne aktivnosti medu. Ena izmed njih je obcutljiva na svetlobo in toploto,
njen izvor je v vodikovem peroksidu, tista, ki ni posledica delovanja vodikovega peroksida, pa
je verjetno pomembnejsa. Ta ni obc¢utljiva na svetlobo in toploto (Bogdanov, 1997).

Protimikrobna aktivnost je odvisno od botani¢nega vira, metabolizma cebel, okoljskih,
sezonskih ter klimatskih pogojev, ki vplivajo na sestavo medu (De Melo in sod., 2017).

16.2 PEROKSIDNA PROTIMIKROBNA AKTIVNOST

Vodikov peroksid nastaja pri oksidaciji glukoze v nezrelem ali razred¢enem medu. Pri tem je
pomemben encim glukozna oksidaza, ki izvira iz ¢ebeljih krmilnih Zlez. Katalaza, ki je prav
tako prisotna v medu, pa vodikov peroksid razgrajuje. Izvor katalaze je cvetni prah rastlin.
Koncentracija vodikovega peroksida je torej odvisna od encimov glukoze oksidaze in katalaze.
Vec kot je glukoze oksidaze in manj kot je katalaze, vec je vodikovega peroksida. Vir glukoze
oksidaze je Cebelja zleza, vir katalaze pa pelod rastlin, zato je protimikrobna ucinkovitost
odvisna tudi od vrste medu (Weston, 2000).

V zrelem medu je glukoza oksidaza neaktivna, vendar med vsebuje toliko vodikovega
peroksida, da vseeno inhibira rast bakterij. Ko med pojemo ali razred€imo pa se peroksid tvori
in deluje protimikrobno (Bogdanov, 1997).
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Koncentracija vodikovega peroksida v razred¢enem medu je v povprecju 1 mmol/L, kar je
okrog 1000 krat manj, za inhibicijo rasti bakterije E. coli je dovolj od 0,02 do 0,05 mmol/L
vodikovega peroksida. Negativni vpliv vodikovega peroksida v medu je Se dodatno zmanjsan,
zaradi inaktivacije prostega zelezovega iona, ki prispeva k nastanku prostih kisikovih radikalov.
Antioksidanti v medu polovijo proste radikale, zato med zmanjSa vnetje in posSkodbe tkiv
(Molan, 2001). Rana, okuzena s S. aureus, postane sterilna, potem ko jo namazeno z medom.
Med s srednjo ravnjo protimikrobne aktivnosti preprecuje rast S. aureus, tudi ¢e je toliko
razredcen, da se vpliv sladkorjev izniéi (French in sod., 2005).

16.3 MOZNI VIRI NEPEROKSIDNE PROTIMIKROBNE UCINKOVITOSTI MEDU

Med ima nizek pH ter visoko osmolarnost, zato inhibira rast bakterij. Vsebuje malo vode in
veliko sladkorjev, ki ustvarjajo protimikrobno aktivnost z osmotskim tlakom (Bogdanov,
1997).

Med naj bi vseboval tudi lizocime, ki so dobro znani protimikrobni agensi (Bogdanov, 1997),
visoka vsebnost glukoze in nizek pH, pa lahko da pomagata makrofagom pri unicenju bakterij
(Molan, 2001).

Glavna vira neperoksidne protimikrobne lastnosti medu sta metilglioksal in rojalizin. Med iz
manuke, ki je proizveden iz nektarja nabranega na grmovju Leptospermum scoparium, vsebuje
velike koli¢ine metilglioksala. Tudi nekatere druge vrste ga vsebujejo, vendar bistveno manj
kot med iz manuke (Kwakman in Zaat, 2012; Nolan in sod., 2019). V medu nastane s staranjem
1z dihidroacetona, ki je prisoten v nektarju omenjene rastline (Kwakman in Zaat, 2012) in naj
bi uc¢inkoval celo proti virusu gripe (De Melo in sod., 2017).

Rojalizin je peptid, ki ga proizvajajo ¢ebele v krmilnih Zlezah in ima mo¢no aktivnost proti
gram pozitivnim bakterijam med njimi B. subtilis, S. aureus, P. larvae (Kwakman in Zaat,
2012).

16.4 IZVOR PROTIMIKROBNE AKTIVNOSTI MEDU

Inhibicija rasti bakterij je v pozitivni korelaciji s prostimi in skupnimi kislinami medu. Glede
na to, da so kisline v medu ¢ebeljega izvora, lahko sklepamo, da del protimikrobne aktivnosti
izvira iz ¢ebel. V tem primeru bi pravi med in potvorjen med, pripravljena pod istimi pogoji,
imela enako protimikrobno aktivnost. Neperoksidna protimikrobna aktivnost, kot tudi
sposobnost akumulacije peroksida je enaka pri pristnem in potvorjenem medu. To kaze, da velik
del obeh protimikrobnih lastnosti izvira iz ¢ebel, vsaj pri maninem medu. Ugotovili so tudi
pozitivno korelacijo med ¢ebeljimi encimi (diastaza, invertaza) in protimikrobno aktivnostjo.
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Protimikrobna aktivnost je odvisna tudi od vira medi¢ine oz. mane. Medova rodedondrona in
evkaliptusa imata najmanjSo protimikrobno aktivnost, ve¢jo pa imajo akacijev, cvetlicni,
kostanjev med, med materine duSice, pomarance, son¢nice, oljne ogrscice in manin med
(Bogdanov, 1997). Od slovenskih medov imajo najvecjo protimikrobno aktivnost kostanjev,
hojev ter gozdni med, kostanjevi medovi imajo tudi najvec¢jo protiglivicno delovanje proti
nekaterim glivicam (Kralj Kuncic¢ in sod., 2012). Protimikrobna aktivnost izvira torej tako iz
rastlin kot iz ¢ebel.

Z najvecjo protimikrobno aktivnostjo se ponasa med manuke, ki izvira iz drevesa L. scoparium
(Myrtaceae) in raste na Novi Zelandiji. Neperoksidna aktivnost tega medu naj bi izvirala iz
rastlin. Vsi manukini medovi namre¢ ne vsebujejo neperoksidne protimikrobne aktivnosti

(Weston, 1999), ampak samo tisti iz vzhodne regije severnega otoka Nove Zelandije (Weston,
2000).

Med ima tudi protivnetno aktivnost in deluje tudi kot probiotik zaradi prisotnosti baterij Bifidus
in Lactobacilus. Rast aktivnost ter sposobnost prezivetja lactobacilov lahko pove¢amo, ¢e med
dodamo v mle¢ne proizvode (De Melo in sod., 2017).

Od cebeljih pridelkov ima najvecjo protimikrobno aktivnost propolis. Med in propolis
inhibirata S. aureus. DoloCene snovi, ki jih vsebuje propolis, se nahajajo tudi v medu, kar
potrjuje dejstvo, da Eebele s propolisom prevlecejo satje, preden vanj odlozijo nektar ali mano.
Tudi vosek ima protimikrobno u¢inkovitost (Miorin in sod., 2003).

16.5 ANTIOKSIDATIVNE LASTNOSTI MEDU

Med deluje tudi antioksidativno, saj vsebuje flavonoide, amino kisline, organske kisline,
encime, askorbinsko kislino, a-tocoferol karotenoid, proteine, produkte Maillardove reakcije,
minerale (baker, Zelezo), in ve¢ kot 150 fenolnih spojin kot so katehin, galna kislina, benzojska
kislina, ferulna kislina, kavna kislina, hesperetin, kumarna kislina, krizin, kvercetin, galangin,
kamferol, cimetna kislina (Rana in sod., 2018). SveZ med ima podobno antioksidativno
ucinkovitost kot nekatero sadje in zelenjava. Vsebnost teh sestavin variira glede na botanicno
in geografsko poreklo medu ter segrevanje medu. Od slovenskih medov imajo najvisjo
antioksidativno uc¢inkovitost hojev med, sledijo smrekov, gozdni, kostanjev, cvetli¢ni, lipov in
nazadnje akacijev (Bertoncelj, 2008). Viri fenolnih spojin v medu so propolis, vosek, nektar in
cvetni prah (Soler in sod., 1995).

Fenolni antioksidanti inhibirajo rast velikega Stevila gram negativnih in pozitivnih bakterij in
odstranjujejo proste radikale. PrepreCevali naj bi nastanek rakavih obolenj, raznih vnetij,
preventivno naj bi delovali pred procesi staranja (Crushnie in Lamb, 2005; Balasundram in sod.,
2006). Med se pogosto uporablja za zdravljenje ran (Molan, 2001; 2006; French in sod., 2005).
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Antioksidanti so uporabni tudi v zivilski industriji, saj preprecuje encimsko porjavenje sadja ter
rast organizmov, ki zmanjSujejo kakovost zivil. V mesu aminokisline in ogljikovi hidrati
reagirajo in tvorijo vmesne produkte, ki se oksidirajo, dekarboksilirajo, postanejo ciklicne
spojine in tako spremenijo aromo mesa. Med kuhanjem od temperature odvisna oksidacija
lipidov povzro¢i zeleno aromo mesa. Dodatek medu mesu pred segrevanjem ima
antioksidativni ucinek in inhibira razvoj oksidativnih sestavin (Nagai in sod., 2006). Prav tako
med zavira encimsko porjavenje sadja (Mundu in sod., 2004).

Med protimikrobno in antioksidativho ucinkovitostjo slovenskega medu obstaja moc¢na
povezava (Kralj Kunci¢ in sod., 2012).

17 MATERIAL IN METODE

17.1 ZBIRANJE VZORCEV

V raziskavo smo vkljucili 40 vzorcev medu iz 11 statisti¢nih regij Slovenije. Deset (10) vzorcev
je bilo iz pomurske statisti¢ne regije, devet (9) iz goriske, pet (5) iz savinjske, Stirje (4) iz
osrednjeslovenije, trije (3) iz podravske, po dva (2) iz posavske, obalno-kraske in primorsko-
notranjske regije, po en (1) pa iz koroske in gorenjske statisticne regije ter JV Slovenije
(preglednica 23).

V letu 2020 v Sloveniji prevladuje cvetlicni med, zato smo tudi mi analizirali najve¢ (13)
vzorcev cvetliénega medu. Sledi gozdni med (9 vzorcev), nato lipov (5), medu oljne ogrscice
in akacijevega smo imeli po Stiri (4) vzorce, kostanjevega dva (2) vzorca, smrekovega ter
ajdovega po enega (1), en (1) vzorec je bil mesan lipov in kostanjev med. 12 vzorcev je bilo iz
leta 2019, 28 iz leta 2020.

Vzorce smo zbrali glede na razpoloZljivost medenja v letu 2020 ter deloma 2019. Hoja in ajda
v Casu poteka programskega leta Se nista medila, kostanj pa je medil malo pred iztekom
programskega obdobja, tako da bomo v jesenskem cCasu naslednjega programskega leta
analizirali tudi ve¢ vzorcev kostanjevega medu. Smreka in akacija v letu 2020 nista oz. sta slabo
medila, tako da smo v raziskavo vkljucili nekaj vzorcev iz leta 2019, vendar zaradi slabega
medenja oz. trdenja medu v satju ti vzorci niso najbolj reprezentativni. En vzorec je meSanica
lipovega in kostanjevega medu, ki se zaradi istoCasnega medenja tudi pogosto pojavlja v
Sloveniji.
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Preglednica 23: Analizirani vzorci medu

Stevilka
Zap. §t. vzorca Statisti¢na regija Leto pridelave | Vrsta medu
1| K. MED 2020-1 Savinjska 2020 CVETLICNI
2 | K. MED 2020-2 Osrednjeslovenska 2020 CVETLICNI
3 | K. MED 2020-3 Podravska 2020 CVETLICNI
4| K. MED 2020-4 Pomurska 2020 CVETLICNI
5| K. MED 2020-5 Posavska 2019 CVETLICNI
6 | K. MED 2020-6 Pomurska 2020 AKACIJEV
7 | K. MED 2020-7 Koroska 2020 GOZDNI
8 | K. MED 2020-8 Pomurska 2020 OLJNA OGRSCICA
9 | K. MED 2020-9 Pomurska 2019 GOZDNI
10 | K. MED 2020-10 Pomurska 2020 CVETLICNI
11 | K. MED 2020-11 Goriska 2019 LIPOV
12 | K. MED 2020-12 Osrednjeslovenska 2019 AJDOV
13 | K. MED 2020-13 Savinjska 2019 GOZDNI
14 | K. MED 2020-14 Savinjska 2019 GOZDNI
15 | K. MED 2020-15 Goriska 2020 CVETLICNI
16 | K. MED 2020-16 Pomurska 2020 OLJNA OGRSCICA
17 | K. MED 2020-17 Obalno-kraska 2020 CVETLICNI
18| K. MED 2020-18 | Goriska 2020 CVETLICNI
19| K. MED 2020-19 | Pomurska 2019 OLJNA OGRSCICA
20 | K. MED 2020-20 | Pomurska 2020 OLJNA OGRSCICA
21 | K. MED 2020-21 Goriska 2020 CVETLICNI
22 | K. MED 2020-22 Podravska 2020 GOZDNI
23 | K. MED 2020-23 Goriska 2020 GOZDNI
24| K. MED 2020-24 | Primorsko-notranjska 2020 GOZDNI
25| K. MED 2020-25 | Goriska 2020 CVETLICNI
26 | K. MED 2020-26 Pomurska 2019 AKACIJEV
27 | K. MED 2020-27 Goriska 2019 AKACIJEV
28 | K. MED 2020-28 Posavska 2020 LIPOV
29 | K. MED 2020-29 Obalno-kraska 2020 CVETLICNI
30 | K. MED 2020-30 Savinjska 2019 SMREKOV
31| K. MED 2020-31 Pomurska 2019 AKACIJEV
32| K. MED 2020-32 | Savinjska 2019 CVETLICNI
33 | K. MED 2020-33 Podravska 2020 GOZDNI
34| K. MED 2020-34 | Gorenjska 2020 LIPOV
35| K. MED 2020-35 Osrednjeslovenska 2020 KOSTANIJEV
36 | K. MED 2020-36 Primorsko-notranjska 2020 GOZDNI
37| K. MED 2020-37 | Osrednjeslovenska 2020 KOSTANJEV
38 | K. MED 2020-38 Goriska 2020 LIPOV
39 | K. MED 2020-39 Goriska 2020 LIPOV
40 | K. MED 2020-40 Jv slovenija 2020 LIPOV-KOSTANJEV
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17.2  ANALIZE MEDU

17.2.1 Dolocitev vrste medu

Vsakemu vzorcu smo najprej dolocili vrsto medu. Izmerili smo vsebnost vode in elektricno
prevodnost v skladu s harmonizirano metodo Mednarodne komisije za med (angl. International
Honey Comission) (Bogdanov, 2009). Opravili smo senzori¢no analizo ter z melisopalinolosko
metodo (von der Ohe, 2004) dolocili dominanten oz. za posamezno vrsto medu znacilen pelod
v medu. Na osnovi rezultatov opisanih metod smo dolo¢ili vrsto medu.

17.2.2 Dolocanje skupnih fenolnih spojin in antioksidativne udinkovitosti

Vsebnost skupnih fenolnih spojin se dolo¢a s Folin-Cicoltacu (FC) metodo pri kateri se kot
standard uporablja galna kislina, antioksidativno u¢inkovitost pa se dolo¢a z DPPHe in FRAP
metodo. FRAP metoda je enostavna spektrofotometricna metoda za ugotavljanje
antioksidativne ucinkovitosti zivil, DPPHe metoda pa se uporablja za dolo¢anje sposobnosti
lovljenja radikalov. Rezultate se izrazi kot koncentracija u¢inkovitosti (ECso ), ki je definirana
kot koncentracija antioksidanta, potrebna za 50 % zmanjs$anje aborbance radikala DPPHe oz.
podaja koncentracijo substrata, ki vodi do 50 % zmanjs$anja absorbance DPPH- in se kaze kot
izguba intenzivnosti vijoli¢ne barve (Molyneux, 2004).

Dolocéanje skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteujevo (FC) metodo (Beretta in sod.,

2005)

Spektrofotometricna metoda temelji na oksidaciji fenolnih spojin s FC reagentom, ki vsebuje
volframat in molibdat. Obarvanemu produktu izmerimo absorbanco pri 750 nm. Za umeritveno
krivuljo uporabimo raztopino galne ksiline, ki se uporablja kot standardna referen¢na raztopina
za doloc¢anje skupnih fenolnih spojin (Beretta in sod., 2005).

V stekleno ¢aso smo odtehtali 5,0 g vzorca, ga raztopili v priblizno 20 mL destilirane vode,
nakar smo vzorec prelili v 50 mL bucko in jo dopolnili do oznake ter raztopili na ultrazvo¢ni

kopeli.

Za analizo smo odpipetirali 200 pL vzorcu, dodali smo 1 mL FC. Za slepi vzorec smo raztopini
medu dodali 1 mL vode.

Koncentracijo skupnih fenolnih spojin smo dolo¢ili s pomoc¢jo umeritvene krivulje. Rezultat
smo podali v mg galne kisline na kilogram medu.
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Dolocanje antioksidativne uéinkovitosti - DPPHe metoda (Beretta in sod., 2005)

Ko raztopina radikala DPPHe reagira z antioksidativnho komponento, ki je donor vodika, pride
do redukcije, kar povzro¢i spremembo barve raztopine. Vijolicasta barva prostega radikala
DPPHe ob prisotnosti antioksidanta prehaja v rumeno. Spremembo absorbance spremljamo
spektrofotometri¢no pri 517 nm.

15 g medu smo raztopili v 25 mL vode in iz nje z razred¢evanjem dobili 5 raztopin z masnimi
delezi od 30 do 600 mg/mL

Odpipetiral smo 0,1 mL posamezne raztopine medu in dodali 1 ml acetatnega pufra in 1,9 mL
DPPH- reagenta. Za slepi vzorec smo odpipetirali posamezno koncentracijo medu in dodali 1
mL acetatnega pufra ter 1,9 mL vode. V kontrolni vzorec smo odpipetirali 0,1 mL vode, 1 mL
acetatnega pufra ter 1,9 mL DPPHe reagenta.

Vse skupaj smo dali v temo za 90 minut, nakar smo odcitali absorbanco pri 517 nm in iz
umeritvene krivulje za posamezni vzorec izracunali ucinkovitost DPPHe. Rezultat smo podali
kot koncentracijo uéinkovitosti (ECso ). Ve¢ fenolnih spojih kot med vsebuje, nizja je ECso
vrednost.

*,_‘.w‘—-h-wryu%
. | 7} e |

e o e

Slika 10: Izguba vijolicne barve DPPHe reagenta
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Doloc¢anje antioksidativne u¢inkovitosti - FRAP metoda (Benzie in Strain., 1996)

FRAP metoda (Ferric Reduccing Antioxidant Power) temelji na redukciji Fe™ v Fe*? ob
prisotnosti oksidanta. Nastali Fe™ ioni s TPTZ reagentom (2,4,6-tri[2-piridil]-s-triazin) tvorijo
obarvan kompleks, ki doseze absorpcijski maksimum pri 593 nm (Benzie in Strain, 1996).

Pripravili smo standardne raztopine zelezovega sulfata s koncentracijami od 0,1 do 1 mM.
Odpipetirali smo 200 uL posamezne standardne raztopine, dodali 1,8 mL FRAP reagenta, dobro
premesali in inkubirali 10 min pri 37 °C. Pri valovni dolzini 593 nm smo izmerili absorbanco
proti slepemu vzorcu. Za slepi vzorec smo standardni raztopini dodali 1,8 mL vode.

V stekleno ¢aso smo odtehtali 5 g vzorca medu in ga raztopili v 20 mL vode, nato smo ga
prestavili v 50 mL bucko in dopolnili do oznake.

Za analizo smo odpipetirali 200 pL vzorca in dodali 1,8 mL FRAP reagenta ter inkubirali 10
min pri 37 °C. Nato smo izmerili absorbanco pri 593 nm proti slepemu vzorcu. Za slepi vzorec
smo raztopini medu dodali 1,8 mL vode.

Za analizo smo odpipetirali 200 pL vzorca in dodali 1,8 mL FRAP reagenta ter inkubirali 10
min pri 37 °C. Nato smo izmerili absorbanco pri 593 nm proti slepemu vzorcu. Za slepi vzorec
smo raztopini medu dodali 1,8 mL vode.

17.2.3 Dolocanje protimikrobne aktivnosti medu

Razliénim vrstam medu smo dolocili protimikrobno aktivnost z metodo razred¢evanja v
mikrotitrski plos¢i. Protimikrobna aktivnost je prikazana kot minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK) posameznega vzorca v enotah mg/mL in %. Dolo¢ili smo tudi minimalno
bakteriocidno koncentracijo, ki predstavlja najnizjo koncentracijo, pri kateri ni opaziti ponovne
rasti testnih bakterij ob precepitvi red¢itve vzorca iz mikrotitrske ploS¢ice na sveze gojiSce ob
ponovni kultivaciji na svezem gojis¢u (MBK).

Testni mikroorganizmi so bili S. aureus, Listeria monocytogenes, E. coli, P. aeruginosa, B.

cereus.

Za vsak vzorec medu smo pripravili svezo 50 % raztopino s koncentracijo 1000 mg/mL v
tekoCem gojiscu Tryptic soy broth (TSB). Raztopino smo asepticno filtrirali preko filtra z
velikostjo por 0,45 um.

Protimikrobno ucinkovitost razlicnih vrst medu smo dolo¢ili z metodo razredCevanja v
mikrotitrski ploscici. Pripravljene vzorce s koncentracijo 1000 mg/mL smo serijsko red¢ili v
mikrotitrski ploscici tako, da smo po 50 mL vzorca prenasali v 50 pL. gojisca. Tako smo
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pripravili dvakratne red¢itve vzorca, vse do koncentracije 3,9 mg/mL. Na koncu smo v vsako
posamezno luknjico dodali po 50 pL bakterijske kulture s koncentracijo 5x10° CFU/mL.

Testirali smo tudi pozitivno kontrolo rasti bakterij v gojiscu in negativno kontrolo, ki je
predstavljala delovno raztopino posameznega vzorca medu brez dodane kulture, ter kontrolo
gojisca TSB. Vsa testiranja so narejena v najmanj dveh tehni¢nih in bioloskih ponovitvah.
Pripravljene plos¢ice s kulturami S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus in E. coli smo
inkubirali pri 37°C v aerobnih pogojih, P. aeruginosa pa na 30°C prav tako v aerobnih pogojih.
Po 24 urni inkubaciji smo dolocili MIK z indikatorskim barvilom INT (2-p-iodofenil-3-p-
nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid). Vrednost MIK je bila za posamezno vrsto bakterij prva
koncentracija medu v posameznem stolpcu mikrotitrske ploscice, pri kateri ni bilo rdeega
obarvanja.

. -~
Slika 11: Vizualno od¢itavanje vrednosti MIK za bakterijo S. aureus na mikrotitrski ploscici

(vzorci medu 7-12 v dveh paralelnih testiranjih, ki sta v vseh primerih dali ponovljiv rezultat: prva neobarvana
luknjica pomeni minimalno inhibitorno koncentracijo, ki je najnizja pri vzorcih 7 (gozdni med) in 12 (ajdov med),
sledita vzorca 9 (kostanjev med) in 11 (lipov med) ter vzorec 10 (cvetliéni med), najvisja vrednost MIK, ki
oznacuje najmanjso protimikrobno aktivnost, pa je bila ugotovljena pri vzorcu 8 (med oljne ogricice).

17.3 REZULTATI

17.3.1 Vsebnost skupnih fenolnih spojin in antioksidativna u¢inkovitost medu

Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo dolocili s Folin-Cicoltaeu metodo pri kateri smo kot
standard uporabili galno kislino, antioksidativno ucinkovitost pa smo doloc¢ili z DPPHe in
FRAP metodo. Rezultate naSih vzorcev smo primerjali z rezultati za slovenski med, ki so bili
pridobljeni v okviru doktorske disertacije (Bertoncelj, 2008).
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AKACIJEV MED (N=4)

Preglednica 24: Rezultati fizikalno-kemijskih ter mikroskopskih lastnosti akacijevega medu

Vsebnost
Elektri¢na Dominanten/ skupnih FRAP DPPH
Vsebnost < . metoda
Oznaka vzorca prevodnost | vrstno znacilen pelod fenolnih Metoda
vode (%) o . ECso
(mS/cm) (%) spojin (uM (FelD)) (mg/mL)
(mgax/kg) s
K. MED 2020-6 Brassicaceae, Brassica tip,
16,2 0,20 Robinia pseudacacia 77,5 113,0 78,0
K. MED 2020-26 15,2 0,26 Robinia pseudacacia 120,7 119,6 78,0
K. MED 2020-27 14,5 0,25 Robinia pseudacacia 100,7 1222 74,0
K. MED 2020-31 16,6 0,19 Robinia pseudacacia 41,0 168,9 77,0
Povprecje 15,6 0,22 85,0 130,9 76,8
S.D. 0,95 0,04 342 25,6 1,9
MIN 14,5 0,19 41,0 113,0 74,0
MAKS 16,6 0,26 120,7 168,9 78,0

Vzorci akacijevega medu niso bili najbolj tipi¢ni predstavniki svoje vrste, saj v zadnjih dveh

letih akacija zaradi slabih vremenskih razmer ni medila, zato je v teh vzorcih poleg akacijevega

nektarja prisoten tudi nektar drugih rastlin. Temu primerne so vec¢je vsebnosti skupnih fenolnih

spojin in antioksidativna u¢inkovitost (preglednica 24), kot so znacilne za tipicen akacijev med

slovenskega porekla (Bertoncelj, 2008).
CVETLICNI MED (N=13)

Preglednica 25: Rezultati fizikalno-kemijskih ter mikroskopskih lastnosti cvetlicnega medu

. Vsebnost | ppap | DPPHe
Vsebnost Elektricna Dominanten/ skupn{h Metoda metoda
Oznaka vzorca prevodnost e fenolnih

vode (%) vrstno znacilen pelod (%) . (M ECso

(mS/cm) spojin (Fell)) (mg/mL)

(mgck/kg)

K. MED 2020-1 18,2 0,80 / 219,0 209,9 29,0
K. MED 2020-2 16,4 0,59 Castanea sativa 2873 200,8 35,0
K. MED 2020-3 16,4 0,50 Brassicaceae, Brassica tip 234,0 207,5 35,0
K. MED 2020-4 14,6 0,37 Sadno drevje 220,7 158,9 54,0
K. MED 2020-5 15,0 0,72 / 310,7 199,1 18,0
K. MED 2020-10 16,9 0,62 / 55,7 246,8 23,0
K. MED 2020-15 16,3 0,46 / 105,7 155,1 59,0
K. MED 2020-17 14,5 0,32 / 87,3 217,7 31,0
K. MED 2020-18 15,3 0,24 / 265,7 178,0 30,2
K. MED 2020-21 15,7 0,41 Sadno drevje 207,3 152.,5 26,0
K. MED 2020-25 15,5 0,88 Sadno drevje 110,7 231,5 29,0
K. MED 2020-29 144 0,45 / 137,3 215,6 19,0
K. MED 2020-32* 14,3 0,72 / 302,0 278,4 14,0
Povprecje 15,8 0,53 186,8 197,8 32,4
S.D. 1,1 0,20 54,4 30,6 12,6
MIN 14,4 0,24 55,7 152,5 18,0
MAKS 18,2 0,88 310,7 246,8 59,0

*yzorec smo zaradi neznacilnih lastnosti za cvetliéni med izvzeli iz statisti¢ne analize
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Tako vsebnost fenolnih spojin kot antioksidativna u¢inkovitost nasih vzorcev cvetlicnega medu
so v obmocju znacilnih za slovenski med (Bertoncelj, 2008), le povprecne vrednosti so nekoliko
vecdje (preglednica 25).
GOZDNI MED (N=9)

Preglednica 26: Rezultati fizikalno-kemijskih ter mikroskopskih lastnosti gozdnega medu

Vsebnost
Elektri¢na . skupnih FRAp | DPPHE
Oznaka vzorca Vsebnost prevodnost Domvl'n anten/ fenolnih metoda metoda
vode (%) vrstno znacilen pelod (%) .. ECso
(mS/cm) spojin (uM (FelD)) (mg/mL)
(mgca/kg)
K. MED 2020-7 16,3 0,99 / 144,0 233,7 13,0
K. MED 2020-9 15,3 1,00 Castanea sativa 100,7 261,3 18,0
K. MED 2020-13 16,0 0,96 Castanea sativa 250,0 256,3 21,0
K. MED 2020-14 17,8 1,49 Castanea sativa 130,7 226,5 16,0
K. MED 2020-22 14,8 0,87 Castanea sativa 139,0 240,1 15,0
K. MED 2020-23 16,2 1,00 Mpyosotis sp. 172,3 206,5 13,0
K. MED 2020-24 16,6 0,94 Mpyosotis sp. 215,7 252,0 14,8
K. MED 2020-33 14,0 1,41 Castanea sativa 354,0 303,4 10,0
K. MED 2020-36 14,8 1,14 Castanea sativa 215,7 324.,6 16,5
Povprecje 15,8 1,09 191,3 256,0 15,2
S.D. 1,1 0,21 77,7 37,1 3,2
MIN 14,0 0,87 100,7 206,5 10,0
MAKS 17,8 1,49 354,0 324,6 21,0

Razpon vsebnosti fenolnih spojin in antioksidativne ucinkovitosti gozdnega medu je od vseh
medov najvecji (Bertoncelj, 2008). Nasi vzorci so imeli nekoliko manjsSe vrednosti (preglednica
26), vendar primerljive z rezultati Bertoncljeve (Bertoncelj, 2008).

LIPOV MED (N=5)

Preglednica 27: Rezultati fizikalno-kemijskih ter mikroskopskih lastnosti lipovega medu

Vsebnost
Elektri¢na . skupnih FRAP DPPH
Vsebnost Dominanten/ . metoda
Oznaka vzorca ° prevodnost e o fenolnih metoda
vode (%) vrstno znacilen pelod (%) o ECso
(mS/cm) spojin (M (Fell)) (mg/mL)
(mgax/kg) §
Castanea sativa
K. MED 2020-11 e ,
15,3 0,76 Tilia sp. (1,56 %) 181,0 189.9 22,2
K. MED 2020-28 16,4 1,02 Tilia sp. 202,0 358,7 17,8
K. MED 2020-34 Castanea sativa
16,6 1,08 Tilia sp. 67,3 211,0 32,0
K. MED 2020-38 Castanea sativa
14,8 0,92 Tilia sp. 212,0 241,3 31,2
K. MED 2020-39 Castanea sativa
14,5 0,79 Tilia sp. 42,0 1934 34,0
Povprecje 15,5 0,98 124,7 237,2 24,9
S.D. 0,8 0,20 81,7 62,7 8,9
MIN 14,5 0,76 42,0 189,9 12,0
MAKS 16,6 1,31 212,0 358,7 34,0
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Vzorci lipovega medu so primerljivi s slovenskimi vzorci (Bertoncelj, 2008), le en vzorec v

antioksidativni aktivnosti izmerjeni s FRAP metodo odstopa od ostalih (preglednica 27).

MED OLJNE OGRSCICE (N=4)

Preglednica 28: Rezultati fizikalno-kemijskih ter mikroskopskih lastnosti medu oljne ogrscice

Vsebnost
Elektri¢na . skupnih FRAP DPPH
Vsebnost Dominanten/ . metoda
Oznaka vzorca o prevodnost < ° fenolnih metoda
vode (%) vrstno znacilen pelod (%) .. ECso
(mS/cm) spojin (uM (Fell)) (mg/mL)
(mgck/kg) 8
K. MED 2020-8 17,8 0,42 Brassicaceae, Brassica tip 2023 2363 33,0
K. MED 2020-16 15,8 0,55 Brassicaceae, Brassica tip 170,7 2322 24,0
K. MED 2020-19 17,4 0,29 Brassicaceae, Brassica tip 235,7 158,9 23,0
K. MED 2020-20 15,5 0,23 Brassicaceae, Brassica tip 135,7 2372 23,0
Povprecje 16,6 0,37 186,1 216,2 25,8
S.D. 1,1 0,14 42,8 32,3 4,9
MIN 15,5 0,23 135,7 158,9 23,0
MAKS 17,8 0,55 235,7 237,2 33,0

Podatkov o antioksidativni u¢inkovitosti slovenskega medu oljne ogri¢ice ni, nasi rezultati so

po pricakovanjih visji od rezultatov za akacijev med ter niZji od rezultatov za gozdni med,

primerljivi so z lipovim medom (preglednica 28).

KOSTANJEV MED
Preglednica 29: Rezultati fizikalno-kemijskih ter mikroskopskih lastnosti kostanjevega medu
Vsebnost
Elektri¢na Dominanten/ skupnih FRAP DPPH
Vsebnost e . metoda
Oznaka vzorca prevodnost vrstno znacilen pelod fenolnih metoda
vode (%) .. ECso
(mS/cm) (%) spojin (M (Fell)) (mg/mL)
(mgca/kg) &
K. MED 2020-35 15,3 1,60 Castanea sativa 272.3 235,1 19,0
K. MED 2020-37 16,7 1,92 Castanea sativa 2457 318,4 19,0
AJDOV MED
Preglednica 30: Rezultati fizikalno-kemijskih ter mikroskopskih lastnosti ajdovega medu
Vsebnost
Elektri¢na Dominanten/ skupnih FRAP DPPH
Vsebnost e . metoda
Oznaka vzorca o prevodnost vrstno znacilen pelod fenolnih metoda
vode (%) N .. ECso
(mS/cm) (%) spojin (M (Fell)) (mg/mL)
(mgca/kg) &
K. MED 2020-12 Castanea sativa,
' 16,8 0,71 Fagopyrum esculentum 200,7 259,1 10,0
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SMREKOV MED
Preglednica 31: Rezultati fizikalno-kemijskih ter mikroskopskih lastnosti smrekovega medu
Vsebnost
Elektri¢na Dominanten/ skupnih FRAP DPPH
Vsebnost e . metoda
Oznaka vzorca prevodnost vrstno znacilen pelod fenolnih metoda
vode (%) o .. ECso
(mS/cm) (%) spojin (uM (FelD)) (mg/mL)
(mgca/kg) &
K. MED 2020-30 14,7 1,65 / 285.0 265,8 12,0

MED MESANICE LIPOVEGA IN KOSTANJEVEGA

Preglednica 32: Rezultati fizikalno-kemijskih ter mikroskopskih lastnosti meSanice lipovega in

kostanjevega medu

Vsebnost
Elektri¢na Dominanten/ skupnih FRAP DPPH
Vsebnost e . metoda
Oznaka vzorca prevodnost vrstno znacilen pelod fenolnih metoda
vode (%) ° e ECso
(mS/cm) (%) spojin (M (Fell)) (mg/mL)
(mgca/kg) 8
K. MED 2020-40 Castanea sativa
15,6 1,31 Tilia sp. 44,0 229,1 12,0

Vzorcev kostanjevega, ajdovega, smrekovega medu smo imeli zaradi sezone in Casa trajanja

projekta zelo malo, zato bomo ve¢ rezultatov za te vrste medu pridobili tekom projekta v

naslednjih programskih letih.
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Slika 12: Primerjava vsebnosti skupnih fenolnih spojin (FC) ter antioksidativne u¢inkovitosti s FRAP in

DPPHe* metodo (pri vrstah oznac¢nih z * zaradi majhnega Stevila vzorcev prikazujemo dejansko vrednost)
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Temni medovi (kostanjev, smrekov, hojev, gozdni) vsebujejo vec¢ fenolnih spojin ter imajo visjo
antioksidativno uc¢inkovitost (Bertoncelj, 2008). V nasi raziskavi imata visjo antioksidativno
ucinkovitost kot cvetli¢ni ter akacijev med tudi med oljne ogrscice ter lipov med (slika 12).
Vzorci lipovega medu so bili glede na elektricno prevodnost maninega izvora, zato je visja
aktivnost pricakovana, za med oljne ogrscice pa v slovenski literaturi ni podatkov.

17.3.2 Protimikrobna udinkovitost

V raziskavi smo ugotavljali protimikrobno ucinkovitost slovenskih vrst medu na pet bakterij:
S. aureus, E. coli, L. monocytogenes, B. cereus in P. aeruginosa. Protimikrobna u¢inkovitost je
bila ocenjena z minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK), dolo€ili smo tudi minimalno
baktericidno koncentracijo (MBK), pri kateri pa rasti testnega organizma ob ponovni kultivaciji
na svezem gojis¢u nismo opazili. MIK je odkrila, da je inhibicija rasti odvisna od vrste medu,
koncentracije in vrste testnega organizma kot so ugotovili tudi Kralj Kunci¢ in sod. (2012).

Posamezne vrednosti MIK in MBK koncentracije po vrstah medu prikazujejo preglednice od

S§t. 33 do §t. 41. Za kostanjev, smrekov ter ajdov zaradi majhnega Stevila vzorcev rezultate
prikazujemo brez statisti¢nih parametrov, saj je bilo vzorcev za statisticno obdelavo premalo.
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AKACIEV MED (N=4)

Preglednica 33: Rezultati protimikrobne aktivnosti akacijevega medu

Pseudomonas
Staphylococcus aureus Escherichia coli Listeria monocytogenes Bacillus cereus aeruginosa
MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
St. vzorca mg/mL | % | mg/mL % |mgmL | % |mg/mL | % | mg/mL | % | mg/mL | % |mg/mL | % | mgmL | % |mg/mL| % |mg/mL| %

K. MED 2020-6 625 | 3.1 1250 | 63 | 250,0 12,5 5000 |250] 2500 [12.5| 500,0 |250] 2500 |12,5| 5000 |25.0] 2500 [12.5| 5000 |25.0

K.MED 2020-26 | 5000 [250( >500 | >25| 2500 |12,5] 5000 |25.0| 5000 |250] =500 |>25] 2500 |12,5] 5000 |25.0] 5000 |250| >500 |>25

K.MED 2020-27 | 5000 |250| >500 | >25| 500,0 |25.0| =500 |>25| 5000 |250| >500 |>25] 5000 |250] >500 |>25] 5000 |25,0| >500 |>25

K.MED 2020-31 | 5000 |250| >500 | >25] 5000 |25.0| >500 |>25| 5000 |25.0| =500 |>25] 5000 |25.0| >500 |>25] 5000 |250| >500 |>25

Povpregje 390,6 |19,5 - - 3750 188 - - | 4375 219 - - | 3750 |188 - - | 4375 [219] - -
S.D. 218,8 [10,9 - - 1443 | 721 00 |00 1250 |63 - - 1443 | 7.2 - - |1 1250 |63 - -
MIN 62,5 |31 1250 | 63 | 2500 [12,5] 500,0 |250] 250,0 |12,5] 500,0 [250] 250,0 |12,5] 500,0 |25.0] 250,0 [12,5] 500,0 |25,0

MAKS 500,0 25,01 >500 | >25| 500,0 |25,0] >500 |>25]| 5000 [250]| >500 | >25| 500,0 |25,0] >500 |>25]| 500,0 |25,0| >500 |>25

MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MBK: minimalna baktericidna koncentracija; S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost;
-:povprecna vrednosti ne more biti izratunana, ker MBK ni prikazana kot §tevilo
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CVETLICNI MED (N=13)

Preglednica 34: Rezultati protimikrobne aktivnosti cvetlicnega medu

Pseudomonas
Staphylococcus aureus Escherichia coli Listeria monocytogenes Bacillus cereus aeruginosa
MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK

St. vzorca mgmL | % |mg/mL | % |mg/mL | % | mgmL | % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % | mg/mL | % | mg/mL | %
K. MED 2020-1 500,0 | 25,0 | >500 | >25] 5000 |250] >500 | >25] 250,0 |12,5| 500,0 |25,0] 500,0 [25,0] >500 |[>25]| 500,0 |[25,0] >500 | >25
K. MED 2020-2 500,0 | 25,0 | >500 | >25] 500,0 |250] >500 | >25| 500,0 |25,0| >500 | >25] 500,0 [25,0| >500 |>25] 500,0 [25,0| >500 | >25
K. MED 2020-3 250,0 | 12,5 500,0 [250] 500,0 [250] >500 | >25| 500,0 |25,0] >500 | >25] 500,0 |25,0| >500 |[>25| 500,0 [25,0] >500 | >25
K. MED 2020-4 250,0 | 12,5 500,0 [250] 500,0 [250] >500 | >25| 500,0 |25,0[ >500 | >25] 500,0 |25,0| >500 |[>25]| 500,0 [25,0] >500 | >25
K. MED 2020-5 313 | 1,6 | 625 | 3,1 | 5000 |250] >500 | >25 | 250,0 |12,5] 500,0 |25,0] 500,0 |250| >500 |>25]| 1250 | 6,3 | 250,0 | 12,5
K. MED 2020-10 | 2500 | 12,5 | 500,0 |250] 5000 [250] >500 | >25| 250,0 |12,5| 500,0 |25,0] 500,0 |25,0| >500 |>25] 500,0 25,0 >500 | >25
K. MED 2020-15 62,5 | 3,1 | 1250 | 63 | 1250 | 63| 2500 |125] 250,0 |12,5] 500,0 |25,0 500,0 |25,0] >500 | >25] 250,0 |12,5| 500,0 | 25,0
K.MED 2020-17 | 5000 | 250 | >500 | >25| 500,0 |25,0| >500 | >25] 250,0 |12,5| 500,0 |25,0] 500,0 |25,0| >500 |>25] 500,0 [25,0| >500 | >25
K.MED 2020-18 | 313 | 16 | 625 | 3,1 | 2500 |12,5] 500,0 |250 | 250,0 |12,5] 5000 |250] 250,0 |12,5]| 500,0 [25,0] 1250 [ 63 | 250,0 | 12,5
K. MED 2020-21 | 500,0 | 25,0 | >500 | >25] 500,0 [25,0] >500 | >25| 500,0 | 25,0 >500 | >25| 500,0 [25,0| >500 |>25] 500,0 |250] >500 | >25
K. MED 2020-25 313 | 1,6 | 625 | 3,1 | 5000 |250] >500 | >25] 250,0 |12,5] 500,0 | 250 1250 | 6,3 | 250,0 |12,5] 250,0 |12,5| 500,0 | 25,0
K. MED 2020-29 | 500,0 |25,0| >500 | >25] 5000 [25,0| >500 | >25] 250,0 | 12,5| 500,0 |25,0] 500,0 |25,0| >500 | >25| 500,0 |25,0| >500 | >25
K.MED 2020-32* [ 5500 | 125 | 500,0 |250] 2500 [12,5] 5000 [250] 250 |12;5] 50000 |250) 250 |12,5] 5000 |250] 3500 | 25 | >500 | >25
Povpregje 12,5 | 14,2 - - | 4479 [224 - - | 3333 | 167 - - | 4479 |224] - - | 3958 198 - -
S.D. 2083 | 10,4 - - 1245 | 62 - - | 1231 | 62 - - | 1245 | 62 - - | 1584 |79 - -
MIN 313 | 1,6 | 625 |31 | 1250 |63 ] 2500 |125] 2500 |12,5] 500,0 | 250 1250 | 6,3 | 250,0 |12,5] 1250 | 6,3 | 2500 | 12,5
MAKS 500,0 | 250 | >500 | >25] 5000 [250] >500 | >25 ] 500,0 |250| >500 | >25] 500,0 [25,0] >500 |>25] 5000 |25,0] >500 | >25

MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MBK: minimalna baktericidna koncentracija; S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost;
-:povprecna vrednosti ne more biti izracunana, ker MBK: ni prikazana kot Stevilo
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GOZDNI MED (N=9)

Preglednica 35: Rezultati protimikrobne aktivnosti gozdnega medu

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Listeria monocytogenes

Bacillus cereus

Pseudomonas aeruginosa

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK

St. vzorca mg/mL | % | mg/mL % | mg/mL | % | mg/mL | % mg/mL | % | mg/mL | % | mg/mL | % | mgmL | % | mg/mL | % | mg/mL | %
K. MED 2020-7 156 | 08| 313 16 | 625 |31 1250 [ 63| 2500 [125] 5000 |250| 1250 [6,3 ] 250,0 [12,5] 1250 | 6,3 | 250,0 | 12,5
K. MED 2020-9 313 | 1,6 625 3,0 | 1250 |63 | 2500 |12,5] 2500 [12,5] 500,0 |250] 250,0 |12,5] 500,0 |250| 250,0 [12,5] 500,0 |25,0
K. MED 2020-13 31,3 1,6 | 62,5 3,1 | 1250 |63 | 2500 [12,5] 2500 [12,5] 5000 [250] 250,0 [12,5] 5000 |250] 250,0 [12,5] 500,0 |25,0
K. MED 2020-14 156 | 08| 313 1,6 | 1250 | 63| 2500 [12,5] 1250 |63 | 250,0 |12,5] 250,0 |12,5] 500,0 [25,0| 250,0 [12,5] 5000 |25,0
K. MED 2020-22 250,0 |12,5] 500,0 | 250 | 500,0 [250] >500 | >25] 2500 [12,5] 500,0 |250]| 250,0 |12,5] 500,0 |25,0| 500,0 [250]| >500 |>25
K. MED 2020-23 250,0 [12,5] 500,0 |250] 2500 [12,5] 500,0 |[250] 2500 [12,5] 5000 [250] 250,0 [12,5] 500,0 |250] 250,0 [12,5] 500,0 |25,0
K. MED 2020-24 250,0 [12,5] 500,0 |250] 2500 [12,5] 500,0 [250] 2500 |12,5] 500,0 [250] 1250 |63 | 250,0 |12,5] 1250 | 63 | 2500 | 12,5
K. MED 2020-33 500,0 250 >500 | >25] 500,0 [250]| >500 | >25| 2500 12,5 500,0 |250] 500,0 [250]| >500 | >25| 500,0 [25,0] >500 | >25
K. MED 2020-36 250,0 |12,5] 500,0 | 250 250,0 |12,5| 500,0 |250] 250,0 |12,5] 5000 |250] 2500 |12,5| 500,0 |25,0] 250,0 |12,5| 500,0 |25,0

Povprecje 177,1 | 89 | 2734 | 13,7 | 2431 [122 - - 236,1 11,8 4722 [23.6] 250,0 12,5 4375 |21,9] 277.8 |13,9 - -

S.D. 1659 |83 ] 2425 | 12,1 | 160,7 | 8,0 - - 41,7 |21 833 |42 1083 |54 | 1157 | 58| 1366 | 68 - -
MIN 156 | 08| 313 16 | 625 |31 1250 [ 63| 1250 |63 | 2500 |12,5] 1250 [6,3 | 250,0 [12,5] 1250 | 6,3 | 250,0 | 12,5
MAKS 500,0 |250] >500 | >25] 500,0 [250] >500 |>25| 2500 12,5 500,0 |250] 5000 |250| >500 | >25| 500,0 |25,0] >500 | >25

MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MBK: minimalna baktericidna koncentracija; S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost;
-:povprecna vrednosti ne more biti izraCunana, ker MBK: ni prikazana kot $tevilo
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LIPOV MED (N=9)

Preglednica 36: Rezultati protimikrobne aktivnosti lipovega medu

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Listeria monocytogenes

Bacillus cereus

Pseudomonas aeruginosa

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
St. vzorca mg/mL | % |mg/mL | % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % |[mg/mL| % |mgmL| % |mgmL| %
K.MED 2020-11 | 625 | 3,1 | 1250 | 6,3 | 1250 | 6,3 | 250,0 | 12,5] 250 |12,5| 500,0 | 250 250 |12,5]| 500,0 [25,0] 250,0 |12,5| 500,0 |25,0
K. MED 2020-28 | 250,0 | 12,5 | 500,0 |25,0] 250,0 |12,5] 500,0 |250] 1250 | 6,3 | 250,0 | 12,5] 1250 | 6,3 | 250,0 | 12,5] 1250 | 6,3 | 250,0 | 12,5
K. MED 2020-34 | 250,0 | 12,5| 500,0 | 25,0 250,0 [12,5] 500,0 [250] 1250 | 6,3 | 250,0 | 12,5] 1250 | 6,3 | 250,0 [12,5] 250,0 | 12,5| 500,0 |25,0
K. MED 2020-38 | 250,0 | 12,5] >500 | >25] 250,0 | 12,5 500,0 |25,0| 500,0 |25,0| >500 | >25| 500,0 |25,0| >500 |>25] 250,0 |12,5| 500,0 |25,0
K. MED 2020-39 | 250,0 | 12,5] 500,0 |250] 250,0 |12,5] 500,0 |250] 250,0 |12,5| 500,0 | 25,0 250,0 |12,5| 500,0 |25,0] 250,0 |12,5| 500,0 |25,0
Povprecje 212,5 | 10,6 - - | 2250 [11,3] 4500 [22,5] 250,0 | 12,5 - - | 2500 |12,5] - - | 2250 | 11,3] 450,0 22,5
S.D. 83,9 | 4.2 - - 559 | 28| 111,8 | 56| 176,8 | 88 - - | 176,8 | 8.8 - - | 559 | 28] 111,8 | 5.6
MIN 62,5 | 3,1 | 1250 | 63 | 1250 | 6,3 | 250,0 [12,5] 1250 | 6,3 | 250,0 | 12,5] 1250 | 6,3 | 250,0 [12,5] 1250 | 6,3 | 250,0 [ 12,5
MAKS 250,0 | 12,5 >500 | >25 ] 250,0 | 12,5] 500,0 |250] 500,0 |250| >500 | >25]| >500 |>25| >500 |>25] 250,0 |12,5| 500,0 |25,0

MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MBK: minimalna baktericidna koncentracija; S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost;
-:povprecna vrednosti ne more biti izratunana, ker MBK ni prikazana kot §tevilo
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MED OLJNE OGRSCICE (N=4)

Preglednica 37: Rezultati protimikrobne aktivnosti medu oljne ogrscice

Staphylococcus aureus Escherichia coli Listeria monocytogenes Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa
MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK

St. vzorca mg/mL | % |mgmL | % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % |mg/mL| % |mgmL| % |[mg/mL| % |mg/mL| % |mg/mL| %
K. MED 2020-8 | 500,0 | 25,0 | >500 | >25| 500,0 |25,0| >500 | >25] 500,0 | 25,0 >500 | >25| 500,0 |25,0| >500 |>25] 500,0 |25,0| >500 |>25
K. MED 2020-16 | 500,0 | 25,0 | >500 | >25 | 500,0 | 25,0 | >500 | >25] 500,0 | 25,0 | >500 | >25 | 250,0 | 12,5| 500,0 |[25,0] 500,0 |25,0 | >500 |>25
K. MED 2020-19 | 250,0 | 12,5 | 500,0 | 25,0 250,0 | 12,5] 500,0 |25,0] 250,0 | 12,5 500,0 | 25,0 500,0 |25,0| >500 |>25] 500,0 |25,0| >500 |>25
K. MED 2020-20 | 250,0 | 12,5 | 500,0 |25,0] 500,0 [250] >500 | >25] 5000 |25,0| >500 | >25] 250,0 |12,5| 500,0 |25,0] 500,0 | 25,0 >500 |>25

Povpregje 3750 | 18,8 - - 437,5 21,9 - - 437,5 21,9 - - 375,0 | 18,8 - - 500,0 | 25,0 - -

S.D. 1443 | 7,2 - - 125,0 | 6,3 - - 1250 | 6,3 - - 1443 | 7,2 - - 0,0 0,0 - -
MIN 250,0 | 12,5 500,0 |25,0] 250,0 |12,5| 500,0 |25,0] 250,0 |12,5| 500,0 | 25,0] 250,0 |12,5| 500,0 |25,0] 500,0 |25,0| >500 |>25
MAKS 500,0 | 25,0 | >500 | >25] 500,0 |[25,0] >500 | >25] 500,0 | 25,0 >500 | >25] 500,0 |25,0| >500 |>25] 500,0 | 25,0 >500 |>25

MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MBK: minimalna baktericidna koncentracija; S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost;
-:povprecna vrednosti ne more biti izratunana, ker MBK ni prikazana kot Stevilo

KOSTANJEV MED (N=2)

Preglednica 38: Rezultati protimikrobne aktivnosti kostanjevega medu

Staphylococcus aureus Escherichia coli Listeria monocytogenes Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa
MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
St. vzorca mg/mL | % |mgmL| % |mgmL| % |mg/mL| % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % |mg/mL| %
K. MED 2020-35 | 250,0 | 12,5| 500,0 |25,0] 250,0 | 12,5| 500,0 | 25,0 250,0 | 12,5| 500,0 |25,0| 250,0 | 12,5| 500,0 | 25,0 | 250,0 | 12,5| 500,0 | 25,0
K. MED 2020-37 | 250,0 | 12,5 | 500,0 | 25,0 250,0 [12,5] 500,0 |25,0] 250,0 | 12,5] 500,0 | 25,0 250,0 | 12,5| 500,0 |25,0] 250,0 |12,5]| 500,0 | 25,0

MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MBK: minimalna baktericidna koncentracija; S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost
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AJDOV MED

Preglednica 39: Rezultati protimikrobne aktivnosti ajdovega medu

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Listeria monocytogenes

Bacillus cereus

Pseudomonas aeruginosa

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
St. vzorca mg/mL | % |mg/mL| % |mgmL| % |mgmL | % | mg/mL |% | mg/mL | % |mg/mL| % |mg/mL| % |mg/mL| % |mgmL| %
K.MED 2020-12 | 1563 | 0,78 | 31,25 | 1,56 | 62,50 |3,13| 125,00 | 6,25] 500,00 |25| >500 | >25]125,00|6,25|250,00 |12,50] 250,00 |12,50|500,00 | 25,00

MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MBK: minimalna baktericidna koncentracija; S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost

SMREKOV MED

Preglednica 40: Rezultati protimikrobne aktivnosti smrekovega medu

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Listeria monocytogenes

Bacillus cereus

Pseudomonas aeruginosa

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
St. vzorca mg/mL | % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % |mg/mL| % |mg/mL| % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % [mgmL| %
K. MED 2020-30 | 250,0 | 12,5 | 500,0 | 25,0 | 250 |12,5] 500,0 | 25,0 | 250 |12,5] 500,0 [ 250 | 250 [12,5] 500,0 | 250] 250 |12,5] 500,0 | 25,0

MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MBK: minimalna baktericidna koncentracija; S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost

MED MESANICE LIPOVEGA IN KOSTANJEVEGA MEDU

Preglednica 41: Rezultati protimikrobne aktivnosti medu meSanice lipovega in kostanjevega medu

Staphylococcus aureus Escherichia coli Listeria monocytogenes Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK

St. vzorca mgmL | % [mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % |mgmL| % |mg/mL| % |mg/mL| % |mgmL| % |mgmL| % [mgmL| %
K. MED 2020-40 | 550 | 12,5| 500,0 | 25,0 ] 250 |12,5] 500,0 | 25,0] 250 |12,5] 500,0 | 25,0 250 |12,5] 500,0 | 25,0 250 |12,5]| 500,0 | 25,0

MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MBK: minimalna baktericidna koncentracija; S.D.: standardni odklon; MIN: minimalna vrednost; MAKS: maksimalna vrednost
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Vzorci slovenskega medu so bili u€inkoviti na vse analizirane bakterijske vrste, najvecjo
aktivnost kazejo vzorci gozdnega ter lipovega medu, sicer pa dale¢ najve¢jo kaze ajdov med,
vendar bolj konkretnih podatkov za ta med ne moremo podati, saj smo imeli samo en vzorec.
Ajdov med je imel na S. aureus ter E. coli celo vecjo protimikrobno aktivnost kot manukin
med, ki slovi kot med z najve¢jo protimikrobno aktivnostjo (Kralj Kunci¢ in sod., 2012).
Povpreéne MIK vrednosti prikazujeta preglednica 42 in slika 13. Vecjo protimikrobno
ucinkovitost kazejo tudi vzorci kostanjevega in smrekovega medu, vendar pa bomo bolj tocne
zakljucke podali v nadaljevanju raziskave, ko bomo imeli ve¢ vzorcev te vrste medu. Rezultati
se ujemajo z raziskavo Kralj Kunci¢ in sod. (2012). Zanimivo je, da je imel vzorec ajdovega
medu najvecjo protimikrobno aktivnost, kljub temu, da je bil pridobljen v letu 2019, kar kaze
na to, da se protimikrobna ucinkovitost s staranjem medu ne zmanjSuje. Vzorci so bili najbolj
ucinkoviti na bakterijo S. aureus, najmanj pa na B. cereus in P. aeruginosa. Ajdov med je imel
od vseh vzorcev najmanjso protimikrobno ucinkovitost na bakterijo L. monocytogenes.

Preglednica 42: Povprec¢ne vrednosti MIK (%) za posamezno vrsto medu

AKACIJEV CVETLICNI MED OLJNE

MED MED GOZDNI MED | LIPOV MED OGRSCICE
VRSTA MEDU
VRSTA BAKTERIJE povprecje | S.D. | povpreéje | S.D. |povprecje | S.D. | povprecje | S.D. | povprecje |S.D.
Stapylococcus aureus 19,51 10,9 14,2 10,4 89| 83 10,6 | 4,2 18,8 7,2
Eschericia coli 18,8] 7,2 224 6,2 12,2 8 11,3] 2,8 219 6,3
Listeria monocytogenes 219 6,3 16,7 6,2 11,8 2,1 12,5 8,8 219 6,3
Bacillus cereus 18,8] 7,2 224 6,2 12,5 54 12,5| 88 18,8 7,2
Pseudomonas aeruginosa 21,9 6,3 19,8 7,9 13,9 6,8 11,3] 2,8 25 0

S.D.: standardni odklon
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Slika 13: Povprecne vrednosti (MIK) za posamezno vrsto medu (pri vrstah oznac¢nih z * zaradi majhnega

Stevila vzorcev prikazujemo dejansko vrednost)
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Vsi vzorci kazejo tudi na baktericidno aktivnost, ki pa je pri vseh manjsa kot bakteriostati¢na.
Med antioksidativno in protimikrobno ucinkovitostjo slovenskega medu, tako kot tudi Kralj
Kuncic€ in sod. (2012), ugotavljamo povezavo.

18 ZAKLJUCEK

Vzorci slovenskega medu kazejo tako antioksidativno kot protimikrobno ucikovitost proti
analiziranim vrstam bakterij. Vecjo ucinkovitost imajo manini medovi (gozdni, kostanjev) pa
tudi vzorci lipovega medu, ki je bil v veliki meri maninega izvora. V nadaljevanju raziskave
upamo, da bodo medile tudi smreka, hoja in ajda, da bomo uspeli zagotoviti tudi te vrste medu,
ki kazejo na vecjo antioksidativno in protimikrobno ucinkovitost.
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