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Z raziskavo smo v razlicnih vrstah slovenskega medu Zeleli dolociti vsebnost skupnih, kot
tudi posameznih fenolnih spojin, ovrednotiti njegovo antioksidativno ucinkovitost in barvo
ter ugotoviti, ¢¢ med obravnavanimi parametri obstajajo povezave. Vsebnost skupnih
fenolnih spojin, dolocena s Folin-Ciocalteujevo (FC) metodo, je bila najvecja v medovih iz
mane, smrekovem, hojevem in gozdnem medu. Najmanj skupnih fenolnih spojin smo
dolo¢ili v akacijevem in lipovem medu. Fenolne spojine smo iz medu ekstrahirali na trdno
fazo (SPE) ter jih analizirali s HPLC/MS. V analiziranih vzorcih medu smo identificirali in
kvantitativno dolocili nekatere fenolne kisline in flavonoide. Vzorci razliénih vrst
slovenskega medu so imeli podoben, a kvantitativno razli¢en fenolni profil. S pomocjo
standardnih spojin smo dolocili p-kumarno, kavno, elaginsko in klorogensko kislino ter
flavonoide miricetin, luteolin, kvercetin, naringenin, apigenin, kamferol, pinocembrin,
krizin in galangin. Domnevno smo na podlagi molskih mas identificirali Se cimetno in
pS-fenilmlec¢no kislino ter flavonoide pinobanksin, tricetin, izoramnetin, pinostrobin, fisetin
in eriodiktiol. Poleg fenolnih spojin smo z uporabljenimi pogoji lo¢be dolocili Se dve
nefenolni spojini, cis-trans abscizinsko kislino ter domnevno tudi trans-trans abscizinsko
kislino. Z dobljenimi rezultati nismo dokazali, da slovenski med vsebuje markerje, ki bi
nakazovali botani¢no poreklo medu, zato bi bilo potrebno nadaljevati zastavljeno delo z
analizo veCjega Stevila vzorcev medu ter dodatnimi standardnimi spojinami.
Antioksidativna ucinkovitost posameznih vrst slovenskega medu, dolocena z DPPH in
FRAP metodo, je narascala v naslednjem vrstnem redu: akacijev < lipov < cvetlicni <
kostanjev < gozdni < smrekov < hojev med. Barva analiziranih vzorcev slovenskega medu
je bila zelo razli¢na in je variirala od skoraj brezbarvne do temno rjave. Ovrednotili smo jo z
instrumentalnimi metodami. Na podlagi vrednosti parametra L, ki dolo&a svetlost vzorca,
uvrscamo slovenski akacijev, lipov in cvetli¢ni med v skupino svetlejsih medov, ostale vrste
medu, to so kostanjev, smrekov, hojev in gozdni med, pa v skupino temnejsih medov. Iz
izmerjenih a in b’ parametrov barve medu sklepamo, da so analizirani vzorci medu
vsebovali rumene, rdece in zelene komponente. Dokazali smo obstoj statisticno znacilnih
korelacij med obravnavanimi parametri. Temnej$i medovi so vsebovali ve¢ skupnih
fenolnih spojin, dolo¢enih s FC metodo, in imeli vi§jo antioksidativno ucinkovitost v
primerjavi s svetlejSimi vrstami medu.
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The aim of the study was to determine the content of total and individual phenolic
compounds, antioxidant activity and colour of different types of Slovenian honeys and to
investigate the possible relationships among analysed parameters. Total phenolic content,
determined by the Folin-Ciocalteu (FC) method, was found to be the highest in honeydew
types of honey, namely spruce, fir and forest, while acacia and lime honeys showed low
total phenolic content. Phenolic compounds were extracted from honey by SPE and further
analysed by HPLC/MS. Several phenolic acids and flavonoids were identified and
quantified in analysed honey samples. The samples had similar, but quantitatively different
phenolic profile. p-coumaric acid, caffeic acid, ellagic acid, chlorogenic acid, myricetin,
luteolin, quercetin, naringenin, apigenin, kaempferol, pinocembrin, chrysin and galangin
were detected with standard compounds, while cinnamic acid, S-phenyllactic acid,
pinobanksin, tricetin, isorhamnetin, pinostrobin, fisetin and eriodictyol were only tentatively
identified on the basis of their molecular weights. Two non-phenolic compounds, cis-trans
abscisic acid and tentatively tranms-trans abscisic acid, were also determined under the
separation conditions used. Obtained results did not show that Slovenian honeys have
specific compounds — markers for eventual determination of botanical origin of honey.
Further analyses of more honey samples with additional standard compounds should be
performed to find possible markers. Antioxidant activity of different honey types
determined by DPPH and FRAP methods increased in the order: acacia < lime < multifloral
< chestnut < forest < spruce < fir honey. The colour of analysed samples of Slovenian honey
was noticeably different and varied from almost colourless to dark brown. It was evaluated
with instrumental methods. On the basis of L" parameter, that indicates lightness, Slovenian
acacia, lime and multifloral honeys can be placed in the group of light honeys, while the
other honey types, namely chestnut, spruce, fir and forest belong to dark honeys. From the
measured a_ and b~ parameters of honey colour it was observed that the analysed honey
samples had red, yellow and green colour components. Statistically significant correlations
between analysed parameters were confirmed. Darker honey types contained more total
phenolic compounds, determined by the FC method and had higher antioxidant activity as
compared with lighter types of honey.
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1 UVOD

Nekatere raziskave v zadnjih letih so pokazale, da je med ucinkovito sredstvo proti
oksidacijskim procesom v zivilih, npr. proti oksidaciji lipidov v mesu in proti encimskemu
porjavenju sadja in zelenjave. Tako se kaze velik potencial in moznost njegove uporabe kot
naravnega antioksidanta in hkrati potrjuje uporabnost medu v preventivne in terapevtske
namene (Chen in sod., 2000; McKibben in Engeseth, 2002).

Antioksidanti so molekule s stabilno strukturo, ki upocasnijo ali preprecijo oksidacijo
pomembnih celi¢nih sestavin na razli¢éne nacine. Kot lovilci radikalov se po reakciji z
radikali pretvorijo v stabilnejSe in manj Skodljive snovi, ki jih organizem izlo¢i. Raziskave
dokazujejo, da antioksidanti 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).

V zadnjem casu je veliko raziskav namenjenih antioksidativni u€inkovitosti medu. Med je
zelo kompleksno zivilo, saj vsebuje ve¢ kot 200 razli¢nih fitokemijskih sestavin — biolosko
aktivnih snovi, katerih sestava je odvisna od botani¢nega in tudi geografskega porekla
medu. Glavne sestavine medu so ogljikovi hidrati, predvsem glukoza in fruktoza, voda in
mineralne snovi. Spojine, ki so v medu prisotne v manjSih koli¢inah in kazejo
antioksidativne lastnosti, so fenolne kisline in flavonoidi, nekateri encimi (katalaza,
peroksidaza, glukoza-oksidaza), askorbinska kislina, a-tokoferol, karotenoidi, organske
kisline, produkti Maillardove reakcije, aminokisline in proteini (Gheldof in sod., 2002). Po
ugotovitvah razli¢nih raziskovalcev je antioksidativni potencial medu rezultat kombinirane
aktivnosti teh komponent, s ¢imer lahko razlozimo biolosko-terapevtske lastnosti medu.
Antioksidativna ucinkovitost medu je odvisna tudi od botani¢nega porekla. Znano je, da
imajo temnejsi medovi ve¢jo vsebnost antioksidantov.

Viri flavonoidov v medu so propolis, ¢ebelji vosek, nektar in cvetni prah. Glede na to
lo¢imo flavonoide, ki izvirajo iz propolisa in/ali ¢ebeljega voska, kot so npr. pinocembrin,
pinobanksin, krizin, tektokrizin, galangin, ter flavonoide, katerih vir je nektar in/ali cvetni
prah, kamor sodijo veckrat hidroksilirani aglikoni flavonoidov, npr. kamferol, kvercetin,
luteolin, apigenin in drugi (Soler in sod., 1995). Vsebnost flavonoidov v posameznem
vzorcu medu je mocno odvisna od sestave nektarja ter njegovega izvora. Skupna vsebnost
flavonoidov znasa okoli 0,5 % v cvetnem prahu in 10 % v propolisu, medtem ko je v medu
flavonoidov znatno manj (Anklam, 1998).

Dolocanje antioksidativnega potenciala medu in karakterizacija fenolnih in ostalih
komponent v medu, ki bi utegnile biti odgovorne za njegov antioksidativni ucinek, je
bistvenega pomena za izpopolnitev znanja o medu, kot viru antioksidantov.

1. NAMEN DELA

V zadnjem casu je bilo opravljenih veliko raziskav, ki se nanasajo na identifikacijo in
vsebnost fenolnih spojin v medu razli¢nega botani¢nega in geografskega porekla kot tudi
dolocitev antioksidativne u¢inkovitosti medu, vendar zaenkrat teh podatkov $e nimamo o
slovenskem medu. Predstavljena Studija bo dala vpogled v polifenolno sestavo medu kot
tudi oceno o antioksidativni u¢inkovitosti razli¢nih vrst slovenskega medu.
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V Sloveniji imamo zaradi raznolikosti flore razlicne vrste medu, najpogostejSi so
kostanjev, akacijev, lipov, hojev, smrekov, cvetli¢ni in gozdni med.

Pri spremljanju tuje literature smo ugotovili, da obstajajo podatki za antioksidativno
ucinkovitost in fenolni profil akacijevega, lipovega, kostanjevega, meSanega cvetli¢nega
medu ter medu iz mane, vendar je rezultatov relativno malo in zajemajo le manjSe Stevilo
vzorcev, zato so za potrditev dobljenih rezultatov potrebne nadaljnje analize. Poleg tega Se
ni razpolozljivih podatkov za hojev in smrekov med, ki sta tudi znacilna za Slovenijo.

Zato smo z naso Studijo Zeleli na vecjem Stevilu vzorcev razlicnih vrst slovenskega medu
dolociti antioksidativni potencial medu in karakterizirati fenolne in ostale spojine, ki bi
utegnile biti odgovorne za njegov antioksidativni u¢inek ter tako izpopolniti nase znanje o
medu, kot viru antioksidantov. Ugotovili bomo ali lahko analiza fenolnih spojin, med njimi
flavonoidov, poleg ostalih fizikalno-kemijskih in mikroskopskih metod ter senzoricne
analize, sluzi kot tehnika za dolo¢anje botani¢nega porekla medu.

V raziskavo smo vkljucili vec¢je Stevilo vzorcev slovenskega medu razlicnega botani¢nega

porekla: akacijev, lipov, cvetli¢ni, kostanjev, smrekov, hojev in gozdni med. Vzorce smo

zbirali tri leta neposredno pri Cebelarjih na obmocju cele Slovenije in opravili naslednje
analize:

- dolocanje nekaterih osnovnih fizikalno-kemijskih parametrov medu (vsebnost vode,
vsebnost skupnih kislin, vrednost pH, elektricna prevodnost) in senzori¢na analiza za
potrditev vrste medu,

- spektrofotometri¢no dolocanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin,

- identifikacijo in kvantitativno dolocitev posameznih fenolnih spojin (fenolnih kislin in
flavonoidov) v ve¢ fazah: ekstrakcijo fenolnih spojin iz medu s pomocjo ekstrakcije na
trdni fazi (SPE) in uporabo HPLC v povezavi z masno spektrometrijo,

- spektrofotometricno dolocanje antioksidativne ucinkovitosti z dvema metodama:
merjenje sposobnosti lovljenja radikalov z DPPH metodo in dolocanje skupne
antioksidativne ucinkovitosti s FRAP metodo,

- merjenje barve medu spektrofotometri¢no in s kromametrom Minolta CR 200B (L"a" b’
sistem),

- dolocanje vsebnosti nekaterih nefenolnih komponent medu, ki lahko prispevajo k skupni
antioksidativni aktivnosti (vsebnost proteinov, prolina, skupnih kislin),

- statisticno obdelavo rezultatov z namenom poiskati obstoj korelacij med obravnavanimi
parametri ter ugotoviti, ¢e obstajajo statisticno znacilne razlike med posameznimi
vrstami slovenskega medu.

1.2 RAZISKOVALNE HIPOTEZE

Znano je, da botani¢no poreklo medu vpliva na njegove fizikalno-kemijske in senzori¢ne

znacilnosti in verjetno tudi njegovo sposobnost antioksidativnega u¢inkovanja. Zato smo

na zacetku poskusa postavili naslednje hipoteze:

- Pricakujemo razlike v vsebnosti skupnih fenolnih spojin ter posameznih flavonoidov in
fenolnih kislin pa tudi razlike v antioksidativni ucinkovitosti razlicnih vrst medu.
Temnejsi medovi (kostanjev, smrekov, hojev in gozdni) bodo imeli vi$ji antioksidativni
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potencial ter vecjo vsebnost fenolnih snovi v primerjavi s svetlejSimi vrstami medu
(akacijev, lipov in cvetli¢ni).

- Predvidevamo, da bomo z uporabo razlicnih metod dobili podobne rezultate za
antioksidativno ucinkovitost analiziranih vrst medu.

- Ker medu obi¢ajno ne uzivamo popolnoma svezega, ampak Sele nekaj Casa po
pridobivanju, bomo na nekaterih vzorcih medu spremljali vsebnost skupnih fenolnih
spojin in antioksidativno ucinkovitost, dolo¢eno s FRAP metodo, tudi po dolocenem
casu skladiScenja na sobni temperaturi. Pricakujemo, da se bo vsebnost skupnih fenolnih
spojin kot tudi antioksidativna ucinkovitost s ¢asom zmanjsSevala.

- Pri¢akujemo, da imajo nekateri medovi tipi¢ne markerje — flavonoide, ki so znacilni
samo za posamezno vrsto medu, zato bomo HPLC profil fenolnih spojin lahko uporabili
za dolocitev botani¢nega porekla nekaterih vrst medu.

- Pri¢akujemo, da bodo korelacije med obravnavanimi parametri statisticno znacilne.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 FENOLNE SPOJINE

Fenolne spojine so sekundarni metaboliti in so prisotne v vseh rastlinah. Imajo najmanj en
aromatski obro¢ z eno ali ve¢ hidroksilnimi (-OH) skupinami direktno vezanimi na obroc.
Njihova strukturna oblika variira od enostavnih fenolnih molekul do kompleksnih
polimerov z visoko molsko maso. Obicajno so v glikozilirani obliki, kar poveca njihovo
topnost v vodi (Bravo, 1998).

FENOLNE SPOJINE
|

v v

polifenolne spojine enostavne fenolne spojine
I [

v v v v

tanini flavonoidi fenolne kisline kumarini
(3 ali vec fenolnih |

podenot) ¢ ¢

hidroksicimetne hidroksibenzojske
kisline kisline

Slika 1: Shema fenolnih spojin glede na Stevilo fenolnih podenot (Robbins in Bean, 2004)

Figure 1: Classification scheme of phenolics according to number of phenol subunits (Robbins and
Bean, 2004)

2.1.1 Flavonoidi

Flavonoidi so zelo razSirjene v vodi topne fenolne spojine, ki imajo 15 C-atomov in
osnovno strukturo C¢-C3-Cq, imenovano flavan (slika 2a) oziroma 2-fenilbenzopiran.
Nekateri viri navajajo, da je poznanih ve¢ kot 5000 flavonoidov (Bravo, 1998; Abram,
2000; Sivam, 2002; Gomez-Caravaca in sod., 2006a).

Flavonoidi spadajo v skupino nizkomolekularnih polifenolnih snovi. Nastanejo v glavnem
s povezavo dveh biosinteznih poti — Sikimat/arogenat in acetat/malonatne poti. Najprej
nastane aromatska aminokislina fenilalanin po Sikimatni poti iz fosfoenolpiruvata in
eritroze-4-fosfata. Fenilalanin preide najprej v frams-cinamat in po hidroksilaciji v 4-
kumarat (C-9). Nato se ta spojina aktivira v 4-kumaroil-CoA in kondenzira s tremi
malonil-CoA (C-2), tvori se intermediat halkon (C-15). Zaprtje obroca C in hidratacija
vodi k nastanku spojin kot so 3-hidroksiflavonoidi (katehini) in 3,4-hidroksiflavonoidi
(flavonoli). Struktura flavonoidov je odvisna od flavonoidnega jedra, ki sestoji iz treh
fenolnih obrocev A, B in C (slika 2a). Obro¢ A (benzen) je kondenziran s Sestclenskim
obrocem (C), ki ima na drugem mestu vezano fenilno skupino. Obro¢ C je lahko
heterocikli¢ni piran ali piron. Izraz 4-okso-flavonoid (slika 2b) se pogosto uporablja za
flavonoide, kot so flavanoni, flavonoli in flavoni, ki imajo karbonilno skupino na mestu
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C-4 obroca C (Aherne in O'Brien, 2002). Ogljikovi atomi v obrocu B se poleg Stevilke
oznacujejo Se z opuscajem (1', 2',...) (slika 2).

(a)

(b)

Slika 2:

Figure 2:

flavan

0 4-okso-flavonoid

Osnovna strukturna formula flavonoidov: flavan (a) in 4-okso-flavonoid (b) (Aherne in
O'Brien, 2002)

Generic structure of a flavonoid molecule: flavan nucleus (a) and 4-oxo-flavonoid nucleus
(b) (Aherne and O'Brien, 2002)

Flavonoidi so razdeljeni v skupine glede na stopnjo oksidacije na obrocu C (C-2, 3, 4) in
jih delimo na flavone, flavonole, flavanole (katehine), flavanone, izoflavone in
antocianidine. Struktura flavonov, flavonolov, flavanonov, flavanolov in antocianidinov je
prikazana na sliki 3.

Slika 3:
Figure 3:

soads

gl
O

flavonol flavanon

flavanol antocianidin

Struktura glavnih razredov flavonoidov (Balasundram in sod., 2006)
Generic structure of major classes of flavonoids (Balasundram et al., 2006)
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K flavonoidom pristevamo tudi halkone, dihidrohalkone in avrone, ki strukturno sicer niso
flavonoidi, pa¢ pa so njim zelo sorodne spojine, tako kemijsko kot biosintetsko (Hollman
in sod., 1996; Bravo, 1998; Harborne, 2000). Flavonoidi so obicajno hidroksilirani na
mestih 3, 5, 7, 3', 4" in/ali 5'. Pogosto je H-atom v eni ali ve¢ hidroksilnih skupinah
nadomescen z metilno, acetilno, prenilno ali sulfatno skupino (de Rijke in sod., 2006).

Flavonoidi so rastlinske snovi, ki jih zivali in ljudje ne morejo sintetizirati. Nahajajo se v
sadju, zelenjavi, zitaricah, zrnih, zelis¢ih, strocnicah in tudi v medu. Prav tako vsebujejo
flavonoide tudi pijace rastlinskega izvora, npr. vino, ¢aj, kava, sokovi, kakav. Meso,
mleko, jajca, ribe in morski sadezi flavonoidov ne vsebujejo (Petersen in Dwyer, 1998).

Flavanoni in flavoni so pogosto prisotni v istih rastlinah, npr. v citrusih, medtem ko
flavonov in flavonolov obi¢ajno ne najdemo skupaj, enako velja tudi za flavanone in
antocianidine. Izoflavoni pa se od ostalih petih skupin flavonoidov lo¢ijo po tem, da jih v
vecjih koncentracijah najdemo v stro¢nicah, zlasti soji. Flavone in flavonole so
identificirali v skoraj vseh rastlinah, najpogostej$i pa so tisti s hidroksi skupino na mestih
C-3"in C-4' obroca B (Rice-Evans in sod., 1996; Aherne in O'Brien, 2002).

3 x C, enote Cy enota
C,5 enota
3-deoksi-C;s enota 3-hidroksi-C;s enota

'

halkon —» 3-flaven

I |

flavanon dihidro- flavonol
¢ flavonol ¢
flavon antocianidin

v

flavan-3,4-diol

hd

flavanol
Slika 4: Medsebojne povezave razli¢nih podskupin flavonoidov (Rice-Evans in sod., 1996)
Figure 4: Interconnections of flavonoid subgroups (Rice-Evans et al., 1996)

V rastlinah so flavonoidi pogosto kot O- ali C-glikozidi; O-glikozidna vez je veliko bolj
pogosta kot C-glikozidna. O-glikozidi imajo ogljikov hidrat vezan na hidroksilno skupino
aglikona, obicajno na mestu 3 ali 7, medtem ko imajo C-glikozidi ogljikohidratno
komponento vezano na ogljikov atom aglikona, obicajno na mestu C-6 ali C-8. Le redki
flavonoidi imajo ogljikov hidrat vezan na obrocu B. Vezani ogljikovi hidrati so najbolj
pogosto glukoza, galaktoza, arabinoza, ramnoza, redkeje ksiloza ali manoza. Hidroksi
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skupine na ogljikohidratni komponenti so lahko zaestrene Se z alifatsko ali aromatsko
kislino. Nesladkorni del molekule v taki spojini imenujemo aglikon. Razli¢ni aglikoni
imajo eno ali ve¢ -OH skupin, ki se lahko povezejo z glikozidno vezjo na ogljikove
hidrate. Ponavadi je taka vez f-glikozidna. Flavonoidi imajo lahko na eno -OH skupino
vezan en monosaharid, disaharid ali trisaharid. Tedaj govorimo o monozidih, diozidih in
triozidih. Lahko je tudi ve¢ -OH skupin vezanih na ogljikove hidrate. Ce je na dve -OH
skupini vezan po en monosaharid, se tak flavonoid imenuje dimonozid. Nastanek
glikozidov je pomemben za rastlino, ker se s tem zmanjSa toksi¢nost, poveca pa topnost
fenolne spojine v vodi (Rice-Evans in sod., 1996; Bravo, 1998; Heim in sod., 2002; de
Rijke in sod., 2006).

2.1.1.1 Flavonoidi v medu

Viri flavonoidov v medu so propolis, ¢ebelji vosek, nektar in cvetni prah. Glede na to
lo¢imo flavonoide, ki izvirajo iz propolisa in/ali ¢ebeljega voska, kot so npr. pinocembrin,
pinobanksin, krizin, tektokrizin, galangin, ter flavonoide, katerih vir je nektar in/ali cvetni
prah, kamor sodijo veckrat hidroksilirani aglikoni flavonoidov npr. kamferol, kvercetin,
luteolin, apigenin in drugi (Soler in sod., 1995).

Propolis je naravni izdelek Cebel, sestavljen iz razli¢nih rastlinskih smol, balzamov, voskov
in eteri¢nih olj, ki jih proizvajajo rastline ter obogaten z izlocki ¢ebeljih zlez (Pietta in sod,
2002; Ahn in sod., 2007). Kemijske sestavine propolisa ¢ebele vgradijo v med, v katerem
so najpogosteje zastopani flavonoidi, ki izvirajo iz propolisa. Flavonoidi, ki izvirajo iz
nektarja in peloda, se tam vecinoma nahajajo v obliki glikozidov, vendar pod vplivom
delovanja encima glikozidaze, ki je prisotna v ¢ebeljih Zlezah slinovkah, hidrolizirajo, zato
v medu najdemo samo flavonoide v obliki aglikonov (Gil in sod., 1995; Serra Bonvehi in
sod., 2001; D’Arcy, 2005).

Glavne skupine flavonoidov v medu so flavoni, flavonoli in flavanoni, katerih strukturne
formule in znacilni predstavniki so prikazani na slikah 5 do 7.

R1 R2 R3 M
apigenin OH H OH 270,24
krizin OH H H 254,24
luteolin OH OH OH 286,26
genkvanin OCH; H OH 284,27
tektokrizin OCH; H H 268,27
tricetin*® OH OH OH 302,24
acacetin OH H OCH; 284,27

*tricetin ima $e eno -OH skupino na mestu 5°

Slika 5: Kemijska struktura flavonov in glavni predstavniki v medu (de Rijke in sod., 2006)
Figure 5: Flavone chemical structure and common honey flavones (de Rijke et al., 2006)
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R1

kvercetin OH
kamferol OH

miricetin OH

R3 R4 RS M

OH OH H 302,23
OH H 286,24
OH OH OH 318,24
H H H 270,24
OCH; OH H 316,26

galangin OH

T EEET IR
T

izoramnetin OH

OH O
Slika 6: Kemijska struktura flavonolov in glavni predstavniki v medu (de Rijke in sod., 2006)
Figure 6: Flavonol chemical structure and common honey flavonols (de Rijke et al., 2006)
R1 R2 R3 M
R2 pinocembrin OH H H 256,25
R3 pinobanksin*  OH H H 272,26
pinostrobin OCH; H H 270,28
R1 0o naringenin OH H OH 272,26
hesperetin OH OH OCH; 302,28
eriodiktiol OH OH OH 288,06
*pinobanksin ima $e eno -OH skupino na
OH (9] na mestu 3
Slika 7: Kemijska struktura flavanonov in glavni predstavniki v medu (de Rijke in sod., 2006)
Figure 7: Flavanone chemical structure and common honey flavanones (de Rijke et al., 2006)

Razli¢ni avtorji (Soler in sod., 1995; Martos in sod., 1997; Martos in sod., 2000a; Tomas-
Barberan in sod., 2001; Gheldof in sod., 2002; Yao in sod., 2004a; Pulcini in sod., 2006) so
raziskovali vsebnost flavonoidov v medu z namenom ugotoviti, ¢e obstaja korelacija z
botani¢nim poreklom. Botani¢no poreklo je eden glavnih parametrov kakovosti medu in
igra pomembno vlogo pri ceni posameznih vrst medu. Karakteristi¢ni flavonoidi, ki
izvirajo iz propolisa: pinocembrin, pinobanksin in krizin so prisotni v ve€ini medov v
razli¢nih koli¢inah. Zato iz njihove prisotnosti in vsebnosti v medu ne moremo sklepati na
botani¢no poreklo medu. Nekatere vrste medu pa imajo t.i. tipicne markerje — flavonoide,
ki so znacilni samo za posamezno vrsto medu. Tomés-Barberan in sodelavei (2001) so s
pomoc¢jo HPLC analizirali fenolni profil evropskih vrstnih medov z namenom dolociti
morebitne specificne markerje za posamezne vrste. Rezultati Studije kazejo, da HPLC
profil fenolnih spojin lahko uporabimo za doloCitev botani¢nega porekla nekaterih vrst
medu, npr. kostanjevega, lipovega, evkaliptusovega, resinega, repiinega, rozmarinovega
in son¢ni¢nega. Nekateri medovi, kot sta akacijev in sivkin, pa zna¢ilnih markerjev nimajo,
zato pri njih dolocitev porekla, z vsebnostjo posameznih flavonoidov, ni mogoca. Gheldof
in sod. (2002) so dolocali fenolni profil ameriSkega medu razli¢nega botani¢nega porekla.
Kromatogrami fenolnih frakcij medu, dobljeni s HPLC metodo, so pokazali, da imajo
medovi razli¢nih vrst podoben, toda kvantitativno razli¢en fenolni profil.
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2.1.2 Fenolne Kisline

Fenolne kisline oziroma aromatske kisline izvirajo iz fenilpropanoidnega metabolizma v
rastlinah. Sestavljata jith dve podskupini, gre za hidroksilirane derivate benzojske in
cimetne kisline (slika 8). Med hidroksibenzojske kisline sodijo galna, p-hidroksibenzojska,
protokatehinska, vanilinska in siringinska kislina, ki imajo C¢-C; strukturo. Druga
podskupina so hidroksicimetne kisline, aromatske spojine s stransko verigo iz treh
C-atomov (struktura C¢-Cs). Najbolj obic¢ajne so p-kumarna, kavna, ferulna in sinapinska
kislina. Strukturne razlike med posameznimi fenolnimi kislinami so majhne in izvirajo iz
Stevila in mesta hidroksilne in metoksi skupine na aromatskem obroc¢u (Mattila in
Kumpulainen, 2002; Robbins in Bean, 2004).

Samo majhen del fenolnih kislin je v rastlinah v prosti obliki. Hidroksicimetne kisline se
pogosto nahajajo v obliki enostavnih estrov s kina kislino ali glukozo, najbolj znana je
klorogenska kislina. Nasprotno so hidroksibenzojske kisline ve¢inoma prisotne v obliki
glikozidov. Elaginska kislina pa je dimerni kondenzacijski produkt oz. lakton galne kisline
(Mattila in Kumpulainen, 2002).

derivati benzojske Kkisline

m-hidroksibenzojska kislina (3 = OH) M =136,12

4 COOH p-hidroksibenzojska kislina (4 = OH) M = 136,12
protokatehinska kislina (3 =4 = OH) M=154,12

3 2 galna kislina (3 =4 =5 = OH) M=170,12

) o vanilinska kislina (3 = OCH3, 4 = OH) M=168,15
benzojska kislina. M =122,12 gjringinska kislina (3 =5 = OCH;, 4 = OH) M = 198,17

g & derivati cimetne kisline
- ) o-kumarna kislina (2 = OH) M=164,16
* CH=EH—COMH ) \umarna kislina (3 = OH) M= 164,16
g A p-kumarna kislina (4 = OH) M =164,16
kavna kislina (3 = 4 = OH) M =180,16
) o ferulna kislina (3 = OCHj;, 4 = OH) M =194,18
cimetna kislina M = 148,16 sinapinska kislina (3 =4 = OCH;, 4 = OH) M =22421
2 0
?)-l!l.‘—(:ﬂ=€ft O
1NETLCC 4
K O
B bt O
714

f51

elaginska kislina M = 302,19 klorogenska kislina M = 354,31

Slika 8: Kemijska struktura nekaterih fenolnih kislin (Mattila in Kumpulainen, 2002)
Figure 8: Chemical structures of some phenolic acids (Mattila and Kumpulainen, 2002)

Fenolne kisline so, tako kot flavonoidi, v rastlinah ter zato prisotne v Zivilih rastlinskega
izvora, v sadju, zelenjavi, zitaricah, Caju, vinu, zaCimbah in tudi v zdravilnih rastlinah.
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Vplivajo na barvo, senzori¢no kakovost in prehranske ter antioksidativne lastnosti Zivil
(Bravo, 1998; Robbins, 2003).

2.1.2.1 Fenolne kisline v medu

Med vsebuje predvsem benzojske in cimetne kisline in njihove estre. Rezultati razli¢nih
Studij kazejo, da imajo razlicne vrste medu podoben profil fenolnih kislin, vendar so
posamezne fenolne kisline prisotne v razli¢nih koncentracijah (Anklam, 1998).

V evropskih vrstnih medovih prevladujejo hidroksicimetne kisline, zlasti kavna, p-
kumarna in ferulna (Tomas-Barberan in sod., 2001). Dimitrova in sod. (2007) so v
razliénih vrstah evropskega medu dolocili 18 fenolnih kislin. Njihova zastopanost in
vsebnost v medu sta moc¢no variirali glede na botani¢no poreklo medu. Aljadi in Yusoff
(2003) sta v malezijskem medu identificirala in kvantitativno ovrednotila naslednje fenolne
kisline: galno, kavno, ferulno, benzojsko in cimetno kislino.

Prav tako kot flavonoidi, tudi nekatere fenolne kisline lahko sluzijo kot markerji za
dolocitev botani¢nega porekla medu, npr. elaginska kislina za resin med.

2.1.3 Antioksidativna ucinkovitost fenolnih spojin (flavonoidov in fenolnih Kislin)

Antioksidativno ucinkovitost fenolnih spojin dolo¢a njihova kemijska struktura.
Flavonoidi so antioksidanti, ki lahko preprecijo peroksidacijo lipidov na razli¢ne nacine
(Rice-Evans in sod., 1996; Abram, 2000; Halliwell, 2000; Heim in sod., 2002):

- lovljenje radikalov (O,", HO", HOO"),
vezava (keliranje) kovinskih ionov,
aktivacija antioksidativnih encimov,
inhibicija oksidaz,
odstranjevanje in/ali popravilo zaradi oksidacije poskodovanih molekul.
Za flavonoide je znacilna predvsem zmoznost lovljenja radikalov. Za preprec¢evanje lipidne
peroksidacije je pomembno sledece (Rice-Evans in sod., 1996; Bravo, 1998; Abram, 2000;
Madsen in sod., 2000):

- stopnja hidroksilacije in razporeditev -OH skupin na B obrocu (o-polozaj dveh -OH

skupin),

- dvojna vez med C-2 in C-3 ter keto skupina na mestu C-4 na C obrocu,

- razporeditev -OH skupin na A obrocu (-OH na mestih C-5 in C-7).
Da je nek flavonoid dober antioksidant, je potrebna -OH skupina na mestu C-3, dvojna vez
med C-2 in C-3, keto skupina na C-4 ter o-polozaj dveh -OH skupin na B obro¢u. Ce pa je
odsotna -OH skupina na mestu C-3 in ni tudi dveh -OH skupin v o-poloZaju na B obrocu,
se antioksidativna ucinkovitost zmanjsa. Izgleda, da je pri teh spojinah pomembna
prisotnost -OH skupine na mestu C-3.
Pomen prostih -OH skupin na mestih C-5 in C-7 se kaze ob primerjavi antioksidativne
ucinkovitosti glikozidov in aglikonov. Glikoziliranje flavonoidov oc€itno zmanjs$a njihovo
antioksidativno sposobnost glede na odgovarjajoci aglikon. Glikozilirana -OH skupina na
mestu C-7 zmanjSa antioksidativno uc¢inkovitost, saj znaSa prispevek proste -OH skupine
na mestu C-5 v obrocu A le 55-70 % prvotne vrednosti.
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Antioksidativna u¢inkovitost antocianidinov je odvisna od o-dihidroksi razporeditve -OH
skupin na obro¢u B. Ce -OH skupine na mestu C-3’ ni, se antioksidativna sposobnost
zniza, enako velja, Ce je ta skupina metilirana (Rice-Evans in sod., 1996; Abram, 2000;
Burda in Oleszek, 2001; Balasundram in sod., 2006).

Pri flavonoidih z nasi¢enim C obrocem (npr. flavanoli — katehini in sorodne spojine) je za
antioksidativno uc¢inkovitost pomembno S$tevilo vseh -OH skupin v molekuli; ve¢ -OH
skupin pomeni vecjo antioksidativno uc¢inkovitost (Abram, 2000).

V primeru fenolnih kislin je antioksidativna ucinkovitost odvisna od S$tevila in mesta
hidroksilne skupine glede na karboksilno funkcionalno skupino. Antioksidativna
ucinkovitost fenolnih kislin nara$¢a z narasc¢ajoco stopnjo hidroksilacije, npr. galna kislina
s tremi -OH skupinami je zelo uginkovit antioksidant. Ce so -OH skupine na obrocu
nadomescene z metoksi skupino (-OCHj), primer je siringinska kislina, se aktivnost
zmanjSa (Rice-Evans in sod., 1996). Hidroksicimetne kisline v primerjavi s
hidroksibenzojskimi kislinami kazejo vecjo antioksidativho ucinkovitost, kar je lahko
posledica -CH=CH-COOH skupine, ki zagotavlja vecjo sposobnost oddajanja H-atoma in
posledi¢no stabilizacijo radikalov, kot -COOH skupina pri hidroksibenzojskih kislinah
(Rice-Evans in sod., 1996).

Zaradi antioksidativnega delovanja (predvsem lovljenja radikalov) se fenolnim spojinam
pripisuje Sirok spekter fizioloskih lastnosti, kot so antialergeno, antiaterogeno,
antiinflamatorno, antimikrobno in antimutageno delovanje (Cushnie in Lamb, 2005;
Balasundram in sod., 2006). Kaze se njihov vpliv na prepreCevanje nastanka rakavih
obolenj, raznih vnetij, bolezni srca in ozilja, artritisa, flavonoidi pa naj bi tudi preventivno
delovali pred procesi staranja (Petersen in Dwyer, 1998; Bravo, 1998; Merken in Beecher,
2000a; Heim in sod., 2002; The National Honey Board, 2003; Tripoli in sod., 2007).

2.1.4 Metode za dolocanje antioksidativne ucinkovitosti (AU)

Za in vitro doloCanje antioksidativne ucinkovitosti (AU) naravnih substanc lahko
uporabljamo razlicne metode, ki temeljijo na razli¢nih principih: od relativnho enostavnih
spektroskopskih metod, s katerimi dolocamo redukcijsko sposobnost antioksidantov v
sistemih s kovinskimi ioni ali sinteticnimi radikali, do metod, s katerimi dolo¢amo vpliv
antioksidantov na stabilnost realnih vzorcev, kot so proteini ali lipidi (Miquel Becker in
sod., 2004; Roginsky in Lissi, 2004). Kompleksna sestava snovi in zapletenost
oksidacijskih procesov, ki potekajo v razli¢nih sistemih, zahtevajo uporabo razli¢nih
metod, ker na podlagi ene same metode dobljenih rezultatov ne moremo natan¢no
interpretirati in jih dokon¢no potrditi. Mehanizem antioksidativne aktivnosti v enem
sistemu lahko, ali pa tudi ne, predvidi aktivnost v drugem sistemu, zato vecjo zanesljivost
dosezemo z uporabo razli¢nih analiti¢nih metod (Fukumoto in Mazza, 2000; Gheldof in
Engeseth, 2002; Vela in sod., 2007).

Za dolo¢anje AU uporabljamo direktne metode (metode na osnovi kinetike peroksidacije
lipidov, ORAC metodo, dolo¢anje AU z pf-karotenom) in indirektne metode (DPPH,
ABTS, FRAP). Tako indirektne kot direktne metode imajo svoje prednosti in slabosti, so
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pa indirektne metode v praksi bolj pogosto uporabljene, ker so preprostejSe in bolj
primerne za rutinsko analizo. Direktne metode pa so bolj obcutljive in natancne. Z
direktnimi metodami raziskujemo ucinke antioksidantov prisotnih v analiziranih zivilih na
oksidativno razgradnjo substratov (lipidov, proteinov, krvne plazme, bioloskih membran,
liposomov, DNA). Indirektne metode uporabljamo za proucevanje ucinkov prisotnosti
kovinskih ionov ter sposobnost antioksidantov za lovljenje radikalov, ki pa niso vedno v
povezavi z oksidativno razgradnjo. Primer indirektnega doloCanja je uporaba obarvanih
radikalov, kot sta npr. DPPH" in ABTS™, kjer ne dolo¢amo antioksidativne u¢inkovitosti
direktno, marve¢ dolo¢imo sposobnost antioksidanta, da odda vodikov atom, Ceprav sta ti
dve lastnosti v€asih neposredno povezani. Podatki, pridobljeni s pomocjo direktnih in
indirektnih metod, so bolj zanesljivi, ¢e jih med seboj primerjamo (Roginsky in Lissi,
2004).

2.1.4.1 DPPH metoda

Metoda z radikalom DPPH" (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) spada med najstarejSe indirektne
metode za dolocanje antioksidativne uc¢inkovitosti. Razvil jo je Blois leta 1958 in o njej
porocal v reviji Nature (Molyneux, 2004). Metoda temelji na reakciji med stabilnim
radikalom DPPH’ in donorji vodika, kamor sodijo tudi fenolne spojine.

DPPH’ je stabilen radikal, ker ima sposobnost delokalizacije prostega elektrona okoli
celotne molekule. S tem je onemogocen nastanek dimer ali dimerizacije, kar pa ne velja za
vecino radikalov. Delokalizacija elektronov je odgovorna tudi za nastanek intenzivne
vijoli¢ne barve v etanolu oziroma metanolu. Ko alkoholna raztopina DPPH’ reagira z
antioksidantom se tvori reducirana oblika DPPH, (slika 9), kar povzroci spremembo barve
iz vijoli¢ne v rumeno (Molyneux, 2004).

O3N N —N 03N N—N
. O - O
Slika 9: Strukturna formula 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila — radikal DPPH’ in reducirana oblika
DPPH, (Molyneux, 2004)
Figure 9: Structure of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl — radical DPPH" and the reduced non-radical

DPPH, (Molyneux, 2004)

Ce molekula DPPH’ reagira samo z eno molekulo antioksidanta, potem je stehiometri¢no
razmerje reakcije 1:1. V naslednji enacbi je prikazan primer reakcije radikala DPPH' z
antioksidantom, ki je donor vodika (Brand-Williams in sod., 1995):

DPPH' + AH = DPPH-H + A’ ()

DPPH’ ima velik molarni absorpcijski koeficient v vidnem delu spektra z maksimumom od
515 do 520 nm, kar pomeni, da lahko koncentracijo radikala DPPH" dolo¢amo
spektrofotometricno (Roginsky in Lissi, 2004).
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Koncentracijo DPPH’ izberemo v obmo¢ju med 50 in 100 uM, da so vrednosti absorbance
referencne raztopine manjSe od 1,0. Valovna dolzina, pri kateri merimo absorbanco, je
obic¢ajno med 515 in 520 nm. Reakcijski ¢as metode je razlicen, obi¢ajno 30 min, vendar
so nekateri avtorji uporabljali tudi krajsi oziroma daljsi ¢as (Molyneux, 2004).

Rezultate pri DPPH metodi lahko podajamo na razlicne nacine. Sposobnost lovljenja
radikalov lahko izrazimo kot deleZ inhibicije (%):

Inhibicija (%) = [(Ag— A)/Ag] - 100 . )

Ao je absorbanca slepega vzorca ob Casu 0, medtem, ko je A; absorbanca testirane
raztopine pri doloCenem casu.

Eden izmed nacinov podajanja rezultatov DPPH metode pa je tudi tako imenovana
koncentracija ucinkovitosti, pogosto imenovana ICsy, ki je definirana kot koncentracija
antioksidanta, ki je potrebna za 50 % redukcijo absorbance radikala DPPH" oz. podaja
koncentracijo substrata, ki vodi do 50 % zmanj$anja absorbance DPPH’ in se kaze kot
izguba intenzivnosti vijoli¢ne barve. Ceprav se ta nadin podajanja rezultatov pogostokrat
pojavlja v literaturi, ima dolo¢ene pomanjkljivosti. Morda je najvecja ta, da avtorji pogosto
ne podajo koncentracije radikala DPPH’ v testirani raztopini, kar onemogoc¢a primerjavo
antioksidativne uc¢inkovitosti z rezultati drugih avtorjev. Pomanjkljivost pa je tudi ta, da se
z vecanjem AU zmanjSuje vrednost ICs, kar je nerodno pri graficni predstavitvi rezultatov.
Temu se obi¢ajno izognemo s podajanjem rezultatov v obliki 1/ICso (Molyneux, 2004).

2.1.4.2 ABTS metoda

Ta metoda je primerna za dolo¢anje antioksidativne u¢inkovitosti lipofilnih in hidrofilnih
antioksidantov, hidroksicimetnih kislin, karotenoidov in antioksidantov v krvni plazmi in
je danes med najbolj razsirjenimi metodami za indirektno doloanje AU. ABTS™" radikal
(2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina)) se tvori pri oksidaciji med ABTS™
in kalijevim persulfatom in mo¢no absorbira pri valovni dolzini med 600 in 750 nm, zato
ga lahko enostavno spektrofotometricno dolo¢imo. V prisotnosti antioksidantov, ki so
donorji vodika, se reducira, kar vodi do razbarvanja. Rezultati se izrazajo kot
antioksidativna ucinkovitost v ekvivalentih Troloxa, sinteticnega analoga vitamina E (Re
in sod., 1999; Roginsky in Lissi, 2004).

Stabilnost ABTS™ in moZnost njegove uporabe v vodnih in etanolnih raztopinah ter
Sirokem obmodju vrednosti pH omogocajo uporabo ABTS™ metode za dolo¢anje AU tako
v Cistih komponentah kot v kompleksnih matriksih (Labrinea in Georgiou, 2005). Prednost
metode ABTS™ v primerjavi z ostalimi testi je predvsem njena preprosta uporaba in
moznost za rutinsko uporabo v vsakem laboratoriju. Slabost metode pa je, da dejansko
podaja sposobnost spojin za reakcijo z ABTS™ in ne AU (Roginsky in Lissi, 2004).

2.1.4.3 FRAP metoda

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda oziroma antioksidativna mo¢
redukcije feri iona je sposobnost fenolnih spojin, da reducirajo Fe’* do Fe*™ (fero oblika).
Prva sta to preprosto, poceni in hitro metodo opisala Benzie in Strain (1996). Pri nizki
vrednosti pH se pri reakciji antioksidanta z reagentom TPTZ (2,4,6-tri[2-piridil]-s-triazin)
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razvije intenzivno modro obarvan kompleks z Fe’™ — fero tripiridiltriazin, ki ima
absorpcijski maksimum pri 593 nm.

2.1.4.4 ORAC metoda

ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) metoda se zelo pogosto uporablja za
doloCanje AU naravnih fenolnih antioksidantov in razli¢nih Zivil — sadja, zelenjave, pijac.
Pri tej metodi dolocamo ucinkovitost lovljenja kisikovih radikalov. Fluorescentni marker
[-fikoeritrin se uporablja kot tarca, na katero delujejo peroksilni radikali, katerih izvor je
AAPH  (2,2’-azobis(2-amidinopropan)  dihidroklorid). ~ Preiskovanemu  oziroma
standardnemu vzorcu dodamo pf-fikoeritrin. Po dodatku AAPH se fikoeritrin oksidira in
zato se zmanjSa njegova fluorescenca. Trolox — sinteti¢ni analog vitamina E, sluzi kot
standard, zato se ORAC vrednosti izrazajo v pmol Trolox/g (Roginsky in Lissi, 2004;
Beretta in sod., 2005).

2.1.4.5 Dolocanje antioksidativne ucinkovitosti z f-karotenom

Metoda temelji na antioksidativnih sposobnostih sestavin vzorcev za zmanjSevanje
oksidacije f-karotena. Meri manjSanje intenzitete barve f-karotena v emulziji f-karotena in
linolne kisline ob prisotnosti antioksidanta. Slabost metode je dolgotrajnost in rezultat
izmerjene vrednosti AU je podan samo v odstotkih inhibicije (Roginsky in Lissi, 2004;
Chaillou in Nazareno, 2006).

2.1.5 Analize fenolnih spojin

Analitika fenolnih spojin je zelo zahtevna predvsem zaradi njihove raznolikosti. Analizo
otezujeta razlicna kemijska struktura in razlicna obcutljivost fenolnih spojin na pogoje
ekstrakcije in hidrolize. Za dolocitev fenolnih spojin v Zivilih se uporabljajo razli¢ne
metode. Vecina metod je specifi¢na, pogosto tudi prilagojena za locbo znotraj posameznih
skupin fenolnih spojin, zato so v literaturi opisani Stevilni postopki, ki se razlikujejo glede
na vrsto vzorca, ki ga analiziramo.

Analiti¢ni postopki dolocanja individualnih fenolnih spojin vkljucujejo tri osnovne korake:
ekstrakcijo iz vzorca, loCevanje in kvantitativno dolocitev (Gomez-Caravaca in sod.,
2006a).

Ekstrakcija oziroma izolacija fenolnih spojin je odvisna od matriksa vzorca, iz katerega jih
moramo izolirati (rastline, Zivila, tekoCi vzorci). Uporabljata se predvsem dva nacina,
klasi¢na ekstrakcija z metanolom in nekaterimi drugimi topili ter ekstrakcija na trdni fazi
(SPE — solid phase extraction). SPE je hitra in obcutljiva tehnika za pripravo vzorcev, ki je
uspesno nadomestila nekatere dolgotrajne, konvencionalne metode izolacije in ekstrakcije
(npr. ektrakcijo v tekoco fazo (LLE — liquid-liquid extraction)). Pri SPE so stacionarne
faze napolnjene v plasticne ali steklene kolone (kartuSe) in vsebujejo od 100 do 500 mg
sorbenta. Za analizo fenolnih spojin obi¢ajno uporabljamo reverznofazne (RP) kolone,
napolnjene s silikagelom, na katerega je vezana oktadecilna (C-18) ali oktilna skupina
(C-8). Izolacija analita iz matriksa poteka v ve¢ fazah. SPE kolono najprej kondicioniramo
z izbrano mobilno fazo, nato sledi nanos vzorca in spiranje neZeljenih sestavin. Potem
sorbent posusimo, sledi eluiranje analita iz kolone z ustreznim organskim topilom (Tura in
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Robards, 2002; Molnar-Perl in Fiizfai, 2005; de Rijke in sod., 2006). SPE je zelo uporabna
za ekstrakcijo in ¢iS€enje analitov zaradi svoje visoke selektivnosti, hitrosti ekstrakcije,
visokih izkoristkov, moznosti avtomatizacije postopka in bistveno manjSe porabe
organskih topil v primerjavi z LLE (Xing in sod., 2007).

Za grobo oceno vsebnosti skupnih fenolnih spojin ali posameznih skupin fenolnih spojin se
uporabljajo spektrofotometricne metode, ki so dokaj preproste in zelo primerne za rutinsko
analizo. Temeljijo na reakciji doloc¢enih fenolnih spojin z izbranim reagentom. Konéni
rezultat teh reakcij so obarvani produkti, ki jih lahko spektrofotometri¢no dolo¢imo pri
ustrezni valovni dolzini. Tako se za dolocanje skupnih fenolnih spojin najpogosteje
uporablja Folin-Ciocalteujeva metoda. Slabost metode je, da FC reagent ni specificen in
reagira z vsemi fenolnimi skupinami v ekstraktu, druga slabost pa je vpliv reducirajocih
snovi, npr. askorbinske kisline (Robards, 2003; Naczk in Shahidi, 2004). Ce analizirani
vzorci vsebujejo poleg fenolnih spojin tudi ogljikove hidrate, karotenoide, aminokisline in
vitamin C, lahko s to metodo dolo¢imo vecjo vsebnost skupnih fenolnih spojin, kot jih
vzorci dejansko vsebujejo (Bahorun in sod., 2004).

Prav tako lahko spektrofotometricno dolo€amo vsebnost skupnih flavonoidov kot tudi
vsebnost posameznih skupin flavonoidov. Vse te metode pa nam dajo samo neko oceno
vsebnosti, ni¢ pa ne povedo o posameznih fenolnih spojinah (Naczk in Shahidi, 2004).

Bolj zanesljive rezultate pri analizi fenolnih spojin v naravnih proizvodih dobimo z
uporabo kromatografskih metod, kot so tekocinska kromatografija visoke locljivosti
(HPLC), tankoplastna kromatografija, plinska kromatografija ter kapilarna elektroforeza.
Te tehnike se lahko uporabljajo tako za kvalitativno in kvantitativno analizo kot tudi za
izolacijo in ¢iS¢enje analitov (Sivam, 2002; Robards, 2003; Naczk in Shahidi, 2004).

Omejena uporaba plinske kromatografije v analitiki fenolnih spojin je posledica premajhne
hlapnosti teh spojin in s tem komplicirane priprave vzorca za analizo (potrebna je
derivatizacija), zato se je bolj uveljavila metoda HPLC. Prednost HPLC v primerjavi z
ostalimi kromatografskimi metodami je vecja obcutljivost, hitrost in dokaj preprosta
uporaba. Pri tekocinski kromatografiji fenolnih spojin se obicajno uporabljajo
reverznofazne C-8 ali C-18 kolone (stacionarna faza je na silikagel vezan n-alkan z 8 ali 18
C-atomi). TekocCinska kromatografija z obrnjeno fazo (RP-HPLC) je tista, kjer je
stacionarna faza manj polarna od mobilne faze. Gradientna elucija poteka z dvema
mobilnima fazama: polarno topilo, obic¢ajno voda z dodatkom kisline (mravljin¢na, ocetna,
fosforjeva (V) kislina) in manj polarno organsko topilo, acetonitril ali metanol. Obicajno
poteka locba pri sobni temperaturi, lahko pa kolono termostatiramo na doloceno
temperaturo (do 40 °C), da skrajSamo Cas analize in dosezemo boljSo ponovljivost
retencijskih ¢asov. Polarne komponente eluirajo iz kolone prej kot nepolarne, vrstni red
eluiranja fenolnih spojin je obi€ajno naslednji: hidroksibenzojske kisline < hidroksicimetne
kisline < glikozidi flavonoidov (flavanoni < flavonoli < flavoni) < prosti aglikoni
(flavanoni < flavonoli < flavoni) (Merken in Beecher, 2000a,b; Sivam, 2002; Robards,
2003; de Rijke in sod., 2006; Repollés in sod., 2006).

HPLC se lahko uporablja v povezavi z razlicnimi detektorji, kot so UV-Vis, detektor z
diodno matriko (DAD), fluorescencni detektor, elektrokemijski detektor in masni
spektrometer (MS). V posameznih primerih UV-Vis spektri ne zagotavljajo identifikacije
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analitov, zato se je v zadnjem Casu zelo uveljavila uporaba tekoCinske kromatografije v
povezavi z masno spektrometrijo (HPLC/MS). HPLC omogoc¢i kromatografsko locitev
analitov pred MS analizo. Masni spektrometer je instrument, kjer v plinski fazi nastanejo iz
molekul spojin ioni, ki jih aparat potem loc¢i glede na razmerje masa/naboj (m/z). Masni
spekter je graf, ki prikazuje odvisnost posameznih mas od njihove intenzitete in daje
podatke o molski masi, strukturi, koli¢ini in ¢istosti vzorca. Razvite so bile razli¢ne metode
ionizacije, med njimi se zelo pogosto uporablja ionizacija z elektrorazprSevanjem (ESI-
MS) tako v pozitivnem (ESI-PI), kot v negativnem (ESI-NI) nacinu. Poznana je Se
kemijska ionizacija pri atmosferskem tlaku (APCI-MS) in fotoionizacija pri atmosferskem
tlaku (APPI-MS) (Sanchez-Rabaneda in sod., 2003; Naczk in Shahidi, 2004; de Rijke in
sod., 2006; Savarese in sod., 2007; Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007; Xing in sod., 2007).

V vecini primerov se HPLC/MS uporablja v kombinaciji z UV detektorjem za potrditev
identitete fenolnih spojin v vzorcu s pomocjo standardov in referen¢nih podatkov. Za
identifikacijo neznanih spojin v vzorcu pa se je uveljavila tudi uporaba tandemske masne
spektrometrije (MS/MS) (de Rijke in sod., 2006).

V zadnjem cCasu se pri analitiki fenolnih spojin uveljavlja tudi uporaba nuklearne magnetne
resonance (NMR) in povezava te tehnike z masno spektrometrijo (sistem HPLC-MS-
NMR), ki omogoca popolno analizo fenolnih spojin, vkljuéno z njihovo natan¢no
strukturo, konfiguracijo, Stevilom dvojnih vezi, prostimi in substituiranimi hidroksilnimi
skupinami (Robards, 2003; Molnar-Perl in Fiizfai, 2005; de Rijke in sod., 2006).

2.1.5.1 Dolocanje flavonoidov in fenolnih kislin v medu

Zacetki doloCanja antioksidativnih komponent v medu segajo v leto 1990, ko so razli¢ni
avtorji zaceli raziskovati vsebnost posameznih fenolnih spojin (fenolnih kislin in
flavonoidov) ter razvili metodo za njihovo dolocanje (Amiot in sod., 1989; Ferreres in
sod., 1991 in 1994a; Tomas-Barberan in sod., 1993a,b).

Pri dolo¢anju fenolnih spojin v medu s pomoc¢jo HPLC se uporabljajo reverznofazne C-18
kolone, mobilna faza je polarno topilo. V vecini objavljenih Studij so raziskovalci uporabili
gradientno elucijo z dvema mobilnima fazama: vodno raztopino mravljincne kisline in
metanola. Locba poteka priblizno eno uro. Za detekcijo se najpogosteje uporablja detektor
z diodno matriko, najpogosteje uporabljeni valovni dolzini sta 290 in 340 nm, v manjsi
meri se uporabljata Se masni in elektrokemijski detektor. Fenolne spojine v medu se
identificirajo s primerjavo retencijskih ¢asov, UV spektrov in kromatogramov (Gomez-
Caravaca in sod., 2006a).

Med je zaradi svoje sestave, predvsem velike vsebnosti ogljikovih hidratov, zelo zahtevno
zivilo za analizo fenolnih spojin. Pred samo analitiko je zato potrebno ogljikove hidrate in
ostale moteCe komponente (kisline, proteine) odstraniti in vzorce koncentrirati. Postopek
ekstrakcije, uporabljen v Stevilnih raziskavah, poteka v ve¢ fazah. Vzorci medu se obic¢ajno
raztopijo v vodi z dodatkom HCI (pH = 2) v razmerju 1:5 in filtrirajo. Kljub temu, da so
flavonoidi v medu Ze v obliki aglikonov, se izvede hidroliza, da se zmanjSajo interference
v nadaljnji lo¢bi in poenostavijo kromatografski podatki (Robards, 2003). Nato se filtrat
spusti skozi kolono, napolnjeno z ionskim izmenjevalcem Amberlite XAD-2. Druga
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moznost ekstrakcije je, da se filtrat predhodno 10 minut meSa z Amberlitom XAD-2 na
magnetnem mesalu in se z meSanico napolni kolono. Fenolne spojine ostanejo na nosilcu,
ogljikovi hidrati in ostale polarne snovi pa se eluirajo s topilom. Sledi spiranje kolone z
vodo z dodatkom HCI (pH = 2) in z destilirano vodo. Celotna fenolna frakcija se nato
eluira z metanolom. Sledi odstranjevanje metanola (ekstrakt se koncentrira do suhega),
potem se ostanek raztopi v dvakrat destilirani vodi in veckrat ekstrahira z dietiletrom ali
etil acetatom. Etrni oziroma etil acetatni ekstrakti, v katerih ostanejo fenolne spojine, se
nato zdruzijo, dietileter ali etil acetat pa se odstranita. Suh ostanek (fenolna frakcija) se
raztopi v metanolu in filtrira preko 0,45 pm membranskega filtra pred HPLC analizo
(Amiot in sod., 1989; Ferreres in sod., 1991 in 1994a; Tomas-Barberan in sod., 1993a,b;
Gil in sod., 1995; Soler in sod., 1995; Martos in sod., 1997; Vit in sod., 1997; Weston in
sod., 1999; Martos in sod., 2000a,b; Tomas-Barberan in sod., 2001; Gheldof in sod., 2002;
Yao in sod., 2003; Yao in sod., 2004a,b; D’Arcy, 2005; Ceksteryté in sod., 2006; Arraez-
Roman in sod., 2006; Fiorani in sod., 2006; Kenjeri¢ in sod. 2007; Baltrusaityté in sod.,
2007). Slabost omenjenega postopka ekstrakcije je, da nekatere fenolne kisline zelo
verjetno eluirajo skupaj z ogljikovimi hidrati v procesu ¢iscenja (Weston in sod., 1999).
Podobno je D’Arcy (2005) v obsezni Studiji fenolnega profila avstralskih medov ugotovil,
da se nekatere od fenolnih kislin, galna, klorogenska in elaginska, sploh ne veZejo na
izmenjevalec Amberlite XAD-2. Ostale fenolne kisline, analizirane v raziskavi, kavna, p-
kumarna in ferulna, pa so imele izkoristke od 16 — 62 %, kar kaze na to, da opisan
postopek ekstrakcije za te fenolne kisline ni najbolj primeren. Za flavonoide je metoda
primerna, saj so bili izkoristki ve¢inoma visji od 80 %.

Slabost postopka ekstrakcije s pomocjo izmenjevalca Amberlita XAD-2 je tudi dolgotrajna
priprava vzorcev za analizo fenolnih spojin in velika poraba organskih topil, predvsem
metanola, potrebna pa je tudi velika koli¢ina medu. Zato se v zadnjem Casu vse bolj
uporablja metoda SPE, kjer so stacionarne faze napolnjene v plasti¢ne ali steklene kolone
(kartuse) za enkratno uporabo. Tako so Pulcini in sod. (2006) razvili enostavno in hitro
SPE metodo za ekstrakcijo flavonoidov in fenolnih kislin v razli¢nih vrstah italijanskega
medu (kostanjevem, akacijevem, son¢ni¢nem, resinem in evkaliptusovem medu). S
pomocjo SDB-L kolon (500 mg/3 ml, Phenomenex) so dobili Ciste frakcije flavonoidov in
fenolnih kislin, ki so jih nato analizirali s pomoc¢jo LC/ESI/MS/MS metode in dobili
ponovljive rezultate in visoke izkoristke.

Michalkiewicz in sod. (2008) so razvili SPE metodo za doloCanje petih fenolnih kislin
(galne, p-hidroksibenzojske, vanilinske, kavne in siringinske) ter treh flavonoidov (rutina,
kvercetina in kamferola) v medu. Metoda vkljucuje ekstrakcijo fenolnih snovi iz vodne
raztopine medu in njihovo kvalitativno in kvantitativno doloc¢itev s HPLC z detektorjem z
diodno matriko in s fluorescentnim detektorjem. Obenem so ugotavljali tudi izkoristek
ekstrakcije s Stirimi razliénimi sorbenti, Amberlitom XAD-2, BondElut C18 (500 mg),
Oasis HLB (200 mg) in Strata-X (30 mg). Kot najmanj primeren se je izkazal Amberlite
XAD-2, kjer so bili izkoristki najslabsi, galna kislina se nanj sploh ni vezala, ostale fenolne
kisline pa le deloma. Najboljse rezultate so dosegli z uporabo Oasis HLB kolon.

Dimitrova in sod. (2007) so za dolo¢anje fenolnih kislin v medu uporabili SPE (BondElut
C18 kartuse) in tekocinsko kromatografijo z obrnjeno fazo, z UV detektorjem ter v 49
vzorcih medu razliénega botani¢nega izvora dolocili naslednje kisline: benzojsko,
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salicilno, 3-hidroksibenzojsko 4-hidroksibenzojsko, protokatehinsko, galno, siringinsko,
vanilinsko, cimetno, o-kumarno, m-kumarno, p-kumarno, kavno, ferulno, fenilocetno, S-
fenilmlec¢no in p-hidroksifenilmlec¢no kislino.

Inoue in sod. (2005) so za ekstrakcijo fenolnih snovi iz medu uporabili GL-Pak PLS-2
kolone (270 mg/6 ml, GL Sciences) in fenolno frakcijo analizirali s pomocjo tekocCinske
kromatografje z elektrokemijskim detektorjem (LC/ED) in LC/ESI/MS metodo.

Kot alternativa HPLC metodi se za dolo¢anje fenolnih snovi v medu lahko uporablja tudi
kapilarna elektroforeza, objavljenih $tudij pa je relativno malo. Prednosti so krajsi Cas
analize v primerjavi s HPLC, ucinkovita separacija, preprostost in nizki stroski
obratovanja. Gomez-Caravaca in sod. (2006b) so dolocali fenolne snovi v medu s
kapilarno elektroforezo z UV-Vis detektorjem in uspesno identificirali le 5 spojin —
kamferol, pinocembrin, krizin, ferulno in p-kumarno kislino. Ugotovili so, da bi bilo
potrebno uporabiti bolj zanesljiv sistem detekcije, kot je npr. masni detektor. Andrade in
sod. (1997) pa so s kapilarno consko elektroforezo in detektorjem z diodno matriko
uspesno identificirali 26 fenolnih spojin (flavonoidov in fenolnih kislin) v razli¢nih vrstah
medu in ovrednotili razlike v fenolnem profilu glede na botani¢no poreklo medu.

Arrdez-Roman in sod. (2006) so pri analitiki fenolnih spojin v medu prvi uporabili metodo
ki je vkljuc¢evala SPE in kapilarno consko elektroforezo v povezavi z masno spektrometrijo
(CZE-ESI-MS). S pomocjo elekroforetskih rezultatov, molskih mas spojin in strukturnih
informacij, so uspesno identificirali razlicne fenolne spojine v roZzmarinovem medu in
ugotovili, da je postavljena metoda zaradi hitre in ucinkovite separacije dobra alternativa
HPLC metodi.

Pojavlja se tudi vprasanje uporabe internega standarda pri doloc¢anju fenolnih spojin v
medu. Interni standard se uporablja za korekcijo naklju¢nih in sistematskih napak celotne
metode, vkljuéno s pripravo vzorca s SPE, kromatografijo in detekcijo. Potreba po
internem standardu je odvisna od priprave in stopnje ¢iScenja vzorcev in kromatografske
separacije (Wieling, 2002). Pri doslej objavljenih Studijah o doloCanju fenolnih spojin v
medu z uporabo izmenjevalca Amberlita XAD-2 in nadaljnjo HPLC, vecina raziskovalcev
internega standarda ni vkljucila v analizo. So pa nekateri raziskovalci interni standard
uporabili pri doloCanju ostankov antibiotikov v medu s SPE in LC/MS metodo (Forti in
sod., 2005; Thompson in Noot, 2005; Nozal in sod., 2006).

2.1.6 Povezava med vsebnostjo fenolnih spojin in antioksidativno u¢inkovitostjo

Stevilne raziskave podajajo statisticno znadilne pozitivne korelacije med vsebnostjo
fenolnih spojin in antioksidativno ucinkovitostjo v naravnih produktih, kar kaze na to, da
so fenolne spojine, predvsem flavonoidi in fenolne kisline, v veliki meri odgovorne za
antioksidativni potencial. Razlicni avtorji so iskali povezave med vsebnostjo skupnih
fenolnih spojin, doloc¢eno s Folin-Ciocalteujevo metodo, in antioksidativno u¢inkovitostjo,
dolo¢eno predvsem z naslednjimi metodami: FRAP, DPPH in ABTS, ter tudi korelacije
med uporabljenimi metodami za dolocanje AU (Bahorun in sod., 2004; Miliauskas in sod.,
2004; Mansouri in sod., 2005; Hukkanen in sod., 2006; Stratil in sod., 2006; Othman in
sod., 2007; Surveswaran in sod., 2007; Verzelloni in sod., 2007; Wojdyto in sod., 2007).
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2.2 ANTIOKSIDATIVNA UCINKOVITOST MEDU

Rezultati Stevilnih raziskav kazejo, da mnoge rastline sintetizirajo spojine z antioksidativno
ucinkovitostjo, ki veljajo za naravni vir obrambe Cloveskega organizma pred delovanjem
radikalov. Na nekaterih od teh rastlin ¢ebele nabirajo nektar oziroma mano in s tem
prenesejo bioaktivne komponente v med (Baltrusaityté in sod., 2007). Zato spada med k
zivilom, ki sluzijo kot vir naravnih antioksidantov in so lahko uéinkoviti pri zmanjSevanju
tveganja za nastanek rakavih obolenj, bolezni srca in ozilja, artritisa, raznih vnetij ter
zavirajo procese staranja (The National Honey Board, 2003). Prav tako lahko med S§citi
pred Skodljivimi oksidacijskimi procesi v zivilih, kot so encimsko porjavenje sadja in
zelenjave (Chen in sod., 2000; Vela in sod., 2007) in oksidacija lipidov v mesu (Gheldof in
Engeseth, 2002; McKibben in Engeseth, 2002), ter zavira rast kvarljivcev zivil in
mikroorganizmov, ki so lahko zdravju Skodljivi (Taormina in sod., 2001; Mundo in sod.,
2004; Nagai in sod., 2006; Kiigiik in sod., 2007). Komponente v medu, ki so odgovorne za
njegov antioksidativni ucinek, so lahko fenolnega ali nefenolnega izvora in so podane v
preglednici 1.

Preglednica 1:  Vrste fenolnih in nefenolnih spojin medu z antioksidativnim delovanjem (Tomas-Barberan
in sod., 2001; Gheldof in sod., 2002; Al-Mamary in sod., 2002)

Table 1: Honey phenolic and non-phenolic compounds with antioxidant activity (Tomas-Barberan et
al., 2001; Gheldof et al., 2002; Al-Mamary et al., 2002)

Fenolne spojine
Nefenolne spojine
fenolne kisline flavonoidi
benzojska kislina pinobanksin abscizinska kislina
cimetna kislina pinocembrin proteini
kavna kislina krizin prolin
p-kumarna kislina galangin glukonska kislina
ferulna kislina apigenin askorbinska kislina
galna kislina kvercetin katalaza
elaginska kislina kamferol peroksidaza
vanilinska kislina luteolin vodikov peroksid
klorogenska kislina tektokrizin hidroksimetilfurfural (HMF)
hesperetin produkti Maillardove reakcije
pinostrobin
miricetin

Vsebnost teh sestavin v medu je majhna in lahko zelo variira glede na botani¢no pa tudi
geografsko poreklo medu. V manjsi meri pa lahko na vsebnost teh sestavin vplivajo tudi
postopki pridobivanja medu in pogoji skladis¢enja (Frankel in sod., 1998; Gheldof in
Engeseth, 2002; Wang in sod., 2004; Turkmen in sod., 2005).

Za dolocanje antioksidativne aktivnosti medu ni neke standardizirane metode. Uporabljajo
se razlicni testi, ki temeljijo na razli¢nih principih in ekperimentalnih pogojih.
Najpogosteje uporabljene metode so DPPH, FRAP, ABTS in ORAC. Problem, ki se
pojavlja pa je, da raziskovalci za dolocCitev antioksidativnega potenciala medu lahko
uporabijo isto metodo, vendar z razlicnimi modifikacijami, zato so rezultati razli¢nih $tudij
tezko primerljivi. Beretta in sod. (2005) so ugotovili, da ni nekega sistemati¢nega pristopa
za vrednotenje antioksidativne ucinkovitosti medu, kjer bi upostevali razlicne spojine z
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antioksidativnim potencialom ter ustrezne korelacije, kar bi potrdilo mnenje o medu kot
viru antioksidantov. Zato so s svojo raziskavo zeleli postaviti zanesljive in enostavne
smernice za standardizacijo antioksidativnih lastnosti medu razlicnega geografskega in
botani¢nega porekla s kombinacijo razlicnih metod. Dolocali so intenzivnost barve medu,
vsebnost skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteujevo metodo, skupno antioksidativno
ucinkovitost s FRAP metodo, sposobnost lovljenja radikalov z DPPH metodo ter merili
ucinkovitost lovljenja kisikovih radikalov z ORAC metodo. Ugotovili so, da se razli¢ne
vrste medu med seboj znacilno razlikujejo v vrednostih posameznih parametrov, korelacije
med analiziranimi parametri pa so bile visoko statistiéno znacilne. Medovi istih vrst iz
razli¢nih geografskih podrocij imajo podoben antioksidativen potencial, kar kaze na to, da
ima botani¢no poreklo glavni vpliv na antioksidativno ucinkovitost medu, medtem ko
geografsko poreklo, nacin pridobivanja medu in njegovo skladisCenje vplivajo v manjsi
meri.

Gheldof in sod. (2002) so dolocali antioksidativno aktivnost ameriS§kega medu razlicnega
botani¢nega porekla z ORAC metodo in ugotovili, da je antioksidativni potencial medu
rezultat medsebojnega delovanja Sirokega spektra komponent, vklju¢no fenolnih snovi
(fenolnih kislin in flavonoidov), peptidov, organskih kislin, encimov, produktov
Maillardove reakcije in ostalih minornih komponent. Medovi razli¢nih vrst se med seboj
znacilno razlikujejo v antioksidativni u€inkovitosti. Ugotovili so, da je vsebnost skupnih
fenolnih spojin, doloCena z modificirano Folin-Ciocalteujevo metodo, ocitno vecja kot
skupna vsebnost posameznih fenolnih spojin, dolo¢enih s HPLC. Fenolne spojine znacilno
prispevajo k antioksidativni aktivnosti medu, vendar zanjo niso izklju¢no odgovorne, saj je
njihova vsebnost v medu premajhna. Zato so dolocili tudi vsebnost nekaterih nefenolnih
spojin, ki prispevajo k celotni antioksidativni kapaciteti medu: proteinov, glukonske in
askorbinske kisline, hidroksimetilfurfurala (HMF) in vodikovega peroksida.

Frankel in sod. (1998) so dolocali antioksidativno aktivnost razli¢nih vrst ameriSkega medu
s pomocjo spektrofotometrije, brez dolocanja individualnih komponent odgovornih za
aktivnost. Rezultati Studije kazejo, da antioksidativna ucinkovitost variira glede na vrsto
medu ter je v pozitivni korelaciji z vsebnostjo vode in barvo medu.

Aljadi in Kamaruddin (2004) sta analizirala dve vrsti malezijskega cvetlicnega medu. Za
dolo¢anje antioksidativne ucinkovitosti medu sta uporabila FRAP in DPPH metodo in
ugotovila, da ima malezijski med antioksidativne lastnosti, h katerim znacilno prispevajo
fenolne spojine.

Buratti in sod. (2007) so razvili hitro in enostavno elektrokemijsko metodo za spremljanje
antioksidativne u¢inkovitosti medu, maticnega mlecka in propolisa. Uporabljena metoda —
pretoc¢na injekcijska analiza z amperometricno detekcijo, temelji na sposobnosti redukcije
antioksidativnih komponent in ne zahteva uporabe radikalov ali oksidantov.

V vsakdanji prehrani lahko med, kot naravno Zivilo, sluzi kot dodaten vir antioksidantov,
¢eprav ne more nadomestiti sadja in zelenjave, ki jih zauzijemo znatno ve¢. Po strokovnih
ugotovitvah je zaradi bogate hranilne sestave dobro nadomestilo za namizni sladkor
(saharozo) in ima Se dodatni dietni ucinek, ker zmanjSuje nivo lipidov v krvi (Schramm in
sod., 2003).
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K antioksidativni u¢inkovitosti medu lahko prispevajo tudi produkti Maillardove reakcije,
pri kateri reducirajoci ogljikovi hidrati reagirajo s prostimi aminokislinami in nastanejo
rjavi pigmenti. Turkmen in sod. (2005) so vzorce medu segrevali pri razli¢nih
temperaturah in ugotovili, da se AU bolj poveca pri tistih vzorcih medu, pri katerih je bila
uporabljena visja temperatura segrevanja. Med toplotno obdelavo medu pa lahko pride do
izgube naravno prisotnih antioksidantov (flavonoidov in fenolnih kislin), kar lahko z
nastankom produktov Maillardove reakcije kompenziramo (Turkmen in sod., 2005).

Veliko raziskovalcev pri analizi fenolnih spojin v medu s pomoc¢jo HPLC, doloc¢a tudi
vsebnost abscizinske kisline (ABA). ABA (slika 10) je neflavonoidna spojina — izoprenoid
seskviterpen, spada med rastlinske hormone in kot rastni inhibitor sluzi za zas¢ito rastline v
casu suSe in negativnih vplivov okolja. Prisotna je v cvetliénem nektarju in mani ter
posledi¢no v razli¢nih koli¢inah tudi v samem medu. Nekateri raziskovalci (Ferreres in
sod., 1996; Tomas-Barberdn in sod., 2001) navajajo, da lahko ABA, tako kot posamezni
flavonoidi, sluzi kot marker za botani¢no poreklo medu.
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Slika 10: Abscizinska kislina, A: trans-trans, B: cis-trans izomera (Ferreres in sod., 1996)
Figure 10: Abscisic acid, A: trans-trans isomer, B: cis-trans isomer (Ferreres et al., 1996)

Abscizinsko kislino so dolocili v resinem, citrusovem, lipovem in akacijevem medu ter
medu oljne repice (Tomds-Barberan in sod., 2001). Ferreres in sod. (1996) so ugotovili, da
vsebuje ekstrakt resinega medu, pridobljen z ekstrakcijo z ionskim izmenjevalcem
Amberlitom, znatno veC abscizinske kisline kot flavonoidov in fenolnih kislin.

2.2.1 Vpliv skladi$¢enja na antioksidativno u¢inkovitost medu

V literaturi obstaja zelo malo raziskav o vplivu skladis¢enja na AU medu. Wang in sod.
(2004) porocajo o zmanjSanju antioksidativne ucinkovitosti, dolo¢ene z ORAC metodo,
preiskovanih vzorcev medu, skladi§¢enih 6 mesecev. V tem Casu so opazili, da se vsebnost
skupnih fenolnih spojin ni bistveno zmanjsala. Poleg tega so ugotovili, da vrsta embalaze
in temperatura skladiS¢enja nimata bistvenega vpliva na AU in vsebnost skupnih fenolnih
spojin v medu. Nagai in sod. (2001) pa so prav tako ugotovili, da se AU razli¢nih vrst
medu s Casom postopoma zmanjsuje.
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2.3 BARVA MEDU

Barva medu je, poleg okusa in arome, ena izmed karakteristik, ki sluZijo za prepoznavanje
rastline, iz katere med izvira. Barva je zelo raznolika in variira, glede na botani¢no poreklo,
od skoraj brezbarvne in bledo rumene preko jantarne in rdece barve do temno rjave oz.
skoraj ¢rne barve (Mateo Castro in sod., 1992; Terrab in sod., 2004). Odvisna je od
vsebnosti elementov, cvetnega prahu, vrednosti pH in prisotnih pigmentov, ki dajejo medu
znacilno barvo in vplivajo na njeno intenzivnost (Lazaridou in sod., 2004; Gonzales-Miret
in sod., 2005; Baltrusaiyté in sod, 2007).

Barva je odvisna tudi od necisto¢, ki so prisotne v nektarju, ter od stopnje kristalizacije.
Nastanek in rast kristalov v medu je naraven pojav, odvisen od razmerja fruktoze in
glukoze v medu. Obicajno se zgodi v ve€ini medov in ne povzroca nobenih kemijskih
sprememb. Zaradi nastalih kristalov pride le do spremembe barve, kristaliziran med je
nekoliko svetlejsi. Tak med je pogosto podvrzen toplotni obdelavi, da se ponovno
utekocini. Segrevanje medu navadno poteka nekaj dni pri temperaturi 45 — 50 °C ali v vroci
vodni kopeli. Ena izmed posledic segrevanja je pojav neencimskega porjavenja, tako
imenovana Maillardova reakcija, pri kateri nastanejo rjavo obarvani produkti (Turkmen in
sod., 2005).

Nekateri avtorji so iskali povezave med barvo medu in botani¢nim poreklom, industrijsko
predelavo, temperaturo in ¢asom skladiS¢enja. Znano je, da med skladisCenjem med
postaja temnejSi. Sprememba barve medu med skladis¢enjem se lahko pojavi zaradi
produktov Maillardove reakcije in reakcij fenolnih spojin. Med drugim tudi sama sestava
medu (vsebnost glukoze, fruktoze, prostih aminokislin in vode) in njegova zacetna barva
vplivajo na stopnjo potemnitve, ki je odvisna tudi od temperature in/ali ¢asa skladiscenja.
Potemnitev medu se linearno veca s ¢asom skladiS¢enja (Pereyra Gonzales in sod., 1999).
Na barvo medu vplivajo tudi naravno prisotna pelodna zrna, predvsem njihova barva in
morfologija. Ugotovljeno je bilo, da rumena pelodna zrna dajejo svetlejSo barvo medu,
medtem ko rjava barva pelodnih zrn prispeva k temnejsi barvi medu (Terrab in sod., 2004).

Barva medu je tudi eden izmed faktorjev, ki lahko vpliva na njegovo trzno ceno in
sprejemljivost za potroSnika. Svetlej$i med ima ponavadi neZnejSo aromo ter posledicno
vecjo trzno vrednost kot temnejSi med. Kot je bilo Ze omenjeno, se med samim
transportom in/ali med skladiS¢enjem barva medu spreminja. Posledi¢no lahko nastopijo
razli¢ne senzori¢ne spremembe, ki vplivajo na samo kakovost medu (Pereyra Gonzales in
sod., 1999).

Barva medu lahko, poleg ostalih fizikalno-kemijskih parametrov, kot so elektricna
prevodnost, vsebnost vode, vsebnost posameznih ogljikovih hidratov, vrednost pH in
vsebnost pepela, sluzi kot orodje za klasifikacijo medu glede na botani¢no poreklo. Mateo
in Bosch-Reig (1998) sta analizirala 93 vzorcev sedmih vrst $Spanskega medu ter z uporabo
rezultatov elektricne prevodnosti, barve, vsebnosti vode, fruktoze in glukoze v medu, s
pomocjo diskriminantne analize, pravilno razvrstila 95,7 % vzorcev medu glede na
botani¢no poreklo.
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V Sloveniji imamo, zaradi raznolikosti pokrajin s specificnimi klimatskimi razmerami in
raznovrstnimi medonosnimi rastlinami, veliko razli¢nih vrst medu, katerih barva lahko zelo

variira. Barvne karakteristike posameznih vrst slovenskega medu so podane v preglednici
2.

Preglednica 2: Znadilnosti barve razli¢nih vrst slovenskega medu (Golob in sod., 2002; Bertoncelj in sod.,

2007)
Table 2: Colour characteristics of different types of Slovenian honey (Golob et al., 2002; Bertoncelj
et al., 2007)
Vrsta medu Barva
akacijev skoraj brezbarvna do slamnato rumena
. svetlo rumena do svetlo jantarna, slamnata, z zelenim
lipov
odtenkom
e zelo raznolika; od rumene do rjave, odvisna od vrste rastlin
cvetliéni . y .
in deleZza medu iz mane
kostanjev rjava, jantarna, bolj ali manj temna z rdeckastim odtenkom
hojev sivo-rjava, z zelenim odtenkom
srednje do temno jantarna z rde¢im odtenkom, sijoca
smrekov o
povrsina
. svetlo do temno rjava, lahko z rdeckastim ali zelenim
gozdni
odtenkom

Razli¢ni avtorji uporabljajo razlicne pristope za vrednotenje barve medu in zato lahko
metode za merjenje barve razdelimo v subjektivne oziroma senzori¢ne in objektivne
oziroma instrumentalne (Terrab in sod., 2004). Instrumentalne metode, ki se najpogosteje
uporabljajo za vrednotenje barve medu, so merjenje barve v CIE L'a’b sistemu, merjenje
absorbance raztopine medu in dolocanje barve po Pfundu (Terrab in sod., 2002; Bogdanov
in sod., 2004).

24 POVEZAVA MED VSEBNOSTJO FENOLNIH SPOJIN V MEDU, NJEGOVO
ANTIOKSIDATIVNO UCINKOVITOSTJO IN BARVO

Stevilni raziskovalci so proudevali povezavo med vsebnostjo fenolnih spojin v medu,
njegovo antioksidativno ucinkovitostjo in barvo. Njihove ugotovitve so si zelo podobne.
Beretta in sod. (2005) so dokazali tesno medsebojno odvisnost med vsebnostjo skupnih
fenolnih spojin in AU, doloc¢eno s tremi metodami (FRAP, DPPH in ORAC). Vrednosti
korelacijskih koeficientov so se gibale od 0,885 do 0,918, kar nakazuje, da ima med
antioksidativen potencial predvsem zaradi prisotnih fenolnih spojin. Prav tako so ugotovili,
da je tudi barva medu v tesni zvezi z analiziranimi parametri.

Raziskava Spanskega medu (Pérez in sod., 2007), kjer so poleg ostalih fizikalno-kemijskih
parametrov, dolocali tudi vsebnost skupnih fenolnih spojin, sposobnost lovljenja radikalov
z DPPH metodo in barvo medu (neto absorbanca), je pokazala, da so korelacije med
analiziranimi parametri statisticno znacilne.
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Meda in sod. (2005) so, poleg vsebnosti skupnih fenolnih spojin in AU medu s poreklom iz
Burkine Faso, dolocali tudi vsebnost skupnih flavonoidov. Medtem ko je obstajala zmerna
korelacija (R = 0,5) med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in AU medu, doloceno z
DPPH metodo, je zanimiv podatek, da niso dokazali korelacije med AU medu in
vsebnostjo skupnih flavonoidov (R = -0,11). Vzrok je verjetno v tem, da je bila vsebnost
flavonoidov dolocena spektrofotometri¢no samo z reakcijo z AlCl3, ki je specifi¢en reagent
za flavone in flavonole. Chang in sod. (2002) pa so v svoji raziskavi, kjer so dolocali
vsebnost flavonoidov v propolisu, ugotovili, da pravo vsebnost skupnih flavonoidov
dobimo s pomoc¢jo dveh neodvisnih reakcij (koncni rezultat je sestevek obeh vrednosti),
poleg reakcije z AICls, Se z reakcijo z 2,4-dinitrofenilhidrazinom, ki je specificna za
flavanone (pinocembrin, pinobanksin), ki jih med tudi vsebuje. To bi lahko pojasnilo
korelacijski koeficient z vrednostjo -0,11, ki so ga za zvezo med AU medu in vsebnostjo
skupnih flavonoidov dolo¢ili Meda in sod. (2005).

Tudi raziskava slovenskega medu (Bertoncel;j in sod., 2007) je pokazala, da imajo svetlejsi
medovi (akacijev, lipov in cvetli¢ni) manjSo vsebnost skupnih fenolnih spojin in nizjo
antioksidativno ucinkovitost v primerjavi s temnejSimi medovi (kostanjev, smrekov, hojev
in gozdni med).

Blasa in sod. (2006) so v svoji Studiji ovrednotili vsebnost skupnih fenolnih spojin in
skupnih flavonoidov ter antioksidativno ucinkovitost, doloceno s FRAP metodo, dveh
najbolj pogostih vrst italijanskega medu, akacijevega in cvetlicnega. Cvetlicni med je
bogatejSi s fenolnimi spojinami in kaze vecji antioksidativni potencial v primerjavi z
akacijevim medom, korelacije med obravnavanimi parametri pa so bile visoko statisticno
znacilne. Vzporedna primerjava med svezim in termi¢no obdelanim medom je pokazala,
da ima slednji manjSo vsebnost fenolnih snovi in nizjo antioksidativno u¢inkovitost.

Zalibera in sod. (2008) so doloc¢ali vsebnost skupnih fenolnih spojin, antioksidativno
ucinkovitost in barvo nekaterih vrst slovaskega medu. Sposobnost lovljenja radikalov
DPPH’" in ABTS™" niso dolo¢ali spektrofotometriéno, temveé z elektronsko paramagnetno
resonanco. Ugotovili so, da barva medu znacilno vpliva na vsebnost skupnih fenolnih
spojin in sposobnost lovljenja radikalov.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 VZORCI

Analizirali smo 205 vzorcev medu razli¢nega botani¢nega porekla in razli¢nih letnikov. V
analizo smo vkljucili tipi¢ne vzorce sedmih, najpogosteje zastopanih vrst slovenskega
medu. Vrsto medu, deklarirano s strani ¢ebelarjev, smo preverili s senzoricno analizo.
Podatki o analiziranih vzorcih, to je vrsta medu, njegov izvor, letnik pridelave, Stevilo
vzorcev po letnikih, oznaka vzorcev ter skupno Stevilo vzorcev posamezne vrste, so zbrani
v preglednici 3.

Preglednica 3: Analizirani vzorci medu

Table 3: Analysed honey samples
Vrsta medu Izvor medu Letnik Stevilo Oznaka vzorcev Skupno 3.
VZOrcev VZOrcev
akacijev (A) ektar 2004 15 | Al-A15 20
(Robinia pseudoacacia) 2005 15 A16-A27, A29, A30, A32
lipov (L) . 2004 15 L1-L15
o k 2
(Tilia spp.) nektarin mana == 506 13 | L16-L24, L26-1.29 8
2004 14 | c1,c3-C15
tlicni (C kt d 29
cvetliéni (€) fextar 2005 15 | C16-C27, C29-C31
Fostaniow (K 2004 11 K1-K5, K7-K12
(gzsat?’fza(sa)ﬁm) nektar in mana | 2005 5 K14, K16, K17, K20, K24 29
2006 13 K27-K31, K33-K40
fou (S 2004 14 S1-S7, S9-S15
?}“,’l.fw";b(iez) mana 2005 10 | Sl6, S18-S26 29
2006 5 $27-S31
hojev (H) e 2004 15 HI-H15 20
(Abies alba) 2006 15 H16-H30
2004 15 G1-G15
dni (G 30
gozdni (G) mana 2005 15 | G16-G30

Vzorci so bili hranjeni v zaprtih plasticnih posodah, v temnem prostoru pri sobni
temperaturi. V ¢asu analiz so bili vzorci stari priblizno 2 — 10 mesecev.

Za dolocitev vsebnosti flavonoidov, fenolnih kislin in abscizinske kisline v medu smo,
glede na rezultate senzori¢ne analize, izbrali 10 najbolj znacilnih vzorcev medu vsake
vrste, po 5 vzorcev istega letnika. Analizirani vzorci so bili naslednji:

. akacijev med: A2, A3, AS, A8, Al4, A18, A19, A21, A25, A32
. lipovmed: L3, L9, L12,L13,L14, L16, L18, L19, L20, L.26

. cvetlicni med: C1, C4, C6, C12, C13, C20, C21, C22, C24, C29
. kostanjev med: K2, K3, K5, K7, K9, K27, K29, K30, K36, K40
. smrekov med: S18, S20, S22, S25, S26, S27, S28, S29, S30, S31
. hojev med: H1, H4, H10, H12, H13, H19, H23, H24, H25, H27
. gozdni med: G5, G9, G12, G13, G15, G18, G20, G23, G24, G25
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3.2 METODE DELA

3.2.1 Dolocanje osnovnih fizikalno-kemijskih parametrov in senzori¢na analiza
medu

3.2.1.1 Dolocanje vsebnosti vode

Princip:
Dolo¢anje vsebnosti vode temelji na osnovi merjenja lomnega kolicnika s pomocjo
rocnega refraktometra.

Aparatura:
- Abbejev refraktometer s prilagojeno skalo za med (ATAGO, HHR-2N, Japonska).

Izvedba:

TekoCe medove smo pred merjenjem dobro premesali. V primeru, da je bil vzorec medu
kristaliziran, smo ga v zaprti posodi segrevali pri 50 °C, dokler se ni raztopil in potem
ohladili. Pred nanasanjem vzorca na prizmo refraktometra mora biti le-ta popolnoma cista
in suha. S stekleno palcko smo enakomerno nanesli tanko plast medu na prizmo
refraktometra in na skali direktno odcitali vsebnost vode v %. Upostevali smo tudi
temperaturno korekcijsko vrednost. Vsako meritev smo opravili dvakrat in rezultat podali
kot povprecno vrednost dveh dolocitev.

3.2.1.2 Dolocanje elektri¢ne prevodnosti medu

Princip:

Doloc¢anje elektricne prevodnosti 20 % (w/w) vodne raztopine medu pri 20 °C, s
konduktometrom temelji na merjenju elektriéne upornosti, ki je reciprocna vrednost
elektricne prevodnosti. Metoda za konduktometricno dolocanje specificne elektri¢ne
prevodnosti v medu je opisana v Harmoniziranih metodah Mednarodne komisije za med
(Bogdanov in sod., 1997). Uporabili smo modifikacijo te metode (Kropf in sod., 2008).

Reagenti:
- destilirana voda,

- 0,1 M raztopina KCI za umerjanje celice konduktometra.

Aparatura:
- konduktometer CyberScan 510 PC (Eutech Instruments, Singapur).

Izvedba:

Odtehta medu je odvisna od koli¢ine vode, ki jo med vsebuje. Odtehtali smo koli¢ino
medu, ekvivalentno 20,0 g brezvodnega medu in ga raztopili v destilirani vodi. Raztopini
smo dodali destilirano vodo do 100 g. Dobili smo 20 % raztopino medu (w/w), ki smo ji
izmerili prevodnost tako, da smo v raztopino potopili elektrodo konduktometra in odcitali
elektricno prevodnost raztopine v mili Siemensih na centimeter (mS/cm).
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3.2.1.3 Dolocanje kislosti medu s titrimetricno metodo (AOAC 962.19, 1999)

Princip:
Titracija razredCenega vzorca z 0,05 M NaOH do pH 8,5, dodatek 10 mL 0,05 M NaOH in
ponovna titracija z 0,05 M HCI do pH 8,3. Pri titraciji z NaOH se sprostijo proste kisline,
pri titraciji s HCI pa laktoni. Vsebnost laktonov je presezek kislosti, ko med postane
alkalen.

Reagenti:
- 0,05 M NaOH (Merck, Nemcija),
- 0,05 M HCI (Merck, Nemcija).

Aparatura:
- pH meter MA 5736 (Metrel, Slovenija).

Izvedba:

V ¢aso smo odtehtali 10,0 g vzorca in ga raztopili v 75 mL destilirane vode ter vzorec
dobro premesali na elektricnem mesalu. Po umerjanju pH metra smo potopili elektrode pH
metra v raztopino in zabelezili pH vrednost. Titrirali smo z 0,05 M NaOH do pH 8,5. Nato
smo dodali 10 mL 0,05 M NaOH in ponovno titrirali do pH 8,3 z 0,05 M HCI.

Slepi vzorec: Titracija 85 mL destilirane vode z 0,05 M NaOH do pH 8,5.

Kislost izrazimo kot miliekvivalent dodanega NaOH/kg vzorca.

Vsebnost prostih kislin = (a - b) - ¢ (NaOH) - 100 ...(3)
a volumen 0,05 M NaOH pri 1. titraciji vzorca (mL)
b volumen 0,05 M NaOH pri titraciji slepega vzorca (mL)

Vsebnost laktonov = (10 —d) - ¢ (HCI) - 100 ...(4)
d volumen 0,05 M HCI pri 2. titraciji vzorca (mL)

Vsebnost skupnih kislin = vsebnost prostih kislin + vsebnost laktonov ...(5)

3.2.1.4 Senzori¢na analiza medu

Princip:

Pri senzori¢ni analizi ugotavljamo in vrednotimo lastnosti medu s cutili. Ocenjujemo
videz, vonj, okus in aromo. S senzori¢no analizo potrdimo vrsto medu, deklarirano s strani
Cebelarjev, brez tockovanja.

Izvedba:

Ocenjevalno senzori¢no komisijo so sestavljali trije preskusevalci, ki so pri ocenjevanju
videza, vonja, okusa in arome upostevali znacilne lastnosti za posamezno vrsto medu. Pri
ocenjevanju medu je bila preskuSevalcem v pomo¢ predhodno izmerjena vrednost
elektri¢éne prevodnosti. Za med iz nektarja mora biti vrednost le-te < 0,8 mS/cm, za gozdni
in kostanjev med pa > 0,8 mS/cm. Dovoljeno je odstopanje =10 %.
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3.2.2 Dolocanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteujevo metodo

Princip:

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 kisline, ki se uporablja kot standardna
referen¢na raztopina za doloCanje skupnih fenolnih spojin. Rezultate izrazimo v mg galne
kisline na kilogram medu (mgga/kg medu). Analiza poteka v kislem pH obmocju, s ¢imer
preprec¢imo vpliv prisotnih ogljikovih hidratov in obarjanje med samim izvajanjem analize
(Beretta in sod., 2005).

Reagenti:
- Folin-Ciocalteujev reagent (Merck, Nemcija), razredcen z dest. vodo v razmerju 1:10,

- galna kislina (Sigma-Aldrich, Nemcija),
- sladkorni analog (40 % fruktoze, 30 % glukoze, 10 % maltoze in 20 % vode),
- destilirana voda.

Aparatura:
- spektrofotometer Cecil CE 2021 (valovna dolzina 750 nm).

Izvedba:

V stekleno ¢aso smo odtehtali 5,0 g vzorca medu in ga s pomocjo ultrazvocne kopeli
raztopili v priblizno 20 mL destilirane vode. Nato smo vzorec prelili v 50 ml bucko in jo
dopolnili do oznake. Za analizo smo odpipetirali 100 uL. vzorca, dodali 1,0 mL FC
reagenta ter na stresalniku meSali 2 min. Po 20 min smo na spektrofotometru izmerili
absorbanco proti sladkornemu analogu, ki sluzi kot slepi vzorec. Vsak vzorec medu smo
analizirali v treh vzporednih dolocitvah. Koncentracijo skupnih fenolnih spojin v medu
smo dolocili s pomoc¢jo umeritvene krivulje (prilogi Al in A2), ki smo jo pripravili z
raztopinami galne kisline v koncentraciji od 8,0 do 120,0 mg/L.

3.2.3 Dolocanje vsebnosti posameznih fenolnih spojin (fenolnih Kkislin in
flavonoidov) s HPLC/MS

3.2.3.1 Ekstrakcija fenolnih spojin iz medu s pomocjo ekstrakcije na trdni fazi — SPE

Princip:
Na trdno fazo v koloni Strata X se vezejo fenolne spojine, druge komponente pa ne.
Fenolne spojine smo eluirali z meSanico metanol/acetonitril.

Reagenti:
- voda z dodatkom HCI (Merck, Nemc¢ija), pH = 2,

- dvakrat destilirana voda (Milli-Q, Millipore S.A., Francija),

- metanol, HPLC grade (Sigma-Aldrich, Nemcija),

- acetonitril, LC/MS grade (Merck, Nemcija),

- 10 mM zveplova (VI) kislina, H,SO4 (Merck, Nemcija),

- hesperetin (Sigma-Aldrich, Nem¢ija): interni standard (200 pg/mL v metanolu).
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Aparatura:
- naprava za SPE: Visiprep™ Solid Phase Extraction Vacuum Manifold (Supelco, ZDA),

- ekstrakcijske kolone Strata X, 33 um (200 mg/6 mL) (Phenomenex, ZDA).

Izvedba:

V ¢aso smo odtehtali 10,0 g vzorca medu, dodali 100 pL raztopine internega standarda
hesperetina in dobro raztopili v 15 mL vode z dodatkom HCI.

Kolono Strata X smo kondicionirali s 3 mL metanola in 3 mL dvakrat destilirane vode s
pretokom priblizno 1 mL/min (eluat zavrzemo). Nato smo na kolono uvajali raztopino
medu s pretokom priblizno 1 mL/min (eluat zavrzemo). Sledilo je izpiranje nezeljenih
komponent, predvsem ogljikovih hidratov, kislin in morebitnih necisto¢, najprej s 5 mL
vode z dodatkom HCI in nato Se s 15 mL dvakrat destilirane vode. Po izpiranju smo
kolono, na kateri so ostale vezane fenolne spojine osusili, tako da smo za 3 minute spustili
zrak skozi kolono. Nato smo kolono sprali trikrat s po 1 mL meSanice metanola in
acetonitrila v razmerju 2:1 (v/v) in eluate lovili v epruveto. Ekstrakt fenolnih spojin smo
nato nakisali z 10 mM H,SOs v razmerju 1:1 (v/v) in filtrirali preko 0,45 pm
membranskega PTFE filtra v vialo ter analizirali s HPLC/MS.

3.2.3.2 TekocCinska kromatografija visoke loc¢ljivosti z masnim spektrometrom
(HPLC/MS)

Princip:

Separacija fenolnih spojin je potekala na reverznofazni koloni z gradientom dveh mobilnih
faz. Posamezne flavonoide in fenolne kisline smo identificirali na osnovi retencijskih
¢asov in molskih mas spojin. Kvantitativna dolocitev je bila mozna s pomoc¢jo umeritvene
krivulje in internega standarda.

Reagenti:
- acetonitril, LC/MS grade (Merck, Nemcija),

- 1 % mravljin¢na kislina, HCOOH (Merck, Nemcija),

- standardi:
galna kislina (G7384), kavna kislina (C0625), klorogenska kislina (C3878), p-kumarna
kislina (C9008), elaginska kislina (E2250), (A1049), hesperetin (H4125), luteolin
(L9283), pinocembrin (P5239), kvercetin (Q0125), miricetin (M6760), galangin
(282200) in cis-trans abscizinska kislina proizvajalca Sigma-Aldrich (Nemcija)
apigenin (10798), krizin (27214) in kamferol (600109) proizvajalca Fluka (Svica).

Aparatura in kromatografski pogoiji lo¢be:

HPLC sistem Agilent 1100

Binarna gradientna ¢rpalka: Agilent 1100, G1312A

Avtomatski podajalnik: Agilent 1100, G1330B

Volumen injiciranja: 20 pl

Predkolona: Gemini C18 (Phenomenex, ZDA), 4,0 mm x 2,0 mm
Kolona: Luna C18(2) (Phenomenex, ZDA), 3 um, 150 mm x 2,0 mm
Mobilna faza: mobilna faza A: 1 % HCOOH (Merck, Nemcija)

mobilna faza B: acetonitril, LC/MS grade (Merck, Nemcija)
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Pretok:
Temperatura kolone:
Gradient:

Detektor:

Program za obdelavo
podatkov:
Pogoji ionizacije (ESI-):

0,2 mL/min

25°C

t (min) A B

0 90 % 10 %
5 90 % 10 %
50 40 % 60 %
52 20 % 80 %
60 20 % 80 %
70 90 % 10 %
80 90 % 10 %

DAD (Agilent 1100, G1315B)

masni spektrometer (Micromass Quattro micro” API,
Waters, ZDA) z elektrorazprsilno ionizacijo (ESI-)
(negativen nacin ionizacije)

MassLynx V4,0 (Micromass, 2004)

napetost kapilare (kV) 2,5
napetost vhodne lece (V) 25
temperatura izvora (°C) 100
temperatura razprsilnega plina dusika (°C) 350
pretok razprsilnega plina dusika (L/h) 500
pretok plina dusika vhodne lece (L/h) 70

Fenolne kisline in flavonoide smo dolocili s primerjavo retencijskih ¢asov in molskih mas
0z. m/z vrednosti standardov — mase molekulskih negativno nabitih ionov (preglednica 4).
HPLC/DAD kromatogram standardne raztopine je na sliki 11.

Preglednica 4: Retencijski ¢asi, molske mase in m/z vrednosti posameznih fenolnih kislin in flavonoidov

Table 4: Retention times, molecular weights and m/z values of phenolic acids and flavonoids
Spojina Oznaka R.t M m/z Vredn_ost
PO (min) (g/mol) [M-H]
galna kislina GA 3,58 170,12 168,96
klorogenska kislina KLO 10,31 354,31 353,50
kavna kislina KAV 14,26 180,16 179,01
p-kumarna kislina KUM 20,59 164,16 162,99
elaginska kislina ELA 23,04 302,19 300,91
miricetin MIR 28,09 318,24 317,24
cis-trans abscizinska kislina ABA2 30,99 264,30 263,30
luteolin LUT 33,06 286,26 285,20
kvercetin KVE 33,01 302,23 301,01
naringenin NAR 36,62 272,26 271,20
apigenin API 36,76 270,24 269,24
kamferol KAM 37,67 286,24 285,20
hesperetin — interni standard HES 37,86 302,28 301,08
krizin KRI 45,92 254,24 253,11
pinocembrin PC 47,05 256,25 255,20
galangin GAL 47,41 270,24 269,24

Rt: retencijski ¢as; M: molska masa
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Slika 11: HPLC/DAD kromatogram standardne raztopine pri 290 nm (a) in 340 nm (b). Za
identifikacijo vrhov glej preglednico 4

Figure 11: HPLC/DAD chromatogram of standard mixture recorded at 290 nm (a) and 340 nm (b).
See Table 4 for peak identification
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Slika 12: HPLC/ESI(-)/MS kromatogram standardne raztopine. Za identifikacijo vrhov glej
preglednico 4
Figure 12: HPLC/ESI(-)/MS chromatogram of a standard mixture. See Table 4 for peak identification

Iz preglednice 4 in iz HPLC/DAD kromatogramov standardne raztopine (slika 11) je
razvidno, da se nekatere spojine iz kolone eluirajo skoraj isto¢asno. To so luteolin in
kvercetin, apigenin in naringenin ter hesperetin in kamferol. Zato jih je pri danih pogojih
lo¢be z DAD detektorjem nemogoce lociti in kvantitativno ovrednotiti. To lahko vodi tudi
k precenitvi vsebnosti doloCenih spojin in hkrati odsotnosti drugih. Zato smo uporabili
HPLC v povezavi z MS detektorjem, kjer spojine s podobnimi retencijskimi ¢asi lahko
obravnavamo v lo€enih kanalih glede na njihove odgovarjajoe m/z vrednosti (nacin SIR —
Selected lon Recording) (slika 12 in priloga B1).

MS detektor je v primerjavi z DAD detektorjem bolj obcutljiv in nam omogoca tudi
kvantifikacijo nekaterih spojin, ki so v medu prisotne v zelo nizkih koncentracijah.

Umeritvena krivulja s standardnim dodatkom in internim standardom:

Kot standardni dodatek smo uporabili meSan standard posameznih flavonoidov, fenolnih
kislin in cis-trans abscizinske kisline v metanolu (vse spojine, ki so navedene v preglednici
4, razen internega standarda hesperetina), s koncentracijo ca 40 ug/mL. MeSan standard
smo hranili v temi pri —18 °C.

Vzorcu akacijevega medu z oznako A3 smo dodali naras¢ajo¢o koli¢ino meSanega
standarda fenolnih spojin in konstantni volumen (100 pL) raztopine (200 pg/mL) internega
standarda hesperetina (preglednica 5) ter dobro raztopili v 15 mL vode z dodatkom HCI in
naprej postopali enako kot z vzorci brez dodanega meSanega standarda.
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Preglednica S5: Priprava umeritvene krivulje za kvantitativno dolocanje flavonoidov in fenolnih kislin po
metodi standardnega dodatka in internega standarda

Table 5: Preparation of a calibration curve for flavonoids and phenolic acids quantification by the
standard addition method and internal standard method.

Masa vzorca | Masa internega standarda Masa posamezne fenolne spojine
Vzorec
(2) (ng) v standardu (ug)
slepi 5,0 20,0 0
1 5,0 20,0 0,6
2 5,0 20,0 1,2
3 5,0 20,0 2.4
4 5,0 20,0 6,0
5 5,0 20,0 12,0
6 5,0 20,0 30,0

Umeritvena krivulja za doloCanje vsebnosti posamezne fenolne spojine kaze na linearno
zvezo med analiticnim signalom in vsebnostjo analita (priloga B2). Koeficient
determinacije (R?) je bil pri vseh flavonoidih in fenolnih kislinah, kot tudi pri cis-trans
abscizinski kislini, vecji od 0,99.

Enacba premice:
S m
Se_p M - (6)
Sis mg

Izracun vsebnosti posamezne fenolne spojine:

F (g /kg) =— 51000 (D
Sy ki-m,,
F; vsebnost posamezne opazovane fenolne spojine (ug/kg vzorca),
Ski povrsina pod vrhom opazovane fenolne spojine,
Sis povrsina pod vrhom internega standarda,
k; naklon premice za opazovano fenolno spojino,
Mg masa standardnega dodatka opazovane fenolne spojine (ug),
mys masa dodanega internega standarda (ug),
m,, masa vzorca (g),

1000  faktor pretvorbe.

3.2.4 Dolocanje antioksidativne u¢inkovitosti

3.2.4.1 DPPH metoda (Beretta in sod., 2005)

Princip:

Ko raztopina radikala DPPH’ reagira z antioksidativno komponento, ki je donor vodika,
pride do redukcije, kar povzro¢i spremembo barve raztopine. VijoliCasta barva prostega
radikala DPPH" ob prisotnosti antioksidanta prehaja v rumeno. Spremembo absorbance
spremljamo spektrofotometri¢no pri 517 nm.
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Reagenti:
- absolutni etanol (Merck, Nemcija),

- 130 uM DPPH’ (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) (Sigma, Nem¢ija) v absolutnem etanolu,
- 100 mM acetatni pufer, pH 5,5,

- sladkorni analog (40 % fruktoze, 30 % glukoze, 10 % maltoze in 20 % vode),

- destilirana voda.

Aparatura:
- spektrofotometer Cecil CE 2021 (valovna dolzina 517 nm).

Izvedba:

Pripravili smo izhodno raztopino medu (15 g/25 mL, w/v) in iz nje z razred€evanjem dobili
11 razli¢nih raztopin medu z masnimi delezi od 30 do 600 mg/mL (preglednica 6). Nato
smo v epruvete odpipetirali 0,1 mL posamezne raztopine medu in v vsako dodali 1 mL
acetatnega pufra in 1,9 mL DPPH’ reagenta. V primeru lipovega in akacijevega medu, ki
imata nizjo antioksidativno ucinkovitost, koncentracije medu v merjeni raztopini ne
zados$Cajo za dosego 50 % redukcije absorbance radikala DPPH'. Zato smo volumen
raztopine medu in acetatnega pufra ustrezno prilagodili. Za lipov med smo odpipetirali 0,2
mL raztopine medu, 0,9 mL acetatnega pufra in 1,9 mL DPPH’ reagenta, tako da je bila
koncentracija medu v merjeni raztopini v obmocju od 2 do 40 mg/mL. V primeru
akacijevega medu pa smo odpipetirali 0,3 mL raztopine medu, 0,8 mL acetatnega pufra in
1,9 mL DPPH’ reagenta, koncentracija medu v merjeni raztopini je bila tako v obmocju od
3 do 60 mg/mL. Vzporedno smo pripravili tudi kontrolni in slepi vzorec. Pri kontrolnem
vzorcu smo namesto raztopine medu uporabili sladkorni analog, pri slepem pa smo za
posamezne koncentracije vzorca uporabili vse reagente razen DPPH’ in tako eliminirali
vpliv barve medu. Tako pripravljene raztopine smo premesali na vrtin¢niku ter jih za 90
minut postavili v temo pri sobni temperaturi. Po tem ¢asu smo na spektrofotometru pri 517
nm izmerili absorbance posameznim raztopinam vzorca, slepim vzorcem in kontrolnemu
vzorcu.

Preglednica 6: RazredCitve izhodne raztopine medu

Table 6: Dilution of honey stock solution
Oznaka V azt. medy (ML) Viode ML) | c(mg/mL) | c* (mg/mL) | c**(mg/mL) | c***(mg/mL)

1 0,1 1,9 30 1 2 3

2 0,2 1,8 60 2 4 6

3 04 1,6 120 4 8 12
4 0,6 1,4 180 6 12 18
5 0,8 1,2 240 8 16 24
6 1,0 1,0 300 10 20 30
7 1,2 0,8 360 12 24 36
8 1.4 0,6 420 14 28 42
9 1,6 0,4 480 16 32 48
10 1,8 0,2 540 18 36 54
11 2,0 0,0 600 20 40 60

*konc¢na koncentracija medu v merjeni raztopini za cvetlicni, kostanjev, smrekov, hojev in gozdni med
**koncna koncentracija medu v merjeni raztopini za lipov med
***koncna koncentracija medu v merjeni raztopini za akacijev med
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Iz dobljenih rezultatov smo narisali graf, in sicer odvisnost preostalega DPPH’ od
koncentracije medu. Preostali DPPH" smo izracunali po enacbi 8 in rezultate podali v
odstotkih. ICsy (koncentracijo uc¢inkovitosti) izraCunamo iz enacbe premice (prilogi C1 in
C2).

. A,,—A ... (8

preostali DPPH (%) = —4—5L.100 ®)
Ay

Ayy absorbanca vzorca medu

Ak absorbanca kontrolnega vzorca

Agy absorbanca slepega vzorca

3.2.4.2 FRAP metoda (Benzie in Strain, 1996)

Princip:

FRAP metoda (Ferric Reducing Antioxidant Power) temelji na redukciji Fe’™ v Fe*™ ob
prisotnosti antioksidanta. Nastali Fe*" ioni z TPTZ reagentom (2,4,6-tri[2-piridil]-s-triazin)
tvorijo obarvan kompleks, ki doseze absorpcijski maksimum pri 593 nm. Reakcija poteka v
kislem mediju (Benzie in Strain, 1996).

Reagenti:

- 10 mM TPTZ (2,4,6-tri[2-piridil]-s-triazin) (Sigma-Aldrich, Nemcija),

- 40 mM HCI (Merck, Nemcija),

- 20 mM zelezov klorid (FeCl;-6H,0) (Merck, Nemcija),

- 300 mM acetatni pufer, pH 3,6: 3,1 g CH;COONa-3H,0 (Kemika, Zagreb) raztopimo v
destilirani vodi, dodamo 16 mL CH3COOH (Merck, Nemc¢ija) in dopolnimo do 1 L,

- 20 mM zelezov sulfat (FeSO4-7H,0) (Merck, Nemcija),

- destilirana voda.

Aparatura:
- spektrofotometer Cecil CE 2021 (valovna dolZina 593 nm).

Izvedba:

Priprava FRAP reagenta:

Na analitski tehtnici smo odtehtali 31,0 mg TPTZ reagenta in mu dodali 10 mL 40 mM
HCI ter meSanico popolnoma raztopili v vodni kopeli na 50 °C. Nato smo odtehtali 54,0
mg zelezovega klorida in ga raztopili v 10 mL destilirane vode. Za pripravo FRAP
reagenta smo odpipetirali TPTZ reagent, FeCl;-6H,0 in acetatni pufer v razmerju 1:1:10.
FRAP reagent vedno pripravimo tik pred uporabo in ga med analizo hranimo v vodni
kopeli pri 37 °C.

Umeritvena krivulja:

Pripravili smo standardne raztopine zelezovega sulfata s koncentracijami od 0,1 do 1,0
mM. Odpipetirali smo 200 pL posamezne standardne raztopine, dodali 1,8 mL FRAP
reagenta, dobro premesali in inkubirali 10 min pri 37 °C.
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Nato smo na spektrofotometru pri valovni dolzini 593 nm izmerili absorbance standardnih
raztopin proti slepemu vzorcu. Iz izmerjenih absorbanc in znanih koncentracij standardnih
raztopin (priloga D1) smo narisali umeritveno krivuljo (priloga D2).

Vzorci:

V stekleno ¢aso smo odtehtali 5,0 g vzorca medu in ga raztopili v ca 20 mL destilirane
vode. Nato smo vzorec kvantitativno prenesli v 50 mL bucko in jo dopolnili do oznake. Za
analizo smo odpipetirali 200 pL vzorca in mu dodali 1,8 mL FRAP reagenta ter inkubirali
10 min pri 37 °C. Nato smo na spektrofotometru izmerili absorbanco pri 593 nm proti
slepemu vzorcu. Vsak vzorec smo analizirali v treh vzporednih doloc¢itvah. Rezultate smo
izrazili kot FRAP vrednost (uM Fe(II)) 10 % raztopine medu.

3.2.5 Merjenje barve medu

3.2.5.1 Instrumentalno merjenje barve z Minolta kromametrom

Princip:

Kromameter Minolta CR-200B v CIE La"b" sistemu je splosno znan sistem za merjenje
barve zivil. Deluje na principu odboja svetlobe, ki ga nase oko zazna v obliki barve. Barvo
vzorca razdeli na tri komponente (L",a inb), ki jih predstavi v dolo¢enem koordinatnem
sistemu. Vrednost L" dolo¢a svetlost barve vzorca: vecja kot je vrednost, svetlejSe je zivilo,
vrednosti a” in b" pa dologata odtenek barve. Parameter a” dolo¢a intenziteto rdede barve v
pozitivnem obmoc¢ju in zelene barve v negativnem obmocju. Parameter b pa predstavlja
intenziteto rumene barve v pozitivnem obmocju in modre v negativnem.

hela
L*=100

zelena rumensa
&t +ht

madrs / roeda
ke +g*

crna

L=
Slika 13: CIE L"a"b’ barvni prostor (HunterLab color space, 1996)
Figure 13: CIE L*a’b" color scale (HunterLab color space, 1996)

Sistem CIE L'a’b" s kromametrom Minolta CR-200B ima prikljuten ra¢unalnik DATA DP
100 za obdelavo podatkov. Sestavljata ga merilna glava in mikroprocesorska podatkovna

enota. Pred merjenjem je potrebno kromameter umeriti na beli standard (Gonzales-Miret in
sod., 2005).
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Aparatura:
- kromameter Minolta CR-200B (Konica Minolta, Japonska),

- ra¢unalnik DATA DP 100.

Izvedba:

Plasti¢ne prozorne petrijevke smo napolnili z medom in jih previdno pokrili s pokrovom
tako, da smo se izognili nastanku zracnih mehurckov. Ce so bili vzorci medu kristalizirani,
smo jih predhodno utekocinili s segrevanjem v zaprtih kozarckih v suSilniku pri 40 °C.
Nato smo na petrijevko nastavili merilno glavo kromametra Minolta CR-200B in na
radunalniku odgitali L", a” in b vrednosti za posamezne vzorce medu. Meritev smo za vsak
vzorec trikrat ponovili na razlicnih mestih in rezultat podali kot povprecno vrednost treh
dolocitev.

3.2.5.2 Spektrofotometricno merjenje barve

Princip:
Vodne raztopine medu absorbirajo svetlobo pri dolocenih valovnih dolzinah (Beretta in
sod., 2005).

Aparatura:
- spektrofotometer Cecil CE 2021 (valovni dolzini 450 nm in 720 nm).

Izvedba:

Pripravili smo 50 % raztopino posameznega vzorca medu (w/v) in jo filtrirali preko
filtrirnega papirja (modri trak, 391 Sartorius). Filtratu smo izmerili absorbanco pri dveh
valovnih dolzinah, 450 in 720 nm. Rezultat smo podali kot vrednost neto absorbance —
razlika v izmerjenih absorbancah (A4sp — A720), pomnozena s 1000 (Beretta in sod., 2005).

3.2.6 Dolocanje vsebnosti prolina

Princip:

Vsebnost prolina smo dolocali z Oughovo fotometricno metodo, modificirano po
Bogdanovu in sod. (1997). Prolin in ninhidrin tvorita rumen barvni kompleks. Po dodatku
2-propanola smo merili absorbanco v raztopini vzorca in referen¢ni (standardni) raztopini
pri valovni dolZini 510 nm. Vsebnost prolina smo izracunali z relacijo 11.

Reagenti:
- 3 % raztopina ninhidrina: 3,0 g ninhidrina (Merck, Nemcija) smo raztopili v 100 mL
etilenglikolmonometil etra (Merck, Nemcija). Raztopina je obstojna 1 teden v temi.
- L(-) prolin (Merck, Nem¢ija): vakumsko osu$en prolin hranimo do uporabe v eksikatorju
a) Standardna raztopina prolina (0,8 mg/mL): 40 mg vakuumsko osuSenega prolina
smo razredcCili z destilirano vodo do volumna 50 mL. Raztopino smo pripravljali
tedensko in jo do uporabe hranili v hladilniku.
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b) Delovna raztopina prolina (0,032 mg/mL): 1 mL standardne raztopine prolina smo
razredcili do 25 mL z destilirano vodo. Raztopino smo pripravili vsak dan svezo.
- 2-propanol (Merck, Nemcija), razredCen z destilirano vodo v razmerju 1:1 (v:v),
- mravljin¢na kislina, HCOOH (Merck, Nemcija).

Aparatura:
- spektrofotometer Cecil CE 2021 (valovna dolzina 510 nm).

Izvedba:

Priprava raztopine vzorca medu: V ¢aso smo odtehtali 2,5 g vzorca medu, dodali ca 10 mL
destilirane vode ter vzorec kvantitativno prenesli v 50 mL bucko. Bucko smo dopolnili do
oznake z destilirano vodo in vsebino dobro premesali.

V dve epruveti smo odpipetirali 0,5 mL raztopine vzorca medu, v drugi dve epruveti 0,5
mL destilirane vode (slepi vzorec) in v tri epruvete 0,5 mL standardne raztopine prolina. V
vsako epruveto smo dodali Se 1 mL mravljin¢ne kisline, 1 mL raztopine ninhidrina, dobro
zaprli in 15 minut meSali na stresalniku. Sledilo je 15 minutno termostatiranje v vreli vodni
kopeli in nato 10 minut pri temperaturi 70 °C. Po dodatku 5 mL raztopine izopropanola
smo epruvete pustili na sobni temperaturi in po 45 minutah izmerili absorbanco pri valovni
dolzini 510 nm.

Izracun:
Vsebnost prolina smo izrazili v miligramih prolina na kilogram medu (enacba 9).

. E
vsebnost prolina (mg/kg) = A B R ...9)
st E 2
A, izmerjena absorbanca raztopine vzorca,
Ag izmerjena absorbanca standardne raztopine prolina,
E; miligrami prolina za pripravo standardne raztopine prolina (40 mg v 50 mL),
E, grami medu za pripravo raztopine vzorca (2,5 g v 50 mL),
R faktor razred¢evanja:
R_ 100
R: vzorca .R’: 1000:40 (10)
R 2500

standarda

R orea 100 (2,5 g medu v 50 mL H,O — od tega v analizo 0,5 mL raztopine vzorca),
Ryana R;- R, =2500,

R, 50 (40 mg standarda v 50 mL H,O — odvzamemo 1 mL),
R, 50 (odvzeti 1 mL v 50 mL H,O — v analizo 0,5 mL standardne raztopine),
R’ 1000 (1 kg =1000 g).

Konc¢na enacba (11) z upoStevanjem razredCitev:

vsebnost prolina (mg/kg) = %~%-40 = i-640 .. (1D

st ’ st
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3.2.7 Dolocanje vsebnosti skupnih beljakovin

Princip:

Kjeldahlova metoda (Golob in Plestenjak, 2000) temelji na posrednem dolocanju
beljakovin preko dusika, ob upostevanju, da je ves, v zivilu prisoten dusik, beljakovinski.
Za preracunavanje dusika v beljakovine uporabljamo ustrezne empiricne faktorje. Proteine
v vzorcu pred analizo razklopimo z mokrim sezigom ob pomoc¢i kisline, katalizatorja in
visoke temperature. Z destilacijo z vodno paro ob dodatku mocne baze sprostimo amoniak
(NH3), ki ga lovimo v prebitek borove kisline in nato nastali amonijev borat titriramo s
standardno raztopino klorovodikove kisline. Pri tem potekajo naslednje kemijske reakcije:

N (Zivilo) — (NH,):SO, .. (12)
(NH4)2SO4 + 2NaOH — NazSO4 + 2H20 + 2NH3 (13)
NH; + H;BO3; — NH;H>,BO; ... (14)
NH4H2303 +HCI—>NH4CZ+H3BO3 (15)

Ce enacbi (14) in (15) zdruzimo, dobimo:
NH; + HCl — NH,CI ... (16)

Iz enacbe (16) sledi:
e ImolHCI=1molN=14gN
« 1mLO0,1MHCI=0,0014gN

Reagenti:
- koncentrirana H,SOj4, d = 1,84 mg/mL (Merck, Nemcija),

- katalizator Kjeltabs Cu / 3,5 (305 g K,SO4 + 0,4 g CuSO4 x 5 H,0) (Foss, gvedska),
- nasi¢ena raztopina (ca 3 %) H;BOs; (Merck, Nemcija),

- 30 % raztopina NaOH (Merck, Nemcija),

- 0,1 M HCI (Merck, Nemcija).

Aparatura in pribor:

- blok za razklop oz. mokri sezig vzorca (Digestion Unit K-426, Biichi, Svica),
- enota za odvod zdraviju $kodljivih hlapov (Scrubber, Biichi, Svica),

- destilacijska enota (Distillation Unit B-324, Biichi, Svica),

- titracijska enota (Titrino 702 SM, Metrohm, Svica),

- sezigne epruvete (Biichi, Svica).

Izvedba:
a) Priprava vzorca
V c¢aSo smo odtehtali 3,0 g vzorca medu, ga raztopili v ca 10 mL vode in
kvantitativno prenesli v sezigno epruveto. Sezigne epruvete smo postavili v stojalo
ter nepokrite prenesli v blok za razklop vzorca in pri nizki temperaturi peci odparili
vecji del v zaCetku dodane vode. V nasprotnem primeru bi presezek vode lahko
povzrocal nekontrolirano penjenje med mokrim sezigom.

b) Razklop (mokri sezig vzorca)
Po odparevanju smo v vsako sezigno epruveto dodali 1,5 tablete bakrovega
katalizatorja in 20 mL koncentrirane H,SO4. Epruvete smo pokrili s steklenimi
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d)

zvonci in postavili v ogreto enoto za razklop (Digestion Unit) s temperaturo 370 °C.
Sezig je koncan v priblizno 1 uri oziroma takrat, ko se vsebina v epruveti preneha
peniti in postane bistro zelena.

Destilacija

Vzorce smo v epruveti ohladili na sobno temperaturo. Epruveto smo nato vstavili v
destilacijsko enoto, kjer potece doziranje 50 mL destilirane vode in 70 mL baze
(NaOH) v vzorec. V destilacijsko predlozko se doda 60 mL borove kisline (H;BOs3).
Nato se zacne dovajati para v vzorce. Destilacija traja 4 minute.

Titracija

Raztopino nastalega amonijevega borata v predlozki smo titrirali z 0,1 M HCI do
vrednosti pH 4,65. Titracija je potekla avtomatsko po vnosu podatka o koli¢ini
vzorca (v mg) v titracijsko enoto. V kon¢ni tocki titracije se zabeleZi poraba kisline,
iz katere se izracuna vsebnost dusika ter beljakovin v vzorcu. V primeru medu se
uporabi sploSni empiri¢ni faktor za prerac¢un dusika v beljakovine, ki je enak 6,25.

Izracun:

Vi
1,4

6,25 =

Voin wcr mL) - 1,4

vsebnost beljakovin (/100 g) = -100 - 6,25 .. (17)
modtehta (mg)
volumen 0,1 M HCI (mL)
ekvivalent (1 mL 0,1 M HCl = 1,4 mg N)
F splo$ni empiricni faktor za preracun N v beljakovine

3.2.8 Statisticna obdelava podatkov

Dobljene rezultate smo zbrali in uredili v programu Microsoft Excel 2003. Tako urejene
podatke smo statisti¢no obdelali v programu SPSS (SPSS 15.0 for Windows, Evaluation
Version, 2006) in jih ovrednotili z naslednjimi statisti¢nimi parametri:

« povpre¢na vrednost (X ),
« minimalna vrednost (Xpmin),
« maksimalna vrednost (Xmax),

standardni odklon (SO),

« koeficient variabilnosti (KV),
. koeficient determinacije (R%),
« Pearsonov koeficient korelacije (R).

Analiza variance (ANOVA)

S testom ANOVA preverjamo domnevo o enakosti povprecij po vzorcih. Ta test spada
med parametri¢ne teste in temelji na predpostavkah, da so spremenljivke normalno
porazdeljene in da so variance po vzorcih enake oz. homogene. Slednje preverjamo z
Levenovim preizkusom homogenosti varianc po obravnavanjih. Nicelna hipoteza (Hy)
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Levenovega preizkusa pravi, da med variancami vzorcev ni razlik, alternativna hipoteza
(H) pa da med vsaj enim parom variance obstaja statisticno znacilna razlika. Vrednost
statisti¢ne znacilnosti, ki je manjsa od 0,05 vodi k sprejetju H (vzorci niso homogeni, ne
moremo nadaljevati z ANOVO), vrednost vecja od 0,05 pa vodi k potrditvi Hy. Kadar je
sprejeta Ho, se potrdi homogenost vzorcev in lahko nadaljujemo s statisticno obravnavo.
Prednost Levenovega preizkusa je manj$a obcutljivost za morebitna odstopanja podatkov
od normalne porazdelitve, zato je primeren tudi takrat, ko za obravnavano spremenljivko
ne moremo privzeti normalne porazdelitve.

Nicelna hipoteza — Hy pri testu ANOVA trdi, da so povpre¢ja po obravnavanjih enaka,
alternativna hipoteza — H pa, da obstaja vsaj en par, kjer povprecji po obravnavanjih nista
enaki. V primeru, da Hy ne moremo zavrniti, je statistiCna analiza koncana. Kadar Hy
zavrnemo, sprejmemo alternativno hipotezo in s tem domnevo, da med povprecnimi
vrednostmi po obravnavanjih obstajajo statisticno znacilne razlike. V tem primeru lahko
statisticno obravnavo nadgradimo z uporabo post-hoc testov ali testov mnogoterih
primerjav. ANOVA je tako preliminaren test, ki pove ali se statistina obravnava nadaljuje
ali ne (Kosmelj in Kastelec, 2003).

Duncanov test je eden izmed najbolj uporabnih post-hoc testov (testov mnogoterih
primerjav), s katerim ugotavljamo, kakSne so razlike med povpre¢nimi vrednostmi
posameznih statisticnih vzorcev.
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4 REZULTATI

Eksperimentalni del doktorske disertacije je obsegal kvantitativno ovrednotenje nekaterih
fizikalno-kemijskih parametrov ter skupnih kot tudi individualnih fenolnih spojin v vzorcih
razli¢nih vrst slovenskega medu. Ker so fenolne spojine znane po svojem antioksidativnem
delovanju, smo z dvema metodama dolocili antioksidativno u¢inkovitost medu. Podatki iz
literature kazejo, da je AU medu odvisna tudi od njegove barve, zato smo le-to ovrednotili
z instrumentalnimi metodami. Rezultate smo opisali z osnovnimi statisti¢nimi parametri,
jih z razli¢énimi metodami statisti¢no obdelali ter iskali morebitne povezave med njimi.
Levenov preizkus homogenosti variance, ki je predpogoj za test analize variance —
ANOVA, v primeru obravnavanih parametrov v poglavjih 4.1, 4.2, 4.4, 4.6 in 4.8 ni bil
izpolnjen, kar pomeni, da so bile variance podatkov pri razli¢nih vrstah medu razlicne.
Zato testa ANOVA nismo mogli izvesti.

4.1 REZULTATI DOLOCANJA NEKATERIH OSNOVNIH FIZIKALNO-
KEMIJSKIH PARAMETROV IN SENZORICNA ANALIZA MEDU

Rezultati analiz nekaterih osnovnih fizikalno-kemijskih parametrov (vsebnosti vode,
elektri¢ne prevodnosti, vrednosti pH in vsebnosti skupnih kislin) so prikazani v preglednici
7.

Preglednica 7: Vsebnost vode, elektricna prevodnost (y), vrednost pH in vsebnost skupnih kislin v
razli¢nih vrstah medu

Table 7: Water content, electrical conductivity (y), pH value and total acids content in different
honey types
Statisti¢ni | Vsebnost vode Skupne kisline
Vrstamedu | n parameter (g/100 g) (mS);cm) pH (rrlzekv/kg)
akacijev 30 X+ SD 15,7+0,9 0,194 + 0,038 4,01 +0,17 17,43 £4,17
Xmin — Xmax 142-17,5 0,114 - 0,265 3,65 —4,38 11,51 -25,52
lipov )% X+ SD 16,1 £1,0 0,783 + 0,106 4,88 £ 0,44 16,40 + 6,20
Xmin — Xmax 14,5-17,8 0,548 — 0,993 4,14 - 6,02 8,37 - 36,25
evetlicni 29 X+ SD 15,8+0,9 0,551+0,137 4,36+ 0,24 27,07 + 8,41
Xmin — Xmax 14,4 - 18,0 0,325 -0,838 3,98 — 4,84 12,43 - 36,25
Kostanjev 29 X+ SD 15,9+0,9 1,605 + 0,235 5,51+0,42 15,72 + 5,66
Xmin — Xmax 13,7-17,7 1,050 — 2,245 4,75 - 6,18 8,85 -32,51
X+ SD 15,6 £1,0 1,278 £0,210 4,78 £0,25 33,12+ 6,31
smrekov 29
Xmin — Xmax 14,3 -18,5 0,915 -1,632 4,33 -5,49 19,07 — 45,33
hojev 30 X+ SD 15,2+0,9 1,320+ 0,178 5,14+ 0,25 22,37 +£4,02
Xmin — Xmax 13,8 - 17,7 0,894 — 1,566 4,73 -5,75 12,31 -30,46
. X+ SD 15,2+0,8 1,222 +0,189 4,77 +0,20 29,02 +£7,15
gozdni 30
Xmin — Xmax 13,5-17,0 0,807 - 1,677 4,39 -522 15,65 — 43,83

n: Stevilo vzorcev, X : povpre¢na vrednost, SD: standardni odklon, x,,;,: minimalna vrednost, X,,,: maksimalna vrednost,
x: elektri¢na prevodnost

Iz preglednice 7 je razvidno, da so imele analizirane vrste medu zelo podobne vrednosti za
vsebnost vode, povpre¢ne vrednosti so znasale od 15,2 g/100 g v hojevem in gozdnem
medu, do 16,1 g/100 g v lipovem medu.
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Elektricna prevodnost je bila najnizja v akacijevem medu ter najvisja v kostanjevem medu
in v medovih iz mane, to je smrekovem, hojevem in gozdnem medu.

Vrednost pH je bila najnizja v akacijevem in cvetlicnem medu, ki izvirata iz nektarja, 4,01
0z. 4,36. Lipov, smrekov in gozdni med imajo zelo podoben pH, povpre¢ne vrednosti pH
teh vrst medu so znaSale od 4,77 do 4,88. Najvi§jo povprecno vrednost pH je imel
kostanjev med 5,51.

Najman;j skupnih kislin so vsebovali akacijev, lipov in kostanjev med (povprecne vrednosti
za te vrste medu so se gibale od 15,72 do 17,43 mekv/kg medu), najve¢ skupnih kislin pa
je vseboval smrekov med s povprecno vsebnostjo 33,12 mekv/kg.

S senzori¢no analizo medu smo preverili vrsto medu, deklarirano s strani ¢ebelarjev. V
primeru nepravilno oznacene vrste smo vzorec medu, glede na njegove senzori¢ne
lastnosti, ustrezno prekvalificirali v dolo¢eno vrsto.

42 REZULTATI DOLOCANJA VSEBNOSTI SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN

Vsebnost skupnih fenolnih spojin, doloc¢ena s FC metodo, je v posameznih vrstah medu
mocno variirala, kar je razvidno na sliki 14, kjer so podane povpre¢ne vrednosti (kvadratki)
in obmocja (levi ro€aj predstavlja minimalno, desni maksimalno vrednost). NajmanjSo
povprecno vsebnost skupnih fenolnih spojin smo dolocili v akacijevem medu, 44,9 mg,
izrazenih kot mg galne kisline na kg medu, sledita lipov in cvetlicni med. Vsebnost skupnih
fenolnih spojin v kostanjevem medu je znaSala v povprecju 191,7 mgga’/kg. Najvec
skupnih fenolnih spojin so vsebovali medovi iz mane, to so gozdni, smrekov in hojev med,
povprecne vsebnosti so bile od 210,4 mgga’kg v gozdnem medu do 232,5 mgga/kg v
hojevem medu in so bile priblizno petkrat visje kot v akacijevem medu.

0 50 100 150 200 250 300
Vsebnost skupnih fenolnih spojin (mg.,/kg)
akacijev lipov cvetliCni === kostanjev == smrekov === hojev == gozdni

Slika 14: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v razli¢nih vrstah medu
Figure 14: Total phenolic content in different honey types
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Intervali vrednosti za vsebnost skupnih fenolnih spojin so bili najmanjsi pri akacijevem
medu, od 25,7 do 67,9 mgga/kg, ter najvecji pri hojevem (157,9 do 316,0 mgga/kg) in
gozdnem medu (144,6 do 310,1 mgga’/kg).

Za dolocitev pravilnosti metode smo uporabili metodo standardnega dodatka. Izbranim
vzorcem medu (A3, S25 in G1) smo dodali doloc¢ene koli¢ine galne kisline in izracunali
izkoristke (priloga A3), ki so znaSali od 98,9 do 102,9 %.

43 REZULTATI DOLOCANJA VSEBNOSTI POSAMEZNIH FENOLNIH SPOJIN
(FENOLNIH KISLIN IN FLAVONOIDOV) S HPLC/MS

Rezultati dolocanja posameznih fenolnih kislin in flavonoidov, kot tudi abscizinske kisline,
so podani za vse analizirane vzorce posameznih vrst medu (10 vzorcev vsake vrste) kot
povpre¢ne vrednosti dveh vzporednih dolocitev v podpoglavjih 4.3.2 — 438, v
preglednicah 9 — 15. Povprecnih vrednosti za vsebnosti posameznih spojin za dolocene
vrste medu nismo podali zaradi velike variabilnosti rezultatov in majhnega Stevila
analiziranih vzorcev. Zato dobljenih rezultatov tudi nismo bolj statisti¢no obdelali.

Od fenolnih kislin, prisotnih v analiziranih vzorcih medu, smo identificirali in
kvantitativno dolocili klorogensko, p-kumarno in elaginsko kislino. Kavno kislino smo
identificirali in kvantitativno dolo¢ili le v akacijevem, lipovem in cvetlicnem medu, v
temnejSih vrstah medu, kostanjevem, smrekovem, hojevem in gozdnem medu, pa smo
kavno kislino samo identificirali. Pri temnejSih medovih je namre¢ izolacija fenolnih kislin
otezena zaradi zahtevnejSe ekstrakcije, saj temnejSi medovi vsebujejo vecje koliCine
motecih komponent. Galne kisline nismo kvantitativno ovrednotili, ker smo v predposkusu
ugotovili, da se pri postopku ekstrakcije (SPE) samo deloma veze na ekstrakcijsko kolono
Strata-X in smo jo izgubili pri spiranju z vodo s HCI in vodo. Paralelke pa so imele zelo
slabo ponovljivost.
Od flavonoidov smo identificirali in kvantitativho dolo¢ili miricetin, luteolin, kvercetin,
naringenin, apigenin, kamferol, pinocembrin, krizin in galangin. Poleg nasStetih spojin smo
na podlagi molskih mas, m/z vrednosti in podatkov iz literature sklepali, da so v
analiziranih vzorcih medu prisotni tudi cimetna in S-fenilmlecna kislina ter flavonoidi
tricetin, fisetin, pinobanksin, izoramnetin, pinostrobin in eriodiktiol, kot tudi trans-trans
abscizinska kislina (ABA1). Retencijski €asi in m/z vrednosti domnevno identificiranih
spojin so podani v preglednici 8. Ker za te spojine nismo imeli ustreznih standardov, smo,
podobno kot nekateri drugi raziskovalci (Tomas-Barberan, 2001; D’Arcy, 2005), njihovo
vsebnost v medu dolocili z naslednjimi standardnimi spojinami, za katere predvidevamo,
da imajo podoben odziv na detektorju:
- pinobanksin in pinostrobin smo kvantitativno ovrednotili s standardom
pinocembrinom,
- tricetin, fisetin, izoramnetin in eriodiktiol smo kvantitativno ovrednotili s standardom
kvercetinom,
- cimetno in f-fenilmlecno kislino smo kvantitativno ovrednotili s standardom kavne
kisline,
- trans-trans abscizinsko kislino (ABA1) smo kvantitativno ovrednotili s standardom
cis-trans abscizinske kisline (ABA2).
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Preglednica 8: Retencijski ¢asi, molske mase in m/z vrednosti domnevno identificiranih fenolnih kislin in
flavonoidov

Table 8: Retention times, molecular weights and m/z values of tentatively identified phenolic acids
and flavonoids

Domnevna spojina Oznaka R.t M m/z Vredn_ost
(min) (g/mol) [M—H]
cimetna kislina CIM 20,57 148,17 147,20
p-fenilmleéna kislina FM 20,76 166,18 165,20
tricetin TRI 32,10 302,23 301,01
fisetin FIS 33,14 286,24 285,20
pinobanksin PB 36,81 272,26 271,30
izoramnetin IR 37,91 316,20 315,20
pinostrobin PS 45,34 270,28 269,24
eriodiktiol ERI 45,60 288,06 287,10
trans-trans abscizinska kislina ABA1 28,72 264,30 263,30

Rt: retencijski ¢as, M: molska masa

Poleg nastetih spojin so v medu prisotne Se nekatere druge fenolne kisline in flavonoidi,
katerih nismo uspeli identificirati, zato v rezultatih niso vkljuceni.

4.3.1 Ponovljivost dolo¢anja vsebnosti fenolnih snovi v medu s HPLC/MS

Ponovljivost dolocanja vsebnosti nekaterih fenolnih kislin in flavonoidov ter cis-trans
abscizinske kisline — ABA2 smo dolocili znotraj paralelke nakljuénega vzorca medu
(vzorec S29). Vzorec smo pripravili enkrat in ga 6-krat zaporedoma injicirali (priloga B3).
Dolo¢ili smo tudi ponovljivost med paralelkami, in sicer tako, da smo vsebnost nekaterih
fenolnih kislin in flavonoidov ter abscizinske kisline analizirali v Sestih paralelkah.
Ponovljivost smo ovrednotili z dolocitvijo koeficienta variabilnosti (KV). Ker barva medu
zelo variira glede na vrsto, smo izbrali nakljune vzorce za 3 vrste medu, akacijev,
cvetliéni in gozdni med. Rezultati so prikazani v prilogah B4 do B6. Koeficienti
variabilnosti znotraj paralelke so se gibali med 2,5 % in 6,5 %, koeficienti variabilnosti
med paralelkami pa so bili manjSi od 10 %, razen pri luteolinu. Nizke vrednosti
koeficientov variabilnosti kaZejo na dobro ponovljivost uporabljene metode.

Pricakovali smo, da bodo koeficienti variabilnosti vi§ji pri temnejSih medovih zaradi
zahtevnejSe ekstrakcije, saj temnejs$i medovi vsebujejo vecje koli¢ine motecih komponent,
vendar med akacijevim, cvetlicnim in gozdnim medom ni bilo bistvenih razlik v vrednostih
koeficientov variabilnosti.

4.3.2 Vsebnost posameznih fenolnih Kislin in flavonoidov v akacijevem medu

Vsebnosti nekaterih fenolnih kislin, flavonoidov in abscizinske kisline v analiziranih
vzorcih akacijevega medu so podane v preglednici 9. 1z nje je razvidno, da vzorci niso
vsebovali klorogenske in elaginske kisline ter flavonoida miricetina, kot tudi ne spojine, ki
smo jo samo domnevno identificirali kot flavonoid tricetin. Od vseh analiziranih vzorcev je
vseboval flavonoid naringenin samo vzorec Al4, in sicer 113 pg/kg medu. Trije vzorci so
vsebovali luteolin, vendar so bile vsebnosti majhne, od 37 do 84 pg/kg.
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Vsi vzorci so vsebovali flavonoide kvercetin, apigenin in kamferol, katerih vir je nektar
in/ali cvetni prah. Vsebnosti kvercetina so se gibale od 133 do 293 png/kg, vsebnost
apigenina pa je bila manjSa, vrednosti so znasale od 43 do 145 pg/kg. Vsebnosti kamferola
v analiziranih vzorcih akacijevega medu so znasale od 212 do 365 pg/kg.

Preglednica 9: Vsebnost posameznih fenolnih spojin in abscizinske kisline (ug/kg) v analiziranih vzorcih
akacijevega medu

Table 9: Phenolics and abscisic acid content (ug/kg) of the analysed acacia honey samples
.. Vzorec

Spojina (ugrke) TSI AS | As | Ala | AIS | A9 | A2l | A2 | A2
klorogenska k.
kavna k. 616 258 187 376 257 419 385 171 106 311
p-kumarna k. 1574 988 | 1861 | 1624 | 2479 | 1945 | 2280 423 710 | 3794
elaginska k.
miricetin
luteolin 42 84 37
kvercetin 273 196 228 222 253 293 261 133 166 284
naringenin 113
apigenin 95 60 102 67 91 145 102 62 43 85
kamferol 337 260 242 297 212 365 305 298 232 299
pinocembrin 490 464 170 701 51| 2019 978 771 802 263
krizin 681 642 230 808 70 | 1253 737 870 825 301
galangin 170 252 71 349 28 | 1109 582 383 381 143
ABA2 877 803 1125 448 1159 1333 1223 1660 894 1959
cimetna k.* 245 98 108 210 171 157 131 77 45 56
p-fenilmleéna k* 546 214 215 410 327 332 266 115 86 97
tricetin*
fisetin* 378 325 22 164 3899 | 1284 390 287 34
pinobanksin* 589 587 274 949 86 | 3392 | 1413 | 1136 | 1230 482
izoramnetin* 799 278 350 321 218 397 294 273 170 107
pinostrobin* 91 237 187 320 77 767 289 350 300 429
eriodiktiol* 207 138 258 258 81 177 114 269 263 216
ABAL1* 298 204 199 219 288 275 204 301 166 369

*domnevna identikacija

Flavonoidi, ki izvirajo iz propolisa, pinocembrin, pinobanksin, krizin in galangin, so bili
prisotni v vseh analiziranih vzorcih akacijevega medu v zelo razli¢nih koli¢inah. Vsebnost
teh spojin v medu je odvisna od prisotnosti propolisa v medu. Najve¢ jih je vseboval
vzorec A18, od 1109 pg/kg (galangin) do 3392 ng/kg (pinobanksin), najmanj pa vzorec
Al4, le od 28 pg/kg (galangin) do 86 pg/kg (pinobanksin). Ker je vzorec Al4 ostale
spojine vseboval v primerljivih koli¢inah kot drugi vzorci akacijevega medu, sklepamo, da
je bila v tem vzorcu vsebnost propolisa minimalna.

Fenolne kisline — kavna, p-kumarna, cimetna in S-fenilmle¢na kislina so bile prisotne v
vseh analiziranih vzorcih, njihove vsebnosti pa so bile zelo variabilne. Na splosno je bilo v
vzorcih najve¢ p-kumarne kisline in potem kavne kisline. Cimetna in S-fenilmle¢na, ki smo



47

Bertoncelj J. Identifikacija in vsebnost nekaterih antioksidantov v slovenskem medu.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2008

ju samo domnevno identificirali na podlagi molskih mas in razpolozljivih podatkov iz
literature, sta bili v akacijevem medu prisotni v manjsih koli¢inah.

Za vse analizirane vzorce akacijevega medu je znacilna tudi prisotnost dveh izomer
abscizinske kisline, ABA1 (trans-trans abscizinska kislina) in ABA2 (cis-trans abscizinska
kislina). ABA spada med rastlinske hormone, je neflavonoidna komponenta, ki sluzi za
za8Cito rastline v Casu suSe in drugih sprememb v okolju. Vsi analizirani vzorci so
vsebovali vec€ cis-trans abscizinske kisline (ABA2), od 448 do 1959 pg/kg, medtem ko je
bilo ABA1 od 166 do 369 pg/kg medu.

Kromatogrami za vzorec akacijevega medu A18 so prikazani na slikah 15 (HPLC/MS) in
16 (HPLC/DAD).
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Slika 15:

Figure 15:

HPLC/ESI(-)/MS kromatogram akacijevega medu (vzorec A18). Za identifikacijo vrhov

glej preglednici 4 in 8

HPLC/ESI(—)/MS chromatogram of acacia honey (sample A18). See Tables 4 and 8 for

peak identification
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Figure 16:
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HPLC/DAD kromatogram akacijevega medu (vzorec A18) pri 290 nm (a) in 340 nm (b).
Za identifikacijo vrhov glej preglednici 4 in 8

HPLC/DAD chromatogram of acacia honey (sample A18) recorded at 290 nm (a) and 340
nm (b). See Tables 4 and 8 for peak identification
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4.3.3 Vsebnost posameznih fenolnih Kislin in flavonoidov v lipovem medu

V preglednici 10 je podana vsebnost nekaterih fenolnih kislin, flavonoidov in abscizinske
kisline v analiziranih vzorcih lipovega medu. 1z nje je razvidno, da vzorci niso vsebovali
flavonoidov miricetina in domnevno identificiranega tricetina. Klorogensko kislino je
vseboval samo vzorec L20, naringenin pa le vzorca L16 in L18. Flavonoid luteolin je bil
prisoten v §tirih vzorcih lipovega medu. Sedem vzorcev je vsebovalo elaginsko kislino, od
81 do 359 pg/kg. Vsi analizirani vzorci lipovega medu so vsebovali kavno in p-kumarno
kislino. Kavne kisline je bilo v lipovem medu od 1257 do 3075 pg/kg, p-kumarne pa od
1783 do 3396 pg/kg.

Najve¢ flavonoidov, ki izvirajo iz propolisa, kot so pinocembrin, pinobanksin, krizin in
galangin, je vseboval vzorec L26, od 634 ng/kg (galangin) do 1317 pg/kg (krizin), nekaj
manj vzorec L14. Ostali vzorci lipovega medu so vsebovali te flavonoide v manjsih
koli¢inah, najmanj vzorec L16, le od 31 pg/kg (galangin) do 109 ug/kg (krizin).

Preglednica 10: Vsebnost posameznih fenolnih spojin in abscizinske kisline (ng/kg) v analiziranih vzorcih
lipovega medu

Table 10: Phenolics and abscisic acid content (ng/kg) of the analysed lime honey samples
.. Vzorec

Spojina (ugke) T T T T s | Lia | Lie | Lis | L9 | 120 | L26
klorogenska k. 94
kavna k. 3075 | 2545 | 2779 | 2717 | 2015 | 2468 | 2110 | 2136 | 1257 | 2117
p-kumarna k. 3396 | 1828 | 1868 | 1956 | 2129 | 2988 | 2479 | 1783 | 2242 | 2782
elaginska k. 359 192 87 106 131 192 81
miricetin
luteolin 31 23 33 106
kvercetin 284 330 284 195 209 220 275 470 283 300
naringenin 58 61
apigenin 89 49 63 88 97 75 80 87 381 185
kamferol 277 275 277 227 267 256 296 294 359 317
pinocembrin 319 504 323 535 764 49 379 445 158 | 1217
krizin 438 858 440 996 | 1233 109 545 643 205 | 1317
galangin 130 226 138 373 478 31 183 238 104 634
ABA2 3115 | 2379 | 2699 | 2799 | 1886 | 2673 | 3478 | 4211 1998 | 3431
cimetna k.* 722 385 649 | 1127 449 | 1984 | 1056 786 757 938
f-fenilmleéna k* 1468 773 | 1420 | 2545 912 | 4316 | 2265 | 1917 | 1769 | 2011
tricetin*®
fisetin* 115 264 305 250 | 1366 19 433 264 2117
pinobanksin* 348 460 316 804 | 1027 68 405 637 336 | 1290
izoramnetin® 452 692 429 319 249 373 371 481 481
pinostrobin* 47 65 55 128 230 129 172 206 98 600
eriodiktiol* 752 575 481 1203 475 721 489 572 250 900
ABA1* 982 513 607 633 628 743 922 | 1111 390 863

*domnevna identikacija
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Vsebnost apigenina je bila najvecja v vzorcu L20, in sicer 381 pg/kg, sledi L26 s 185
pg/kg, v vseh ostalih vzorcih pa je bila vsebnost apigenina pod 100 pg/kg. Vsebnosti
kamferola v analiziranih vzorcih lipovega medu so bile podobne kot pri akacijevem medu
in so znaSale od 227 do 359 pg/kg medu. Vsebnosti kvercetina pa so se gibale od 195 do
470 ng/kg.

Vsi analizirani vzorci lipovega medu so vsebovali tudi cimetno in S-fenilmlec¢no kislino ter
flavonoide fisetin, izoramnetin, pinostrobin in eriodiktiol. Te spojine smo samo domnevno
identificirali na podlagi molskih mas 0z. njihovih m/z vrednosti in razpoloZzljivih podatkov
iz literature, ker zanje nismo imeli ustreznih standardnih spojin. V vzorcih sta bili prisotni
tudi obe izomeri abscizinske kisline. Vsebnosti so podane v preglednici 10. HPLC/MS
kromatogram vzorca L26 je prikazan v prilogi B7.

4.3.4 Vsebnost posameznih fenolnih Kislin in flavonoidov v cvetliénem medu

Vsebnosti nekaterih fenolnih kislin, flavonoidov in abscizinske kisline v analiziranih
vzorcih cvetlicnega medu so podane v preglednici 11, iz katere je razvidno, da rezultati
zelo variirajo. To smo pri¢akovali, saj cvetliéni med ne spada med vrstne medove, ampak
gre za meSan med. Vsi analizirani vzorci cvetlicnega medu so vsebovali p-kumarno,
cimetno in p-fenilmle¢no kislino ter flavonoide kvercetin, apigenin, kamferol,
pinocembrin, krizin, galangin, pinobanksin, izoramnetin, pinostrobin in eriodiktiol kot tudi
ABA1 in ABA2. Kavne kisline ni vseboval le vzorec C20.

Vzorec C22 je vseboval zelo nizke koncentracije flavonoidov, ki izvirajo iz propolisa, le
32 pg pinocembrina, 51 pg krizina, 18 pg galangina in 57 pg pinobanksina v kg medu.
Nasprotno pa smo v tem vzorcu dolocili ekstremno visoke vsebnosti cimetne in
p-fenilmlecne kisline v primerjavi z ostalimi vzorci cvetlicnega medu, kar 8178 oz. 16813
ng/ke.

Ostale spojine, kot so klorogenska in elaginska kislina, ter flavonoidi miricetin, luteolin in
naringenin, niso bile prisotne v vseh analiziranih vzorcih. Nobeden izmed vzorcev
cvetlicnega medu, ki je nektarnega izvora, ni vseboval domnevno identificiranega
flavonoida tricetina. HPLC/MS kromatogram vzorca C6 je prikazan v prilogi BS.
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Preglednica 11: Vsebnost posameznih fenolnih spojin in abscizinske kisline (ng/kg) v analiziranih vzorcih
cvetlicnega medu

Table 11: Phenolics and abscisic acid content (ug/kg) of the analysed multifloral honey samples

Spojina (png/kg) Vzoree
Cl1 C4 C6 C12 C13 C20 C21 C22 C24 C29

klorogenska k. 94 268 918 77 108
kavna k. 1277 570 854 367 940 330 475 396 936
p-kumarna k. 2473 | 1956 | 1327 | 2417 | 4534 | 4931 | 2740 | 1511 | 2173 | 1928
elaginska k. 875 993 515 131 136 928
miricetin 43 44 15 47 34
luteolin 116 27 34 29 46
kvercetin 436 401 348 251 392 357 231 304 233 361
naringenin 76 119 152 175 125
apigenin 133 119 165 242 396 223 390 308 363 170
kamferol 622 355 397 280 460 348 273 351 276 400
pinocembrin 634 389 764 158 547 | 1032 90 32 68 951
krizin 1091 599 879 203 653 855 139 51 87 818
galangin 278 154 324 81 457 479 51 18 48 392
ABA2 1482 904 | 5284 | 1403 | 5795 | 2508 | 1116 | 1764 937 945
cimetna k.* 513 273 | 3560 247 965 766 522 | 8178 | 2490 | 2185
p-fenilmlecna k* 1150 555 | 6843 477 | 1872 | 1770 | 1629 | 16813 | 5941 | 3396
tricetin*
fisetin* 510 206 509 69 750 | 1414 57 892
pinobanksin* 775 492 | 1110 297 | 1182 | 1047 167 57 125 | 1354
izoramnetin* 924 401 687 364 686 625 453 513 473 618
pinostrobin* 36 23 67 90 214 604 85 49 110 86
eriodiktiol* 666 777 494 226 358 600 286 280 299 383
ABAT* 1679 312 | 2891 303 | 1868 672 196 401 195 217

*domnevna identikacija

4.3.5 Vsebnost posameznih fenolnih Kislin in flavonoidov v kostanjevem medu

Preglednica 12 prikazuje fenolni profil desetih vzorcev kostanjevega medu. Vsi vzorci so
vsebovali p-kumarno, cimetno in f-fenilmlec¢no kislino. V vseh vzorcih kostanjevega medu
smo identificirali tudi kavno kislino, vendar je nismo kvantitativno dolo¢ili.

Apigenin, kamferol, eriodiktiol in flavonoide, ki izvirajo iz propolisa so vsebovali vsi
analizirani vzorci. Klorogenska in elaginska kislina ter flavonoidi miricetin, luteolin,
kvercetin, pinostrobin in tricetin so bili prisotni le v nekaterih vzorcih, medtem ko
naringenina v analiziranih vzorcih kostanjevega medu ni bilo. Vsi vzorci so vsebovali tudi
abscizinsko kislino, vendar je bilo predvsem ABA2 znatno manj, kot v akacijevem,
lipovem in cvetlic(nem medu. HPLC/MS kromatogram vzorca K36 je prikazan v prilogi
B9.
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Preglednica 12: Vsebnost posameznih fenolnih spojin in abscizinske kisline (pg/kg) v analiziranih vzorcih
kostanjevega medu

Table 12: Phenolics and abscisic acid content (ng/kg) of the analysed chestnut honey samples

Spojina (png/kg) Vzoree
K2 K3 K5 K7 K9 K27 K29 K30 K36 K40

klorogenska k. 210 252 149
kavna k. + + + + + + + + + +
p-kumarna k. 1159 | 1446 | 1686 | 1988 | 1753 | 1472 | 1922 871 937 | 1045
elaginska k. 271 126 76 313 173 258
miricetin 14 22
luteolin 38 25 13 42
kvercetin 218 266 352 203 213 127
naringenin
apigenin 552 315 68 383 91 42 113 15 109 28
kamferol 223 238 166 251 154 128 200 179 232 158
pinocembrin 193 72 130 163 251 145 101 25 274 32
krizin 260 172 450 360 413 376 242 40 388 74
galangin 97 41 112 86 143 74 51 10 192 17
ABA2 151 512 398 709 288 380 292 272 495 216
cimetna k.* 734 | 2453 354 | 1397 359 376 | 1218 651 | 2808 399
f-fenilmleéna k* 1215 | 4652 422 | 2346 528 674 | 2095 | 1019 | 4751 600
tricetin*® 291 187 117 238 1094 469
fisetin* 219 397 95 | 1241 1049 24 31 966 22
pinobanksin* 281 111 1213 206 265 145 117 23 409 39
izoramnetin® 506 360 756 172 402 276 382 305
pinostrobin* 15 33 23 19
eriodiktiol* 462 | 1137 | 1862 948 856 | 1955 962 | 1223 847 814
ABA1* 80 152 134 264 78 165 158 154 263 103

*domnevna identikacija
+: spojino smo samo identificirali

4.3.6 Vsebnost posameznih fenolnih Kislin in flavonoidov v smrekovem medu

V preglednici 13 je prikazana vsebnost nekaterih fenolnih kislin, flavonoidov in
abscizinske kisline v vzorcih slovenskega smrekovega medu. Vsi vzorci so vsebovali
flavonoide, ki izvirajo iz propolisa. Glede vsebnosti le-teh izstopa vzorec S27, kjer je bila
vsebnost pinocembrina, pinobanksina, krizina in galangina obcutno visja kot v ostalih
vzorcih, kar kaze na vecjo prisotnost propolisa v tem vzorcu medu v primerjavi z ostalimi
vzorci smrekovega medu.

Od fenolnih kislin so vsi vzorci vsebovali p-kumarno, kavno, cimetno in S-fenilmle¢no
kislino. Klorogenske kisline ni vseboval samo vzorec S29, elaginska kislina je bila prisotna
v Sestih vzorcih.

Flavonoidi luteolin, kvercetin, apigenin, kamferol, tricetin, izoramnetin in eriodiktiol so
bili prisotni v vseh vzorcih, vsebnosti za posamezne flavonoide so precej variirale.
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Miricetin je vsebovalo 7 vzorcev smrekovega medu, vsebnosti so bile zelo majhne, od 13
do 30 pg/kg. Naringenin smo identificirali v osmih vzorcih, pinostrobin pa v sedmih.
Vsebnosti teh dveh flavonoidov so se gibale v obmocju od 13 do 168 pg/kg. V dveh
vzorcih smrekovega nismo dolocili flavonoida fisetina, v preostalih vzorcih pa so bile
dolocene vsebnosti fisetina zelo variabilne, od 29 do 1472 ng/kg.

Preglednica 13: Vsebnost posameznih fenolnih spojin in abscizinske kisline (ng/kg) v analiziranih vzorcih
smrekovega medu

Table 13: Phenolics and abscisic acid content (ug/kg) of the analysed spruce honey samples

Spojina (nug/kg) Vzoree
S18 S20 S22 S25 S26 S27 S28 S29 S30 S31

klorogenska k. 206 179 260 178 177 219 189 167 215
kavna k. + + + + + + + + + +
p-kumarna k. 1162 936 | 1483 | 2496 | 2119 | 2124 | 2385 | 2669 | 3104 630
elaginska k. 69 164 156 159 424 103
miricetin 19 13 17 30 17 22 20
luteolin 46 28 63 103 30 126 49 37 47 25
kvercetin 416 292 271 458 679 559 227 450 465 493
naringenin 32 53 108 90 110 110 168 44
apigenin 71 131 161 222 239 439 103 245 203 134
kamferol 310 240 309 317 293 530 399 417 389 350
pinocembrin 357 143 105 167 168 | 1990 120 433 159 134
krizin 511 209 137 217 264 | 1276 189 425 218 219
galangin 191 56 59 90 91 654 71 260 103 72
ABA2 647 688 399 460 544 | 1782 | 23664 | 1957 942 857
cimetna k.* 2307 | 1970 | 1023 | 1482 | 1411 | 1554 | 1022 | 1214 | 1111 | 1986
p-fenilmleéna k* | 4368 | 3897 | 1742 | 2473 | 2584 | 3039 | 1929 | 2245 | 2499 | 3919
tricetin*® 1086 | 1025 533 | 2635 | 3074 | 1230 440 406 | 2102 | 2237
fisetin* 60 55 33 145 | 1472 29 561 123
pinobanksin* 536 191 232 304 306 | 2199 195 621 324 235
izoramnetin*® 539 552 355 353 584 653 301 641 457 317
pinostrobin* 13 20 19 132 52 50 109
eriodiktiol* 853 570 281 674 | 1025 765 416 568 494 | 1371
ABA1* 246 252 146 279 247 714 | 8523 654 391 442

*domnevna identikacija
+: spojino smo samo identificirali

Abscizinsko kislino smo identificirali in kvantitativno dolo¢ili v vseh vzorcih. Vzorec S28
je vseboval izredno veliko ABA1 in ABA2 v primerjavi z drugimi vzorci smrekovega
medu, 8523 oz. 23664 ng/kg. V ostalih vzorcih smrekovega medu so se vsebnosti ABA1
gibale od 146 do 714 pg/kg, medtem ko je bilo ABA2 od 399 do 1957 pg/kg medu.
HPLC/MS kromatogram vzorca S27 je prikazan v prilogi B10.
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4.3.7 Vsebnost posameznih fenolnih Kislin in flavonoidov v hojevem medu

Kot je razvidno iz preglednice 14, so vsi vzorci hojevega medu vsebovali p-kumarno,
kavno, cimetno in f-fenilmlecno kislino. Klorogenska in elaginska kislina sta bili prisotni v
treh oz. Stirih vzorcih hojevega medu.

Preglednica 14: Vsebnost posameznih fenolnih spojin in abscizinske kisline (ng/kg) v analiziranih vzorcih
hojevega medu

Table 14: Phenolics and abscisic acid content (ug/kg) of the analysed fir honey samples
.. Vzorec

Spojina (keke) T T T 0 [ miz | nis | nie | n2s | mes | nzs | n27
klorogenska k. 304 385 206
kavna k. + + + + + + + + + +
p-kumarna k. 700 | 1502 788 236 990 | 1705 | 1664 | 1058 919 | 1485
elaginska k. 112 341 291 123
miricetin 12 11 17
luteolin 51 112 145 126 14 14 10
kvercetin 412 569 491 389 537 878 732 700 651
naringenin 58 86 87 49 45
apigenin 587 302 111 46 24 269 169 164 109 150
kamferol 267 292 265 215 184 347 190 215 155 309
pinocembrin 76 65 319 206 59 443 82 273 120 261
krizin 144 99 465 295 88 388 111 296 142 274
galangin 41 35 113 69 29 191 42 189 66 157
ABA2 500 622 563 343 382 834 335 429 211 702
cimetna k.* 3006 | 1771 971 | 2118 744 | 2408 | 2175 | 2047 | 1937 | 1437
p-fenilmleéna k* | 5058 | 3152 | 1748 | 3605 | 1231 | 4588 | 4094 | 3910 | 4348 | 2653
tricetin* 2006 | 3281 | 2776 | 3421 | 2550 | 3361 | 3802 | 3607 | 2994 | 3005
fisetin* 241 90 282 34 366 148 478
pinobanksin* 162 95 382 206 81 411 125 536 218 430
izoramnetin*® 286 237 334 298 376 210 379 338 250 316
pinostrobin* 19 29 31 258 77 69 47 113
eriodiktiol* 267 260 303 275 442 516 492 553 310 261
ABA1* 141 268 266 150 138 468 115 194 99 176

*domnevna identikacija
+: spojino smo samo identificirali

Vsi vzorci so vsebovali pinocembrin, pinobanksin, krizin, galangin, apigenin, kamferol,
tricetin, izoramnetin, eriodiktiol in abscizinsko kislino. Vsebnosti so precej variirale.
Kvercetina nismo dolo¢ili v vzorcu H12. Le trije vzorci so vsebovali miricetin, vsebnosti
so bile zelo majhne, od 11 do 17 pg/kg. Luteolin, naringenin, fisetin in pinostrobin smo
doloc¢ili le v nekaterih vzorcih hojevega medu. HPLC/MS kromatogram vzorca H10 je
prikazan v prilogi B12.
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4.3.8 Vsebnost posameznih fenolnih Kislin in flavonoidov v gozdnem medu

Preglednica 15 prikazuje fenolni profil desetih vzorcev gozdnega medu. Od fenolnih kislin
so vsi vzorci vsebovali p-kumarno, kavno, cimetno in f-fenilmle¢no kislino. Elaginske
kisline ni vseboval samo vzorec G24, klorogensko kislino smo dolo¢ili v §tirih vzorcih
gozdnega medu.

Vzorca G9 in G15 sta vsebovala zelo malo flavonoidov, ki izvirajo iz propolisa, vsebnosti
pinocembrina, pinobanksina, krizina in galangina so bile nizje od 100 ug/kg. Ta dva vzorca
gozdnega medu nista vsebovala domnevno identificiranega flavonoida fisetina. V
preostalih vzorcih gozdnega medu je bilo vec¢ teh flavonoidov, najve¢ v vzorcu G12.

Vsi vzorci so vsebovali apigenin, kamferol, kvercetin, tricetin, izoramnetin, eriodiktiol in
abscizinsko kislino. Luteolin, miricetin, naringenin in pinostrobin smo dolocili le v
nekaterih vzorcih gozdnega medu. HPLC/MS kromatogram vzorca G12 je prikazan v
prilogi B13.

Preglednica 15: Vsebnost posameznih fenolnih spojin in abscizinske kisline (ng/kg) v analiziranih vzorcih
gozdnega medu

Table 15: Phenolics and abscisic acid content (ug/kg) of the analysed forest honey samples
.. Vzorec

Spojina (kelke) TG G, [ Gis | GIs | GIs | G0 | G23 | Gos | G2
klorogenska k. 79 316 210 123
kavna k. + + + + + + + + + +
p-kumarna k. 2903 965 857 509 | 3066 | 1535 583 721 1493 | 1057
elaginska k. 112 217 315 145 272 117 125 166 131
miricetin 29 22 26 15

luteolin 21 19 16 33 19 31 15
kvercetin 296 218 459 222 252 303 264 266 221 217
naringenin 82 74 109 36 33 32 34
apigenin 103 47 243 70 119 48 85 75 275 75
kamferol 115 261 377 282 254 208 236 242 285 252
pinocembrin 187 38 843 249 42 137 201 311 398 213
krizin 314 61 940 410 56 199 299 382 463 309
galangin 95 20 472 135 29 88 98 122 314 156
ABA2 2724 | 2550 | 1485 690 853 | 1021 414 486 875 339
cimetna k.* 1056 | 1015 | 1208 781 630 858 | 1214 738 | 1073 667
f-fenilmleéna k* 1988 | 1778 | 2158 | 1383 | 1095 | 1620 | 2083 | 1199 | 1804 | 1090
tricetin* 1532 667 | 1759 736 478 | 1190 723 995 582 656
fisetin* 178 1467 184 104 280 187 484 168
pinobanksin* 247 72 | 1431 356 78 265 306 408 900 519
izoramnetin*® 112 223 319 403 408 352 394 236 264 268
pinostrobin* 11 22 20 32 37 62 52 27
eriodiktiol* 706 425 493 338 342 | 1080 209 205 235 403
ABA1* 1058 873 690 308 268 302 182 142 305 159

*domnevna identikacija
+: spojino smo samo identificirali
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4.3.9 Primerjava vsebnosti posameznih fenolnih spojin in abscizinske Kisline v
razli¢nih vrstah medu in prisotnost morebitnih markerjev za ugotavljanje
botani¢nega porekla medu

1z rezultatov, podanih v preglednicah 9 — 15 in na sliki 17, je razvidno da analizirani vzorci
slovenskih vrst medu kazejo zelo visoko variabilnost v vsebnosti posameznih fenolnih
spojin in abscizinske kisline. Razlike so vidne med razlicnimi vrstami medu kot tudi
znotraj iste vrste. Statisticna obdelava je pokazala, da nekateri rezultati predstavljajo
osamelce oz. ekstreme, vendar jih ne moremo izlociti, ker je bilo analiziranih le 10 vzorcev
vsake vrste medu. Stevilo vzorcev je premajhno, da bi lahko delali zakljucke saj, statisti¢no
gledano, rezultati ne predstavljajo celotne vrste. Do sedaj v Sloveniji Se ni bilo podobne
raziskave, zato tudi nimamo podatkov za morebitno primerjavo. Rezultati vsebnosti za
dolocCene spojine pri posameznih vrstah medu, ki zelo izstopajo so npr. vsebnost
pinocembrina, pinobanksina, krizina, galangina in fisetina v vzorcih A18, S27 in G12,
vsebnost cimetne in f-fenilmlecne kisline v vzorcu C22, vsebnost apigenina v vzorcih K2
in H1, vsebnost abscizinske kisline v vzorcih C6, C13 in S28.

Na sliki 17 je predstavljena primerjava vsebnosti pinocembrina, pinobanksina, krizina,
galangina, kamferola, kvercetina, p-kumarne kisline in cimetne kisline. Podana so obmocja
vsebnosti spojin (levi ro¢aj predstavlja minimalno, desni maksimalno vrednost), oznacene
pa so tudi povprecne vrednosti (kvadratki) v posameznih vrstah medu. Zaradi velike
variabilnosti rezultatov in majhnega S$tevila analiziranih vzorcev povpre¢ne vrednosti
nimajo velikega pomena in so zgolj informativne narave. Vsi analizirani vzorci medu so
vsebovali flavonoide, ki izvirajo iz propolisa, to so pinocembrin, pinobanksin, krizin in
galangin. Najvec teh flavonoidov so vsebovali svetlejsi medovi, akacijev, lipov in cvetli¢ni
med, najmanjSe vsebnosti smo dolocili v kostanjevem in hojevem medu. Najvecjo
vsebnost pinocembrina, pinobanksina in galangina smo doloc¢ili v vzorcu A18, najvec
krizina so vsebovali vzorci A18, S27 in L26 (1253 do 1317 pg/kg).

Flavonoid kamferol, ki izvira iz nektarja, je bil prisoten v vseh vzorcih, vsebnosti so bile
vec¢inoma v obmocju med 200 — 400 pg/kg. Najvecjo vsebnost smo dolocili v vzorcih C1
in S27, 622 oz. 530 pg/kg, cvetlicni in smrekov med sta imela tudi najvecjo povprecno
vsebnost kamferola, kar je razvidno s slike 17. Najve¢ kvercetina je vseboval hojev med. V
tej vrsti medu so vsebnosti kvercetina najbolj variirale, saj je interval segal od 0 do 878
pg/kg, sledi smrekov med. Vsebnosti kvercetina v akacijevem, lipovem, cvetlicnem in
gozdnem medu so si bile dokaj podobne, Stirje vzorci kostanjevega medu pa kvercetina
niso vsebovali. Flavonoid apigenin so vsebovali vsi vzorci medu, najve¢ ga je vseboval
cvetli¢ni med, ta vrsta medu je imela povpre¢no vsebnost apigenina 251 pg/kg, vsebnosti
vecje od 500 pg/kg pa smo dolocili v dveh vzorcih, K2 in HI. Flavonoidi miricetin,
luteolin in naringenin so bili prisotni le v nekaterih analiziranih vzorcih medu, vsebnosti
teh flavonoidov v medu pa so bile relativno nizke. Iz rezultatov je Se razvidno, da akacijev
in lipov med nista vsebovala flavonoida miricetina, medtem ko kostanjev med ni vseboval
naringenina.

V velini analiziranih vzorcev smo dolocili tudi flavonoide, ki smo jih domnevno
identificirali na podlagi molskih mas in podatkov iz literature, kot fisetin, izoramnetin,
pinostrobin in eriodiktiol, njihove vsebnosti so bile zelo variabilne. Tricetin, ki smo ga tudi
samo domnevno identificirali, pa je bil prisoten le v smrekovem, hojevem in gozdnem
medu ter v nekaterih vzorcih kostanjevega medu. Najvisje koncentracije so dosegli vzorci
hojevega medu. Akacijev, lipov in cvetlicni med tega flavonoida niso vsebovali.
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Slika 17: Obmocja vsebnosti in povprecne vrednosti nekaterih fenolnih spojin v razliénih vrstah
medu
Figure 17:

Ranges and average values of some phenolic compounds in different honey types
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Od fenolnih kislin smo identificirali p-kumarno, kavno, klorogensko in elaginsko kislino,
domnevno pa smo identificirali §e cimetno in S-fenilmle¢no kislino.

S slike 17 je razvidno, da so povprecne vsebnosti p-kumarne kisline od 1105 pg/kg v
hojevem medu do 2599 pg/kg v cvetlicnem medu. Intervali vrednosti v vseh analiziranih
vzorcih medu so za to fenolno kislino v obmoc¢ju med 236 in 4931 pg/kg.

Klorogensko in elaginsko kislino vsebujejo le nekateri vzorci posameznih vrst medu,
medtem ko ju akacijev med nima.

Kavna kislina je bila prisotna v vseh vzorcih, razen enega vzorca cvetlicnega medu (C20),
kvantitativno pa smo jo doloc¢ili le v svetlejSih medovih, akacijevem, lipovem in
cvetliénem. V akacijevem medu je bilo kavne kisline malo, od 106 do 616 pug/kg, medtem
ko so v lipovem medu vrednosti variirale od 1257 do 3075 pg/kg. Zaradi slabe
kromatografske lo¢be kavne kisline nismo kvantitativno dolocili v temnejSih vrstah medu,
kostanjevem, smrekovem, hojevem in gozdnem medu.

Cimetna in f-fenilmle¢na kislina sta bili v vseh vrstah medu, najmanj ju je vseboval
akacijev med. NajveC so ju vsebovali vzorci hojevega, smrekovega in cvetlicnega medu,
izstopal pa je vzorec C22, ki je vseboval ekstremne vrednosti teh kislin, 8178 pg/kg
cimetne in 16813 pg/kg p-fenilmlecne kisline. f-fenilmlecne kisline je bilo v analiziranih
vzorcih medu priblizno dvakrat toliko kot cimetne kisline, koeficient korelacije med tema
kislinama je bil zelo visok, znasal je 0,991.

V vseh analiziranih vzorcih medu smo identificirali tudi dve izomeri abscizinske kisline,
ABA1 — trans-trans abscizinska kislina in ABA2 — cis-trans abscizinska kislina. ABA
spada med rastlinske hormone, je neflavonoidna komponenta, ki sluzi za zascito rastline v
¢asu suSe in drugih sprememb v okolju. Vsi analizirani vzorci so vsebovali ve¢ cis-trans
abscizinske kisline (ABA2), izjema je le vzorec cvetlicnega medu C1 s 1679 pg/kg ABAI
in 1482 pg/kg ABA2. Ce primerjamo vsebnost abscizinske kisline po vrstah medu, jo je
bilo najmanj v kostanjevem in hojevem medu, najvec pa v lipovem in smrekovem medu. V
vzorcu smrekovega medu (vzorec S27) smo dolocili ekstremno visoke vsebnosti ABA1 in
ABA2 (8523 in 23664 pg/kg) v primerjavi z ostalimi vzorci razliénih vrst medu.
Koeficient korelacije med obema izomerama abscizinske kisline je bil zelo visok, znasal je
0,975.
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4.4 REZULTATI DOLOCANJA ANTIOKSIDATIVNE UCINKOVITOSTI MEDU

Antioksidativno ucinkovitost vzorcev razlicnih vrst slovenskega medu smo dolocali z
dvema metodama, DPPH in FRAP metodo.

DPPH metoda s stabilnim organskim radikalom 1,1-difenil-2-pikrilhidrazilom se uporablja
za dolocanje sposobnosti lovljenja radikalov, rezultate smo izrazili kot koncentracijo
ucinkovitosti — ICsg, ki je definirana kot koncentracija antioksidanta, potrebna za 50 %
zmanj$anje absorbance radikala DPPH'. Ker se z ve¢anjem AU zmanj$uje vrednost ICsg,
kar je nerodno pri grafi¢ni predstavitvi rezultatov, smo rezultate podali tudi v obliki 1/ICsy.
Iz preglednice 16 je razvidno, da sta bila najmanj uCinkovita akacijev in lipov med, s
povpreénima koncentracijama ucinkovitosti 56,8 oz. 25,6 mg/mL. Sledi cvetlicni med,
katerega povprecna ICsg je bila 17,1 mg/mL in kostanjev med s povprecno vrednostjo 11,6
mg/mL. Najnizje povprecne vrednosti ICsg (8,2 do 9,0 mg/mL) so imeli hojev, smrekov in
gozdni med, kar pomeni, da je bila njihova antioksidativna u¢inkovitost najvecja.

Preglednica 16: 1Cs, 1/ICsoin FRAP vrednosti v razli¢nih vrstah medu

Table 16: ICs, 1/ICspand FRAP values in different honey types
Statisti¢ni DPPH metoda FRAP metoda
Vrstamedu | n arameter ICs, 1/ICsq (uM Fe(II)
P (mg/mL) (mg/mL)" K
akaciiev 30 X+ SD 56,8+ 17,9 0,019 + 0,005 69,6 + 12,7
! Xom— X | 32,7 — 1112 0,009 — 0,031 432914
. X+ SD 25,6 £ 6,4 0,042 +0,012 145,1 +£32,1
lipov 28
Xmin — Xmax 12,6 — 36,1 0,028 — 0,079 94,6 -217,2
cvetlicni 59 |_X%SD 17,1 £ 7,4 0,071 = 0,032 184,1 41,4
Xmin — Xmax 7,6 —35,5 0,028 — 0,132 119,5-262,9
Kostaniev 29 X+ SD 11,6 +£3,0 0,092 + 0,023 370,2+77,0
/ Xmin — Xmax 74183 0,055 -0,135 212,7-515,6
X+ SD 83+1,8 0,126 £ 0,027 405,1 £70,9
smrekov 29
Xmin — Xmax 54-126 0,079 - 0,185 277,5 —534,0
hotev 30 X+ SD 82=+1,6 0,127 £ 0,025 456,4 +94,6
) Xmin — Xmax 52-11,8 0,085 -0,192 244,6 —582,2
ozdni 30 X+ SD 9,0+£22 0,117 +0,028 383,7+ 78,6
& Xmin — Xmax 5,3-13,8 0,072 - 0-189 227,5-602,2

n: Stevilo vzorcev, X : povpre¢na vrednost, SD: standardni odklon, X,;,: minimalna vrednost, X,,.: maksimalna vrednost

FRAP metoda je enostavna spektrofotometricna metoda, ki se zelo pogosto uporablja za
dolo¢anje antioksidativne ucinkovitosti razlicnih zivil, tudi medu. Kot je razvidno iz
preglednice 16, je AU medov precej variirala, povprecne FRAP vrednosti so naraScale v
naslednjem vrstnem redu: akacijev < lipov < cvetli¢ni < kostanjev < gozdni < smrekov <
hojev med. Akacijev med je imel povpre¢no FRAP vrednost 69,6 uM Fe(II), medtem ko
smo najvisSjo FRAP vrednost izmerili v hojevem medu, povprecje je znasalo 456,4 uM
Fe(II) za 10 % raztopino medu.

DPPH in FRAP metoda temeljita na razli¢nih principih, zato nas je zanimalo, ¢e je mozno
primerjati obe metodi. Zveza med uporabljenima metodama za doloCanje antioksidativne
ucinkovitosti medu je prikazana na sliki 18, koeficient determinacije je znaSal 0,772,
koeficient korelacije pa 0,878.
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Slika 18: Primerjava DPPH in FRAP metode
Figure 18: Comparison between the DPPH and FRAP method

4.5 VPLIV SKLADISCENJA MEDU NA VSEBNOST SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN
IN ANTIOKSIDATIVNO UCINKOVITOST

Ker medu obi¢ajno ne uzivamo popolnoma svezega, ampak Sele nekaj casa po
pridobivanju, smo na nekaterih vzorcih medu spremljali vsebnost skupnih fenolnih spojin
in antioksidativno ucinkovitost, izmerjeno s FRAP metodo, tudi po dolocenem casu
skladiS¢enja. Izbrali smo 56 vzorcev medu letnika 2004 (8 vzorcev vsake vrste), jih hranili
eno leto v temi pri sobni temperaturi in jih nato ponovno analizirali. Rezultati so podani v
preglednici 17. Iz dobljenih rezultatov je razvidno, da se vsebnost skupnih fenolnih spojin
v vec€ini analiziranih vzorcev medu med enoletnim skladiS¢enjem ni bistveno zmanjsala,
odstotek zmanjSanja je znasal od 0,3 do 10,7 % (povprecno 3,5 %). V devetih vzorcih pa je
bila vsebnost skupnih fenolnih spojin po enem letu skladis¢enja celo vecja, vendar je bil
odstotek povecanja minimalen, od 0,1 do 2,0 % (povprecno 0,5 %).

Antioksidativna uc¢inkovitost medu je bila po enoletnem skladiS¢enju v vseh vzorcih medu
vecja od zaletne vrednosti, kar je bilo v nasprotju z nasSimi pri¢akovanji. Odstotek
povecanja je znasal od 3,3 do 12,8 % (povprecno 7,4 %). Povecanje AU je bilo razli¢no za
posamezne vrste medu, saj se je AU, doloCena s FRAP metodo, najmanj povecala v
cvetlicnem in smrekovem medu, povprecno za 5,7 oz. 6,3 %. V ostalih vrstah medu je bil
odstotek povecanja AU precej podoben in je znaSal v povprecju od 7,7 % za vzorce
gozdnega medu do 8,2 % za vzorce kostanjevega in hojevega medu.
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Preglednica 17: Vsebnost skupnih fenolnih spojin in antioksidativna ucinkovitost (AU) svezih in eno leto
starih vzorcev medu

Table 17: Total phenolic content and antioxidant activity (AU) of fresh and one year old honey
samples

Vrsta Skupne fenolne spojine (mgga/kg medu) AU (FRAP metoda) (uM Fe(II))

Vzorec .. . eno leto spr. .. . | eno leto spr.
medu svezi vzorci . . svezi vzorci . .

stari vzorci (%) stari vzorci (%)
Al 55,7 50,4 -95% | 67,8 73,3 +8,1 %
A2 64,6 59,3 -82% | 83,2 88,9 +6,9 %
2 A3 49,0 47,1 -39% | 833 90,2 +8,3 %
= A4 52,3 51,6 -1,3% | 914 99,9 +9,3 %
'Ej A8 35,7 33,8 -53% | 65,7 71,0 +8,1 %
< A9 57,9 56,0 -33% | 79,2 85,3 +7,7%
Al4 67,9 62,7 -77% | 74,1 78,9 + 6,5 %
Al5 44,6 42,7 -43% | 719 71,5 +7,8 %
Ll 82,3 79,3 —3,7% | 1189 1313 10,4 %
L3 90,1 88,2 -2,1% | 1540 168,0 +9,1 %
L9 1012 94.9 —62% | 1130 121,3 +74%
é L10 63,4 60,4 -4,7% | 102,9 113,0 +9,8 %
;-_%‘ L12 73,4 72,7 -1,0% | 104,1 110,7 +6,3 %
L13 70,1 69,3 -1,1% | 116,0 124,5 +7,3 %
L14 84,6 83,8 -1,0% | 114,1 120,8 +5,9 %
L15 109,0 106,0 -28% | 1551 166,8 +75%
Cl 166,8 167,1 +0,2% | 167,6 180,5 +7,7 %
C3 151,2 147,1 -2,7% | 230,7 251,0 +8,8 %
g= C4 131,2 133,8 +2,0% | 181,1 187,3 +34 %
é’ C6 194,6 194,9 +0,2 % | 248,7 266,2 +7,0 %
° C7 126,8 123,8 -2,4% | 199,1 210,2 +5,6 %
L>) C8 159,0 153,8 -33% | 2475 258,0 +4,2 %
C10 127,9 124,9 -2,4% | 1573 165,6 +53 %
Cl13 150,1 148,2 -1,3% | 209,5 216,5 +3,3 %
K2 197,9 198,2 +0,2% | 3884 422,1 +8,7 %
K3 187,9 183,8 -2,2% | 3837 4254 +10,9 %
5 K5 181,2 178,2 -1,7% | 3937 414,0 +5.2 %
g K7 196,8 191,6 -2,6% | 350,5 378.6 +8,0 %
% K8 200,1 198,2 -1,0% | 392,6 4272 + 8,8 %
§ K9 159,0 156,0 -1,9% | 295,1 321,3 +8,9 %
K10 201,2 202,7 +0,8% | 3433 3737 +89 %
K11 211,2 210,4 -0,4% | 3594 380,1 +5,8 %
S1 2379 238,2 +0,1 % | 4954 533,7 +7,7 %
S2 226,8 222,7 -1,8% | 4129 4433 +7,4 %
Z S4 207.9 208,2 +0,1% | 3975 419,9 +5,6 %
= S6 2234 222,7 -03% | 4316 4553 +55%
g S10 219,0 217,1 -0,9% | 3973 417,2 +5,0%
7 S11 199,0 192,7 -3,2% | 350,7 383,0 +9,2 %
S14 206,8 200,4 -3,1% | 3872 406,0 +4,9 %
S15 2357 2282 -32% | 4543 476,4 +4,9 %
H2 237,9 230,4 -3,2% | 4589 507,3 +10,6 %
H8 240,1 2393 -0,3% | 4189 446,8 +6,7 %
HI0 285,7 261,6 -84 % | 539,1 5714 +6,0 %
_% H11 206,8 200,4 -3,1% | 384,1 412,7 +7,5%
g H12 269,0 247,1 -81% | 5776 609,4 +55%
HI13 245,7 219,3 -10,7 % | 4740 505,9 + 6,7 %
H14 2623 2482 -54% | 5822 656,8 +12,8 %
HI15 285,7 256,0 -10,4 % | 581,1 635,7 +9,4 %
Gl 270,1 272,7 +1,0 % | 463,2 498,1 +7,5%
G5 150,1 144,9 -3,5% | 2275 243.8 +7,2 %
- G6 179,0 179,3 +0,2 % | 339,5 369,2 + 8,8 %
% G8 191,2 190,4 -0,4% | 3294 360,3 +9,4 %
g Gl1 213,4 209,3 -1,9% | 458,6 4922 +7,3 %
o0 G12 219,0 217,1 -0,9% | 4213 463,3 +10,0 %
G14 244.,6 230,4 -5,8% | 494,1 517,6 +4,8 %
G15 217,9 212,7 -2,4% | 3887 412,7 +6,2 %

spr. (%) — odstotek spremembe v vsebnosti skupnih fenolnih spojin in AU po enem letu skladi$cenja pri sobni T
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4.6 REZULTATI MERJENJA BARVE MEDU

4.6.1 Instrumentalno merjenje barve z Minolta kromametrom

Barva analiziranih vzorcev slovenskega medu je bila zelo razli¢na in je variirala od skoraj
brezbarvne do temno rjave. Z Minolta kromametrom smo izmerili L', a in b parametre
barve vzorcev medu, rezultati so prikazani na slikah 19 — 21 ter v prilogah E1 in E2.
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Vrsta medu
Slika 19: Vrednosti parametra L* v razli¢nih vrstah medu
Figure 19: Parameter L" of honey colour in different honey types

Akacijev in lipov med sta imela najvi§jo vrednost parametra L, ki dolo¢a svetlost vzorca,
povprecni vrednosti sta znaSali 64,3 oz. 61,2. Nadalje se je L" vrednost zniZevala v
cvetli¢nem medu, kjer je povpre¢na vrednost parametra L znagala 55,1, in v kostanjevem
medu, ki je imel vrednost 46,2. L" vrednosti smrekovega in gozdnega medu sta si bili zelo
podobni, znagali sta 44,2 oz. 43,7. NajniZjo povprecno vrednost parametra L" smo dolo¢ili
v vzorcih hojevega medu, 41,5.

Povpre&ne vrednosti in obmo&ja vrednosti parametrov L", kot tudi parametrov a” in b’, so
podani v prilogi E1. Parameter a’ dolo¢a intenziteto rdede barve v pozitivnem obmocju in
zelene barve v negativnem obmo&ju. Parameter b~ pa predstavlja intenziteto rumene barve
v pozitivnem obmoc¢ju in modre v negativnem.

Na sliki 20 je prikazan diagram a’ in b~ parametrov analiziranih vzorcev medu glede na
botani¢no poreklo. S slike je razvidno, da so analizirani vzorci medu vsebovali rumene,
rde&e in zelene komponente. Zelene komponente (negativne vrednosti parametra a ') so bile
v vseh vzorcih akacijevega in lipovega medu ter v 12 vzorcih cvetli¢nega medu. Ti vzorci
se v (a, b') diagramu nahajajo v zgornjem levem kvadrantu (slika 20) in so vsebovali
zeleno in rumeno barvo. Ostali vzorci medu, 17 vzorcev cvetlicnega medu ter vsi vzorci
kostanjevega, smrekovega, hojevega in gozdnega medu, se nahajajo v zgornjem desnem
kvadrantu, kar pomeni, da vsebujejo rdeCo barvo (pozitivne vrednosti parametra a*) in
rumeno barvo (pozitivne vrednosti parametra b").
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Slika 20: Vrednosti a” in b parametrov v analiziranih vzorcih medu
Figure 20: Values of a” and b parameters in analysed honey samples

S slike 20 tudi vidimo, da se akacijev in lipov med, ki sta najsvetlejSa med analiziranimi
vrstami medu, dobro loc¢ita od ostalih vrst medu. TemnejSe vrste medu, kostanjev,
smrekov, hojev in gozdni med, s povpre¢nimi vrednostmi a  parametrov v obmo&ju od
8,74 do 9,80 in s povpretnimi vrednostmi b” parametrov v obmogju od 32,14 do 38,91, pa
se na diagramu precej prekrivajo.
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Slika 21: Vrednosti b” in L parametrov v analiziranih vzorcih medu

Figure 21: Values of b” and L" parameters in analysed honey samples
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Na sliki 21 je prikazan diagram L inb’ parametrov analiziranih vzorcev medu glede na
botani¢no poreklo. Tudi s te slike je, podobno kot s slike 20, razvidno, da se akacijev in
lipov ter tudi cvetlitni med dobro locijo od kostanjevega, smrekovega, hojevega in
gozdnega medu.

Povpre¢ne L" vrednosti kostanjevega, smrekovega, hojevega in gozdnega medu so bile
med seboj zelo podobne, zato na osnovi instrumentalnega merjenja barve ne moremo lociti
kostanjevega, smrekovega, hojevega in gozdnega medu.

Zveza med parametroma a in L’ je bila polinomska in je prikazana v prilogi E2.

4.6.2 Spektrofotometri¢no dolo¢anje barve medu

Intenzivnost barve slovenskega medu smo dolocali tudi spektrofotometri¢no in jo podali
kot neto absorbanco. Neto absorbance razli¢nih vrst medu so se zviSevale v naslednjem
vrstnem redu: akacijev < lipov < cvetli¢ni < hojev < smrekov < gozdni < kostanjev med.
Povprecna vrednost neto absorbance 50 % (w/v) vodne raztopine vzorcev medu je znaSala
74 za bledo rumene vzorce akacijevega medu in 481 za rdece rjave vzorce kostanjevega
medu (priloga E1). Rezultati so bili v tesni zvezi z L" vrednostmi vzorcev medu,
korelacijski koeficient je znaSal -0,870, kar pomeni da se je neto absorbanca povecevala z
ZniZzevanjem L" vrednosti. Grafi¢na zveza med neto absorbanco in parametrom L" barve
medu je prikazana v prilogi E3.

4.7 VPLIV LETA PRIDELAVE MEDU NA ANALIZIRANE PARAMETRE

Vzorce medu smo zbirali v treh zaporednih letih, zato smo zeleli preuciti tudi morebiten
vpliv letnika medu na nekatere analizirane parametre v posameznih vrstah medu. Akacijev,
cvetli¢ni in gozdni med smo zbirali v letih 2004 in 2005. Leta 2005 zaradi neustreznih
vremenskih razmer ¢ebelarji niso pridelali lipovega in hojevega medu, zato smo ti dve vrsti
medu vzorcili tudi leta 2006. Da smo zagotovili ustrezno Stevilo tipicnih vzorcev
kostanjevega in smrekovega medu, smo kostanjev in smrekov med vzorcili tri leta
zaporedoma, v letih 2004, 2005 in 2006.

Iz preglednice 18 je razvidno, da obstajajo razlike v vsebnosti skupnih fenolnih spojin,
antioksidativni uc¢inkovitosti in barvi posameznih vrst medu glede na letnik.

Vzorci akacijevega medu letnika 2004 so, v primerjavi z vzorci letnika 2005, v povprecju
vsebovali ve¢ skupnih fenolnih spojin, njihova AU je bila vecja, kar se kaze v nizji
vrednosti ICs ter vi§ji FRAP vrednosti. Povpretna vrednost parametra L je bila enaka,
razlike so v vrednosti parametra a’, ki je za leto 2004 znagal povpre¢no -3,01, za leto 2005
pa -2,20, kar pomeni, da so vzorci letnika 2004 vsebovali ve¢ zelenih komponent.

Lipov med letnika 2004 je bil v primerjavi z lipovim medom letnika 2006 svetlejse barve,
saj je imel v povpre&ju visjo L” vrednost, vseboval je manj skupnih fenolnih spojin ter imel
manjsSo AU.

Vzorci cvetlicnega medu letnika 2005 so bili, v primerjavi z vzorci letnika 2004, svetlejsi
in so vsebovali manj skupnih fenolnih spojin ter imeli manjso AU.
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Preglednica 18: Povprecne vrednosti nekaterih analiziranih parametrov razli¢nih vrst medu glede na letnik

Table 18: Average values of some parameters analysed in different honey types regarding the
production year

Parameter
Vrsta Letnik n skupne fenolne | antioksidativna u¢inkovitost barva
medu spojine DPPH - ICs, FRAP L 2 b
(mg/kg) (mg/ml) | (uM Fe(ID))

akacijev 2004 15 46,5 48,6 74,3 64,25 | -3,01 | 19,93
2005 15 43,4 65,0 64,9 64,27 | -2,20 | 17,49

lipov 2004 15 90,3 27,3 132,6 63,00 | -3,24 | 27,76
2006 13 97,7 23,6 159,6 59,06 | -2,36 | 36,32

cvetlicni 2004 14 155,5 11,5 207,1 54,41 | 1,82 | 45,50
2005 15 121,7 22,4 162,8 55,81 | 0,21 | 40,95
2004 11 1974 9,0 377,9 48,21 | 8,08 | 4221

kostanjev 2005 5 160,6 15,7 2449 47,83 | 6,85 | 40,07
2006 13 198,8 12,2 4119 43,82 | 10,93 | 35,67
2004 14 2245 7,2 434,1 44,42 | 9,66 | 35,86

smrekov 2005 10 195,7 9,5 333,7 44,17 | 9,17 | 35,88
2006 5 229,8 9,0 466,9 43,73 | 11,44 | 35,67

hojev 2004 15 226,2 8,2 431,5 44,22 | 7,88 | 35,95
2006 15 238,8 8,1 481,3 38,85 | 9,59 | 28,33

gozdni 2004 15 221,8 7,7 405,6 44,23 | 8,55 | 35,09
2005 15 199,0 10,4 361,8 43,12 | 9,44 | 34,13

Rezultati pri kostanjevem in smrekovem medu, ki smo ju vzor¢ili 3 leta zaporedoma, so
tezje primerljivi, ker Stevilo vzorcev ni enakomerno zastopano po posameznih letnikih, kar
je razvidno iz preglednice 18.

Vzorci kostanjevega medu, zbrani v letu 2006, so vsebovali najve¢ skupnih fenolnih spojin
in dosegli najvi§jo povprecno FRAP vrednost ter so bili tudi najtemne;jsi, saj je bila njihova
povprecna vrednost parametra L najnizja.

Najve¢ skupnih fenolnih spojin in najvi§je FRAP vrednosti je imel v povprecju smrekov
med iz leta 2006, najmanj iz leta 2005. Rezultati instrumentalnega merjenja barve
smrekovega medu kaZejo, da so bile vrednosti L, a” in b~ parametrov precej izenadene v
vseh treh letih, izstopa le vrednost parametra a” za leto 2006.

Vzorci hojevega medu letnika 2006 so bili, v primerjavi z vzorci letnika 2004, temnejsi in
so vsebovali ve¢ skupnih fenolnih spojin ter imeli vi§jo povpre¢no FRAP vrednost.
Povpre¢ni vrednosti ICsy hojevega medu sta bili zelo podobni, 8,2 za leto 2004 in 8,1 za
leto 2006.

Gozdni medovi letnika 2004 so, v primerjavi z vzorci te vrste medu iz leta 2005, vsebovali
ve¢ skupnih fenolnih spojin, imeli so nizjo povpre¢no vrednost ICsy ter vi§jo FRAP
vrednost. PriCakovali smo, da bodo zato temnejSe barve, vendar je bila nasprotno,
povpreéna vrednost parametra L vigja, kot v vzorcih letnika 2005.

Vsebnost posameznih flavonoidov, fenolnih kislin in abscizinske kisline v medu smo
dolocili v 10 vzorcih medu vsake vrste, izbrali smo po 5 najbolj tipi¢nih vzorcev dveh
razliénih letnikov. Primerjava vsebnosti p-kumarne kisline, kamferola, pinocembrina,
krizina, galangina in ABA2 (spojin, ki so bile prisotne v vseh analiziranih vzorcih medu),
glede na letnik pridelave medu, je podana v preglednici 19.
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Preglednica 19: Obmocja vsebnosti nekaterih fenolnih spojin in abscizinske kisline v razli¢nih vrstah medu
glede na letnik

Table 19: Ranges of some phenolic compounds and abscisic acid in different honey types regarding
the production year
Vrsta . p-kumarna Fenom.e . lne.(ll = . . ABA2
medu letnik | n Kislina kamferol | pinocembrin krizin galangin (ng/kg)
Xmin — Xmax Xmin — Xmax Xmin — Xmax Xmin — Xmax Xmin — Xmax Xmin — Xmax
akacijev 2004 | 5| 988-2479 | 212 -337 51-490 70 — 808 28 — 349 448 — 1159
2005 | 5| 4233794 | 232-365 | 263—-2019 | 3011253 | 143-1109 | 894 —1660
lipov 2004 | 5| 1828 —-3396 | 227-277 | 319-764 | 438-1233 130 — 478 1886 —3115
2006 | 5 | 1783 —-2988 | 256 -359 | 49-1217 | 109-1317 31-634 1998 —4211
evetlicni 2004 | 5| 1327-4534 | 280 —622 158 -764 | 203 -1091 81 —457 904 — 5795
2005 | 5| 1511-4931 | 273 -400 | 32-1032 51 —855 18 — 479 937 —-2508
kostanjev 2004 | 5| 1159-1988 | 154 —251 72 —251 172 —450 41-143 151 -709
2006 | 5| 871-1922 | 128 —-232 25-274 40 — 388 10—-192 216 — 495
smrekov 2005 | 5| 936-2496 | 240-317 105 — 357 137 -511 56— 191 399 — 688
2006 | 5| 630—3104 | 350—-530 | 120—1990 | 189—1276 71 —654 857 — 23664
hojev 2004 | 5| 236-1502 | 184 —292 59-319 88 —465 29-113 343 — 622
2006 | 5| 919—-1705 | 155—347 82 — 443 111 —388 42 - 191 211 —834
gozdni 2004 | 5| 509-3066 | 115-377 38 — 843 56 — 940 20—472 690 — 2724
2005 | 5| 5831535 | 208 -285 137 —398 199 — 463 88-314 339-1021

Vsebnost p-kumarne kisline je bila glede na letnik najbolj variabilna pri akacijevem,
smrekovem in hojevem medu, medtem ko pri lipovem, cvetli¢cnem in kostanjevem medu ni
bilo velikih razlik med letnikoma.

V primeru pinocembrina, krizina in galangina, flavonoidov, ki izvirajo iz propolisa, vpliv
letnika tezko ovrednotimo. Iz preglednice 19 je sicer razvidno, da obstajajo razlike v
vsebnosti teh spojin med razlicnimi letniki, zlasti pri akacijevem medu, kjer je vsebnost v
vzorcih letnika 2004 veliko manj$a kot v vzorcih letnika 2005 in pri smrekovem medu,
kjer je teh flavonoidov ve¢ v vzorcih letnika 2006 in manj v vzorcih letnika 2005. Te
razlike pa so verjetno posledica vecje oz. manjse vsebnosti propolisa v medu.

Vsebnost ABA2 je bila po letnikih precej spremenljiva, najvecje razlike so bile opazne pri
smrekovem, akacijevem, gozdnem in cvetlicCnem medu.

Med nastetimi spojinami je po letnikih najmanj variirala vsebnost kamferola, najvecje
razlike v vsebnosti kamferola v vzorcih razli¢nih letnikov smo opazili pri smrekovem
medu.

4.8 REZULTATI DOLOCANJA VSEBNOSTI PROLINA IN BELJAKOVIN V MEDU

Ker so nekateri raziskovalci ugotovili povezanost AU medu z vsebnostjo prolina (Meda in
sod., 2005; Pérez in sod., 2007) in beljakovin v medu (Gheldof in sod., 2002), smo v
analiziranih vzorcih medu dolocali tudi vsebnost teh dveh parametrov. Rezultati so podani
v preglednici 20.

Najmanj$o povprecno vsebnost prolina smo dolo¢ili v akacijevem medu in lipovem medu,
vrednosti sta znaSali 317 oz. 320 mg/kg medu. Sledijo hojev med s 424 mg/kg, smrekov s



Bertoncelj J. Identifikacija in vsebnost nekaterih antioksidantov v slovenskem medu. 67
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2008

446 mg/kg, gozdni s 479 mg/kg in cvetlicni med s 511 mg/kg. Najvecjo povprecno
vsebnost prolina smo dolo¢ili v kostanjevem medu, 558 mg/kg.

Preglednica 20: Vsebnost prolina in beljakovin v razli¢nih vrstah medu

Table 20: Proline and protein content in different honey types
Vrsta medu n Statisti¢ni Prolin Skupne beljakovine
parameter (mg/kg) (g/100 g)
akacijev 30 X+ SD 317 + 88 0,170 £ 0,029
Xmin — Xmax 158 — 496 0,128 — 0,241
. X+ SD 320+ 69 0,200 £+ 0,042
lipov 28
Xmin — Xmax 225 -502 0,125 -0,309
cvetlicni 29 | X£SD 511151 0,305+ 0,058
Xmin — Xmax 309 — 904 0,200 — 0,422
kostanjev 29 x+8D 558 + 108 0,353 £ 0,033
Xmin — Xmax 390 776 0,309 — 0,438
smrekov 29 X+ SD 446 + 135 0,303 + 0,060
Xmin — Xmax 231 -767 0,181 —0,422
hojev 30 X+ SD 424 + 65 0,261 £ 0,046
Xmin — Xmax 333 - 659 0,181 -0,363
gozdni 30 x+SD 479 + 128 0,302 + 0,067
Xmin — Xmax 322 - 814 0,197 - 0,491

n: Stevilo vzorcev, x: povpre¢na vrednost, SD: standardni odklon, X,;,: minimalna vrednost, X,,.: maksimalna vrednost

NajmanjSa povprecna vsebnost skupnih beljakovin je znaSala 0,170 g/100 g in je bila
dolocena v akacijevem medu. Sledita lipov in hojev med s povpre¢nima vsebnostima 0,200
oz. 0,261 g/100 g. Povprecne vsebnosti skupnih beljakovin v cvetliénem, gozdnem in
smrekovem medu so si bile zelo podobne in so znaSale od 0,302 do 0,305 g/100 g. Najvec
skupnih beljakovin je v povprecju vseboval kostanjev med, 0,353 g/100 g.

4.9 KORELACIJE

4.9.1 Medsebojne korelacije med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in
posameznimi flavonoidi, fenolnimi Kkislinami ter abscizinsko kislino

Med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin, dolo¢eno s FC metodo, in vsoto posameznih
fenolnih spojin, dolocenih s HPLC/MS ni bilo statisticno znacCilne povezave, saj je
koeficient korelacije znasal samo 0,082 (podatki niso prikazani). S statisticno analizo smo
tudi ugotovili, da med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin, dolo¢eno s FC metodo, in
posameznimi fenolnimi spojinami ni bilo statisticno znalilnih korelacij, vrednosti
korelacijskih koeficientov so bile nizke.

V preglednici 21 so podani Pearsonovi korelacijski koeficienti za zveze med
individualnimi spojinami, analiziranimi s HPLC/MS, katerih vrednosti so bile vecje od 0,7,
medtem ko so korelacijski koeficienti za vse zveze med spojinami, ki smo jih dolo¢ili s
HPLC/MS, podani v prilogi F1. Znacilno je, da so korelacijski koeficienti visoki pri zvezah
med spojinami, ki izvirajo iz propolisa, to so pinocembrin, pinobanksin, krizin, galangin.
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Preglednica 21: Korelacijski koeficienti med nekaterimi flavonoidi in fenolnimi kislinami

Table 21: Correlation coefficients between some flavonoids and phenolic acids
Zveza Koeficient korelacije (R)
pinocembrin/krizin 0,886
pinocembrin/galangin 0,953
pinocembrin/pinobanksin” 0,935
pinocembrin/fisetin” 0,826
krizin/galangin 0,877
krizin/pinobanksin” 0,823
krizin/fisetin’ 0,712
galangin/pinobanksin” 0,955
galangin/fisetin” 0,878
galangin/pinostrobin” 0,740
pinobanksin"/fisetin” 0,834
cimetna kislina'/ -fenilmleéna kislina" 0,991
ABA1/ABA2 0,974

*domnevna identifikacija

Zelo visoko statistiéno znacilnost kazeta tudi zvezi med izomerama abscizinske kisline
(RaBai/aBa2 = 0,974) ter med cimetno in S-fenilmlecno kislino (Repyem = 0,991).

4.9.2 Povezava med vsebnostjo fenolnih spojin v medu, dolo¢eno s FC metodo, in
njegovo antioksidativno u¢inkovitostjo

Na sliki 22 sta prikazani zvezi med AU, dolo¢eno s FRAP oz. DPPH metodo, in vsebnostjo

skupnih fenolnih spojin vseh analiziranih vzorcev medu.
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Slika 22:

Vsebnost skupnih fenolnih spojin (mg,/kg)

Zveza med antioksidativno ucinkovitostjo, doloceno s FRAP metodo (a) oz. DPPH metodo

(b) in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin v analiziranih vzorcih medu

Figure 22:

Correlation between antioxidant activity as determined with FRAP method (a) and DPPH

method (b) and total phenolic content in analysed honey samples

Visoki vrednosti korelacijskih koeficientov R, 0,960 (R2 = 0,922) za zvezo med AU
(FRAP metoda) in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin ter 0,920 (R = 0,845) za zvezo med

350
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AU (DPPH metoda) in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin, kazeta na to, da so fenolne
spojine odgovorne za antioksidativno u¢inkovitost medu.

V preglednici 22 so podani koeficienti determinacije in korelacije za zveze med AU in
vsebnostjo skupnih fenolnih spojin za posamezne vrste medu. Vse zveze so bile statisticno
znacilne.

Preglednica 22: Koeficienti determinacije in korelacije za zvezo med AU in vsebnostjo skupnih fenolnih
spojin za posamezne vrste medu

Table 22: Coefficients of determination and correlation for relation between AU and total phenolic
content for individual honey types

Zveza
Vrsta AU (FRAP)/skupne fenolne spojine (FC) | AU (DPPH — 1/ICsg)/skupne fenolne spojine (FC)
medu koeficient koeficient koeficient koeficient
determinacije (R?) korelacije (R) determinacije (R?) korelacije (R)

akacijev 0,434 0,659 0,331 0,575
lipov 0,585 0,765 0,554 0,744
cvetli¢ni 0,735 0,858 0,656 0,810
kostanjev 0,642 0,801 0,394 0,628
smrekov 0,800 0,894 0,364 0,603
hojev 0,781 0,884 0,601 0,775
gozdni 0,807 0,898 0,352 0,594

Koeficienti determinacije so se med vrstami medu precej razlikovali in so za zvezo med
AU, dolo¢eno s FRAP metodo, in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin znasali od 0,434 do
0,807. Tako vsebnost fenolnih spojin v smrekovem in gozdnem medu pojasnjuje 80 %
variabilnosti AU, dolo¢ene s FRAP metodo.

AU medu smo dolo¢ili tudi z DPPH metodo, determinacijski koeficienti za zvezo med
reciprocno vrednostjo 1Csg in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin so bili v tem primeru niZji
in so se gibali od 0,331 do 0,656.

Na osnovi vrednosti Pearsonovega korelacijskega koeficienta smo prisli do ugotovitve, da
je bila korelacija med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in AU, dolo¢eno s FRAP
metodo, najmocnejsa v primeru maninih medov, hojevega, smrekovega in gozdnega medu,
vrednosti korelacijskih koeficientov so se gibale od 0,884 do 0,899. Edino pri akacijevem
medu je bil R manjsi kot 0,70, kar je zgornja mejna vrednost zmernih korelacij. Za zvezo
med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in AU, dolo¢eno z DPPH metodo, je bil R prav
tako najnizji pri akacijevem medu, vrednost je znaSala le 0,575, najvisji pa pri cvetlicnem
medu, 0,810.

4.9.3 Povezava med vsebnostjo posameznih fenolnih spojin v medu in njegovo
antioksidativno ucinkovitostjo

V preglednici 23 so podani korelacijski koeficienti med AU, dolo¢eno z dvema metodama,
in kvercetinom, kamferolom, pinocembrinom, krizinom, apigeninom, luteolinom in p-
kumarno kislino. Razvidno je, da zveze niso bile mocne, saj so bile vrednosti korelacijskih



Bertoncelj J. Identifikacija in vsebnost nekaterih antioksidantov v slovenskem medu. 70
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2008

koeficientov nizke. Enako velja tudi za ostale spojine, dolo¢ene s HPLC/MS (podatki niso
prikazani).

Preglednica 23: Korelacijski koeficienti (R) med antioksidativno ucinkovitostjo, dolo¢eno z DPPH oz.
FRAP metodo, ter posameznimi flavonoidi in fenolnimi kislinami

Table 23: Correlation coefficients (R) between antioxidant activity as determined with DPPH and
FRAP method and individual flavonoids and phenolic acids

Spojina Antioksidativna u¢inkovitost

DPPH (1/ICs) FRAP
kvercetin 0,346 0,290
kamferol -0,056 -0,168
pinocembrin -0,328" -0,342"
krizin 0,351 0,430
apigenin 0,109 0,120
luteolin 0,175 0,187
p-kumarna kislina -0,353" -0,373"

*

oz. " zveza je statisti¢no zna¢ilna pri 0,05 oz. 0,01 stopnji tveganja

4.9.4 Povezava med barvo medu in vsebnostjo fenolnih spojin v medu, dolo¢eno s
FC metodo ter njegovo antioksidativno ucinkovitostjo

S slike 23 je razvidno, da sta parameter L", ki opisuje svetlost barve vzorca, in vsebnost
skupnih fenolnih spojin v linearni povezavi, in sicer v obratnem sorazmerju, korelacijski
koeficient je bil R = -0,924. Svetlejsi vzorci medu z vi§jimi vrednostmi parametra L, to sta
akacijev in lipov med, vsebujejo manj skupnih fenolnih spojin kot temnejS$i medovi
(kostanjev, smrekov, hojev in gozdni med), katerih vrednosti parametra L so niZje.
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Slika 23: Zveza med barvo medu (L” vrednost) in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin

Figure 23: Correlation between parameter L" of honey colour and total phenolic content
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V preglednici 24 so podani korelacijski koeficienti, ki kazejo povezanost med parametri
barve medu in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin v medu ter njegovo antioksidativno
ucinkovitostjo. Vse zveze so bile statisticno znacilne pri 0,01 stopnji tveganja. Med
barvnimi karakteristikami edino parameter b, ki predstavlja intenziteto rumene barve v
pozitivnem obmoc¢ju in modre v negativnem, ni kazal moc¢ne povezave z vsebnostjo
skupnih fenolnih spojin ter AU medu. Vse ostale povezave so bile mocne, korelacijski
koeficienti so se gibali od 0,819 do -0,924.

Preglednica 24: Pearsonovi korelacijski koeficienti med parametri barve medu in vsebnostjo skupnih
fenolnih spojin ter AU medu

Table 24: Pearson correlation coefficients between parameters of honey colour, total phenolic content
and AU of honey
Parameter 5 3 Barva ¥
L a b neto absorbanca
skupne fenolne spojine (FC) -0,924 0,888 0,417 0,886
AU DPPH (1/ICs) -0,845 0,820 0,296 0,819
FRAP -0,920 0,905 0,294 0,850

Na sliki 24 je predstavljena zveza med L~ vrednostjo barve medu in njegovo
antioksidativno ucinkovitostjo, dolo¢eno s FRAP metodo. Visok koeficient korelacije z
vrednostjo -0,920 (R* = 0,846) kaZe na dobro povezanost barve medu in njegove AU.
Grafi¢na predstavitev zveze med vrednostjo L" in AU, dolo¢eno z DPPH metodo, pa je
prikazana v prilogi F2. Koeficient korelacije je bil v tem primeru nizji, njegova vrednost je
znagala -0,845 (R* = 0,715).
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Slika 24: Zveza med barvo medu (L” vrednost) in antioksidativno u¢inkovitostjo (FRAP)

Figure 24: Correlation between parameter L" of honey colour and antioxidant activity (FRAP)
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4.9.5 Povezava med vsebnostjo fenolnih spojin v medu, njegovo antioksidativno
ucinkovitostjo in barvo ter nekaterimi fizikalno-kemijskimi parametri medu

V preglednici 25 so podani Pearsonovi korelacijski koeficienti za zveze med vsebnostjo
skupnih in nekaterih individualnih fenolnih spojin, abscizinske kisline, AU ter barve medu
in nekaterimi fizikalno-kemijskimi parametri medu. Iz preglednice je razvidno, da so
vrednosti korelacijskih koeficientov, visje od 0,7 znalilne samo za linearne zveze med
elektri¢no prevodnostjo (y) in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin, med y in AU medu ter y
in parametri barve medu, z izjemo parametra b . Korelacijski koeficient z vrednostjo vigjo
od 0,7, ki kaze na moc¢no zvezo, je bil doloc¢en tudi za povezavo med barvo medu (neto
absorbanca) in vsebnostjo beljakovin v medu.

Preglednica 25: Pearsonovi korelacijski koeficienti med vsebnostjo skupnih in nekaterih individualnih
fenolnih spojin, abscizinske kisline, AU ter barve medu in nekaterimi fizikalno-kemijskimi
parametri medu

Table 25: Pearson correlation coefficients between total phenolic content, some individual phenolic
compounds, ABA, AU, honey colour and some physico-chemical parameters of honey

Skupne . . .
Parameter X pH Kisline Prolin Beljakovine
skupne fenolne spojine (FC) 0,817 0,575 0,366 0,376 0,581
pinocembrin -0,424" 0,338 -0,108 -0,183 -0,176
krizin -0,414" -0,284" 0,216 -0,215 -0,182
kamferol -0,374™ 0,368 0,275 -0,035 0,118
If’:nssﬁ;:me kvercetin 0,120 0,018 0,285 0,038 0,065
spojine apigenin 0,076 -0,098 0,372 0,385 0,267
galangin -0,422" -0,348™ -0,137 -0,229 -0,239"
p-kumarna kislina 0,318 -0,238" -0,053 -0,096 -0,007
cimetna kislina 0,186 0,109 0,314" 0,315 0,286"
ABA2 | -0,160 -0,078 0,015 -0,023 0,157
AU DPPH (1/ICs) 0,742" 0,480 0,371 0,243 0,561
FRAP 0,843 0,624 0,284"" 0,280 0,475
L -0,812" -0,560" -0,365" -0,415" -0,600""
barva a 0,812" 0,536 0,342" 0,391 0,613"
b 0,379 0,328 0,232" 0,420 0,578
neto absorbanca 0,835 0,608 0,266 0,525 0,754"

x: elektri¢na prevodnost
* 0z. **: zveza je statistiCno znacilna pri 0,05 oz. 0,01 stopnji tveganja
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V doktorski disertaciji smo preucevali polifenolno sestavo razlicnih vrst slovenskih medov
in njihovo antioksidativno u¢inkovitost. Zanimalo nas je ali lahko analiza fenolnih spojin,
med njimi flavonoidov, poleg ostalih fizikalno-kemijskih parametrov in pelodne analize,
sluzi kot tehnika za dolo¢anje botaniénega porekla medu. Zeleli smo ugotoviti, ée v
posameznih vrstah slovenskega medu obstajajo specificne spojine, ki bi bile v pomo¢ pri
doloc¢anju botani¢nega porekla.

Antioksidativno ucinkovitost medu smo dolocili z dvema metodama, DPPH in FRAP
metodo. Ker je iz literature razvidno, da je antioksidativni potencial medu odvisen tudi od
barve medu, smo analiziranim vzorcem medu dolocili barvo z instrumentalnimi metodami.
S statisticno analizo smo Zeleli ugotoviti ali so zveze med obravnavanimi parametri
statisticno znacilne.

Iz dobljenih rezultatov lahko podamo dolofene ugotovitve in potrdimo oz. ovrzemo
postavljene hipoteze. Razpravo o dobljenih rezultatih, njihovem ujemanju z obstojecimi
podatki iz literature in statisticnih ugotovitvah smo strnili v naslednje sklope: osnovni
fizikalno-kemijski parametri, vsebnost skupnih fenolnih spojin, vsebnost flavonoidov in
fenolnih kislin, antioksidativna ucinkovitost medu, barva medu, vpliv letnika na
analizirane parametre, korelacije med vsemi obravnavanimi parametri in zakljucne
ugotovitve.

5.1.1 Osnovni fizikalno-kemijski parametri

Rezultati analiz nekaterih osnovnih fizikalno-kemijskih parametrov so podani v
preglednici 7. Vsebnost vode je bila v vseh analiziranih vzorcih zelo izenacena. Elektri¢na
prevodnost je bila najnizja v akacijevem medu ter najvi§ja v kostanjevem medu in v
medovih iz mane. Vrednost pH je bila najnizja v akacijevem in cvetlicnem medu, ki
izvirata iz nektarja. Najvi§jo povpre¢no vrednost pH je imel kostanjev med. Najmanj
skupnih kislin so vsebovali akacijev, lipov in kostanjev med, najve¢ pa smrekov med.
Rezultati dolo¢anja elektri€ne prevodnosti, vrednosti pH, vsebnosti skupnih kislin kot tudi
vsebnosti prolina za akacijev, lipov, kostanjev med in medove iz mane so v skladu z
vrednostmi, ki jih za evropske vrstne medove navajata Persano Oddo in Piro (2004).

5.1.2 Vsebnost skupnih fenolnih spojin

Vsebnost skupnih fenolnih spojin, dolo¢ena s Folin-Ciocalteujevo metodo, je Vv
posameznih vrstah medu mocno variirala. NajmanjSo povpre¢no vsebnost skupnih fenolnih
spojin smo doloc¢ili v svetlejSih vrstah medu, akacijevem, lipovem in cvetlicnem medu,
povpre¢ne vsebnosti so znaSale 44,9 mgga’kg, 93,8 mgga/kg in 138,0 mgga’kg. V
kostanjevem medu je bilo skupnih fenolnih spojin v povprecju 191,7 mgga/kg, medtem ko
so najve¢ skupnih fenolnih spojin vsebovali medovi iz mane, gozdni, smrekov in hojev
med, od 210,4 mgga’/kg do 232,5 mgga/kg (slika 14). Dobljeni rezultati kazejo na to, da je
vsebnost skupnih fenolnih spojin mo¢no odvisna od botani¢nega porekla medu.
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Tudi nekateri tuji raziskovalci navajajo podobne vrednosti za posamezne vrste medu.
Beretta in sod. (2005) so v italijanskem medu dolo¢ili naslednje vsebnosti skupnih fenolnih
spojin: v akacijevem medu 55,2 mgga/kg, v cvetlicnem medu 170,4 mgga/kg, v
kostanjevem medu 211,2 mgga/kg in v maninem medu 255,6 mgga’/kg. Trend naraScanja
vsebnosti skupnih fenolnih spojin po posameznih vrstah medu je enak kot v nasi raziskavi.

Gheldof in Engeseth (2002) sta v akacijevem medu dolocila najmanjSo vsebnost skupnih
fenolnih spojin v primerjavi z ostalimi vrstami medu, 46,0 mgga’kg. Njihov rezultat je zelo
podoben vrednosti, ki smo jo za akacijev med dolocili v nasi raziskavi (44,9 mgga/kg).

Nasi rezultati so tudi v skladu z navedbami italijanskih raziskovalcev (Blasa in sod., 2006),
ki so dolocali vsebnost skupnih fenolnih spojin v dveh vrstah medu. Italijanski akacijev
med je vseboval od 30 do 110 mg skupnih fenolnih spojin na kg medu, cvetli¢ni pa od 125
do 175 mg/kg. Cvetli¢ni med je imel v povprecju priblizno dvakrat ve¢jo vsebnost skupnih
fenolnih spojin v primerjavi z akacijevim medom, medtem ko je bila v naSi raziskavi
vsebnost skupnih fenolnih spojin v cvetlicnem medu priblizno trikrat vecja kot v
akacijevem medu.

Zalibera in sod. (2008) so ugotovili, da je vsebnost skupnih fenolnih spojin v medu
znacilno odvisna od botani¢nega porekla medu, najmanjSo vsebnost so dolocili v
akacijevem medu, sledi mu cvetli¢ni med, najvec skupnih fenolnih spojin pa so vsebovali
vzorci gozdnega medu. Tudi ti rezultati podpirajo rezultate nase raziskave.

Primerjava rezultatov z ostalimi Studijami (Al-Mamary in sod., 2002; Meda in sod., 2005;
Kiictik in sod., 2007; Vela in sod. 2007; Pérez in sod., 2007) je manj primerna, ker so
analizirane tudi nekatere druge vrste medu, ki niso znacilne za Slovenijo in ker avtorji
uporabljajo razlicne modifikacije FC metode za dolocitev vsebnosti skupnih fenolnih
spojin.

Ker je med zivilo z dolgim rokom uporabnosti, nas je zanimalo, ¢e se fenolne spojine v
medu ohranijo tudi po dolo¢enem ¢asovnem obdobju. Vsebnost skupnih fenolnih spojin v
ve€ini analiziranih vzorcev medu se med enoletnim skladiS¢enjem v temi na sobni
temperaturi ni bistveno zmanjSala, odstotek zmanjSanja je znaSal povpre¢no 3,5 %
(preglednica 17). V devetih vzorcih pa se je vsebnost skupnih fenolnih spojin po enem letu
skladis¢enja celo minimalno povecala. Raziskav o vplivu skladi$¢enja na vsebnost skupnih
fenolnih spojin v medu je zelo malo, zato naSe rezultate tezko primerjamo s podatki iz
literature. Vecina raziskav o vplivu skladis¢enja medu namre¢ preucuje parametre, ki so
pokazatelji svezosti oz. pregretosti medu, to sta vsebnost hidroksimetilfurfurala in
aktivnost encimov, diastaze in invertaze. Iz raziskave ameriskih avtorjev (Wang in sod.,
2004) pa je razvidno, da se vsebnost skupnih fenolnih spojin v vzorcih ajdovega medu in
medu iz detelje, skladiS¢enih 6 mesecev, ni bistveno zmanjsala.

5.1.3 Vsebnost flavonoidov in fenolnih kislin

Predstavljena Studija daje prvi podrobni vpogled v polifenolno sestavo razli¢nih vrst
slovenskega medu. Spektrofotometri¢na FC metoda namre¢ podaja samo okvirne vrednosti
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o skupni vsebnosti fenolnih spojin, medtem ko lahko s HPLC metodo dolo¢amo tudi
vsebnosti posameznih fenolnih spojin.

V vecini objavljenih $tudij doloc¢anja vsebnosti posameznih fenolnih spojin v medu so
raziskovalci za ekstrakcijo teh spojin iz medu uporabili ionski izmenjevalec Amberlite
XAD-2. Slabost postopka ekstrakcije s pomoc¢jo Amberlita XAD-2 je dolg Cas priprave
predvsem metanola, potrebna pa je tudi velika koli¢ina vzorca. Zato se v zadnjem ¢asu vse
bolj uporablja metoda SPE, kjer so stacionarne faze napolnjene v plasticne ali steklene
kolone za enkratno uporabo (Inoue in sod., 2005; Pulcini in sod., 2006; Michalkiewicz in
sod., 2008). Michalkiewicz in sod. (2008) so v svoji raziskavi ugotavljali tudi izkoristek
ekstrakcije s Stirimi razlicnimi sorbenti, ionskim izmenjevalcem Amberlitom XAD-2,
BondElut C18 (500 mg), Oasis HLB (200 mg) in Strata-X (30 mg) in ugotovili, da je
izmenjevalec Amberlite XAD-2 za ekstrakcijo fenolnih spojin iz medu najmanj primeren,
ker so bili izkoristki najslabsi, galna kislina se nanj sploh ni vezala, ostale fenolne kisline
pa le deloma. Podobno v obsezni Studiji navaja tudi D’ Arcy (2005).

SPE je kriti¢ni del analize, ker odstrani motece komponente, npr. ogljikove hidrate, ki jih
med vsebuje najvec. V nasi raziskavi smo ekstrakcijo izvedli s SPE kolonami Strata-X, ker
po podatkih iz literature zagotavljajo dobre izkoristke. S HPLC metodo z detektorjem z
diodno matriko (DAD) nismo uspeli lo¢iti nekaterih spojin, ki imajo podobne retencijske
Case, zato smo uporabili HPLC v povezavi z masnim detektorjem, ki podaja poleg
retencijskih ¢asov tudi podatke o molskih masah oz. m/z vrednostih analiziranih spojin. Za
masni detektor je, v primerjavi z DAD detektorjem, znacilna vecja obcutljivost, zato je za
analizo potrebno manj vzorca.

V vzorcih razli¢nih vrst slovenskega medu smo s pomoc¢jo standardnih spojin dolo¢ili
p-kumarno, kavno, elaginsko in klorogensko kislino ter flavonoide miricetin, luteolin,
kvercetin, naringenin, apigenin, kamferol, pinocembrin, krizin in galangin. Domnevno smo
na podlagi molskih mas in razpolozljivih podatkov iz literature identificirali in
kvantificirali Se cimetno in S-fenilmle¢no kislino ter flavonoide pinobanksin, tricetin,
fisetin, izoramnetin, pinostrobin in eriodiktiol (preglednice 9 — 15).

Poleg fenolnih spojin smo z uporabljenimi pogoji locbe dolocili Se prisotnost cis-trans
abscizinske kisline (ABA2) ter, na podlagi molske mase in razpolozljivih podatkov iz
literature, domnevno tudi trans-trans abscizinske kisline (ABA1).

Analizirani vzorci sedmih vrst slovenskega medu, poleg identificiranih in kvantitativno
ovrednotenih spojin, ki smo jih Ze nasteli, vsebujejo Se nekatere druge spojine, kar je
razvidno iz kromatogramov, dobljenih s HPLC z DAD detektorjem (slika 16 in priloga
B11). Ker nismo imeli standardnih spojin, jih nismo mogli identificirati in kvantitativno
dolo¢iti. Iz HPLC/MS kromatogramov (slika 15 in priloge B7 — B13) je tudi razvidno, da
imajo razlicne vrste slovenskega medu podoben, a kvantitativno razlicen fenolni profil.

Iz rezultatov vsebnosti posameznih flavonoidov, fenolnih kislin kot tudi abscizinske kisline
v medu (preglednice 9 — 15) lahko zaklju¢imo, da obstajajo velike razlike v vsebnosti teh
spojin med posameznimi vrstami medu kot tudi znotraj iste vrste. Tudi raziskava fenolnega
profila evropskih vrstnih medov (Tomas-Barberan in sod., 2001) je pokazala veliko
variabilnost v vsebnostih posameznih spojin v vzorcih istih vrst medu.
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Vsi analizirani vzorci razli¢nih vrst slovenskega medu so vsebovali flavonoide, ki izvirajo
iz propolisa in to so bili pinocembrin, pinobanksin, krizin in galangin. Njihova vsebnost je
bila zelo variabilna, ker je odvisna od vsebnosti propolisa v medu. Pri nekaterih vrstah
medu imamo tako vzorce z zelo visoko vsebnostjo pinocembrina, pinobanksina, krizina in
galangina (vzorci A18, L26, C20 S27, G12). Pri kostanjevem in hojevem medu pa vzorcev,
ki bi izstopali z visokimi vsebnostmi teh flavonoidov, ni bilo. Med vzorci z minimalno
vsebnostjo pinocembrina, pinobanksina, krizina in galangina so bili npr. vzorci A14, L16,
C22, K30 in K40, G9 in G15 (preglednice 9 — 15). Glede na vsebnost teh flavonoidov v
posameznih vrstah medu lahko povzamemo, da so najve¢ teh flavonoidov vsebovali
svetlej$i medovi, akacijev, lipov in cvetliéni med, najmanjSe vsebnosti pa smo dolocili v
kostanjevem in hojevem medu.

Flavonoida kamferol in apigenin sta bila prisotna v vseh analiziranih vzorcih, njune
vsebnosti so bile ve¢inoma v obmoc¢ju med 200 in 400 ug/kg za kamferol ter med 50 in
400 pg/kg za apigenin. Najvi§je koncentracije apigenina smo dolocili v cvetlicnem medu,
najmanj pa so ga vsebovali vzorci akacijevega medu.

Najvec kvercetina je vseboval hojev med, sledi smrekov med. Vsebnosti kvercetina v
akacijevem, lipovem, cvetli¢nem in gozdnem medu so si bile dokaj podobne.

Flavonoidi miricetin, luteolin in naringenin so bili prisotni le v nekaterih analiziranih
vzorcih medu, vsebnosti teh flavonoidov v medu pa so, v primerjavi z vsebnostmi ostalih
flavonoidov, relativno nizke. Iz rezultatov je Se razvidno, da akacijev in lipov med ne
vsebujeta flavonoida miricetina, kostanjev med pa ne vsebuje naringenina.

V velini analiziranih vzorcev smo dolocili tudi flavonoide, ki smo jih domnevno
identificirali na podlagi mase njihovih molekulskih ionov in podatkov iz literature kot
fisetin, izoramnetin, pinostrobin in eriodiktiol, njthove vsebnosti so zelo variirale. Visoke
vsebnosti fisetina smo dolocili v vzorcih medu, za katere je bila znacilna tudi visoka
vsebnost krizina, pinocembrina, pinobanksina in galangina, to je flavonoidov, ki izvirajo iz
propolisa.

Domnevno smo identificirali tudi flavonoid tricetin, ki je bil prisoten v vseh analiziranih
vzorcih smrekovega, hojevega in gozdnega medu ter v Sestih vzorcih kostanjevega medu.
Najvi§je koncentracije so dosegli vzorci hojevega medu, od 2006 do 3802 pg/kg
(preglednica 14). Akacijev, lipov in cvetli¢ni med tega flavonoida niso vsebovali. Iz tega
sklepamo, da je izvor te spojine mana.

Znacilni fenolni kislini, identificirani v razli¢nih vrstah slovenskega medu, sta bili kavna in
p-kumarna kislina. Kavno kislino smo identificirali v vseh analiziranih vzorcih medu,
razen v enem vzorcu cvetlicnega medu (C20), kvantitativno pa smo jo dolocili le v
svetlej$ih medovih, akacijevem, lipovem in cvetlicnem. V akacijevem medu je bilo kavne
kisline malo, od 106 do 616 ng/kg (preglednica 9), v cvetlicnem medu je vsebnost dosegla
1277 pg/kg (vzorec Cl) (preglednica 11), medtem ko so v lipovem medu vrednosti
variirale od 1257 do 3075 pg/kg (preglednica 10). Kavne kisline nismo kvantitativno
dolocili v temnejSih vrstah medu, kostanjevem, smrekovem, hojevem in gozdnem medu.
Kot navajajo nekateri drugi raziskovalci (Ferreres in sod., 1994b; Kenjeri¢, 2004), je pri
temnejSih vrstah medu (npr. kostanjev in resin med), ki v primerjavi s svetlejSimi vsebujejo
ve¢ fenolnih kislin in manj flavonoidov (Amiot in sod., 1989), izolacija teh spojin iz medu
oteZzena. To lahko vidimo tudi v na$i raziskavi, ¢e primerjamo HPLC/DAD kromatograma
akacijevega in smrekovega medu (slika 16 in priloga B11), kjer je razvidno, da je lo¢ba
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spojin v prvih 20 minutah analize pri smrekovem medu, ki spada med temnejSe medove,
slabsa.

Vsi vzorci medu so vsebovali p-kumarno kislino. Intervali vrednosti za to fenolno kislino v
vseh analiziranih vzorcih medu so bili v obmocju med 236 in 4931 ug/kg (preglednice 9 —
15). Na splosno je bila vsebnost p-kumarne kisline najvecja v vzorcih lipovega in
cvetli¢nega medu, najmanj pa so jo vsebovali vzorci hojevega medu.

Klorogenska in elaginska kislina se v koli¢inah nad mejo detekcije pojavljata le v nekaterih
analiziranih vzorcih. Vzorci akacijevega medu teh dveh fenolnih kislin niso vsebovali.

Domnevno identificirani cimetno in f-fenilmle¢no kislino smo dolo¢ili v vseh vrstah
medu. Vsebnost f-fenilmlecne kisline je bila v analiziranih vzorcih medu priblizno dvakrat
vecja kot vsebnost cimetne kisline. NajmanjSe vsebnosti smo dolocili v vzorcih
akacijevega medu, najve¢ teh kislin pa so vsebovali vzorci hojevega, smrekovega in
cvetlicnega medu.

Ker vzorci slovenskega medu poleg identificiranih in kvantitativno ovrednotenih fenolnih
spojin vsebujejo tudi nekatere druge, ki jih zaradi pomanjkanja standardov nismo mogli
identificirati, v nasi Studiji nismo podali skupne vsebnosti fenolnih spojin, dolocenih s
HPLC/MS, ker rezultati ne bi bili reprezentativni.

S HPLC analizo se poleg fenolnih spojin pogosto hkrati doloc¢a tudi vsebnost abscizinske
kisline, ki je rastlinski hormon in kot rastni inhibitor sluzi za zascito rastline v ¢asu suse in
drugih sprememb v okolju. V vseh vrstah slovenskega medu smo v vseh analiziranih
vzorcih identificirali ABA2 in domnevno tudi ABA1. Vsebnost ABA2 je bila v povprecju
skoraj 3-krat vecja kot vsebnost ABA1. Kot je razvidno iz preglednic 9 — 15, sta najvec
abscizinske kisline vsebovala lipov in cvetli¢ni med, najmanj pa kostanjev in hojev med.
Med vsemi analiziranimi vzorci medu pa glede na vsebnost ABA izstopa vzorec
smrekovega medu (S28), v katerem smo dolocili ekstremno visoke vsebnosti ABA1 in
ABA2 (8523 in 23664 pg/kg) v primerjavi z ostalimi vzorci razli¢nih vrst medu. Vsebnost
je bila za ve¢ kot 4-krat ve¢ja od druge najvisje vsebnosti abscizinske kisline, dolo¢ene v
vzorcu cvetliénega medu C13 (1868 pg/kg ABA1 in 5795 pg/kg ABA2). Visoki vsebnosti
abscizinske kisline v tem vzorcu smrekovega medu bi bili lahko posledica izpostavljenosti
dreves, na katerih so ¢ebele nabirale mano, neugodnim vplivom okolja.

V preglednicah 26 in 27 je prikazana primerjava vsebnosti nekaterih fenolnih kislin,
flavonoidov in abscizinske kisline v akacijevem in kostanjevem medu v nasi raziskavi in
nekaterih drugih raziskavah evropskih medov. Primerjava rezultatov iz razli¢nih Studij je
otezena, ker raziskovalci uporabljajo razli¢ne tehnike ekstrakcije teh snovi iz medu kot tudi
razlicne tehnike identifikacije in kvantitativne dolocitve. Tomds-Barberan in sod. (2001),
Kenjeri¢ (2004) ter Kenjeri¢ in sod. (2007) so ekstrakcijo izvedli s pomocjo ionskega
izmenjevalca Amberlita XAD-2 ter fenolne spojine identificirali in kvantitativno dolo¢ili s
HPLC z DAD detektorjem, medtem ko so Pulcini in sod. (2006) fenolne spojine
ekstrahirali s SPE s pomoc¢jo ekstrakcijskih kolon SDB-L za enkratno uporabo in za
nadaljnjo analizo uporabili HPLC/MS/MS. Pojavljajo pa se seveda tudi razlike v Stevilu
identificiranih spojin, nabor analiziranih fenolnih spojin se namre¢ v razli¢nih raziskavah
lahko precej razlikuje.
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Preglednica 26: Fenolni profil akacijevega medu razli¢nega geografskega porekla

Table 26: Phenolic profile of acacia honeys of different geographical origin
.. Slovenski med Hrvaski med Evropski medovi Italijanski med

Spojina . . . .
vir 1 vir 2 vir 3 vir 4

(hg/ke) (n=10) (n = 40) (n="7) (n=1)

klorogenska kislina m.d.

kavna kislina 106 — 616 192 — 708

p-kumarna kislina 423 —3794 176 — 674 1400

elaginska kislina m.d. m.d. — 252 m.d.

miricetin m.d. m.d. m.d.

luteolin 37-84 7-69 m.d. — 323

kvercetin 133 -293 29 - 875 m.d. —5107 2950

naringenin m.d. — 113 820

apigenin 43 — 145 26 — 286 m.d. 190

kamferol 212 - 365 61 — 606 m.d. — 347 380

pinocembrin 51-2019 2297 - 18691 6000

pinobanksin 86 — 3392 2383 — 23102

krizin 70 — 1253 219 — 2995 390 — 4356 1560

galangin 28 — 1109 108 — 966

ABALI 166 — 369 15 —478

ABA2 448 — 1959 860 — 2007

vir 1: nasa raziskava; vir 2: Kenjeri¢ in sod. (2007); vir 3: Tomas-Barberan in sod. (2001); vir 4: Pulcini in sod. (2006)
n: Stevilo vzorcev; m.d.: vsebnost pod mejo detekcije

Kenjeri¢ (2004) ter Kenjeri¢ in sod. (2007) so v hrvaskem akacijevem in kostanjevem
medu identificirali in kvantificirali 6 flavonoidov (luteolin, kvercetin, apigenin, kamferol,
krizin in galangin), v kostanjevem medu pa dodatno Se flavonoid miricetin. V primeru
akacijevega medu so proucevali tudi vpliv razlicnih letnikov in ugotovili, da je vsebnost
flavonoidov vecja v vzorcih medu, pridelanih v letu z vi§jimi temperaturami in manjSo
koli¢ino padavin. Ce primerjamo njihove rezultate z rezultati nase raziskave, ugotovimo,
da so vsebnosti flavonoidov v primeru akacijevega medu med seboj primerljive. Tudi za
hrvaski akacijev med je znacilna odsotnost flavonoida miricetina, ki ga ni vseboval
nobeden izmed 40-ih analiziranih vzorcev medu. Pri kostanjevem medu (preglednica 27)
pa so glede vsebnosti posameznih flavonoidov opazne razlike. Vsebnosti kvercetina in
apigenina so primerljive, ostali flavonoidi, to so luteolin, kamferol, krizin, galangin in
zlasti miricetin, pa so bili v hrvaskem kostanjevem medu prisotni v ve¢jih koli¢inah, kot
smo jih v kostanjevem medu dolo¢ili v nasi raziskavi.

Ce primerjamo rezultate, ki jih za akacijev med navajajo Tomas-Barberan in sod. (2001), z
rezultati naSe raziskave, ugotovimo da ima slovenski akacijev med podobne vsebnosti
kavne kisline ter kamferola, medtem ko je bilo luteolina, kvercetina, pinocembrina,
pinobanksina in krizina v vzorcih slovenskega akacijevega medu manj, p-kumarne kisline
pa ve¢. V kostanjevem medu pa so Tomds-Barberan in sod. (2001) dolocili podobne
vsebnosti krizina in vecje vsebnosti pinocembrina ter pinobanksina v primerjavi z rezultati
te Studije, medtem ko kvercetina, kamferola in apigenina niso dolo¢ili.
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Preglednica 27: Fenolni profil kostanjevega medu razlicnega geografskega porekla

Table 27: Phenolic profile of chestnut honeys of different geographical origin
.. Slovenski med Hrvaski med Evropski medovi Italijanski med

Spojina . . . .

vir 1 vir 2 vir 3 vir 4
(hgke) (n=10) (n=9) (n=9) (n=1)
kavna kislina + m.d. — 1523
p-kumarna kislina 871 — 1988 8 — 1057 1160
elaginska kislina m.d. —313 4920
miricetin m.d. —22 2401130 m.d.
luteolin m.d. —42 m.d. — 120
kvercetin m.d. —352 180 —430 m.d. 1560
naringenin m.d. m.d.
apigenin 15 -552 70 — 580 m.d. 60
kamferol 128 — 238 90 — 530 m.d. 130
pinocembrin 25-274 m.d. — 2701 2520
pinobanksin 23 - 1213 986 — 9619
krizin 40 — 450 210-720 m.d. — 578 910
galangin 10192 190 — 830
ABALI 78 — 264 m.d.
ABA2 151709 m.d.

vir 1: nasa raziskava; vir 2: Kenjeri¢, (2004); vir 3: Tomas-Barberan in sod. (2001); vir 4: Pulcini in sod. (2006)
n: Stevilo vzorcev; m.d.: vsebnost pod mejo detekcije

Pulcini in sod. (2006) so analizirali razlicne vrste italijanskega medu, akacijev, kostanjev,
evkaliptusov, resin in son¢ni¢ni med. Identificirali in kvantitativno dolo€ili so osem
flavonoidov (apigenin, krizin, hesperetin, kamferol, miricetin, naringenin, pinocembrin in
kvercetin) ter sedem fenolnih kislin (p-kumarno, galno, -elaginsko, ferulno,
homogentizinsko, mandljevo in vanilinsko). Vsebnosti p-kumarne in elaginske kisline ter
flavonoidov apigenina, krizina, kamferola, miricetina, naringenina, pinocembrina in
kvercetina za akacijev in kostanjev med so podane v preglednicah 26 oz. 27. Vsebnosti p-
kumarne kisline ter flavonoidov apigenina in kamferola so podobne za slovenski in
italijanski akacijev kot tudi kostanjev med. Vsebnosti pinocembrina in krizina, kot jih za
akacijev in kostanjev med navajajo Pulcini in sod. (2006), pa so bile vi§je, kot smo jih
dolocili v nasi raziskavi.

Dimitrova in sod. (2007) so v 49 vzorcih evropskega medu razli¢nega botani¢nega izvora
dolocili naslednje kisline: cimetno, o-kumarno, m-kumarno, p-kumarno, kavno, ferulno,
benzojsko, salicilno, 3-hidroksibenzojsko, 4-hidroksibenzojsko, protokatehinsko, galno,
siringinsko, vanilinsko, fenilocetno, p-fenilmle¢no in p-hidroksifenilmlecno kislino.
Zastopanost in vsebnost teh kislin v medu sta mo¢no variirali glede na botani¢no poreklo
medu. Rezultati vsebnosti fenolnih kislin za njihov akacijev, lipov in kostanjev med
kazejo, da so vzorci kostanjevega medu na sploSno vsebovali ve¢ fenolnih kislin v
primerjavi s svetlej§ima vrstama medu, akacijevim in lipovim medom. Za vse te vrste
medu so tudi znacilne dosti vecje vsebnosti f-fenilmle¢ne kisline v primerjavi z nasimi.
Intervali vsebnosti so znasali od 3,32 do 24,41 mg/kg za akacijev med, od 15,06 do 37,28
mg/kg za lipov med ter od 0,64 do 86,71 mg/kg za kostanjev med, medtem ko so vrednosti
v slovenskem medu znatno niZje, najmanj S-fenilmlecne kisline vsebuje slovenski akacijev
med, le od 86 do 546 ng/kg (preglednica 9). Vsebnosti cimetne in p-kumarne kisline, kot
so jih dolocili Dimitrova in sod. (2007), so primerljive z rezultati nase Studije. Vsebnosti
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kavne kisline od 150 do 720 pg/kg, kot jih za Sest vzorcev akacijevega medu navajajo
Dimitrova in sod. (2007), so podobne nasim, saj smo v slovenskem akacijevem medu
dolocili od 106 do 616 pg/kg kavne kisline (preglednica 9).

Tomas-Barberan in sod. (2001) so obe izomeri abscizinske kisline dolocili v repic¢inem,
resinem in akacijevem medu, v lipovem medu je bila prisotna samo ABA2, medtem ko v
kostanjevem, rozmarinovem, evkaliptusovem, son¢ni¢nem in sivkinem medu abscizinske
kisline niso dolocili. Vsebnosti ABA1 in ABA2 v akacijevem medu so primerljive z
vrednostmi, ki so bile dolocene v nasi raziskavi (preglednica 26). V slovenskih lipovih
medovih je bila vsebnost ABA2 v obmoc¢ju od 1886 do 4211 pg/kg, medtem ko Tomads-
Barberan in sod. (2001) za 4 vzorce lipovega medu navajajo vsebnosti od 449 do 5395
pg/kg medu.

Ferreres in sod. (1996) so raziskovali vsebnost abscizinske kisline v portugalskem resinem
medu. Ugotovili so, da sta bili v vseh analiziranih vzorcih (22) prisotni obe obliki, ABAI
in ABA2, skupne vsebnosti so znaSale od 25 do 167 mg/kg, izvor pa je nektar. Vsebnost
ABAZ2 pa je bila skoraj 2-krat vec¢ja kot vsebnost ABA1. Ker do leta 1996 te spojine niso
identificirali v kateri od drugih vrst medu, so omenjeni avtorji abscizinsko kislino oznacili
kot koristen marker za ugotavljanje botanicnega porekla resinega medu.

Ker se posamezne vrste medu razlikujejo v sestavi in vsebnosti fenolnih spojin, so Stevilni
avtorji raziskovali, ali je mogoce dolociti botani¢no poreklo medu s pomocjo t.i. markerjev
— fenolnih spojin, znacilnih za posamezno vrsto medu. Marker botanicnega porekla je
lahko spojina, ki je prisotna v vseh analiziranih vzorcih medu iste vrste. Morebitna
odsotnost take spojine bi tako pomenila drugacen izvor medu glede na botani¢no poreklo.
Med markerje pristevamo tudi spojine, ki se pojavljajo samo v dolo¢eni vrsti medu — npr.
flavonoid hesperetin kot marker za med iz citrusov (Ferreres in sod., 1993; Soler in sod.,
1995; Andrade in sod., 1997). Marker botani¢nega porekla medu pa je lahko tudi spojina,
za katero je znacilno, da je v doloCeni vrsti medu ni, torej bi prisotnost te spojine v medu
pomenila, da gre za meSan med. Za potrditev doloCene spojine kot markerja za botani¢no
poreklo medu pa so potrebne analize ¢im vecjega Stevila vzorcev medu iste vrste.

Tomas-Barberan in sod. (2001) so s pomoc¢jo HPLC in DAD detektorja analizirali fenolni
profil evropskih vrstnih medov z namenom poiskati morebitne markerje za dolocitev
botani¢nega porekla medu. Kon¢ne ugotovitve omenjene Studije so, da je fenolni profil
lahko v pomo¢ pri dolocitvi botanicnega porekla nekaterih vrst medu, npr. kostanjevega,
lipovega, evkaliptusovega, resinega in repi¢inega medu. Nekateri medovi, kot sta akacijev
in sivkin, pa znacilnih markerjev nimajo, zato pri njih dolocitev botanicnega porekla, z
vsebnostjo posameznih flavonoidov, ni mogoca.

Dimitrova in sod. (2007) so iz rezultatov prisotnosti in vsebnosti fenolnih kislin v razli¢nih
vrstah medov ugotovili, da lahko kot markerje za morebitno dolocitev botani¢nega porekla
medu uporabimo nekatere fenolne kisline. 4-hidroksibenzojska, p-hidroksifenilmlecna,
ferulna in fenilocetna kislina bi bile lahko primerne kot markerji za dolocitev botani¢nega
porekla kostanjevega medu. Fenilocetna, f-fenilmle¢na in benzojska kislina so lahko
morebitni markerji za resin med. Derivati benzojske kisline so specifi¢ni za evkaliptusov
med, medtem ko so derivati cimetne kisline lahko v pomo¢ pri identifikaciji akacijevega
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medu. Za lipov med je znacilna prisotnost 3-hidroksibenzojske kisline in odsotnost o-
kumarne in m-kumarne kisline. Kot markerji za dolocitev botani¢nega porekla son¢ni¢nega
medu pa bi bile lahko primerne p-kumarna, ferulna in kavna kislina, ki so bile prisotne v
vseh analiziranih vzorcih, medtem ko f-fenilmle¢ne in o-kumarne v vzorcih son¢ni¢nega
medu ni bilo, ugotavljajo Dimitrova in sod. (2007).

Kar se ti¢e prisotnosti morebitnih markerjev za ugotavljanje botani¢nega porekla
slovenskega medu, smo na podlagi dobljenih rezultatov ugotovili, da v slovenskem medu
le-teh ni oz. bi bilo potrebno nadaljevati zastavljeno delo in identificirati in kvantitativno
dolociti tudi nekatere druge spojine, ki niso bile zajete v nasi raziskavi, ker nismo imeli
standardnih spojin.

V vseh analiziranih vzorcih medu so bili prisotni flavonoidi, ki izvirajo iz propolisa, to so
pinocembrin, pinobanksin, krizin in galangin. Njihova vsebnost v medu je lahko zelo
razli¢na, ker je odvisna od prisotnosti propolisa v medu. Ti flavonoidi zato niso primerni
kot markerji za doloCanje botanicnega porekla medu. Vecji pomen pri doloCanju
botani¢nega porekla medu imajo lahko flavonoidi, ki izvirajo iz peloda in/ali nektarja, to so
kamferol, kvercetin, apigenin in luteolin. Flavonoid kamferol se pojavlja v vseh vrstah
slovenskega medu, identificirali smo ga v vseh analiziranih vzorcih v razli¢nih koli¢inah,
zato kot marker ni primeren. Nekateri tuji raziskovalci (Gil in sod., 1995) so kamferol
oznacili kot potencialni marker za rozmarinov med. Prisotnost tega flavonoida v medu ni
kriterij za identifikacijo rozmarinovega medu, ker se ta flavonoid pojavlja tudi v nektarju
drugih medonosnih rastlin. Vendar pa lahko njegova odsotnost v rozmarinovem medu oz.
vsebnost nizja od 300 pg/kg, kazeta na drugacen izvor medu.

Zanimiva je spojina z molsko maso 302,23 g/mol in m/z vrednostjo 301,01. Predvidevamo,
da bi lahko $lo za flavonoid tricetin. Te spojine analizirani vzorci akacijevega, lipovega in
cvetlicnega medu niso vsebovali. Nasprotno je bila prisotna v vseh vzorcih smrekovega,
hojevega in gozdnega medu ter v Sestih vzorcih kostanjevega medu. Glede na prisotnost te
spojine v razli¢nih vrstah slovenskega medu sklepamo, da je njen izvor mana.

Martos in sod. (2000a) so v svoji raziskavi dolocili tricetin kot marker za botani¢no
poreklo evkaliptusovega medu. Tricetin so identificirali na podlagi UV, NMR in MS
spektrov in naj bi izviral iz nektarja. Te spojine isti avtorji niso identificirali v drugih
vrstah medu, kot so akacijev, lipov, kostanjev, repi€in, rozmarinov in drugi medovi. V
nizkih koncentracijah so ga doloc¢ili le v nekaterih vzorcih portugalskega resinega medu,
vendar so s pelodno analizo ugotovili, da je bil ta med kontaminiran z evkaliptusom.
D’Arcy in sod. (2005) so tricetin dolocili v nekaterih drugih vrstah avstralskega medu.

Za morebitno dolocitev botani¢nega porekla slovenskega medu na podlagi vsebnosti
posameznih fenolnih kislin in flavonoidov, bi bilo zato namesto ene specifi¢ne spojine —
markerja, verjetno bolj primerno uposStevati razlike v celotnem fenolnem profilu. Do
enakih zakljuckov so v svoji raziskavi fenolnega profila italijanskega medu prisli tudi
Pulcini in sod. (2006). Ker smo v nasi Studiji analizirali le 10 vzorcev vsake vrste medu in
so dobljeni rezultati zelo variabilni, bi bile potrebne nadaljnje analize vecjega Stevila
vzorcev posameznih vrst slovenskega medu. Potrebno bi bilo zagotoviti ¢im vec
standardnih spojin, v primeru nedostopnosti ustreznih standardov pa za identifikacijo
neznanih spojin v vzorcih medu uporabiti tudi tandemsko masno spektrometrijo (MS/MS).
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Tomas-Barberan in sod. (2001) navajajo, da je lahko dodatno orodje za dolocanje
botani¢nega porekla medu tudi prisotnost in vsebnost abscizinske kisline v medu, vendar je
bila le-ta prisotna v vseh analiziranih vzorcih razli¢nih vrst slovenskega medu v obeh
oblikah, trans-trans (ABALl) in cis-trans (ABA2). Abscizinska kislina spada med
rastlinske hormone in kot rastni inhibitor sluzi za zasc¢ito rastline v €asu suSe in drugih
sprememb v okolju in zato kot marker verjetno sploh ni primerna.

5.1.4 Antioksidativna u¢inkovitost medu

AU vzorcev slovenskega medu smo dolocili z dvema metodama, DPPH in FRAP, ki se
zelo pogosto uporabljata za dolo¢anje AU razli¢nih Zzivil, tudi medu. Z DPPH metodo
doloCamo AU, izrazeno kot sposobnost lovljenja radikalov in spektrofotometri¢no
spremljamo izginjanje barve (stopnjo bledenja) stabilnega radikala DPPH’, ki se v reakciji
z antioksidativnimi ucinkovinami vzorcev reducira in nastali produkt ima manjSo
absorbanco. AU medu smo izrazili z ICsy — koncentracijo u¢inkovitosti, ki je potrebna za
50 % inhibicijo radikala DPPH’. Z ve¢anjem AU se vrednost ICsy zmanjSuje.

FRAP metoda deluje na osnovi sposobnosti fenolnih spojin, da reducirajo Fe' do Fe*".
Rezultati so podani kot FRAP vrednosti (uM Fe(Il)) 10 % raztopine medu. Ob primerjavi
rezultatov AU medu, pridobljenih z razlicnima metodama smo ugotovili, da pridemo do
enakih zakljuckov. AU posameznih vrst slovenskega medu je, ne glede na uporabljeno
metodo, naras€ala v naslednjem vrstnem redu: akacijev < lipov < cvetli¢ni < kostanjev <
gozdni < smrekov < hojev med (preglednica 16). Akacijev med, katerega AU je bila
najmanjs$a, je imel najvi§jo povprecno vrednost ICsy ter najnizjo povprecno FRAP
vrednost, medtem ko smo v hojevem medu, ki je imel najve¢jo AU, dolocili najnizjo
povprecno vrednost ICsg ter najvisjo povprecno FRAP vrednost.

Koeficient korelacije za zvezo med uporabljenima metodama za doloCanje antioksidativne
ucinkovitosti medu je znaSal 0,878 (slika 18), kar kaze na tesno povezanost obeh metod.
Podobne korelacijske koeficiente, ki kazejo moc¢no zvezo med DPPH in FRAP metodo pri
analizi medu in ostalih zivil navajajo tudi drugi raziskovalci (Beretta in sod., 2005;
Surveswaran in sod., 2007; Vasco in sod., 2008).

Primerjava rezultatov AU slovenskega medu, ki je bila tudi predmet nase Studije, z
rezultati tujih raziskav je tezko izvedljiva, saj za doloCanje antioksidativne aktivnosti medu
ni neke standardizirane metode. Raziskovalci najpogosteje uporabljajo DPPH, FRAP,
ABTS in ORAC metodo, ki temeljijo na razli¢nih principih in ekperimentalnih pogojih.
Problem, ki se pojavlja pa je, da so pogosto vkljucene razlicne modifikacije iste metode,
zato so rezultati razli¢nih Studij med seboj tezko primerljivi.

Uporabljeni metodi za doloanje AU slovenskega medu smo povzeli po italijanskih
avtorjih (Beretta in sod., 2005), ki so v svoji raziskavi ugotovili, da se razli¢ne vrste medu
med seboj znacilno razlikujejo glede na njegovo AU, korelacijski koeficient za zvezo med
DPPH in FRAP metodo je znaSal 0,889. FRAP vrednost vzorca akacijevega medu (79,5
uM Fe(ID)), kot so jo dolocili Beretta in sod. (2005), je primerljiva z rezultati naSe Studije,
kjer so bile FRAP vrednosti akacijevega medu v obmocju med 43,2 do 91,4 uM Fe(Il). Za
cvetli¢ni, kostanjev in manin med so italijanski raziskovalci dolo¢ili nekoliko vi§je FRAP
vrednosti, kar je lahko posledica analize samo enega vzorca medu vsake vrste, zato njihovi
rezultati niso reprezentativni.
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Blasa in sod. (2006) so s FRAP metodo dolocali AU akacijevega in cvetlicnega medu,
cvetli¢ni med je imel v primerjavi z akacijevim medom vec¢jo AU, kar je znacilno tudi za
slovenski med.

Kiiclik in sod. (2007) so preucevali AU turSkega kostanjevega, cvetliCnega in
rododendronovega medu. Najvi§jo sposobnost redukcije feri ionov, izrazeno kot FRAP
vrednost, so dolocili v kostanjevem medu, AU cvetlicnega medu pa je bila nizja. Tudi
slovenski kostanjev med je imel vecjo antioksidativno uc¢inkovitost kot cvetlicni med.

Gheldof in sod. (2002) so dolocali antioksidativno aktivnost ameriS§kega medu razlicnega
botani¢nega porekla z ORAC metodo. Med vsemi analiziranimi vrstami medu je bila,
enako kot v nasi raziskavi, najmanjSa AU dolocena v akacijevem medu.

V nasi Studiji smo dolocili tudi AU smrekovega in hojevega medu, ki izvirata iz mane in
sta znacilna za Slovenijo in za katera v tuji literaturi nismo nasli podatkov o AU. Rezultati
za AU teh dveh vrst medu so primerljivi z AU medov, ki jih tuji raziskovalci opredeljujejo
kot medove iz mane.

Ker medu obi¢ajno ne uzivamo popolnoma svezega, ampak Sele nekaj casa po
pridobivanju, smo raziskovali tudi vpliv skladiS€enja na antioksidativno ucinkovitost
medu. Rezultati so pokazali, da je bila AU po enoletnem skladiS¢enju v temi na sobni
temperaturi v vseh 56-ih vzorcih medu vec¢ja od zacetne vrednosti, odstotek zviSanja je
znasal od 3,3 do 12,8 %, povprecno 7,4 % (preglednica 17). To je bilo v nasprotju z naSimi
predvidevanji, saj smo pricakovali, da se bo AU medu s ¢asom zmanjSevala. Raziskav o
vplivu skladiS¢enja na AU medu je zelo malo, v njih pa raziskovalci porocajo, da se AU
medu s Casom zmanjSuje (Wang in sod., 2004; Nagai in sod., 2006). Razlog za povecanje
AU je lahko tvorba produktov Maillardove reakcije, ki delujejo antioksidativno (Turkmen
in sod., 2006). Maillardova reakcija je zelo kompleksna in vodi do razli¢nih razgradnih
produktov, ki bi lahko prispevali k povecanju AU medu, vendar jih je tezko ovrednotiti,
zato bi bile potrebne nadaljnje raziskave.

Vec¢jo AU, dolo¢eno s FRAP metodo, po doloCenem casu skladiscenja, so dolocili v
borovnicah (Connor in sod., 2002). Podobno so, Hukkanen in sod. (2006), ve¢jo AU
(DPPH metoda) dolocili v plodovih jerebike po enoletnem oz. dvoletnem skladis¢enju.

5.1.5 Barva

Barvo smo analiziranim vzorcem medu izmerili instrumentalno s pomocjo kromametra
Minolta v CIE L™a b sistemu, ki je splo§no znan sistem za merjenje barve Zivil. Parameter
L" doloda svetlost Zivila, parameter a  intenziteto rdece barve v pozitivnem obmocju in
zelene barve v negativnem, parameter b~ pa intenziteto rumene barve v pozitivnem in
modre v negativnem obmocju. Povprecne vrednosti parametra L" v vzorcih razliénih vrst
medu so se gibale od 64,3 pri akacijevem medu do 41,5 pri hojevem medu. Gonzales-Miret
in sod. (2005) so vzorce medu razvrstili v 2 skupini glede na njihovo L" vrednost: svetlejSe
vrste medu (L* > 50) in temnejse vrste medu (L* < 50). Ce upostevamo tako klasifikacijo,
lahko slovenski akacijev, lipov in cvetlicni med, ki so imeli povpre¢no vrednost L
parametra nad 50, priStevamo v skupino svetlejSih medov, ostale vrste medu, to so
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kostanjev, smrekov, hojev in gozdni med, s povprecnimi vrednostmi L' parametra pod 50,
pa v skupino temnejSih medov (slika 19). Od svetlejSih vrst medu so imeli vsi analizirani
vzorei medu L* vrednost vi§jo od 50. Pri temnejSih vrstah, kostanjevem, smrekovem,
hojevem in gozdnem medu, pa ima 5 vzorcev medu L™ > 50. Sem spadajo 3 vzorci
kostanjevega medu letnika 2004, katerih L" vrednosti so znagale 51,49 (vzorec K7), 53,35
(vzorec K9) in 51,28 (vzorec K12) ter 2 vzorca gozdnega medu, od katerih je imel vzorec
G7 L vrednost 50,70, vzorec G19 pa 50,33.

Iz izmerjenih a inb parametrov barve nasih medov sklepamo, da so analizirani vzorci
medu vsebovali rumene, rdece in zelene komponente. Rumena barva je posledica vecje
kolicine karotenoidov v nektarju, medtem ko dajejo rdeCo barvo v nektarju prisotni
flavonoidi in antocianini. Med, v katerem prevladuje zelena barva, nastane iz nektarja, ki
vsebuje veliko klorofila (Piotraszewska-Pajak in Ciszak, 2001). Zelene komponente
(negativne vrednosti parametra a') so bile prisotne v vseh vzorcih akacijevega in lipovega
medu ter v 12 vzorcih cvetlicnega medu. Povprecne vrednosti parametra a’ so znafale
-2,61 za akacijev med, -2,83 za lipov med in 0,98 za cvetli¢cni med. V temnejsih vrstah
medu so bile povpre¢ne vrednosti parametra a’ zelo podobne in so znaSale 8,74 za hojev
med, 9,00 za gozdni med, 9,15 za kostanjev med in 9,80 za smrekov med (priloga El). Za
smrekov, kostanjev in gozdni med je znacilen rdeckast odtenek barve, zato so bile najvisje
vrednosti parametra a_ v teh vrstah medu pri¢akovane.

Najvecjo intenzivnost rumene barve je imel cvetlicni med, saj smo tej vrsti medu dolocili
najve&jo povpreéno vrednost parametra b, in sicer 43,15. Nektar cveto¢ih rastlin vsebuje
karotenoidne pigmente, kar ima za posledico intenzivno rumeno obarvanje te vrste medu.
Po padajo&ih povpreénih vrednostih parametra b™ so sledili kostanjev (38,91), smrekov
(35,83), gozdni (34,61), hojev (32,14), lipov (31,74) in akacijev (18,71) med (priloga E1).

Primerjava s tujo literaturo (Piotraszewska-Pajak in Ciszak, 2001; Gonzalez-Miret in sod.,
2005) je pokazala, da se vrednosti parametra a’, kot tudi b’, za iste vrste medu znatno
razlikujejo. Ta pojav lahko razlozimo s tem, da rastline izvirajo iz razlicnih geografskih
podrocij. Na rast in posledi¢no tvorbo pigmentov, kateri prispevajo k rdeci in rumeni barvi
(antocianini, karotenoidi), lahko vplivajo tudi spremenljive podnebne razmere. Razlike so
lahko tudi posledica razli¢ne izvedbe instrumentalnega merjenja barve medu.

Nekateri raziskovalci (Mateo Castro in sod., 1992; Terrab in sod., 2004) navajajo, da se
razlike v sestavi medu in njegovem botanicnem poreklu odrazajo v njegovi barvi, zato se
lahko instrumentalno merjenje barve medu uporablja za identifikacijo botani¢nega porekla.
Nasi rezultati so pokazali, da na osnovi instrumentalnega merjenja barve lahko razlikujemo
med akacijevim, lipovim, cvetlicnim medom in skupino temnejSih vrst medu, kamor glede
na dolo&ene vrednosti L* parametra, spadajo kostanjev, smrekov, hojev in gozdni med.

Barvo medu smo dolo¢ili tudi spektrofotometri¢no in jo izrazili kot neto absorbanco. Nizje
vrednosti neto absorbance so imele svetlejSe vrste medu, vi§je pa so dosegli temnejsi
medovi. Najvi§jo povpre¢no vrednost neto absorbance smo izmerili v kostanjevem medu
(481), sledili so gozdni (424), smrekov (389), hojev (388), cvetlicni (283), lipov (157) in
akacijev med (74) (priloga E1). Razlike med vrednostmi neto absorbanc za razli¢ne vrste
medu so pokazatelji razlinih vsebnosti pigmentov, prisotnih v medu (klorofilov,
karotenoidov, antocianinov). Opravili smo tudi korelacijsko analizo med neto absorbanco
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in parametrom L’ ki je pokazala tesno zvezo (R = -0,870) med metodama dolocanja barve
posameznih vrst medu. Spremenljivki sta bili med seboj v obratnosorazmerni povezavi
(vija je bila vrednost parametra L" medu, nizjo vrednost neto absorbance je imel vzorec,
kar pomeni da je bil med svetlejsi).

Beretta in sod. (2005), po katerih smo povzeli metodo za dolo¢anje neto absorbance, so v
svoji Studiji navedli naslednje vrednosti neto absorbanc: 25 za akacijev med, 415 za
cvetlicni med, 610 za kostanjev med in 466 za manin med. Razlike v vrednostih lahko
pripiSemo razli¢nosti vzorcev in vplivom geoklimatskih dejavnikov, ki vplivajo na sam
razvoj rastline in posledi¢no na tvorbo pigmentov. Upostevati pa je treba tudi dejstvo, da
so italijanski raziskovalci analizirali le po en vzorec medu vsake vrste, nasi rezultati pa so
povpre¢ne vrednosti vecjega Stevila vzorcev medu dolocene vrste. Tako da vrednosti, ki so
jih navedli Bereta in sod. (2005) za akacijev, cvetli¢ni, kostanjev in manin med, padejo v
obmocja vrednosti neto absorbance istih vrst slovenskega medu.

5.1.6 Vpliv letnika medu na analizirane parametre

Vzorce medu smo zbirali v treh zaporednih letih, zato smo zeleli raziskati tudi morebiten
vpliv leta pridelave medu na nekatere analizirane parametre. Iz preglednic 18 in 19 je
razvidno, da obstajajo razlike v vsebnosti skupnih fenolnih spojin, antioksidativni
ucinkovitosti in barvi, kot tudi v vsebnosti nekaterih fenolnih spojin in cis-trans
abscizinske kisline posameznih vrst medu glede na letnik.

Razlike v barvi nekaterih vrst medu razli¢nih letnikov so lahko posledica spremenljivih
sezonskih razmer, npr. koli¢ine padavin in temperaturnih nihanj ter vsebnosti pigmentov v
samih rastlinah. Barva akacijevega in smrekovega medu je bila med vzorci medu razli¢nih
letnikov zelo podobna, saj ni bilo opaznih razlik v povpreéni vrednosti parametra L', ki
doloca svetlost vzorca, za posamezno vrsto medu. Ostali medovi so se v barvi med seboj
razlikovali, majhne razlike so bile opazne pri vrednosti parametra L” pri cvetliénem in
gozdnem medu razli¢nih letnikov. V primeru lipovega, kostanjevega in hojevega medu pa
so bile razlike v barvi, glede na leto pridelave medu, bolj ogitne, saj so bile L~ vrednosti
razli¢nih letnikov za posamezno vrsto medu precej razli¢ne. Lipov med letnika 2004 je bil
v primerjavi z lipovim medom letnika 2006 svetlej$e barve, saj je imel v povpre&ju vigjo L
vrednost. Lipov med spada med meSane nektarno-manine medove. Glavni razlog za razlike
v svetlosti lipovega medu razli¢nih letnikov je verjetno v tem, da so bili medovi letnika
2004 vecinoma nektarnega izvora, medtem ko so bili vzorci zbrani v letu 2006 tudi
maninega izvora, kar smo opazili pri senzori¢ni analizi.

Vecinoma velja, da so vzorci iste vrste medu razlicnih letnikov, ki so bili svetlejsi,
vsebovali tudi manj skupnih fenolnih spojin in imeli manjSo antioksidativno ucinkovitost.
Izjemi sta bili akacijev in gozdni med. Vsebnost skupnih fenolnih spojin in AU
akacijevega medu v letih 2004 in 2005 sta bili, kljub enaki povpre¢ni vrednosti L’
parametra, razli¢ni. Gozdni medovi letnika 2004 so, v primerjavi z vzorci te vrste medu iz
leta 2005, vsebovali ve¢ skupnih fenolnih spojin, imeli ve&jo AU ter vigjo vrednost L* kot
vzorci letnika 2005.
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Pri loCeni obravnavi rezultatov vsebnosti nekaterih fenolnih spojin in abscizinske kisline
glede na leto pridelave medu smo ugotovili, da obstajajo doloCene razlike. Kljub temu
predvidevamo, da na razlike, bolj kot razlicen letnik medu, vpliva razlicnost vzorcev. V
primeru flavonoidov, ki izvirajo iz propolisa, kot so pinocembrin, krizin in galangin, pa
predvsem vsebnost propolisa v medu.

5.1.7 Korelacije

S pomocjo korelacijske analize smo med parametri, analiziranimi v na$i raziskavi, zeleli
potrditi oz. zavreci obstoj razli¢nih medsebojnih povezav.

Med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin, dolo¢eno s Folin-Ciocalteujevo metodo, in vsoto
posameznih fenolnih spojin, dolocenih s HPLC/MS, ni bilo statisti¢no znacCilne povezave,
saj je koeficient korelacije znaSal samo 0,082. To smo pricakovali, saj s HPLC/MS analizo
zaradi pomanjkanja standardov nismo uspeli identificirati in kvantitativno dolociti Stevilnih
fenolnih spojin, ki jih med tudi vsebuje.

Prav tako niso obstajale statisticno znacilne korelacije med vsebnostjo skupnih fenolnih
spojin, doloceno s FC metodo, in posameznimi fenolnimi spojinami.

Ugotavljali smo tudi povezave med individualnimi spojinami, analiziranimi s HPLC/MS.
Korelacijski koeficienti so bili visoki pri zvezah med flavonoidi, ki izvirajo iz propolisa, to
so pinocembrin, pinobanksin, krizin, galangin, njihove vrednosti so bile ve¢je od 0,7. Zelo
mocni sta bili tudi zvezi med izomerama abscizinske kisline (Ragai/aga2 = 0,974) ter med
cimetno in S-fenilmle¢no kislino (Repyem = 0,991).

Za statisticno znacilno in moc¢no se je pokazala tudi zveza med vsebnostjo skupnih
fenolnih spojin in antioksidativno ucinkovitostjo medu. Visoki vrednosti korelacijskih
koeficientov za zvezo med AU (FRAP metoda) in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin
(R = 0,960) ter za zvezo med AU (DPPH metoda) in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin
(R = 0,920) (slika 22), dokazujeta, da so fenolne spojine odgovorne za antioksidativno
ucinkovitost medu. Do enake ugotovitve so prisli tudi Stevilni drugi avtorji, ki so
raziskovali omenjene povezave v medu in drugih zivilih.

FC metoda, ki se uporablja za doloCanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin, v osnovi
temelji na reakciji prenosa elektronov, podobno kot FRAP metoda (Huang in sod., 2005).
To vsaj deloma razlozi visoke korelacijske koeficiente med vsebnostjo skupnih fenolnih
spojin in AU v medu (Aljadi in Kamaruddin, 2004; Beretta in sod., 2005; Blasa in sod.,
2005) in nekaterih ostalih analiziranih zivilih (Bahorun in sod., 2004; Hukkanen in sod.,
20006; Stratil in sod., 2006; Othman in sod., 2007; Surveswaran in sod., 2007). V vecini
primerov je bila zveza med AU, dolo€eno s FRAP metodo, in vsebnostjo skupnih fenolnih
spojin linearna, nasprotno pa so Blasa in sod. (2006) ugotovili, da je omenjena povezava
eksponentna, saj je v njihovi raziskavi AU zacela strmo nara$¢ati, ko je vsebnost skupnih
fenolnih spojin presegla 110 mg/kg medu. Tak rezultat bi lahko bil posledica majhnega
Stevila analiziranih vzorcev medu (4 vzorci akacijevega in 4 vzorci cvetlicnega medu).

Iskali smo tudi korelacije med AU, dolo¢eno z dvema metodama, in posameznimi
fenolnimi spojinami, dolocenimi s HPLC/MS (preglednica 23). Zveze niso bile mocne, saj
so bile vrednosti korelacijskih koeficientov nizke. Nase ugotovitve potrjujejo Baltrusaityté
in sod. (2007), ki navajajo, da so bile korelacije med AU, dolo¢eno z DPPH metodo, in
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kamferolom, krizinom, apigeninom ter p-kumarno kislino Sibke, vrednosti korelacijskih
koeficientov so znaSale od 0,07 do 0,28.

Povezave med barvo medu (parametra L” in a” ter neto absorbanca), vsebnostjo skupnih
fenolnih spojin, dolo¢eno s FC metodo in AU, doloc¢eno z DPPH oz. FRAP metodo so bile,
kot smo pricakovali, statisticno znacilne, korelacijski koeficienti so se gibali od 0,819 do
-0,924. Nasi rezultati so v skladu z navedbami drugih avtorjev (Frankel in sod., 1998;
Beretta in sod., 2005; Pérez in sod., 2007), ki prav tako ugotavljajo, da je barva v tesni
povezanosti z vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in AU medu.

Beretta in sod. (2005) so zeleli postaviti zanesljive in enostavne smernice za
standardizacijo antioksidativnih lastnosti medu razli¢nega geografskega in botanicnega
porekla s kombinacijo razli¢énih metod. Rezultati njihove Studije kazejo, da je samo z
uporabo razli¢nih testov za dolo¢anje AU, primerjalno analizo in uporabo kemometrijskih
metod, kot je npr. PCA (Principal Component Analysis — Metoda glavnih komponent),
mogoce doseci natancno osnovo za karakterizacijo antioksidativne uc¢inkovitosti medu, kar
je pomembno za razumevanje njegove terapevtske ucinkovitosti. Dolocali so intenzivnost
barve medu, vsebnost skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteujevo metodo ter AU s tremi
metodami, DPPH, FRAP in ORAC. Ugotovili so, da se razlicne vrste medu med seboj
znalilno razlikujejo v vrednostih posameznih parametrov, korelacije med analiziranimi
parametri pa so bile visoko statisti¢no znacilne.

Vela in sod. (2007) so preucevali AU medu in korelacije le-te z vsebnostjo skupnih
fenolnih spojin in nekaterimi drugimi fizikalno-kemijskimi parametri. Analizirali so 36
vzorcev Spanskega medu, od tega 19 vzorcev nektarnega izvora in 17 vzorcev medu iz
mane. Dolo¢ili so AU z DPPH metodo, vsebnost skupnih fenolnih spojin, pepela in kislin,
vrednost pH, elektricno prevodnost in barvo medu kot neto absorbanco. Za medove iz
mane so znacilne visje vrednosti teh parametrov. Dokazali so tudi, da obstajajo znacilne
korelacije med AU medu in omenjenimi parametri, Pearsonovi korelacijski koeficienti so
znaSali od 0,658 do 0,888. Ker je korelacijski koeficient med AU medu in vsebnostjo
skupnih fenolnih spojin znagal 0,706 (R* < 0,5) $panski raziskovalci ugotavljajo, da so
fenolne spojine, prisotne v medu, za njegovo AU odgovorne le deloma, ocitno vplivajo
tudi drugi dejavniki. Isti avtorji so lo¢eno obravnavali tudi korelacije med temi parametri
posebej za nektarne in manine medove. Ugotovili so, da je pri nektarnih medovih AU v
povezavi z barvo in kislostjo medu, pri maninih medovih pa je znacilna le povezava med
AU in elektri¢no prevodnostjo. Neznacilno povezavo med AU in barvo medu pri maninih
medovih so razlozili s Sirokim razponom barve maninih medov. V primeru slovenskega
medu glede na izvor medu lo¢imo nektarne, manine in nektarno-manine medove. Med
nektarne medove spadata akacijev in cvetliéni med, med manine smrekov, hojev in gozdni
med, nektarno-manine vrste medu pa predstavljata lipov in kostanjev med. Pri loceni
obravnavi teh treh skupin medu, glede na njegov izvor, smo zakljucili, da so bile vrednosti
korelacijskih koeficientov (preglednica 28) za zveze med vsebnostjo skupnih fenolnih
spojin, AU, barvo in elektricno prevodnostjo najvisje v skupini nektarnih in nektarno-
maninih medov, vrednosti korelacijskih koeficientov so bile za posamezne zveze zelo
podobne. Za manin med so bili korelacijski koeficienti nizji, velike razlike so bile opazne
za zvezo med dvema metodama za dolodanje AU medu, za zveze med L vrednostjo barve
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medu in ostalimi parametri ter za zveze med elektricno prevodnostjo medu in ostalimi
parametri.

Preglednica 28: Pearsonovi korelacijski koeficienti med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin, AU, barvo in
elektri¢no prevodnostjo glede na izvor medu

Table 28: Pearson correlation coefficients between total phenolic content, AU, colour and electrical
conductivity of honey regarding the origin of honey

Izvor medu

Zveza nektar mana nektar in mana vse vrste

(A+C) (S+H+G) (L+K) medu
skupne fenolne spojine / AU (FRAP) 0,964 0,892 0,955 0,960
skupne fenolne spojine / AU (DPPH-1/1Csp) 0,899 0,652 0,898 0,920
skupne fenolne spojine / L -0,957 -0,453 -0,930 -0,924
skupne fenolne spojine / y 0,917 0,495 0,857 0,817
AU (FRAP) / AU (DPPH-1/IC5) 0,904 0,541 0,871 0,878
AU (FRAP) /L’ -0,954 -0,478 -0,931 -0,920
AU (FRAP) / y 0,903 0,538 0,865 0,843
AU (DPPH-1/ICsp) / L -0,865 -0,176 -0,815 -0,845
AU (DPPH-1/ICsp) / x 0,822 0,463 0,825 0,742
L'/ y -0,897 -0,320 -0,866 0,812

x: elektri¢na prevodnost, A: akacijev med, C: cvetlicni med, S: smrekov med, H: hojev med, G: gozdni med, L: lipov
med, K: kostanjev med

Kljub ugotovitvam nekaterih drugih raziskovalcev, ki so ugotovili povezanost vsebnosti
skupnih fenolnih spojin v medu in AU medu z vsebnostjo prolina (Meda in sod., 2005;
Pérez in sod., 2007) in beljakovin v medu (Gheldof in sod., 2002), te korelacije v primeru
slovenskih medov niso bile moc¢ne. V primeru korelacij s prolinom lahko govorimo le o
Sibki povezanosti, saj so bile vrednosti korelacijskih koeficientov v obmocju od 0,243 do
0,376 (pregl. 25). Meda in sod. (2005) so ugotovili, da je bila korelacija med AU, doloceno
z DPPH metodo, in vsebnostjo prolina (R = 0,75) celo bolj znacilna kot korelacija med AU
in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin (R = 0,5), kar pa ni znacilno za slovenski med. Pérez
in sod. (2007) za zvezo med vsebnostjo prolina in AU medu, doloceno z DPPH metodo,
navajajo korelacijski koeficient 0,571. Korelacije med vsebnostjo beljakovin ter AU
slovenskega medu pa kazejo zmerno povezanost, korelacijska koeficienta sta znasala 0,475
za zvezo med vsebnostjo beljakovin in AU, dolo¢eno s FRAP metodo, oz. 0,561 za zvezo
med vsebnostjo beljakovin in AU, dolo¢eno z DPPH metodo (preglednica 25).

Ameriski raziskovalci (Gheldof in sod., 2002) so za zvezo med vsebnostjo beljakovin v
medu in njegovo AU, dolo¢eno z ORAC metodo, dolocili korelacijski koeficient z
vrednostjo 0,821, medtem ko Pérez in sod. (2007) za zvezo med vsebnostjo beljakovin in
AU, dolo¢eno z DPPH metodo, navajajo vrednost korelacijskega koeficienta le 0,300.

Zanimala nas je tudi povezava med vsebnostjo fenolnih spojin v medu, njegovo AU in
barvo (parametra L" in a" ter neto absorbanca) ter nekaterimi fizikalno-kemijskimi
parametri medu, kot so elektricna prevodnost, vrednost pH in vsebnost skupnih kislin. Vse
zveze med omenjenimi parametri so bile statisticno znacilne pri 0,01 stopnji tveganja,
razlikujejo pa se v jakosti povezave (preglednica 25). Elektricna prevodnost kaze moc¢no
povezanost (R > £ 0,7), vrednost pH zmerno povezanost (+ 0,4 < R < + 0,7), vsebnost
skupnih kislin pa le Sibko povezanost (£ 0,2 < R <=+ 0,4) z vsebnostjo skupnih fenolnih
spojin, AU ter parametri barve medu.
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5.1.8 Zakljucne ugotovitve

Z naSo raziskavo na slovenskih medovih smo potrdili dosedanje ugotovitve tujih

raziskovalcev, da se medovi razlicnega botani¢nega izvora razlikujejo po vsebnosti

skupnih fenolnih spojin, antioksidativni ucinkovitosti in barvi ter imajo podoben toda
kvantitativno razlicen fenolni profil.

Z rezultati Studije smo potrdili naslednje postavljene hipoteze:

- med razli¢nimi vrstami slovenskega medu obstajajo razlike v vsebnosti skupnih fenolnih
spojin, dolo¢eni z modificirano FC metodo, kot tudi razlike v antioksidativni
ucinkovitosti posameznih vrst medu,

- temnej$i medovi (kostanjev, smrekov, hojev in gozdni) so vsebovali ve¢ skupnih
fenolnih spojin in imeli viSjo antioksidativno ucinkovitost v primerjavi s svetlejSimi
vrstami medu (akacijev, lipov in cvetli¢ni),

- z uporabo dveh razlicnih metod, DPPH in FRAP, smo dobili podobne rezultate za
antioksidativno u¢inkovitost analiziranih vrst medu,

- vsebnost skupnih fenolnih spojin se je med enoletnim skladi§¢enjem le malo zmanjsala v
velini analiziranih vzorcev,

- zveze med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin v medu, njegovo antioksidativno
ucinkovitostjo in barvo so bile statisti¢no znacilne in moc¢ne.

Zavrnjene hipoteze pa so bile naslednje:

- z dobljenimi rezultati fenolnega profila razlicnih vrst slovenskega medu nismo uspeli
dokazati obstoja tipi¢nih spojin — markerjev, ki bi bili v pomoc¢ pri dolocitvi botani¢nega
porekla nekaterih vrst medu,

- pricakovali smo, da se bo antioksidativna ucinkovitost medu s Casom zmanjSevala,
vendar je bila AU, dolo¢ena s FRAP metodo, po enoletnem skladis¢enju v vseh vzorcih
medu v povprecju za 7,4 % vecja od zacetne vrednosti.

Predlogi za nadaljnje delo:

Nasa raziskava daje prvi podrobni vpogled v polifenolno sestavo slovenskega medu,

vendar bi bilo zaceto delo potrebno nadaljevati. Nadaljnje delo na podroc¢ju analitike

doloc¢anja fenolnih spojin v medu bi moralo vkljucevati:

- optimizacijo SPE metode za ekstrakcijo fenolnih kislin iz medu ter njihovo identifikacijo
in kvantitativno doloéitev s HPLC/MS,

- analizo ¢im vecjega Stevila vzorcev razli¢nih vrst medu za potrditev dobljenih rezultatov,

- potrditev fenolnih spojin, ki so bile v naSi raziskavi samo domnevno identificirane, z
ustreznimi standardnimi spojinami,

- identifikacijo in kvantitativno dolo¢itev nekaterih drugih fenolnih spojin, ki jih med tudi
vsebuje, vendar niso bile zajete v nasi raziskavi, ker nismo imeli standardnih spojin.

Ker smo ugotovili, da je bila antioksidativna u¢inkovitost medu po enoletnem skladisc¢enju
vecja od zacetne vrednosti, bi bilo potrebno poiskati razloge za njeno povecanje. Raziskati
bi bilo potrebno morebiten prispevek produktov Maillardove reakcije. Na povecanje
antioksidativne ucinkovitosti medu pa bi lahko vplivali tudi encimi, ki jih med vsebuje,
zato bi bile potrebne nadaljnje raziskave.
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5.2 SKLEPI

Na osnovi rezultatov dolo¢anja vsebnosti skupnih fenolnih spojin in vsebnosti posameznih
fenolnih spojin v medu ter antioksidativne ucinkovitosti in barve medu lahko podamo
naslednje sklepe:

- Vsebnost skupnih fenolnih spojin, doloc¢ena s FC metodo, je odvisna od botani¢nega
porekla medu. NajmanjSa je bila v akacijevem in lipovem medu, najvecja pa v
medovih, ki izvirajo iz mane, smrekovem, hojevem in gozdnem medu.

- Uporabljena SPE metoda je primerna za ekstrakcijo flavonoidov iz medu.

- Vpeljana HPLC/MS metoda dolocanja fenolnih spojin v medu je dobro ponovljiva in
je primerna za identifikacijo in dolocitev vsebnosti flavonoidov ter abscizinske
kisline v razli¢nih vrstah medu. Manj primerna je za dolocanje fenolnih kislin, za
katere bi bilo potrebno uporabiti druga¢ne pogoje ekstrakcije in lo¢be in morda tudi
druge pogoje ionizacije. V nadaljnjih raziskavah fenolnega profila slovenskega medu
bi bilo zato bolj primerno fenolne kisline analizirati lo¢eno od flavonoidov.

- Analizirani vzorci razli¢nih vrst slovenskega medu imajo podoben, toda kvantitativno
razlicen fenolni profil.

-V vzorcih razli¢nih vrst slovenskega medu smo s pomocjo standardnih spojin dolo¢ili
p-kumarno, kavno, elaginsko in klorogensko kislino ter flavonoide miricetin, luteolin,
kvercetin, naringenin, apigenin, kamferol, pinocembrin, krizin in galangin.

- Domnevno smo na podlagi molskih mas oz. m/z vrednosti — mas molekulskih
negativno nabitih ionov identificirali tudi cimetno in p-fenilmle¢no kislino ter
flavonoide tricetin, fisetin, pinobanksin, izoramnetin, pinostrobin in eriodiktiol.

- Dolo¢ili smo tudi dve nefenolni spojini, ki sta bili prisotni v vseh analiziranih vzorcih
medu: cis-trans abscizinsko kislino (ABA2) ter domnevno tudi trans-trans
abscizinsko kislino (ABA1).

- Vsi analizirani vzorci medu so vsebovali flavonoide, ki izvirajo iz propolisa,
pinocembrin, pinobanksin, krizin in galangin. Njihova vsebnost v medu je bila zelo
variabilna, ker je odvisna od vsebnosti propolisa v medu.

- Flavonoida kamferol in apigenin sta bila prisotna v vseh analiziranih vzorcih,
kvercetin v ve€ini analiziranih vzorcev, medtem ko so bili miricetin, luteolin in
naringenin prisotni le v nekaterih analiziranih vzorcih medu.

- Akacijev, lipov in cvetlicni med niso vsebovali domnevno identificiranega
flavonoida tricetina, miricetina nismo dolo¢ili v akacijevem in lipovem medu,
kostanjev med ni vseboval flavonoida naringenina.
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- Vsi vzorci so vsebovali p-kumarno, cimetno in S-fenilmlecno kislino, kavne kisline
ni vseboval le en vzorec cvetlicnega medu, medtem ko so klorogensko in elaginsko
kislino vsebovali samo nekateri vzorci razli¢nih vrst medu, z izjemo akacijevega
medu, ki teh dveh fenolnih kislin ni vseboval.

- Razliéne vrste slovenskega medu nimajo specificnih markerjev za morebitno
dolocanje botanic¢nega porekla medu. Glede prisotnosti le-teh v slovenskem medu bi
bilo potrebno nadaljnje delo z dodatnimi standardnimi spojinami.

- Za dolocanje botani¢nega porekla medu na osnovi vsebnosti fenolnih spojin je, bolj
kot prisotnost in vsebnost ene same spojine, pomembna sestava celotnega fenolnega
profila medu.

- Dobljene rezultate o vsebnosti fenolnih spojin v razli¢nih vrstah medu bi bilo
potrebno potrditi z analizo vecjega Stevila vzorcev medu.

- Domnevno identificirane fenolne spojine, pinobanksin, tricetin, fisetin, eriodiktiol in
izoramnetin ter cimetno in p-fenilmle¢no kislino, bi bilo potrebno potrditi z
ustreznimi standardnimi spojinami.

- Antioksidativna u¢inkovitost medu, dolo¢ena z DPPH in FRAP metodo je, ne glede
na uporabljeno metodo, v razliénih vrstah medu nara$cala v naslednjem vrstnem
redu: akacijev < lipov < cvetli¢ni < kostanjev < gozdni < smrekov < hojev med.

- Med enoletnim skladiSCenjem se je vsebnost skupnih fenolnih spojin v vecini
analiziranih vzorcev medu minimalno zmanjSala, AU pa se je povecala v vseh
vzorcih.

- Barva razli¢nih vrst slovenskega medu je bila zelo razlicna in je variirala od skoraj
brezbarvne do temno rjave.

- Slovenski akacijev, lipov in cvetlicni med priStevamo v skupino svetlejSih medov z
vrednostjo parametra L nad 50, kostanjev, smrekov, hojev in gozdni med z
vrednostjo parametra L pod 50, pa v skupino temnejs$ih medov.

- Korelacije med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin v medu, njegovo antioksidativno
ucinkovitostjo in barvo so bile statisticno znacilne, z visokimi vrednostmi
korelacijskih koeficientov. SvetlejSi medovi so vsebovali manj skupnih fenolnih
spojin in imeli manjSo antioksidativno u¢inkovitost v primerjavi s temnejSimi.
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6 POVZETEK

Med je zelo kompleksno zivilo, saj vsebuje po dosedaj znanih podatkih ve¢ kot 200
razli¢nih fitokemijskih spojin — biolosko aktivnih snovi, katerih zgradba je odvisna od
botani¢nega in tudi geografskega porekla medu. Je naraven proizvod Cebeljega izvora,
nastane iz cvetliCnega nektarja ali izlockov i1z zivih delov rastlin oz. izlo¢kov zuzelk na
zivih delih rastlin, ki jih ¢ebele zberejo, prinesejo v panj, predelajo z dolocenimi lastnimi
snovmi, shranijo, posusijo in pustijo dozoreti v satju. Glavne sestavine medu so ogljikovi
hidrati, predvsem glukoza in fruktoza, ter voda. Komponente, ki so v medu prisotne v
manjSih koli¢inah, so mineralne snovi, fenolne kisline in flavonoidi, nekateri encimi,
askorbinska kislina, a-tokoferol, karotenoidi, organske kisline, produkti Maillardove
reakcije, aminokisline in beljakovine.

Namen raziskave je bil v ve¢jem Stevilu vzorcev razli¢nih vrst slovenskega medu dolociti
antioksidativni potencial medu ter kvalitativno in kvantitativno dolociti fenolne in ostale
spojine, ki bi lahko bile odgovorne za njegov antioksidativni ucinek ter tako izpopolniti
nase znanje o medu, kot viru antioksidantov.

Dolocali smo vsebnost skupnih kot tudi nekaterih individualnih fenolnih spojin, ker smo
zeleli ugotoviti, ¢e so lahko katere od fenolnih spojin tako znalilne za posamezno vrsto
medu, da bi jih lahko uporabili za ugotavljanje botanicnega porekla medu poleg fizikalno-
kemijskih in mikroskopskih metod ter senzori¢ne analize. Ker se je pokazalo, da je
antioksidativni potencial medu odvisen tudi od barve medu, smo analiziranim vzorcem
medu dolocili barvo z instrumentalnimi metodami. S statistiéno analizo pa smo Zeleli
ugotoviti, e so zveze med obravnavanimi parametri statisti¢no znacilne.

V raziskavo smo vkljucili 205 vzorcev sedmih, najpogosteje zastopanih vrst slovenskega
medu: akacijevega, lipovega, cvetlicnega, kostanjevega, smrekovega, hojevega in
gozdnega medu, ki so bili pridelani v letith 2004 — 2006 ter pridobljeni neposredno od
¢ebelarjev. V analiziranih vzorcih medu smo dolocili nekatere osnovne fizikalno-kemijske
parametre medu, kot so vsebnost vode, elektricna prevodnost, vrednost pH in vsebnost
skupnih kislin ter tudi vsebnost prolina in skupnih beljakovin. Za potrditev vrste medu,
deklarirane s strani cebelarjev, smo vse vzorce medu senzoricno ocenili. S Folin-
Ciocalteujevo metodo smo dolocili vsebnost skupnih fenolnih spojin, medtem ko smo
vsebnost posameznih fenolnih spojin doloc¢ili s HPLC v povezavi z masno spektrometrijo.
Antioksidativno ucinkovitost medu smo dolo€ili s pomoc¢jo dveh spektrofotometricnih
metod, DPPH in FRAP. Barvo medu smo analiziranim vzorcem izmerili s kromametrom
Minolta CR 200B, v L'a’b" sistemu ter s pomo&jo spektrofotometra.

Vsebnost skupnih fenolnih spojin, dolo¢ena s FC metodo, je odvisna od botani¢nega
porekla medu. NajmanjSo povprecno vsebnost skupnih fenolnih spojin smo dolo¢ili v
svetlejSih vrstah medu, akacijevem, 44,9 mgga/kg, lipovem, 93,8 mgga/kg, in cvetlicnem
medu, 138,0 mgga’kg. Sledi kostanjev med, ki je v povprecju vseboval 191,7 mg skupnih
fenolnih spojin na kg medu. Najvec skupnih fenolnih spojin so vsebovali medovi iz mane,
gozdni, smrekov in hojev med, povprecno od 210,4 do 232,5 mgga/kg.

Vsebnost posameznih fenolnih spojin v medu smo dolocili s HPLC, kot detektor smo
uporabili masni spektrometer. Pred izvedbo HPLC/MS analiz smo iz vzorcev medu
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odstranili ogljikove hidrate in ostale motece komponente s pomocjo SPE s kolonami
Strata-X. V slovenskih medovih smo doloc¢ili p-kumarno, kavno, elaginsko in klorogensko
kislino ter flavonoide miricetin, luteolin, kvercetin, naringenin, apigenin, kamferol,
pinocembrin, krizin in galangin. Domnevno pa smo na podlagi molskih mas oz. m/z
vrednosti in razpolozljivih podatkov iz literature identificirali Se cimetno in S-fenilmle¢no
kislino ter flavonoide tricetin, fisetin, pinobanksin, izoramnetin, pinostrobin in eriodiktiol.
Iz dobljenih rezultatov je razvidno, da imajo analizirani vzorci razli¢nih vrst slovenskega
medu podoben, toda kvantitativno razli€en fenolni profil. Vsi analizirani vzorci medu so
vsebovali flavonoide, ki izvirajo iz propolisa, pinocembrin, pinobanksin, krizin in
galangin. Njihova vsebnost v medu je bila zelo variabilna, ker je odvisna od prisotnosti in
vsebnosti propolisa v medu. Flavonoida kamferol in apigenin sta bila prisotna v vseh
analiziranih vzorcih, kvercetin v vecini analiziranih vzorcev, medtem ko so bili miricetin,
luteolin in naringenin prisotni le v nekaterih analiziranih vzorcih medu, njihove vsebnosti
so bile zelo majhne. Flavonoida miricetina nismo dolocili v akacijevem in lipovem medu,
vzorci kostanjevega medu niso vsebovali flavonoida naringenina. Akacijev, lipov in
cvetli¢ni med niso vsebovali domnevno identificiranega flavonoida tricetina, ki pa je bil
prisoten v vseh vzorcih medu, katerih izvor je mana — smrekovem, hojevem in gozdnem
medu ter tudi v nekaterih vzorcih kostanjevega medu. Vsi vzorci so vsebovali p-kumarno,
cimetno in S-fenilmlecno kislino, kavne kisline ni vseboval samo en vzorec medu (C20).
Klorogensko in elaginsko kislino smo doloc¢ili le v nekaterih vzorcih medu, medtem ko
akacijev med teh dveh fenolnih kislin ni vseboval. S preliminarno analizo fenolnega profila
slovenskega medu nismo uspeli najti znacilnih spojin — markerjev, ki bi nakazovali
botani¢no poreklo medu, zato bi bilo potrebno nadaljevati zastavljeno delo z analizo
vecjega Stevila vzorcev medu ter dodatnimi standardnimi spojinami, s katerimi bi lahko
potrdili spojine, ki so bile v tej raziskavi samo domnevno identificirane ter dolocili tudi
druge, ki jih med se vsebuje.

Poleg dolo¢enih fenolnih spojin smo v vseh analiziranih vzorcih medu identificirali in
kvantitativno ovrednotili tudi cis-frans abscizinsko kislino ter domnevno tudi trans-trans
abscizinsko kislino. Abscizinska kislina spada med rastlinske hormone in kot rastni
inhibitor sluzi za zascito rastline v Casu suSe in drugih sprememb v okolju in zato kot
marker sploh ni primerna.

Antioksidativno u¢inkovitost slovenskega medu smo dolo¢ili z dvema metodama, DPPH in
FRAP, ki se zelo pogosto uporabljata za dolocanje AU razli¢nih zivil, tudi medu. Z DPPH
metodo dolocamo AU kot sposobnost lovljenja radikalov. AU analiziranih vzorcev medu
smo izrazili z 1Csyp — koncentracijo ucinkovitosti, ki je potrebna za 50 % inhibicijo
absorbance radikala DPPH". FRAP metoda deluje na osnovi sposobnosti fenolnih spojin,
da reducirajo Fe’" do Fe’". Rezultate smo podali kot FRAP vrednosti (uM Fe(II)) 10 %
raztopine medu. AU posameznih vrst slovenskega medu je naras€ala v naslednjem vrstnem
redu: akacijev < lipov < cvetlicni < kostanjev < gozdni < smrekov < hojev med. Akacijev
med, katerega AU je najmanjSa, je imel najvi§jo povpre¢no vrednost ICsy ter najnizjo
povprecno FRAP vrednost, medtem ko smo v hojevem medu, ki je imel najvecjo AU,
dolo¢ili najnizjo povprecno vrednost ICs ter najvisjo povprecno FRAP vrednost.

Barva analiziranih vzorcev slovenskega medu je bila zelo razli¢na in je variirala od skoraj
brezbarvne do temno rjave. Izmerili smo jo instrumentalno s pomocjo kromametra Minolta
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v CIE L'a’b’ sistemu. Parameter L~ dologa svetlost vzorca, najvisje vrednosti parametra L'
so dosegli vzorci akacijevega in lipovega medu, medtem ko je bil hojev med, ki je imel
najnizjo povprecno L" vrednost, najtemnejsi. Slovenski akacijev, lipov in cvetlicni med, s
povpre&no vrednostjo L parametra nad 50, pristevamo v skupino svetlejsih medov, ostale
vrste medu, to so kostanjev, smrekov, hojev in gozdni med, ki so imeli povprecne
vrednosti L parametra pod 50, pa v skupino temnejsih medov. Iz izmerjenih a” in b’
parametrov barve medu je razvidno, da so analizirani vzorci medu vsebovali rumene, rdece
in zelene komponente. Zelene komponente (negativne vrednosti parametra a’) so bile
prisotne v vseh vzorcih akacijevega in lipovega medu ter v nekaterih vzorcih cvetlicnega
medu. Najvecjo intenzivnost rumene barve je imel cvetlicni med, saj smo tej vrsti medu
dolocili najvecjo povprecno vrednost parametra b". Rezultati merjenja barve v L'a’b"
sistemu so pokazali, da na osnovi instrumentalnega merjenja barve lahko razlikujemo med
akacijevim, lipovim, cvetlicnim medom in skupino temnejSih vrst medu, kostanjevega,
smrekovega, hojevega in gozdnega medu. Barvo medu smo dolocili tudi
spektrofotometri¢no in jo izrazili kot neto absorbanco. Nizje vrednosti neto absorbance so
imele svetlejSe vrste medu, visje pa so dosegli temnejs$i medovi.

Z naSo raziskavo smo potrdili predpostavljene hipoteze, da obstajajo razlike v vsebnosti
skupnih fenolnih spojin ter posameznih fenolnih kislin in flavonoidov kot tudi razlike v
antioksidativni ucinkovitosti razli¢énih vrst medu. Temnejs$i medovi (kostanjev, smrekov,
hojev in gozdni) so vsebovali ve¢ skupnih fenolnih spojin, dolo¢enih s FC metodo, in imeli
vi§jo antioksidativno ucinkovitost v primerjavi s svetlejSimi vrstami medu (akacijev, lipov
in cvetli¢ni). Zveze med obravnavanimi parametri so bile ve¢inoma statisticno znacilne in
mocne.

Postavili smo tudi hipotezo, da bodo imeli nekateri medovi tipi¢ne markerje — flavonoide,
ki so znacilni samo za posamezno vrsto medu, kar bi pomagalo pri dolocitvi botani¢nega
porekla nekaterih vrst medu. Ker smo analizirali le 10 vzorcev vsake vrste medu, skupaj 70
vzorcev, in so dobljeni rezultati zelo variabilni, lahko povzamemo, da bi bilo potrebno
nadaljevati zastavljeno delo ter identificirati in kvantitativno dolociti tudi nekatere druge
spojine, ki niso bile zajete v naSi raziskavi, ker nismo imeli standardnih spojin. Za
morebitno doloc¢itev botani¢nega porekla slovenskega medu na podlagi vsebnosti
posameznih fenolnih kislin in flavonoidov, bi bilo namesto ene specificne spojine —
markerja, verjetno bolj primerno upostevati razlike v celotnem fenolnem profilu ali pa celo
upostevati Se Cisto druge vrste spojin.

Predpostavili smo tudi, da se bosta vsebnost skupnih fenolnih spojin v medu, kot tudi
antioksidativna ucinkovitost medu, s Casom zmanjSevali. Vendar se vsebnost skupnih
fenolnih spojin po enoletnem skladis€enju v temi pri sobni temperaturi, v vecini
analiziranih vzorcev medu, ni bistveno zmanj$ala, odstotek zmanjSanja je znaSal povprecno
3,5 %. V devetih vzorcih pa se je vsebnost skupnih fenolnih spojin po enem letu
skladiS¢enja celo minimalno povecala. Antioksidativna ucinkovitost, dolo¢ena s FRAP
metodo, je bila po enoletnem skladis¢enju v vseh vzorcih medu vecja od zacetne vrednosti,
odstotek zvecanja je znaSal v povpre€ju 7,4 %. Razlog za povecanje AU bi lahko bila
tvorba produktov Maillardove reakcije, ki delujejo antioksidativno.
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Originalni prispevek doktorske disertacije:

. vpeljava SPE in HPLC/MS metode za dolocitev fenolnih spojin — fenolnih kislin in
flavonoidov ter abscizinske kisline v medu,

« vpogled v fenolni profil slovenskega medu, ki je osnova za nadaljnje analize vsebnosti
fenolnih spojin razli¢nih vrst slovenskega medu,

« ovrednotenje antioksidativne u¢inkovitosti slovenskega medu,

. instrumentalno ovrednotenje barve slovenskega medu,

« dokazali smo obstoj statisticno znalilnih korelacij med nekaterimi obravnavanimi
parametri.

6.1 SUMMARY

Honey is a remarkably complex food that, according to existing scientific data, contains
more than 200 phytochemicals — biologically active compounds, which presence and
content in honey depend on its botanical and also geographical origin. Honey is the natural
substance that bees produce from the nectar of plants or from secretions of living parts of
plants or excretions of plant-sucking insects on the living parts of plants, which the bees
collect, bring into the hive, transform by combining with specific substances of their own,
deposit, dehydrate, and leave in honeycombs to ripen and mature. The main components of
honey are carbohydrates, predominantly glucose and fructose, and water. Some minor
components present in honey are minerals, phenolic acids and flavonoids, certain enzymes,
ascorbic acid, a-tocopherol, carotenoids, organic acids, Maillard reaction products, amino
acids, and proteins.

The purpose of this research was to determine antioxidative potential of Slovenian honeys
and characterise phenolic and other components that might be responsible for their
antioxidant effect and learn more about honey as a source of antioxidants. The content of
total, as well as some individual phenolic compounds, was determined in order to find
whether determination of their content, beside physico-chemical, pollen and sensory
analysis, could serve as a complementary tool for determination of botanical origin of
honey. Because it was shown that antioxidant activity of honey depends on honey colour,
instrumental methods were used for its evaluation. Statistical analysis was used to search
for relationships between parameters analysed.

205 samples of the seven most frequent types of Slovenian honey, namely acacia, lime,
multifloral, chestnut, spruce, fir and forest honey were included in our research. The
samples were obtained directly from beekeepers in the years 2004 — 2006. Some basic
physico-chemical parameters like water content, electrical conductivity, pH value and total
acids content as well as contents of proline and proteins were analysed. The botanical
origin of honey as specified by beekeepers was further confirmed by means of sensory
analysis. Folin-Ciocalteu method (FC) was used for determination of total phenolic
content, while individual phenolic compounds were determined with HPLC/MS.
Spectrophotometric FRAP and DPPH methods were used for antioxidant activity
determination. The colour of honey samples was measured instrumentally by means of
chromameter Minolta CR 200B in L"a"b’ system as well as with a spectrophotometer.
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Total phenolic content determined by the FC method varied greatly among the honey
types. The lowest average values were determined in lighter honey types, acacia, lime and
multifloral honey with average contents of 44.9 mgga/kg, 93.8 mgga’kg and 138.0
mgga’kg, respectively. Chestnut honey contained on average 191.7 mg/kg of total phenolic
compounds. The highest values were obtained for honeydew types of honey, namely
forest, spruce and fir honey, average results in these honeys ranged from 210.4 to 232.5
mgga’kg.

Contents of individual phenolic compounds in honey were determined by means of HPLC
with mass spectrometer as detector. Carbohydrates and other disturbing substances were
removed from honey by SPE procedure with Strata-X cartridges before HPLC/MS
analyses. The phenolic acids and flavonoids determined in the analysed honey samples
were p-coumaric acid, caffeic acid, ellagic acid, chlorogenic acid, myricetin, luteolin,
quercetin, naringenin, apigenin, kaempferol, pinocembrin, chrysin and galangin. Cinnamic
acid, p-phenyllactic acid, pinobanksin, tricetin, isorhamnetin, pinostrobin, fisetin and
eriodictyol were only tentatively identified on the basis of their molecular weights and
available literature data. The results obtained indicate that most honeys had similar but
quantitatively different phenolic profile. All honey samples contained variable amounts of
propolis derived flavonoids, namely pinocembrin, pinobanksin, chrysin and galangin.
Their quantity in honey depends on the presence and content of propolis. Kaempferol and
apigenin were present in all honey samples analysed, quercetin in most samples, while
flavonoids myricetin, luteolin and naringenin were present only in several honey samples,
and their contents were very low. Flavonoid myricetin was not detected in acacia and lime
honey, while chestnut honey samples did not contain naringenin. Tentatively identified
flavonoid tricetin was not detected in acacia, lime and multifloral honey but it was present
in all honeydew types of honey, spruce, fir and forest as in some samples of chestnut
honey. All honey samples analysed contained p-coumaric, cinnamic and S-phenyllactic
acid. Caffeic acid was detected in all samples except in one multifloral honey sample
(C20). Only some samples contained chlorogenic and ellagic acid, while these two
phenolic acids were not present in acacia honey.

Our preliminary research of the phenolic profile of Slovenian honeys showed that obtained
results do not prove that Slovenian honeys contain any specific compounds — markers for
the eventual determination of botanical origin of honey. Analyses of more honey samples
with an additional standard compounds should be performed in order to confirm tentatively
identified compounds and to determine some others also present in honey.

In all honey samples analysed were determined also two non-phenolic compounds, cis-
trans abscisic acid and tentatively also trans-trans abscisic acid. Abscisic acid is a plant
hormone which is related to the protection of plants in droughts and to environmental
stress.

Antioxidant activity (AU) of Slovenian honey was determined by two methods, DPPH and
FRAP, that are often used for AU determination of different foods, including honey. DPPH
method is used for determination of radical scavenging activity, usually expressed as ICsy—
efficient concentration that causes 50 % inhibition of DPPH" absorbance. FRAP method is
based on the ability of phenolic compounds to reduce Fe’" to Fe*". Results were expressed
as FRAP values (uM Fe(Il)) of 10 % honey solution. AU for different honey types as
determined by DPPH and FRAP methods were increasing in the order: acacia < lime <
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multifloral < chestnut < forest < spruce < fir honey. Acacia honey which AU was the
lowest had the highest average value of efficient concentration (ICsp) and the lowest
average FRAP value, while fir honey, which AU was the highest, had the lowest average
ICsg value and the highest average FRAP value.

The colour of the analysed samples of Slovenian honey was noticeably different and varied
from almost colourless to dark brown. It was measured instrumentally by means of
chromameter Minolta in CIE L'a’ b~ system. Parameter L that indicates lightness was the
highest in acacia and lime honey samples, while fir honey with the lowest average L" value
was the darkest. Slovenian acacia, lime and multifloral honeys with parameter L > 50 can
be placed in the group of light honeys, while the other honey types, namely chestnut,
spruce, fir and forest with L™ < 50 belong to dark honeys. From the measured a_ and b’
parameters of honey colour it was observed that the honey samples analysed had red,
yellow and green colour components. Green components (negative a values) were present
in all samples of acacia and lime honey as well as in some multifloral honey samples. The
highest intensity of yellow colour was observed in multifloral honey, samples of this honey
type had the highest b~ values. The results of honey colour measurement in the CIE La’b’
system showed that colour parameters (L", a" and b") enabled distinguishing among acacia,
lime and multifloral honeys, and the group of darker honeys, namely chestnut, spruce, fir
and forest. In addition, the colour of honey was measured spectrophotometrically and
expressed as a net absorbance. Lower values of net absorbance were obtained for lighter
honey types, while darker honeys had higher net absorbances.

With the results of our research some hypothesis were confirmed. The differences existed
in total phenolic content and content of individual phenolic compounds as well as in
antioxidant activity of different honey types. Darker honeys, namely chestnut, spruce, fir
and forest contained more total phenolics, determined by the FC method, and had higher
antioxidant activity as compared with lighter types of honey (acacia, lime and multifloral
honey). The relationships among the parameters analysed were in most cases statistically
significant and strong.

It was supposed that some honeys would contain markers — phenolic compounds specific
for the certain type of honey, which would be helpful in determination of botanical origin
of some honey types. Because only 10 samples of each honey type were analysed, 70
samples in all, and the results obtained showed great variability further work should be
necessary. Some other phenolic compounds not identified and quantified in our research
because of the lack of authentic standards should be determined in the future. For the
characterization of botanical origin of Slovenian honeys the differences of the whole
composition in phenolic profile might be more suitable than one single specific compound
— marker, and also some quite different compounds should be taken into consideration.

It was assumed that total phenolic content and antioxidant activity would decrease during
storage. Total phenolic content decreased in most samples, on average for 3.5 %, after one
year of storage in the dark at room temperature, while nine honey samples showed minimal
increase in total phenolic content after the storage. Antioxidant activity determined by
FRAP method increased over one year of storage in all honey samples, on average for
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7.4 %. The reason for the increase of antioxidant activity might be Maillard reaction
products that can act antioxidative.

The original contribution of this doctoral dissertation:

« introduction of SPE and HPLC/MS method for determination of phenolic compounds —
phenolic acids and flavonoids as well as abscisic acid in honey,

. insight into the phenolic profile of Slovenian honey, which will be the basis for further
analyses of phenolic compounds in different types of Slovenian honey,

« evaluation of antioxidant activity of Slovenian honey,

. instrumental evaluation of colour of Slovenian honey,

. confirmation of statistically significant correlations among some parameters analysed.
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PRILOGE

Priloga Al: Podatki za umeritveno krivuljo dolo€anja vsebnosti skupnih fenolnih spojin

Annex Al: Calibration curve data for total phenolic content determination

¢ (mgga/100 mL) | ¢ (mgga/kg medu) A A, A
0 0 0,000 0,000 0,000

0,8 80 0,025 0,024 0,025
2,0 200 0,054 0,055 0,055
3,2 320 0,096 0,097 0,097
4,0 400 0,118 0,119 0,119
8,0 800 0,245 0,244 0,245
12,0 1200 0,375 0,380 0,378

A- povprecna vrednost absorbanc A in A,

0,400 -
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=
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<
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£
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é 0.100 | y70,(2003x-0,0037
R?=0,9993
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Priloga A2: Umeritvena krivulja za dolocanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin
Annex A2: Calibration curve for total phenolic content determination
Priloga A3: Standardni dodatek galne kisline
Annex A3: Standard addition of gallic acid
Dodatek galne kisline Vsebnost skupnih fenolnih spojin . o
Vzorec (me/kg medu) (meaa/ke medu) Izkoristek (%)
0 49,0
A3 400 450,1 100,3
800 859,0 101,3
1200 1267,9 101,6
0 191,2
400 586,8 98,9
825 800 10134 102,8
1200 1425,7 102,9
0 270,1
Gl 400 669,0 99,7
800 1086,8 102,1
1200 1476,8 100,6
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Priloga B1: Primer HPLC/MS kromatograma hesperetina, kamferola, apigenina in Kkrizina.
identifikacijo vrhov glej preglednico 4
Annex B1: Sample of HPLC/MS chromatogram of hesperetin, kaempferol, apigenin and chrysin. See
Table 4 for peak identification
Priloga B2: Podatki umeritvenih krivulj za spojine dolo¢ene s HPLC/MS
Annex B2: Calibration curves data for compounds analysed with HPLC/MS
Spojina Enacba premice R’
galna kislina y =0,1092x 0,9980
klorogenska kislina y=0,2710x 0,9926
kavna kislina y =0,6998x 0,9981
p-kumarna kislina y=0,1287x 0,9986
elaginska kislina y =0,4173x 0,9974
miricetin y =0,8289x 0,9968
cis-trans abscizinska kislina y =0,8038x 0,9975
luteolin y =1,2209x 0,9967
kvercetin y =0,6720x 0,9991
naringenin y =0,9525x 0,9972
apigenin y =1,5359x 0,9997
kamferol y =1,2632x 0,9981
pinocembrin y = 1,8882x 0,9997
krizin y =1,5302x 0,9994
galangin y =2,2529x 0,9988

R koeficient determinacije



Bertoncelj J. Identifikacija in vsebnost nekaterih antioksidantov v slovenskem medu. 113
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2008

Priloga B3: Ponovljivost dolo¢anja vsebnosti fenolnih spojin znotraj paralelke nakljucnega vzorca
medu (vzorec S29)

Annex B3: Repeatability of phenolics determination in one parallel of random honey sample (sample
S29)

.. Paralelka Statisti¢na parametra
Spojina (ng/ke) I 2. 3. 4, 5. 6. X 5 KV (%)
p-kumarna kislina 2577 2677 2508 2816 2804 2632 2669 4,6
elaginska kislina 425 445 403 414 433 421 424 3,5
luteolin 40 41 35 36 37 35 37 6,5
kvercetin 463 459 407 480 429 464 450 6,0
naringenin 119 115 113 110 102 102 110 6,4
apigenin 248 239 239 253 251 243 245 2,5
kamferol 416 415 400 436 427 410 417 3,0
pinocembrin 475 416 425 424 439 418 433 5,1
pinobanksin 625 613 598 644 637 611 621 2,8
krizin 467 391 412 421 430 426 425 5,9
galangin 277 277 248 241 252 263 260 5,9
ABA2 2080 1968 1878 1924 1932 1962 1957 3,5

X : povprecna vrednost, KV (%): koeficient variabilnosti

Priloga B4: Ponovljivost doloc¢anja vsebnosti fenolnih spojin med paralelkami naklju¢nega vzorca za
akacijev med (vzorec A21)
Annex B4: Repeatability of phenolics determination in parallel samples of acacia honey (sample A21)
. Paralelka Statisti€na parametra

Spojina (ng/ke) 1. 2. 3. 4, 5. 6. X ’ KV (%)
kavna kislina 181 176 167 172 170 162 171 4.1
p-kumarna kislina 433 446 428 459 385 386 423 7,3
kvercetin 126 127 131 136 137 140 133 4,3
apigenin 63 60 62 60 70 54 62 8,3
kamferol 308 287 315 297 300 280 298 4,4
pinocembrin 767 769 771 785 763 773 771 1,0
pinobanksin 1115 1166 1111 1132 1144 1147 1136 1,9
krizin 905 855 890 875 897 796 870 4,6
galangin 388 369 390 380 415 353 383 5,5
ABA2 1723 1699 1632 1719 1553 1632 1660 4,0

X : povprecna vrednost, KV (%): koeficient variabilnosti
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Priloga BS: Ponovljivost dolocanja vsebnosti fenolnih snovi med paralelkami naklju¢nega vzorca za
cvetliéni med (vzorec C29)

Annex BS: Repeatability of phenolics determination in parallel samples of multifloral honey (sample
C29)

.. Paralelka Statisti€na parametra
Spojina (ng/ke) I 2. 3. 4, 5. 6. X 5 KV (%)
kavna kislina 1044 913 881 944 906 927 936 6,1
p-kumarna kislina 1882 1942 2078 1923 1884 1859 1928 4,2
elaginska kislina 946 921 928 910 925 937 928 1.4
miricetin 38 39 39 39 40 39 39 1,8
luteolin 42 58 54 38 40 44 46 17,7
kvercetin 356 371 362 355 350 374 361 2,6
apigenin 168 176 158 170 171 174 170 3,6
kamferol 377 410 405 394 402 409 400 3,1
pinocembrin 918 940 956 984 981 926 951 2,9
pinobanksin 1327 1367 1336 1377 1372 1347 1354 1,5
krizin 825 823 822 801 805 831 818 1,5
galangin 391 402 390 395 393 382 392 1,7
ABA2 914 926 918 967 968 975 945 3,0

X : povprecna vrednost, KV (%): koeficient variabilnosti

Priloga B6: Ponovljivost doloc¢anja vsebnosti fenolnih spojin med paralelkami naklju¢nega vzorca za
gozdni med (vzorec G24)
Annex B6: Repeatability of phenolics determination in parallel samples of forest honey (sample G24)
.. Paralelka Statisti¢na parametra

Spojina (ng/ke) 1. 2. 3. 4, 5. 6. X 5 KV (%)
p-kumarna kislina 1430 1509 1583 1395 1519 1524 1493 4,6
miricetin 14 15 16 15 14 14 15 6,7
luteolin 26 28 30 35 32 33 31 12,9
kvercetin 217 217 248 208 221 212 221 6,3
apigenin 268 271 273 279 283 274 275 1,8
kamferol 293 265 282 287 294 287 285 3.9
pinocembrin 399 397 399 396 404 395 398 0,8
pinobanksin 895 913 880 902 907 903 900 1,3
krizin 460 465 458 463 467 463 463 0,7
galangin 307 321 310 313 317 313 314 1,6
ABA2 886 885 869 860 877 870 875 1,1

X : povprecna vrednost, KV (%): koeficient variabilnosti
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Vzorec L26-1 (109 +13)
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Priloga B7: HPLC/ESI(—)/MS kromatogram lipovega medu (vzorec L26)
Annex B7: HPLC/ESI(—)/MS chromatogram of lime honey (sample L.26)
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Priloga BS: HPLC/ESI(—)/MS kromatogram cvetlicnega medu (vzorec C6)
Annex BS: HPLC/ESI(—)/MS chromatogram of multifloral honey (sample C6)
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Vzorec K36-1 (10g +15)
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Priloga B9: HPLC/ESI(—)/MS kromatogram kostanjevega medu (vzorec K36)
Annex B9: HPLC/ESI(-)/MS chromatogram of chestnut honey (sample K36)
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Priloga B10: HPLC/ESI(-)/MS kromatogram smrekovega medu (vzorec S27)
Annex B10: HPLC/ESI(-)/MS chromatogram of spruce honey (sample S27)
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Priloga B11: HPLC/DAD kromatogram smrekovega medu (S27) pri 290 nm (a) in 340 nm (b)
Annex B11: HPLC/DAD chromatogram of spruce honey (S27) recorded at 290 nm (a) and 340 nm (b)
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Vzorec H10-1 (10g +13)
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Priloga B12:
Annex B12:

Vzorec G12-1 (10g +18)
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HPLC/ESI(—)/MS kromatogram hojevega medu (vzorec H10)
HPLC/ESI(—)/MS chromatogram of fir honey (sample H10)

1: S8R of 4 Channels ES

B.4a7.20 KAy TIC
s NN 13305
. 1
. N| / am 408
L I (V4
i v, g f
Jod L = =
& T T T T T T T T T T T T T T T T T T
500 1000 15.00 20,00 2500 30,00 45.00 4000 4500 0,00 55.00
Woorec G12-1 161 4. 511 of 4 Channels ES-
TRI 3204 KVE + T
1 M s 541e5
* ] ELA \J\
2290 245 W3S
S.00 10.00 13.00 20.00 25.00 30.00 a5.00 40.00 43.00 50.00 S5.00
VIoret G12-1 161 & SIF of 4 Channiels ES-
g FAMe TIc
HES (13) KR S5uas
. 4P &3
.4
500 W00 15.00 20,00 2500 0,00 45.00 a0 45,00 S0.00 55.00
rorec G12-1 161 & 5IR of 2 Channels E5-
4673 GAL Tic
B 6 3565
] |l
1 - L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
S00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 43.00 e L S5.00
Viorec G12-1 16 3 SR of 7 Channels ES
»E FBE TIC
|} 2 D6eE
746 IR PC
® ABA 459 |7 "
b1 I Ih 384570
229 2484 S5 M JVL M
1 T T T T T T T T T T T T T T T
10.00 15.00 20,00 25.00 30.00 35.00 40.00 45,00 50.00 55.00
/Zorec G12 2. 5IR of 6 Channels E5-
ag S "
1 (=Y 77408
| ERI
#* |
. 891 14.35 e 2410 361 BED "B ‘5-:‘39 a7
1 —_— e e — e — Time
500 1000 15.00 2000 25.00 a0.00 45.00 40,00 45.00 000 500

Priloga B13:
Annex B13:

HPLC/ESI(-)/MS kromatogram gozdnega medu (vzorec G12)

HPLC/ESI(-)/MS chromatogram of forest honey (sample G12)
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Priloga C1: Rezultati merjenja AU vzorca kostanjevega medu K23 z DPPH metodo
Annex C1: Results of AU determination for chestnut honey sample K23 with DPPH method
c A A, A Preostali DPPH, | Preostali DPPH,
(mg/mL) (%) ()
0 0,791 0,791 0 100,0 100,0
1 0,767 0,767 0,003 96,6 96,6
2 0,743 0,749 0,006 93,2 93,9
4 0,695 0,696 0,011 86,5 86,6
6 0,655 0,660 0,017 80,7 81,3
8 0,610 0,608 0,021 74,5 74,2
10 0,561 0,564 0,028 67,4 67,8
12 0,528 0,531 0,034 62,5 62,8
14 0,492 0,486 0,038 57,4 56,6
16 0,459 0,461 0,045 52,3 52,6
18 0,438 0,436 0,050 49,1 48,8
20 0,398 0,404 0,057 43,1 43,9

Aj,... absorbanca vzorca medu
Ag; ..... absorbanca slepega vzorca
Ag...... absorbanca kontrolnega vzorca (Ag = 0,791)

Primer izracuna preostalega DPPH (%) v vzorcu K23:

preostali DPPH (%) = A=Ay qgp = &76720.003 40 — 966 (c=1mg/mL)
Ay 0,791
preostali DPPH (%) = A=Ay qgp = 03980057 450 — 43, (c =20 mg/mL)
Ay 0,791
100 4
80 -
S
= 60 -
-9
-9
2
£ 40 -
(=4
£ y =-2,8551x + 98,502
2 | R? =0,9938
0 \ \ \ \ \
0 5 10 15 20 25
¢ (mg/ml)
Priloga C2: Odvisnost preostalega DPPH (%) od koncentracije medu
Annex C2: The percentage of remaining DPPH against the honey concentration

Primer izracuna ICsy za vzorec K23 iz enacbe premice:
y =-2,8551x + 98,502

y =50,0

ICso =x=17,0 mg/mL
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Priloga D1: Podatki za umeritveno krivuljo dolo¢anja antioksidativne u¢inkovitosti (AU) s FRAP
metodo
Annex D1: Calibration curve data for determination of AU with FRAP method
¢ (UM Fe(II)) Ay Ay A
0 0,000 0,000 0,000
100 0,181 0,169 0,175
200 0,369 0,372 0,371
400 0,787 0,812 0,800
600 1,224 1,210 1,217
800 1,616 1,662 1,639
1000 2,050 2,065 2,058

A - povpre¢na vrednost absorbanc A; in A,

2,5 1
2,0 4
g
=
R 1,5 4
v
g
s
£ 1,01
S
2
j y =0,0021x - 0,0257
0.5 1 R2 =0,9997
0,0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
¢ (mikroM Fe(II))
Priloga D2: Umeritvena krivulja za dolocanje AU s FRAP metodo
Annex D2: Calibration curve for determination of AU with FRAP method
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Priloga E1: Barvne karakteristike razli¢nih vrst slovenskega medu
Annex E1: Colour characteristics of different honey types
Vrsta medu | n Statisti¢ni Lt 2" b Neto
parameter absorbanca
akaciiev 30 X+ SD 64,26 + 0,97 -2,61 £1,01 18,71 £ 6,26 74 £21
) Xmin — Xmax | 01,93 — 66,27 -4,34 — (-0,47) 6,20 —-31,70 26 - 106
linoy )% X+ SD 61,17 +3,01 -2,83+0,95 31,74+ 7,15 157 + 42
P Xmin — Xmax | 33,52 — 65,91 -4,18 — (-0,71) 19,34 — 43,13 90 — 281
. X+ SD 55,13 £ 2,60 0,98 £2.25 43,15+ 4,44 283 + 84
cvetli¢ni 29
Xmin — Xmax | 90,30 — 59,92 -3,30-5,77 34,30 - 51,62 150 —470
Kostaniev 29 X+ SD 46,18 £ 3,94 9,15+2,62 38,91 £5,71 481 + 85
J Xmin — Xmax | 33,52 — 53,35 3,79 - 15,62 23,29 — 49,36 360 -613
X+ SD 44,21 £2,49 9,80+2,17 35,83+ 3,06 389 + 45
smrekov 29
Xmin — Xmax | 39,63 — 48,38 6,60 — 14,81 29,63 — 40,90 305 -478
hoiey 30 X+ SD 41,54 +£ 4,61 8,74 £ 1,88 32,14 £ 6,61 388 + 54
) Xmin — Xmax | 32,75 — 48,75 4,34-12,22 19,11 - 39,80 299 — 486
. X+ SD 43,67 £3,28 9,00 £2,36 34,61 + 4,06 424 + 81
gozdni 30
Xmin — Xmax | 36,73 — 50,70 421-15,17 25,77 - 41,86 313 -626

n: Stevilo vzorcev, X : povpreéna vrednost, SD: standardni odklon, x,;,: minimalna vrednost, X,,,: maksimalna vrednost
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Priloga E2: Zveza med parametroma a’ in L* barve medu
Annex E2: Correlation between parameter a_ and L” of honey colour
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Priloga E3: Zveza med neto absorbanco in parametrom L barve medu
Annex E3: Correlation between net absorbance and L” parameter of honey colour
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Priloga F1: Korelacije med individualnimi fenolnimi spojinami

Annex F1: Correlation of individual phenolic compounds

KUM| CIM | FM | ELA | FER | MIR | LUT |KVE | API [KAM| PC | PB | KRI |GAL|NAR | TRI | FIS | IR | PS | ERI A?A A];A
KAV |,112 | ,019 | ,027 | ,089 | ,168 |-,191| ,037 | ,164 |-,261 |-,091|-,092 |-,170 | ,172 |-,066 | -,192 | / |-041],052 |-262{,706""| 311 |,498"
KUM | 1 |-168-,120],051 |,485"|,094 | ,162 | ,079 | ,202 [,333""| ,163 | ,128 | ,139 | ,200 | ,302" |-,312""| ,166 |[,243"|,385™| ,000 | ,225 |,280"
CIM 1 {,9917] 223 |-,097|,532""| 201 |,276"|,344""| ,120 |-,168 | -,191 |-238"| -,201 | ,408™" | 246" | -,159| ,190 |-,245"| ,008 | ,037 | ,000
FM 1 |,188 |-,054,533"| ,183 |,276"|,335™"| ,134 | -,159 | -,188 | -,225 | -,189 | 432" | ,208 |-,156 ,199 [-203|-,003 | ,046 | ,017
ELA 1 |.014 [,3057| ,124 | 065 | ,061 |,256"| ,110 | ,097 | ,144 | ,065 | ,079 | -,157 | ,049 | 267" |-214| 088 | ,117 | ,061
FER 1,153,045 |-117] ,160 | ,021 | ,035 | ,020 | ,042 | ,080 | ,239" |-,273"| ,077 | ,096 |,285"|-,109 | ,040 | ,105
MIR 1 ],2917| ,209 [,497™|,299"| ,005 | ,042 |-,053|,009 |,509™ | ,018 |-,041,3987|-,188 |-,126 | ,074 | ,027
LUT 1,365,348 (,352"| ,173 | ,166 | ,003 | ,131 | ,221 | ,272" | ,085 | ,096 | ,073 |-,119],115 | ,121
KVE 1 [,299"[,322( ,082 | ,032 |-,013 | ,041 | 239" |,639" |-,036{,307""|-,029 | -,170 | -,009 | -,048
API 1 1,339,066 | ,056 |-,063|,046 | 296" | ,068 | ,026 |,342"|-,048 | -,140 | -,031 | -,035
KAM 1 |,5127],4557|,475"(,454™| 154 | -,136 |,266" [,6197| ,233 | -,234|,359™"| 298"
PC 11,935,886 (,953"|-,332""| -,222 |,826™"| 249" |,682""| -,121 | ,051 | ,056
PB 1 [,8237(,9557(-,290" | -,227 |,834™"| ,139 |,6537|-,090 | ,037 | ,042
KRI 1 |,877"(-,4287|-,327""|,712""| 245" |,578""| ,008 | ,091 | ,080
GAL 1 |-298"|-,255"|,878"| ,167 |,740"| -,130| ,052 | ,074
NAR 1| .,170 |-272°( ,104 |-,192 | -,188|,239" | 236"
TRI 1 [-200]-,165|-266"|-,019|-,132 |-,187
FIS 1 |,053 [,652| ,022 |-,002 ]| ,014
IR 1 |-012]-121|,114 | ,059
PS 1 [-,250°( ,009 | ,091
ERI 1 |-,034]-,065
ABAI 1 (974"
ABA2 1

* 0z. **: zveza je statisti¢no znacilna pri 0,05 oz. 0,01 stopnji tveganja
odebeljene vrednosti R: med parametri je moc¢na zveza
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Priloga F2: Zveza med barvo medu (L” vrednost) in antioksidativno u¢inkovitostjo (DPPH)
Annex F2: Correlation between parameter L" of honey colour and antioxidant activity (DPPH)
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