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Al Diplomska naloga obsega doloc¢anje barve, vsebnosti skupnih fenolnih spojin in

antioksidativne aktivnosti v 72 vzorcih slovenskega medu, letnik 2005, ter iskanje
zvez med obravnavanimi parametri z rac¢unanjem linearnih regresijskih modelov.
Ugotovljeno je bilo, da ima najsvetlejsi akacijev med najvisjo povprecno vrednost
parametra L*, 64,0; precej temnejSa medova, gozdni in smrekov, pa le 43,1 oziroma
44,1. Istocasno so imeli vzorci teh dveh vrst medu najvi§jo vrednost parametra a*,
cvetlicnem in kostanjevem medu, 40,9 oziroma 40,7. Spektrofotometricno merjenje
neto absorbance je pokazalo najvisjo povprecno vrednost v gozdnem medu, 433,1,
najnizjo pa v akacijevem medu, 77,4. Najvec¢ skupnih fenolnih spojin so vsebovali
vzorci gozdnega in smrekovega medu, in sicer 199,0 oziroma 195,8 mgga/kg medu.
V vzorcih smrekovega medu so bile doloCene najviSje vrednosti koncentracije
ucinkovitosti (ICsg), med 5,7 in 12,5 mg/ml, medtem ko je bila najvisja
antioksidativna aktivnost, dolo¢ena s FRAP metodo v 10 % raztopinah medu,
izmerjena v gozdnem medu, 350,9 uM Fe(Il), najnizja pa akacijevem medu, 66,2
uM Fe(Il). Rezultati korelacijske analize so pokazali mo¢no zvezo med parametri
doloc¢anja barve, vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in antioksidativno aktivnostjo.
Korelacijski koeficienti znaSajo od 0,91 do 0,96. Rezultati raziskave kazejo, da
temnejSe vrste medu (gozdni, smrekov, kostanjev) vsebujejo ve¢ skupnih fenolov in
imajo vecjo antioksidativno aktivnost, svetlejsi vrsti medu (akacijev, cvetli¢ni) pa
imata manjSo vsebnost skupnih fenolnih spojin in tudi manjSo antioksidativno
aktivnost.
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The graduation thesis has included determining of colour, total phenolics contents
and antioxidative activities in 72 samples of Slovenian honey, which were collected
in the year 2005, furthermore, searching for relationships between parameters with
the calculation of linear regressive models. It was found, that the brightest acacia
honey obtained the highest average value of the parameter L*, 64,0, the lowest
average values were obtained for the much darker forest and spruce honeys, just
43,1 and 44,1 respectively. At the same time the samples of those honeys had the
highest averages of the parameter a*, 9,4 and 9,1, while the highest average values
of the parameter b* were obtained in floral and chestnut honey samples, 40,9 and
40,7. The spectrophotometric measurement of net absorbance resulted in the highest
average in forest honey, 433,1 and the lowest in acacia honey, 77,4. The largest total
phenolics were obtained for forest and spruce honey, 199,0 and 195,8 mgga/kg.
Samples of spruce honey had the highest values of efficient concentration (ICsp) and
ranged from 5,7 to 12,5 mg/ml, while the highest average values of antioxidative
activity, determined by FRAP assay in 10 % (w/v) honey solution, were measured in
forest honey, 350,9 uM Fe(Il) and the lowest antioxidative activity was measured in
acacia honey, 66,2 uM Fe(Il). The results of correlation analysis showed strong
relationships between colour, total phenolics content and antioxidative activity.
Correlation coefficients ranged from 0,91 to 0,96. The results of our research have
shown, that the darkest honey species (forest, spruce, chestnut) contain more total
phenolics components and have higher antioxidative activity than brightest honey
species (acacia, floral) which have lower total phenolics content and also lower
antioxidative activity.
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SO standardni odklon

w/v (ang. weight/volume), masna koncentracija

X povprecna vrednost

X ax najvecja vrednost

X i najmanjSa vrednost
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SLOVARCEK
APOPTOZA programirana celi¢na smrt
KATARAKTA siva mrena

REKONVALESCENCA okrevanje po bolezni
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1 UvVOD

Med je gosto tekoce ali kristalizirano naravno Zivilo, ki ga proizvedejo ¢ebele. Nastane iz
razlicnih virov: cvetlicnega nektarja ali drugih izlockov rastlinskih delov oziroma iz
razliénih vrst mane, to je izlockov zuZelk, ki Zivijo na razli¢nih delih rastlin. Osnovni
material prinasajo ¢ebele v panj, ga obdelajo, mu dodajo izlo¢ke svojih Zlez, zgostijo in
nato shranjujejo v pokritih celicah satja (Boznar in Senegaénik, 1998).

Stevilne raziskave potrjujejo, da mnogo rastlin sintetizira fitokemijske sestavine z
antioksidativno aktivnostjo, ki veljajo za naravni vir obrambe ¢loveskega organizma pred
radikali. Na teh rastlinah ¢ebele nabirajo paSo ter s tem prenesejo bioaktivne komponente
tudi v med (Baltrusaityté in sod., 2007). Znano je, da je antioksidativna aktivnost medu
odvisna od botani¢nega porekla. Mnogi avtorji so ugotovili, da so temnejsi medovi
bogatejsi z antioksidanti (Frankel in sod. 1998; Gheldof in Engeseth, 2002).

V Sloveniji je poraba medu tipi¢no sezonska, najvecja je pozno jeseni in pozimi. Prebivalci
Slovenije zauZijemo povpre¢no toliko medu, kolikor ga povprecno pridelamo, to je
priblizno 2000 ton ali priblizno 1 kg na prebivalca.

V zadnjih letih se v ¢loveski prehrani pojavlja povecana zahteva po naravnih zdravilnih
ucinkovinah, saj se vedno vecja populacija ljudi zaveda Skodljivih posledic sinteti¢nih
aditivov, ki lahko negativno vplivajo na splosno pocutje in zdravje ¢loveka. Poleg tega so
potro$niki vedno bolj osvesceni glede same sestave Zivil ter razli¢nih dodatkov. Med lahko
tretiramo kot dober vir naravnih antioksidantov, ki ima mnogo pozitivnih u¢inkov tako na
organizem kot na obstojnost Zivila, ¢e ga uporabimo kot alternativho zamenjavo
sinteticnega aditiva (Baltrusaityté in sod., 2007).
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1.1 CILJ RAZISKAVE JE BIL:

instrumentalno dolociti barvo medu z Minolta kromometrom (CIE-L* a* b* sistem),
spektrofotometricno izmeriti intenziteto barve izbranih vzorcev medu,

dolociti vsebnost skupnih polifenolov z modificirano Folin-Ciocalteujevo metodo,
spektrofotometricno dolociti antioksidativno aktivnost razlicnih vzorcev medu z
DPPH metodo, ki temelji na lovljenju radikalov,

spektrofotometricno dolociti skupno antioksidativno aktivnost s FRAP metodo,

s statisti¢no obdelavo poiskati zveze med obravnavanimi parametri.

VV VYVVYV

1.2.  DELOVNE HIPOTEZE:

A\

predvidevamo razlike v intenziteti barve in v vsebnosti skupnih fenolov med

posameznimi vrstami medu,

»  pricakujemo razlike v antioksidativni aktivnosti razli¢nih vrst medu, saj je le-ta
odvisna od botanicnega porekla medu, svetlejSi medovi naj bi imeli niZzji
antioksidativni potencial,

»  pricakujemo, da bomo z uporabo razli¢nih metod dobili primerljive vrednosti za
antioksidativno uéinkovitost,

»  predvidevamo, da bodo korelacije med intenziteto barve, antioksidativno aktivnostjo

medu in vsebnostjo skupnih fenolov statisti¢no znacilne.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SESTAVA MEDU

Med ima dolocene prednosti pred drugimi zivili predvsem zaradi svoje lahke in hitre
prebavljivosti. Vec¢inoma ga sestavljajo sladkorji (70 - 80 %), predvsem sadni sladkor
(fruktoza) in grozdni sladkor (glukoza), nekaj pa je tudi sestavljenih sladkorjev (saharoza,
maltoza in drugi). Fruktoza predstavlja precejSen vir energije in je slajsa od glukoze in
saharoze. Med drugimi sestavinami so pomembni minerali, in sicer kalij, sledijo fosfor,
kalcij, natrij, magnezij in drugi (Aparna in Rajalakshmi, 1999).

V medu so v manjs$ih koli¢inah prisotni nekateri vitamini, kot so Bj;, B,, B¢, C,
pantotenska, nikotinska in folna kislina ter biotin. Pomembni so tudi encimi, ki sodelujejo
pri presnovi npr. invertaza, katalaza, glukoza-oksidaza in fosfataza. Poleg tega med
vsebuje Se protibakterijske snovi in gradbene elemente celic (aminokisline). Na okus in
vonj medu vpliva vecja ali manjsa prisotnost raznih kislin in aromati¢nih snovi (Boznar,
2002).

2.2 BARVA MEDU

Barva medu je zelo raznolika in variira glede na botani¢no poreklo, od skoraj brezbarvne in
bledo rumene do temno rjave barve. Odvisna je tudi od vrednosti pH, vsebnosti pepela in
prisotnih pigmentov, ki dajejo medu znacilno barvo in vplivajo na njeno intenzivnost. To
so predvsem klorofil, ksantofil, karotenoidi in tanini ter antocianini, levkoantociani in
katehini, prisotni v majhnih koli¢inah. V temnih medovih pa se pojavlja tudi pigment
melanin (slika 1) (BaltruSaiyté in sod, 2007; Piotraszewska-Pajak in Ciszak, 2001).
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Klorofil a (klorofili)

Lutein (ksantofili)

T e N S e ST e S

B-karoten (karotenoidi)

OH
OH

oH
(+) — katehin

Slika 1. Kemijska struktura nekaterih pigmentov prisotnih v medu (Extrasynthese, 2002: 4)




Senk N. Vrednotenje medu: zveza med barvo medu in antioksidativno aktivnostjo. 5
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2006

Aparna in Rajalakshmi (1999) navajata, da vsebujejo temnejsSi medovi ve¢ mineralov od
svetlejsih, ter da je med z ve¢jo vsebnostjo Zvepla in klora temnejSe barve. Poleg tega je
Spanska raziskava (Gonzales-Miret in sod., 2005) tudi pokazala povezavo med barvo in
vsebnostjo mineralov v medu. Barva temnejSih medov je mo¢no povezana s koncentracijo
arzena, kadmija, zeleza, zvepla, svinca in kalcija. Vecja je vsebnost mineralov v medu,
mocne;jsi in izrazitejs$i okus ima.

Barva je odvisna tudi od necistoc, ki so prisotne v nektarju in od agregatnega stanja medu
oziroma od stopnje kristalizacije. Nastanek in rast kristalov je naraven pojav, ki se obicajno
zgodi v vecini medov. Med je prenasicena raztopina glukoze, ki se pri temperaturah, nizjih
kot so bile v panju, v dolo¢enih okolis¢inah za¢ne izlocati. Kristalizacija medu ne povzroca
nobenih kemijskih sprememb. Zaradi prisotnih kristalov pride le do spremembe barve,
kristaliziran med je nekoliko svetlejSi. VEasih je med podvrzen toplotni obdelavi iz dveh
razlogov. Prvi je prepreCiti oziroma zmanjSati pojav kristalizacije, drugi pa je unicenje
morebitno prisotnih patogenih mikroorganizmov v medu.

Segrevanje medu navadno poteka nekaj dni pri temperaturi 45 — 50 °C ali v vro¢i vodni
kopeli. Ena izmed posledic segrevanja je nastanek neencimskega porjavenja, tako
imenovana Maillardova reakcija, pri kateri sladkorji kondenzirajo s prostimi
aminokislinami. Rezultat reakcije je nastanek rjavih pigmentov, ki prispevajo k
antioksidativni aktivnosti. Med toplotno obdelavo pa lahko pride do izgube naravno
prisotnih antioksidantov, kar lahko kompenziramo z nastankom produktov Maillardove
reakcije (Turkmen in sod., 2005).

Mnogo avtorjev je iskalo povezave med barvo medu in botani¢nim poreklom, industrijsko
predelavo, temperaturo in ¢asom skladiS¢enja. Tako je znano, da med skladiS¢enjem
postaja med temnejSi. Vzrok spremembe barve medu so produkti Maillardove reakcije,
karamelizacija fruktoze ter reakcije polifenolov. Med drugim tudi sama sestava medu
(vsebnost glukoze, fruktoze, prostih aminokislin in vode) in njegova zacetna barva vpliva
na stopnjo potemnitve. Opravljena je bila raziskava, kjer so vzorce medu hranili 90 dni pri
temperaturi 37 °C. Rezultati kazejo, da se potemnitev medu linearno veca s Casom
skladiS¢enja (Pereyra Gonzales in sod., 1999). Vpliv na barvo medu imajo tudi naravno
prisotna pelodna zrna, predvsem njihova barva in morfologija. Ugotovljeno je, da rumena
pelodna zrna dajejo svetlejSo barvo medu, medtem ko rjava barva pelodnih zrn prispeva k
temnej$i barvi medu (Terrab in sod., 2004). Frankel in sod. (1998) so ugotovili, da imajo
temnejSe vrste medu vecjo antioksidativno uc¢inkovitost.

Barva medu je eden izmed faktorjev, ki vpliva na njegovo trzno ceno in sprejemljivost za
potro$nika. Znano je, da ima svetlejsi med ponavadi nezno aromo ter posledi¢no vecjo
trzno vrednost kot temnejsi med. Kot Ze omenjeno, se med samim transportom in/ali med
skladis¢enjem barva medu spreminja. Posledicno lahko nastopijo razli¢ne senzori¢ne
spremembe, ki vplivajo na samo kakovost medu (Pereyra Gonzales in sod., 1999).

Barvne karakteristike posameznih vrst slovenskega medu so podane v preglednici 1.
Akacijev, kostanjev, smrekov, hojev in lipov med predstavljajo sortne medove, ostali so
mesani.
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Preglednica 1. Barvne karakteristike razli¢nih vrst slovenskega medu (Golob in sod., 2002)

VRSTA MEDU BARVA
akacijev skoraj brezbarvna, svetlo rumena
kostanjev jantarna, temna z rdeckastim ali zelenkastim odtenkom
smrekov sijoca, srednje do temno jantarna z rde¢im odtenkom
hojev sivo-rjava s temno zelenim odtenkom
lipov kremno bela z rumenim ali zelenim odtenkom
cvetli¢ni odvisno od rastline, od rumene do rjave,
gozdni svetlo do temno rjava, lahko z rdeckastim ali zelenim odtenkom
skrzatov temno rjava do skoraj érna

Doloc¢anje barve medu je eno izmed pomembnih kriterijev klasifikacije medu. Merjenje
barve lahko vrednotimo tako subjektivno s senzori¢no analizo, kot objektivno s pomocjo
instrumentalnih metod (Terrab in sod., 2004).

2.2.1 Merjenje barve medu s kromometrom Minolta

Kromometer Minolta v CIE L*, a*, b* sistemu je splo$no znan sistem za merjenje barve
zivil. Barvo dolocamo s pomocjo L*, a* in b* parametrov. L* parameter dolo¢a svetlost;
vecja kot je njegova vrednost, svetlejSe je zivilo. Parameter a* dolocCa intenziteto rdece
barve v pozitivnem obmocju (rdeca barva je odvisna od prisotnosti flavonoidov in
antocianinov) in zelene barve v negativnem obmodju (zelena barva je povezana s
prisotnostjo pigmenta klorofila). Parameter b* pa predstavlja intenziteto rumene barve v
pozitivnem obmoc¢ju (rumena barva povezana s prisotnostjo karotenoidov, ki izvirajo iz
nektarja rastlin) in modre v negativnem. Minolta kromometer razdeli barvo vzorca na tri

dele in jo prikaze s toc¢ko v tridimenzionalnem prostoru (Piotraszewska - Pajak in Ciszak,
2001).

hela
L*=100

ZElEna FUMena
-a* +h*

— 1 —

modra / roeda
_k* +5*

crna

Slika 2. CIE L*, a*, b* barvni prostor (HunterLab color scale, 2006:3)
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Delovanje kromometra Minolta CR-200B

Sistem CIE L*, a*, b* s kromometrom Minolta CR-200B ima priklju¢en racunalnik DATA
DP 100 in CIE 1976-L*, a*, b* sistem. Sestavljata ga merilna glava in mikroprocesorska
podatkovna enota. V merilni glavi ksenonova pulzirajo¢a svetilka daje svetlobo, ki je
sestavljena iz enakih delov rdece, modre in zelene barve. Snop svetlobe pada pod kotom
45° na vzorec. Svetloba enake valovne dolzine, kot je valovna dolzina barv vzorca, se od
vzorca odbije in pod kotom 180° pada na opti¢no fotosprejemno plosco. Ta plosca vsebuje
tri spektralne filtre X, Y, Z. Za to plosco pa so trije foto sprejemniki ali senzorji. Vrednost
izmerjenega signala iz merilne glave se zatem ojaca in digitalizira. Ra¢unalnik nam poda
rezultat v L* a* in b* koordinatah, ki so v direktni odvisnosti od vrednosti X, Y in Z. Pred
merjenjem je potrebno kromometer umeriti na beli standard (Y,=93,8, x,=0,3134,
yn=0,3208) (Briicker, 1984; Gonzales-Miret in sod., 1999).

Povezava med vrednostmi L*, a*, b* parametrov in vrednostmi X, Y in Z:

L* =116 (Y/Y.) - 16 b* =200 ((Y/Yy) — (Z/Z)"?)
a* =50 (X/Xn)" = (Y/Y)'")

V preglednici 2 so podane vrednosti merjenja L*, a*, b* parametrov barve tujih in
slovenskih vrst medu. Le-te smo nadalje v rezultatih primerjali in komentirali z
opravljenimi analizami slovenskega medu letnika 2005.

Preglednica 2. Parametri barve (L*, a* in b*) razli¢nih vrst medu, kot jih navajajo tuji (Gonzales-Miret in
sod., 2005; Terrab in sod., 2002; Piotraszewska-Pajak in Ciszak, 2005; Lazaridou in sod.,
2004) in slovenski (Zupancic, 2002) avtorji

>
> Z % % 7 > E > 3
o) = = = A o Z 2 o M
a) Q = A N ’5 <t & N =
= N o 3 O E = < &
>
m
SPANIJA L 60,75 41,52 39,40 38,55
(Gonzéles-Miret a* 25,09 21,15 23,76 17,60
in sod., 2005) b* 51,92 22,12 20,38 16,22
MAROKO L 21,95 | 19,74 15,33
(Terrab in sod., a* 12,56 | 11,81 1,92
2002) b* 8,65 | 6,38 0,37
POLJSKA L 51,28 | 53,10 | 60,15 64,27 | 49,62
(Piotraszewska- a* 6,32 | -2,71 | -2,40 -3,56 | 2,38
Pajak in..,2005) b* | 26,62 | 9,32 | 22,89 19,12 | 25,19
GRCIJA L 39,35 41,18 42,94
(Lazaridou in a* 24,02 17,55 15,30
sod., 2004) b* 38,64 39,99 37,66
L 61,26 | 44,97 40,57 40,99 41,15
SLOY.FiNUA a* -2,83 | 431 8,70 8,50 8,71
(Zupancic, 2002)
b* 25,51 | 33,79 30,32 29,59 30,59
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2.2.2 Spektrofotometri¢no dolo¢anje barve medu

Barvo vodnih raztopin medu se lahko meri spektrofotometricno pri dolo¢enih valovnih
dolzinah. Berreta in sod (2005) so 50 % (w/v) vodno raztopino medu filtrirali, izmerili
absorbanco pri dveh valovnih dolzinah, 450 in 720 nm, ter izracunali razliko absorbanc.
Taormina in sod. (2001) so za spektrofotometricno dolo¢anje barve pripravili 10 %
raztopino v 0,25 M KH,POy in jo merili pri valovni dolZini 593 nm. Lazaridou in sod.
(2004) so 20 % (w/v) vodno raztopino medu predhodno eno uro segrevali pri 50 °C,
filtrirali in merili absorbanco pri 420 nm. Nekateri avtorji vrednosti izmerjenih absorbanc
pomnozijo s 1000.

Vsak spektrofotometer je sestavljen iz naslednjih osnovnih delov:
- svetlobni izvor

- monokromator

- celica (kiveta) za vzorce in slepi vzorec

- detektor.

Svetlobni izvor posilja svetlobo skozi ozko rezo v monokromator. Svetlobni Zarek pade na
konkavno leco, ki da paralelni svetlobni snop. Ta pade na kvar¢no prizmo, kjer svetloba
razpade na spekter, ki ga druga konkavna leca fokusira na ozko rezo. Valovno dolzino
lahko izbiramo z vrtenjem prizme ali reSetke.

Celice (kivete) morajo biti na sploSno v obliki in konstrukciji enostavne, konstantne
debeline in povrSine, na katere pada svetloba. Biti morajo gladke in iz materiala, ki je
inerten do merjenih raztopin. Prepus¢ati morajo svetlobo vseh valovnih dolzin v merjenem
obmocdju.

Detektor pa je instrument, ki meri intenziteto prepusc¢ene svetlobe skozi vzorec in lahko
pretvori svetlobno energijo v elektricni signal.

Rokovanje s spektrofotometri je enostavno in posamezne operacije merjenja so splosne.
Loc¢imo slepi in testni vzorec. Slepi se razlikuje od testnega po tem, da ne vsebuje merjene
komponente. S slepimi in testnimi vzorci napolnimo kivete in pricnemo z merjenjem.
Predhodno izberemo ustrezno valovno dolzino in spektrofotometer nastavimo na nic.
Kiveto s slepim vzorcem vstavimo na svetlobno pot monokromatske svetlobe in tako slepi
vzorec nastavimo na 100 % transmisijo (propustnost). Zatem celico s slepim vzorcem
zamenjamo s testnim ter odcitamo absorbanco na monitorju spektrofotometra (Dob¢nik,
2000).

2.2.3 Merjenje barve medov po Pfund-u

Instrument Pfundove barvne lestvice omogoca merjenje celotnega barvnega obmocja
razlicnim vrstam medu. Gre za primerjavo med reZo jantarnega stekla in posebno
oblikovano rezo, kjer se nahaja vodna raztopina medu. Intenzivnost barve medu je izrazena
kot razdalja (mm) vzdolZ jantarnega stekla in ponavadi obsega vrednosti med 1,0 in 140,0
mm.
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Metoda po Pfundu je preprosta in poceni. Slabost je ta, da so izmerjene vrednosti odvisne
od izbire instrumentov, ker le-ti obstajajo v razlicnih izvedbah (Terrab in sod., 2002,

Properties of honey, 2006).

Preglednica 3. Ameriski standardi institucije United states Department of Agriculture za dolocanje barve
medu (United States Standards..., 1985)

BARVNA
BARVA LESTVICA
MEDU PO PFUNDU
(mm Pfunda)

vodeno bela barva <8
izrazito bela barva 9-17
bela barva 18-34
barva izrazito svetlega jantarja 35-50
barva svetlega jantarja 51-85
barva jantarja 86-114
barva temnega jantarja >114

Preglednica 4 prikazuje vrednosti merjenja barve razli¢nih vrst evropskega medu. Po
Pfundovi barvni lestvici ima akacijev med najnizjo vrednost 12,9 mm Pfunda in je hkrati
najsvetlejsi. Sledijo lipov, cvetlicni ter gozdni med. NajtemnejSi je kostanjev med z
vrednostjo 87,9 mm Pfunda.

Preglednica 4. Vrednosti merjenja barve razli¢nih vrst evropskega medu po Pfundu (Persano Oddo in sod.,
2004)

VRSTA | BARVA MEDU
MEDU (mm Pfunda)

akacijev 12,9
cvetliéni 54,2
gozdni 86,0
kostanjev 87,9

lipov 33,3
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2.3 RADIKALI

Radikali so nestabilne in zelo reaktivne oblike spojin, ki vkljucujejo enega ali ve¢ neparnih
elektronov. V celici nastajajo v normalnih celicnih metabolicnih procesih ali pri
izpostavitvi zunanjim virom oksidacije, kot so npr. cigaretni dim, razli¢ni polutanti -
organska topila, pesticidi in UV svetloba. Veliko molekularnega kisika, ki se porablja med
aerobnim intracelularnim metabolizmom, celice reducirajo do H,O. Ta redukcija poteka v
mitohondriju, kjer citokrom-oksidaza prenasa Stiri elektrone kisika, kar vodi v nastanek
H,0O. Nekaj tega kisika (2-3 %) pa uide in potem lahko nastanejo reaktivne kisikove
spojine (Gamaley in Klysubin, 1999).

Slika 3. Nastanek radikalov (Ezdravje, 2006: 1)

2.3.1 Vrste in uéinki radikalov

Najpomembnejsi kisikovi radikali so hidroksilni (HO"), hidroperoksilni (HOQ),
hiperoksidni (O,"), alkoksilni (RO"), alkilperoksilni (ROQ"), fenoksilni (ArQ") ali $e drugi
radikali (Abram, 2000). Njihova znacilnost je, da izredno hitro reagirajo z drugimi
spojinami, in sicer tako, da poskusajo odvzeti elektron, ki je potreben za stabilnost. Ko
doloceni spojini, ki ni radikal, odvzamejo elektron, ta sama postane radikal, kar sprozi
verizno reakcijo (Kaur in Kapoor, 2001).
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Reaktivne kisikove spojine ali radikali povzrocajo razlicne poSkodbe na nivoju celice.
Presezek radikalov lahko unici vrsto zas€itnih encimov (superoksid-dismutaza, katalaza in
peroksidaza), kar vodi do oksidacije lipidov celi¢nih membran, celi¢nih proteinov, DNA in
encimov (preglednica 5). Celi¢no dihanje je s tem onemogoceno, kar privede do apoptoze
(Antolovich in sod., 2002).

Preglednica 5. Mesta delovanja in u¢inki radikalov (Korosec, 2000)

MESTO UCINEK
o peroksidacija mascobnih kislin,
lipidi spremenjena propustnost membran

oksidacija -SH skupin,
aktivacija encimov (kolagenaze),

proteini inaktivacija encimov (0. antitripsina)
cepljenje verige,
DNK povedana poraba NAD",

motena sinteza ATP

Kisikovi radikali so udelezeni pri $tevilnih normalnih in patoloSkih procesih v telesu.
Pomembna je njihova vloga pri staranju, degenerativnih boleznih, raku, kardiovaskularnih
boleznih, aterosklerozi, sladkorni bolezni, zmanjSani imunski odzivnosti, katarakti, bolezni
jeter in ledvic, Alzheimerjevi, Parkinsonovi in Chronovi bolezni. Te bolezni so pogosto
povezane s pomanjkanjem naravnih antioksidantov (vitaminov A, C, E, f-karotena,
flavonoidov, itd.), aminokislin (cistina, cisteina), glutationa ter elementov v sledovih (Se,
Zn, Mn, Cu) (Korosec, 2000).

2.4 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti so po definiciji snovi, ki imajo sposobnost, da Ze v majhnih koncentracijah
preprecujejo ali zavirajo nezelene oksidativne spremembe v bioloskih sistemih, torej v
zivilih in zivih organizmih (Antolovich in sod., 2002).

2.4.1 Delitev antioksidantov

Antioksidante lahko delimo v ve¢ skupin (Gutteridge in Halliwell, 1994): primarne,
sekundarne in terciarne.

Primarni antioksidanti preprecujejo tvorbo radikalov, so prisotni v organizmu ali jih tvorijo
mikroorganizmi. To so predvsem encimi (superoksid-dismutaza, glutation-peroksidaza,
katalaza), ki so v celicah. Sekundarni antioksidanti »nevtralizirajo« novonastale radikale in
preprecujejo, da bi le-ti vstopali v verizne reakcije in tvorili nove radikale. Sem spadajo
vitamini C in E, karoten, albumini, polifenoli, nekateri flavoni in flavonoidi. Terciarni
antioksidanti so snovi, ki popravljajo poskodbe, ki jih povzrocajo radikali v strukturi celice
(encimi, ki »popravljajo« poskodbe DNA, npr. metionin sulfoksid reduktaza).
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Antioksidante lahko razdelimo tudi glede na njihovo topnost. Lo¢imo vodotopne
(askorbinska kislina — vitamin C, glutation, flavonoidi — katehini, resveratrol, antociani) in
v mascobah topne antioksidante (ubikinon — koencim Qjo, tokoferoli — vitamin E,
karotenidi — vitamin A, likopen, lutein, zeaksantin, kurkumin), ki delujejo intra- in
ekstracelularno (Korosec, 2000). Poznana je tudi delitev na encimske in neencimske
antioksidante (Abram, 2000).

2.4.2 Oksidativni stres

Poruseno ravnotezje med radikali in antioksidanti imenujemo oksidativni stres.
Antioksidanti ga preprecujejo z lovljenjem radikalov, s keliranjem kovinskih ionov, z
odstranjevanjem in/ali popravilom oksidativno poskodovanih biomolekul (Korosec, 2000).

OH Q=

4 R — + R

S-b—d-d

Slika 4. Mehanizem lovljenja radikalov (Stanojevi¢, 2003: 1)
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Slika 5. Mesta vezave kovinskih ionov (Stanojevic, 2003: 1)

Naravni in sinteticni antioksidanti imajo pomembno vlogo pri prepreevanju kvarjenja
zivil. Predvsem zmanjSujejo in preprecujejo nastanek zarkosti in diskoloracij. Te,
najveckrat nezelene spremembe, se pojavijo zaradi oksidacije, ki jo povzrocajo toplota,
svetloba in prisotnost nekaterih kovin (Meda in sod., 2004).

2.5 ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Ucinek antioksidantov je odvisen od strukture antioksidanta, oksidacijskih pogojev in od
lastnosti oksidirajo¢e snovi. Zmoznost dolocene komponente, da inhibira oksidacijske
procese npr. lipidno peroksidacijo, je definirana kot antioksidativna aktivnost (AA).
Fenolne spojine so najvec¢ja skupina antioksidantov, zastopana v zivilih. V rastlinskih oljih
in mascobah so predvsem pomembni monofenoli (tokoferoli — vitamin E). Vodotopni
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polifenoli pa se pojavljajo predvsem v sadju, zelenjavi, ¢aju, kavi in vinu (Roginsky in
Lissi, 2004).

AA polifenolov je povezana s Stevilnimi mehanizmi. Najosnovnej$i med njimi je
reaktivnost polifenolov do radikalov. Razlikovati moramo med antioksidativno
kapacitivnostjo in reaktivnostjo. Prva nam podaja informacijo o trajanju antioksidativnega
delovanja antioksidanta, druga pa karakterizira zacetno dinamiko uc¢inkovanja v povezavi s
koncentracijo antioksidanta oz. meSanico antioksidantov (Roginsky in Lissi, 2004).

Za doloc¢anje in primerjavo AA v zivilih lahko uporabljamo vrsto razli¢énih metod. Na voljo
so relativno enostavne spektroskopske metode, s katerimi dolocamo redukcijsko
sposobnost antioksidantov v sistemih s kovinskimi ioni ali sinteticnimi radikali, metode s
katerimi dolocamo vpliv antioksidantov na stabilnost realnih vzorcev, kot so proteini ali
lipidi, ter metode kot je elektronska spinska resonanca, kjer lahko dejansko izmerimo
vsebnost radikalov v dolo¢enem sistemu (Antolovich in sod., 2001).

Kompleksni oksidacijski procesi, ki potekajo v razli¢nih sistemih, zahtevajo uporabo vecih
metod dolocanja AA, ker na podlagi ene same metode, dobljenih rezultatov ne moremo
tocno interpretirati in jih dokon¢no potrditi. Za dolocanje AA se posluzujemo direktnih
(ORAC metoda, dolocanje AA z B-karotenom) in indirektnih (ABTS, DPPH, FRAP)
metod. Podatki pridobljeni s pomoc¢jo direktnih in indirektnih metod so bolj zanesljivi, ¢e
se med seboj primerjajo (Roginsky in Lissi, 2004).

Direktne metode raziskujejo ucinke antioksidantov prisotnih v testiranih Zivlih na
oksidativno razgradnjo substratov (lipidi, olja, proteini, DNA, krvna plazma, LDL,
bioloske membrane, micele, liposomi, ipd.). Indirektne metode pa proucujejo predvsem
ucinke prisotnosti elementov v sledovih ter antioksidativno zmoznost lovljenja radikalov,
ki pa niso vedno v povezavi z oksidativno razgradnjo. Primer indirektnega dolocanja je
uporaba obarvanih radikalov, kjer dolocamo sposobnost antioksidanta da odda vodikov
atom in ne direktno AA, Ceprav sta ti dve lastnosti v€asih neposredno povezani (Roginsky
in Lissi, 2004).

Antioksidativno aktivnost dolo¢amo glede na ucinek antioksidanta in s kontroliranjem
posameznih stopenj oksidacije. Metode dolocanja antioksidativne aktivnosti se med seboj
mocno razlikujejo. Nekatere imajo za posledico izrazit nastanek stopenj oksidacije, ki
sledijo po Ze opravljenih meritvah. V drugih primerih pa ne najdemo nobene jasne razlike
med posameznimi stopnjami in samim potekom procesa oksidacije. Znacilnost oksidacije
je t.i. substrat ali podlaga, ki zajema oksidante, iniciacijske faktorje, intermediate in kon¢ne
produkte, katere merimo. Te meritve lahko uporabimo za oceno antioksidativne aktivnosti.
Pri proucevanju antioksidativne aktivnosti je potrebno upostevati tudi sam izvor kisikovih
radikalov (Antolovich in sod., 2002).
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2.5.1 DPPH metoda

Metoda z radikalom DPPH’ je ena izmed najstarejSih indirektnih metod za dolo¢anje
antioksidativne aktivnosti. Temelji na reakciji med stabilnim radikalom DPPH" in donorji
vodika (npr. fenolne spojine). Sam mehanizem reakcije pa je odvisen od konformacije
antioksidanta. Nekateri od njih z radikalom reagirajo zelo hitro. Stevilo razpolozljivih
hidroksilnih skupin DPPH" radikala je enako zmanjSanju S$tevila teh DPPH" molekul
(Bondet in sod., 1997).

DPPH" (1,1-difenil-2—pikrilhidrazil) ima sposobnost delokalizacije prostega elektrona
okoli celotne molekule. S tem je onemogocen nastanek dimer ali dimerizacije, kar pa ne
velja za vecino radikalov. Delokalizacija je odgovorna tudi za intenzivnost vijoli¢ne barve.
DPPH’ ima velik molarni absorpcijski koeficient v vidnem delu spektra z maksimumom pri
517 nm, kar pomeni, da lahko Kkoncentracijo radikala DPPH’ dolo¢amo
spektrofotometricno.

N —N NO,

Slika 6. Strukturna formula 2,2-difenil-pikril-hidrazila (Merck, 2006: 1)

Antioksidativno ucinkovitost z radikalom DPPH lahko doloéamo na dva nadina,
dinami¢no ali stati¢no. Pri dinami¢ni metodi merimo hitrost razpada DPPH’ po dodatku
antioksidanta. Pri statiéni metodi pa dolo¢amo ravnotezno stanje, ko vsi prisotni
antioksidanti reagirajo z radikalom. S prvo metodo torej proucujemo reaktivnost
antioksidantov, z drugo pa stehiometri¢ni odnos med antioksidanti in DPPH" (Bondet in
sod., 1997).

Ce molekula DPPH’ reagira samo z 1 molekulo antioksidanta, potem je stehiometriéno
razmerje reakcije 1:1. V naslednjih enacbah je prikazan primer reakcije cisteina (RSH) z
DPPH’.

DPPH’+ RSH = DPPH, + RS’

Radikal RS’ reagira s $e eno sebi enako molekulo, ki nastane z vzporedno reakcijo.

RS + RS =RS -RS

Torej sta za redukcijo dveh radikalov DPPH’ potrebni dve molekuli cisteina.
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V primeru, da ima molekula, ki reagira z radikalom, dve vezni mesti (npr. askorbinska
kislina) je teoreticno razmerje med DPPH" in antioksidantom 2:1. Primer reakcije
prikazujeta naslednji enacbi:

OH OH OH O’

DPPH" + R—C = C-R’ = DPPH, + R-C = C-R’

OH O’ 0 0
| Il

DPPH" + R—C =C-R’=DPPH, + R—-C - C-R’

Iz zgornjih enacb je razvidno, da je za redukcijo dveh molekul DPPH’ teoreti¢no potrebna
ena molekula askorbinske kisline. Stehimetrija =~ 2:1 velja tudi za a-tokoferole in nekatere
druge spojine.

Koncentracijo DPPH’ izberemo v obmo¢ju med 50 in 100 uM, zato da so absorbance
referencne raztopine manjSe od 1,0. Delovna valovna dolzina je v literaturi podana
razli¢no, med 515 in 520 nm. Reakcijski ¢as metode je obi¢ajno 30 min, vendar so nekateri
avtorji uporabljali tudi krajsi Cas.

Eden izmed parametrov razlage rezultatov DPPH metode je tako imenovana koncentracija
ucinkovitosti, pogosto pisana kot ICso. Koncentracija ucinkovitosti je definirana kot
koncentracija antioksidanta, ki je potrebna za 50 % redukcijo radikala DPPH’ oz. podaja
koncentracijo substrata, ki vodi do 50 % zmanjSanja DPPH in se kaze kot izguba
intenzivnosti barve. Ceprav se ta nadin podajanja rezultatov pogostokrat pojavlja v
literaturi, ima ve¢ pomanjkljivosti. Morda je najvecja ta, da avtorji pogostokrat ne podajo
koncentracije radikala DPPH’ v testirani raztopini, kar onemogoca direktno dolo¢anje AA
in primerjavo z deli drugih avtorjev. ManjSa pomanjkljivost je tudi ta, da se z vecanjem
AA zmanjSuje vrednost ICsy, kar je predvsem nerodno pri graficnem predstavljanju
rezultatov. Avtorji se temu izognejo s podajanjem rezultatov v obliki 1/ICsy (Molyneux,
2004).

2.5.2 FRAP metoda

Antioksidativno mo¢ redukcije Zeleza, t.i. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
metodo sta leta 1996 prvi¢ opisala Benzie in Strain in jo 1999 leta Se dodatno modificirala.
Gre za ponovljivo, preprosto, hitro, poceni in avtomatizirano metodo, ki temelji na
redukciji zeleza iz feri v fero obliko v prisotnosti antioksidanta, kjer se pri nizki vrednosti
pH razvije intenzivno modro obarvan kompleks fero tripiridiltriazin, ki ima absorpcijski
maksimum pri 593 nm. Reakcija je nespecifi¢na. Pomanjkljivost metode je, da ne moremo
meriti tiolov, katerih redukcijski potencial je navadno nizji od Fe’"/Fe*" polovi¢ne reakcije.
Vsebnost tiolov v medu je minimalna in prispevek k celotni AA vzorca je tako zanemarljiv
(Benzie in Strain, 1996, Beretta in sod., 2005).
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2.5.3 ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) metoda

Pri metodi dolocanja kapacitete absorbance kisikovega radikala (ORAC) se uporablja
fluorescentni merker B-fikoeritrin kot tarca, na katero delujejo peroksilni radikali, ki jih
dobimo iz AAPH (2,2’-azobis(2-amidino propan) dihidroklorid). B-fikoeritrin dodamo
preiskovanemu oziroma standardnemu vzorcu. Po dodatku AAPH se fikoeritrin oksidira in
posledi¢no fluorescira. Fluorescenco merimo vsaki 2 min pri valovni dolzini 540 nm
vstopne svetlobe in 565 nm emitirane svetlobe. Vsi reagenti so pripravljeni v nevtralnem
mediju (fosfatni pufer). Trolox reagent sluZi kot standard. Vrednosti ORAC metode se zato
izrazajo v umol Trolox/g (Vidrih in Kac, 2000, Beretta in sod., 2005).

2.5.4 ABTS™ (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)) metoda

Metoda z reagentom ABTS™ je danes med najbolj razsirjenimi metodami za indirektno
dolo¢anje AA. ABTS™ postane ob dodatku donorjev vodika (npr. fenolne spojine)
nestabilen, kar vodi do brezbarvne oblike reagenta. ABTS™ moécno absorbira pri valovni
dolzini med 600 in 750 nm in se ga lahko enostavno spektrofotometri¢no dolo¢i. Mozna sta
dva pristopa k tej metodi. Prva je spremljanje zaviralnega vpliva antioksidantov na tvorbo
radikala ABTS™ v prisotnosti razliénih reagentov (Roginsky in Lissi, 2004). Druga
moznost pa je prouCevanje vpliva dodanih antioksidantov na redukcijo predhodno
pripravljenega radikala ABTS™ (Antolovich in sod., 2002). Prednost metode ABTS™ je
predvsem njena preprosta uporaba in moznost za rutinsko uporabo v vsakem laboratoriju.
Slabost metode je, da dejansko podaja sposobnost spojin za reakcijo z ABTS™ in ne AA
(Roginsky in Lissi, 2004).

2.5.5 Dolocanje AA z B-karotenom

Metoda temelji na antioksidativnih sposobnosti sestavin vzorcev za zmanjSevanje
oksidacije B-karotena. Meri manjSanje intenzitete barve B-karotena v emulziji B-karotena in
linolne kisline v prisotnosti antioksidanta. Slabost metode je ta, da je rezultat izmerjene
vrednosti AA podan samo v odstotkih inhibicije (Roginsky in Lissi, 2004).

2.6 ANTIOKSIDANTI V MEDU

2.6.1 Izvor antioksidantov v medu

Kemijska sestava medu je zelo raznolika in je odvisna od same vrste rastlin, saj so le te vir
nektarja in mane pasnih cebel, geoklimatskih dejavnikov, kjer rastline uspevajo ter samega
postopka pridobivanja medu.

Glavni obrambni mehanizem rastlin predstavljajo t.i. sekundarni metaboliti, ki so rastlini
koristni, ne pa nujno potrebni. Rastlino varujejo pred negativnimi okoljskimi dejavniki ter
hkrati tudi $¢itijo pred napadi virusov, bakterij, gliv in rastlinojedimi zivalmi. Med drugim
privabljajo tudi opraSevalce, koordinirajo delovanje rastlinskih hormonov, imajo
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inhibitorno delovanje na nekatere encime in so tudi rastlinska barvila. Te spojine dajejo
rastlinam sladek, grenak ali trpek okus. Sinteza sekundarnih metabolitov v rastlinah poteka
pod vplivom UV zarkov in je tudi genetsko uravnavana (Logar, 2002).

Na teh rastlinah ¢ebele nabirajo paso ter s tem prenesejo bioaktivne komponente v sam
med. Ugotovljenih je bilo od 4000 do 6000 potencialno antioksidativnih ucinkovin,
sintetiziranih kot rastlinski sekundarni metaboliti. V najvecji meri jih zastopajo flavonoidi
in druge polifenolne snovi (Kiiclik in sod., 2007). Med je tako bogat in naravni vir
antioksidantov. Med njimi so najbolj pomembne fenolne kisline, flavonoidi (flavanoni,
flavoni in flavonoli), doloceni encimi (glukoza-oksidaza, katalaza, peroksidaza),
askorbinska kislina, a-tokoferoli, produkti Maillardove reakcije, aminokisline (prolin) in
proteini. Nekatere Studije opravljene na evropskih medovih so pokazale veliko fenolnih
komponent, med njimi tudi benzojsko in cimetno kislino in njihove estre ter aglikone
flavonoidov (Aljadi in Kamaruddin, 2004; Gheldof in sod., 2002).

2.6.2 Vrste antioksidantov v medu

Med vsebuje fenolne in nefenolne komponente z antioksidativnim potencialom, ki so
podane v preglednici 6:

Preglednica 6. Vrste fenolnih in nefenolnih spojin v medu (Al-Mamary in sod., 2002; Gheldof in sod., 2002;
Tomas-Barberan in sod., 2001)

FENOLNE SPOJINE
FENOLNE KISLINE | FLAVONOIDI NEFENOLNE SPOJINE
cimetna kislina pinobanksin
kavna kislina pinocembrin proteini
p-kumarna kislina galangin -
ferulna kislina apigenin iﬁﬁ?&iﬁ(?ﬂ:ﬁ;a
galna kislina kvercetin odikov peroksid
elaginska kislina kamferol e ML
vanilinska kislina luteolin hidroksimetilfurfural (HMF)
abscizinska kislina Krizin produkti Maillardove reakcije
benzojska kislina tektokrizin

Fenolne spojine imenujemo vse tiste spojine, ki imajo najmanj en aromatski obro¢ in
najmanj eno ali ve¢ “OH skupin direktno vezanih na aromatski obro¢. V naravi so obicajne
spojine z ve¢ —OH skupinami in zato se je zanje uveljavilo tudi drugo ime — polifenoli
(Abram in Simcic, 1997).

Slika 7. Osnovna strukturna formula flavonoidov (Abram, 2000: 28)
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Zaradi svoje strukture so polifenoli ucinkoviti lovilci prostih radikalov in imajo zmoznost
redukcije in vezave zelezovih ionov, ki katalizirajo lipidno peroksidacijo. Fenolnim
spojinam dolocene Studije pripisujejo mnogo mocnejsi antioksidativni u¢inek kot ga imata
vitamin C in E (Aljadi in Kamaruddin, 2002). Flavonoidi predstavljajo Siroko paleto
fenolnih pigmentov rastlin. V medovih so prisotni kot flavanoni, flavonoli in flavoni.

Vsebnost flavonoidov v cvetnem prahu je 0,5 g/100 g, v propolisu 10 g/100 g, v samem
medu je flavonoidov bistveno manj, okoli 6000 pg/kg medu (Anklam, 1998).

Tomés-Barberan in sod. (2001) so s pomoc¢jo HPLC metode analizirali flavonoide v
razlicnih vrstah evropskega medu (kostanj, oljna repica, evkaliptus, citrus, akacija, resa,
sivka, lipa, roZzmarin in son¢nica) in priS§li do ugotovitve, da dolo¢en flavonoid lahko
nakazuje botani¢no poreklo. Nekatere vrste medu imajo namre¢ markerje — flavonoide, ki
so znacilni samo za posamezno vrsto. Za med iz citrusov je npr. znacilen flavonoid
hesperetin, za rozmarinov med flavonoid kamferol, za med iz son¢nic flavonoid kvercetin,
za resov med abscizinska kislina (preglednica 7). Za nekatere medove, npr. sivkin in
akacijev med pa je znacilno, da nimajo specificnih markerjev oziroma imajo dolocene
nedifinirane komponente, ki jih zaradi pomanjkanja standardov ni moZno opredeliti. Velja
omeniti, da so v vseh vzorcih medu odkrili znacilne komponente propolisa in sicer
flavonoide pinobanksin, pinocembrin in krizin, vendar ti ne veljajo za markerje
botani¢nega porekla medu.

Abscizinska kislina kot rastlinski hormon sluzi za zas¢ito rastline v ¢asu suse in negativnih
vplivov okolja in med ostalimi markerji prav tako odkriva botani¢no poreklo. Znano je, da
je hormon prisoten v cvetlicnem nektarju in posledi¢no tudi v samem medu v razli¢nih
koli¢inah. Analizirali so ga v resovem, citrusovem, lipovem in akacijevem medu ter medu
oljne repice (Tomas-Barberan in sod.,2001).

Preglednica 7. Fenolne spojine, ki nastopajo kot markerji botani¢nega porekla v posameznih vrstah
evropskega medu (Tomas-Barberan in sod., 2001)

AVAIE?)TI? MARKERIJI BOTANICNEGA POREKLA (flavonoidi in fenolne kisline)
akacijev abscizinska, hidroksicimetna, kavna, p—kumarna in ferulna kislina, nedefinirani
citrusov hesperetin

evkaliptusov nedefinirani

kostanjev hidroksicimetna, kavna, p—kumarna in ferulna kislina, nedefinirani

lipov abscizinska kislina, nedefinirani

repicni abscizinska kislina, nedefinirani

resov abscizinska kislina, elaginska kislina

rozmarinov kamferol

sivkin hidroksicimetna, kavna, p—kumarna in ferulna kislina, nedefinirani
sonc¢nicni kvercetin, hidroksicimetna, kavna, p—kumarna in ferulna kislina
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2.6.3 Skupni fenoli

Vsebnost skupnih fenolov se v medu obicajno dolo¢a s pomocjo Folin-Ciocalteujeve (FC)
metode, ki je obcutljiva na fenolne in polifenolne komponente in ostale antioksidante, kot
sta askorbinska kislina in vitamin E. FC metoda je standardizirana in se na Siroko uporablja
pri doloc¢evanju skupnih fenolov v naravnih vzorcih.

FC metoda je ena izmed starej$ih indirektnih, neselektivnih metod za dolo¢anje tako mono
kot polifenolov. Glavna analizna meSanica sestoji iz volframata in molibdata v moc¢no
bazi¢nem mediju (5-10 % Na,COs). Zaradi alkalnega okolja pride do oksidacije fenolov, in
nastanka O,  ". Le ta reagira z molibdatom do molibdenovega (IV) oksida, kateri mo¢no
absorbira okrog 750 nm. Vsebnost fenolov dolo¢enih po FC metodi je navadno izrazena
kot mg galne kisline na kg (mgga’kg). V primerjavi z drugimi metodami ima ogromno
prednosti. V osnovi gre predvsem za obcutljivo metodo, ki ne zahteva natancne
standardizacije. Poleg tega se uporablja za priblizno oceno antioksidativne uinkovitosti
vzorcev zivil, ki vsebujejo zanemarljivo koli¢ino proteinov (Roginsky in Lissi, 2004).

Razli¢ni avtorji uporabljajo razli¢ne modifikacije te metode. Npr. Beretta in sod. (2005) so
dolocitev vsebnosti skupnih fenolov izvedli v kislem obmocju in se tako izognili vplivu
sladkorjev in obarjanju med samim izvajanjem analize.

Podatki o vsebnosti skupnih fenolov, ki jih najdemo v tuji literaturi, za nas ne predstavljajo
posebne uporabne vrednosti. Na to nas opozarjajo Ze vrste medu, ki jih pri nas ni (npr.
ajdov, cikorijev, evkaliptusov, rododendronov, sojin in drugi) ter razliéne modifikacije
metode. K razlicnim podatkom prispevajo tudi podnebne danosti dezele in njena
geografska lega. Rezultat vseh nastetih dejstev so velike razlike v vsebnosti skupnih
fenolov, ki nam jih nazorneje prikazuje preglednica 9.
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Preglednica 8 nam prikazuje znatne razlike v vsebnosti skupnih fenolov znotraj posamezne
vrste medu, saj tuji avtorji uporabljajo razlicne modifikacije FC metode dolocanja, poleg
tega podajajo rezultate na ve¢ moznih nacinov. Iz rezultatov izrazenih v mg galne kisline
na kg medu je razvidno, da najve¢ skupnih fenolov vsebujeta italijanski in ameriski ajdov
med, 482,2 oziroma 456,0 mgga/kg, najmanj pa ameriski in italijanski akacijev med, 46,0
oziroma 55,2 mgga/kg.

Preglednica 8. Vsebnost skupnih fenolov v razli¢nih vrstah medu, kot jih navajajo tuji avtorji (Beretta in sod.,
2005; Gheldof in Engeseth, 2002; Al-Mamary in sod., 2002; Kiigiik in sod., 2007)
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VRSTA
MEDU (mgaa’kg) (mgga’kg) (mgce/100 g) | (mgkatenma/100 g)
ajdov 4822 456,0 - -
akacijev 55,2 46,0 100,1 -
cikorijev 158,5 - - -
cvetliéni 170,4 - 75,1 198,0
deteljev 67,1 130,0 - -
kostanjev 211,2 - - 239,0
gozdni 255,6 - - -
rododendronov — — — 132,0
regratov 102,1 - — -
sojin - 278,0 - -

GA - galna kislina, CE - ekvivalent katehina,

2.6.4 Pomen antioksidantov v medu

Znano je, da se med Ze od nekdaj uporablja v terapevtske namene, saj vsebuje vec¢ kot 200
bioaktivnih komponent, ki zavirajo razvoj nekaterih bolezni in prispevajo k izboljSanju
delovanja imunskega sistema (Al-Mamary in sod., 2002). Ucinkuje protimikrobno,
protivnetno, preprecuje strjevanje krvi in vpliva na Sirjenje krvnih zil. Med se uporablja za
zdravljenje opeklin, lajSanje gastrointestinalnih motenj, koznih in oc¢esnih sprememb, blazi
infekcije in pomaga pri premagovanju kroni¢nih prehladov. Poleg tega deluje preventivno
na nastanek zobne gnilobe in bolezni sluznice ustne votline. Zaradi svoje sestave je
primeren tudi za diabetike in se pogosto nudi pri prehrani bolnikom v obdobju
rekonvalescence (okrevanje). Med s svojimi u¢inkovinami pomaga pri regulaciji sekrecije
hormonov iz zZlez z notranjim izlo¢anjem ter tako sodeluje pri celotni presnovi organizma
(Aparna in Rajalakshmi, 1999).
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Kot ze omenjeno, se med, zaradi njegovih antimikrobnih lastnosti, uporablja za zunanjo
uporabo zdravljenja opeklin in ran. K temu pripomoreta tudi visoka vsebnost sladkorjev in
prisotnost organskih kislin (mravljin¢na, ocetna, mle¢na, oksalna in druge). Sloj medu v
stiku s poskodovanim tkivom ustvarja vlazno okolje, ki zmanjSuje razdrazenost in izcedek
celicne tekocCine, pripomore k hitrejSemu zdravljenju morebitne infekcije in hkrati
pospesuje regeneracijo tkiva (Aparna in Rajalakshmi, 1999, Molan, 2001).

Opravljena je bila tudi vrsta medicinskih raziskav, kjer so proucevali vpliv uZivanja medu
na okrevanje organizma po doloceni bolezni. Ugotovili so zviSano antioksidativno
ucinkovitost krvnega seruma po zauzitju medu, in sicer se pojavi znalilen porast
antioksidativne kapacitivnosti krvnega seruma po uzivanju medu samega ali pa v
kombinaciji s pijacami, ki vsebujejo posamezne antioksidativne ucinkovine. Zanimiva je
tudi Studija o zmanjSanju tumorskega vsadka pri podganah pred in po operativnem posegu.
Le-ta pokaze, da fizikalno-kemijske in kemijske znacilnosti antioksidantov cebeljega
pridelka varujejo operativno poskodbo ob tumorski implantaciji. Znan je tudi
demonstracijski poskus antitumorskega u¢inka medu in vitro ter in vivo pri raku na
mehurju (Beretta in sod., 2005).

Nekatere znanstvene Studije dokazujejo, da med kot vir antioksidantov ucinkuje proti
Skodljivim oksidacijskim procesom v hrani (npr. oksidacija lipidov) in encimskemu
porjavenju sadja in zelenjave (Gheldof in Engeseth, 2002).

Johnson in sod. (2005) so raziskovali vpliv deteljinega in cvetlicnega medu na potek
lipidne oksidacije v goveji pasteti. Za upocasnitev lipidne oksidacije se v mesne pastete
pogosto dodaja natrijev tripolifosfat (sinteti¢ni antioksidant), ki veze prisotne kovine in
tako zavira potek reakcije. Izkazalo se je, da ima deteljin med, ki je temnejSe barve in
hkrati tudi ve¢ fenolnih spojin, vecji uc¢inek na upocasnitev oksidacije lipidov kot cvetli¢ni
med, ki je svetlejsi. Studija se zakljuGuje z ugotovitvijo, da je med s svojo antioksidativno
ucinkovitostjo primerljiv z antioksidativno uc¢inkovitostjo fosfatov v goveji pasteti, ter tako
ena izmed alternativnih moznosti zamenjave sinteticnega antioksidanta z naravnim.

Nagai in sod. (2005) so ugotovili, da med inhibira nastanek oksidativnih spojin pri
kuhanem puranjem mesu. Antioksidativni u¢inek se pokaze ob dodatku mesanice medu in
aminokisline lizina pred segrevanjem puranjega mesa in se vidi kot porast produktov
Maillardove reakcije.

Nekateri avtorji so raziskovali tudi vpliv skladiS¢enja na AA. Wang in sod. (2004)
porocajo o zmanjSanju antioksidativne ucinkovitosti preiskovanih vzorcev medu, ki so bili
hranjeni za dobo Sestih mesecev. Poleg tega so ugotovili, da pri tem pojavu embalaza in
temperatura skladiS¢enja nimata bistvenega vpliva.
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2.6.5 Antimikrobno delovanje medu

Fenolni antioksidanti so poznani po antimikrobni aktivnosti in inhibiciji Sirokega spektra
gram negativnih in gram pozitivnih bakterij. Antimikrobno aktivnost medu so dokazali
Taormina in sod. (2001). Opravili so Studijo o inhibitorni ucinkovitosti medu na
mikroorganizme Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus in Bacillus cereus, ki so odgovorni za kvarjenje
zivil. Rezultati so pokazali, da imajo temnejSe vrste medu vecji inhibitorni ucinek kot
svetlejSe. Znacilne antibakterijske lastnosti se kazejo tudi v daljsi obstojnosti medov v ¢asu
skladiscenja, kar so dokazali Nagai in sod (2006). Naravno prisotne protimikrobne spojine
v temnejSih vrstah medu (ajdov, meSani) imajo mocan inhibitorni u€inek na bakterijsko
rast v ¢asu skladis¢enja (0-7 dni) govejega, pis¢ancjega, svinjskega in ribjega mesa. Poleg
tega so ugotovili, da imajo temnejSe vrste medu tudi najvisSjo AA. Raziskava je pokazala
zanimivo povezavo med barvo, AA in protimikrobno ucinkovitostjo posamezne vrste
medu.

Opravljena je bila tudi raziskava o antimikrobni aktivnosti sortnih kostanjevih, cvetlicnih
in rododendronovih medov na Staphylococcus aureus in Helicobacter pylori. Izkazalo se
je, da ima najvecji inhibitorni ucinek kostanjev med, sledi cvetlicni ter rododendronov.
Razlike med njimi so sicer majhne, kar pomeni, da je antimikrobna aktivnost vzorcev
pogojena z nekaterimi fizikalnimi (vrednost pH, osmolarnost) in kemijskimi lastnostmi
medov ter izvorom same rastline in njene vsebnosti antioksidativnih u¢inkovin (Kii¢iik in
sod., 2007).

V medovih predstavlja najve¢jo antimikrobno ucinkovino vodikov peroksid. Njegovo
koncentracijo dolocata prisotnost encimov glukoza-oksidaze, ki ga cebele naravno
sintetizirajo ter katalaze, ki izvira iz cvetnega prahu. Vodikov peroksid sicer ni obstojen in
razpada, ker pa z delovanjem encima neprenchoma nastaja, je dolocena koli¢ina vedno
prisotna. Encim glukoza-oksidaza je v surovem medu neaktiven. Ob prisotnosti vode
postane aktiven in iz glukoze proizvaja vodikov peroksid in glukonsko kislino: glukoza +
H,0 + O, — glukonska kislina + H,0,. Katalaza cepi vodikov peroksid na vodo in kisik in
s tem povecuje razkuzevalno mo¢ medu: 2H,0, — 2H,0O + O, (Blasa in sod., 2005, Al-
Mamary in sod., 2002).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 VZORCI

Analizirali smo 72 vzorcev slovenskega medu razlicnega botani¢nega porekla, letnika
2005.

Preglednica 9. Vrste medu in Stevilo ter oznaka vzorcev posamezne vrste

VRSTA MEDU | STEVILO VZORCEV | OZNAKA VZORCEV
akacijev 17 A16-A32

cvetlicni 15 C16-C27, C29-C31
gozdni 15 G16-G30

kostanjev 14 K13-K26

smrekov 11 S16-S26

Vzorci so bili v Casu analize stari povprecno 1 do 3 mesece. Hranjeni so bili v zaprtih
plasti¢nih posodah, v temnem prostoru ter pri sobni temperaturi.

3.2 MERIJENJE BARVE

3.2.1 Merjenje barve z Minolta kromometrom

Princip:

Kromometer Minolta CR-200B deluje na principu odboja svetlobe, ki ga nasSe oko zazna v
obliki barve. Barvo vzorca razdeli na tri komponente (L*, a* in b*), ki jih predstavi v
doloc¢enem koordinatnem sistemu. Vrednost L* doloca svetlost vzorca (vi§je so vrednosti,
svetlejsi je vzorec). Vrednosti a* in b* dolocata odtenek barve.

Aparatura:
Vzorcem medu smo instrumentalno izmerili barvo v sistemu CIE L*, a* in b* s

kromometrom Minolta CR-200B (Konica Minolta, Japonska).

Izvedba:

Kristalizirane vzorce smo predhodno s segrevanjem v zaprtih kozarckih v suSilniku pri
40 °C utekocinili, medtem ko nekristaliziranih oziroma tekoCih vzorcev medu ni bilo
potrebno utekociniti. Plastiéne prozorne petrijevke smo napolnili z medom in jih previdno
pokrili s pokrovom tako, da smo se izognili nastanku zra¢nih mehurckov. Nato smo na
petrijevko nastavili merilno glavo kromometra Minolta CR-200B in na ra¢unalniku od¢itali
L*, a* in b* vrednosti za posamezne vzorce. Meritev smo ponovili trikrat na razlicnih
mestih za vsak vzorec in rezultat podali kot povprecje.
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3.2.2 Spektrofotometri¢no merjenje barve

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

Aparatura:
Meritve smo opravili na spektrofotometru Cecil CE 2021, pri valovnih dolzinah 450 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. Vrednosti izracunanih razlik absorbanc (t.i. neto
absorbance) smo nato pomnozili s tiso¢ (Beretta in sod., 2005).

3.3 DOLOCITEV VSEBNOSTI SKUPNIH FENOLOV S FC METODO

Princip:

Fenolne spojine reagirajo s FC reagentom v kislem. Obarvanemu produktu smo izmerili
absorbanco (Beretta in sod., 2005). Rezultate smo izrazili kot mg galne kisline na kilogram
medu (mgga’/kg medu). Analizo smo izvedli v kislih pogojih, s ¢imer smo preprecili vpliv
sladkorjev in obarjanje med samim izvajanjem analize.

Reagenti:
- Folin-Ciocalteujev reagent razredcen z destilirano vodo v razmerju 1:10 (Merck,

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

Aparatura:
Meritve smo opravili na spektrofotometru Cecil CE 2021 pri valovni dolzini 750 nm.

Izvedba:

V stekleno ¢aSo smo natehtali (5 = 0,001) 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 pl vzorca in mu dodali 1,0 ml
FC reagenta ter na stresalniku mesali 2 min. Po 20 min smo na spektrofotometru izmerili
absorbanco proti sladkornemu analogu, ki ima podobno sestavo sladkorjev kot med in sluzi
kot slepi vzorec. Vsak vzorec medu smo analizirali v treh vzporednih dolocitvah.
Koncentracijo skupnih fenolov v medu smo dolocili s pomo¢jo umeritvene krivulje
(priloga B), ki smo jo pripravili z galno kislino s koncentracijo od 8,0 do 120,0 mg/1.
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3.4 MERJENJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI

3.4.1 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.

Reagenti:
- 130 uM DPPH’ (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) (Sigma, ZDA) v absolutnem etanolu

- 100 mM acetatni pufer (CH;COONa- 3H,0), pH 5,5 (Kemika, Zagreb)

- absolutni etanol (Merck, Nemcija)

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

Aparatura:
Meritve smo opravili na spektrofotometru Cecil CE 2021 pri valovni dolzini 517 nm.

Izvedba:

Pripravili smo izhodno raztopino medu (15 g/25 ml, w/v) in iz nje z razredCevanjem
dobimo 11 razli¢nih koncentracij medu (preglednica 11). Nato smo odpipetirali 0,1 ml
posamezne raztopine medu in v vsako dodali 1 ml acetatnega pufra in 1,9 ml DPPH’
reagenta. Vzporedno smo pripravili Se kontrolni in slepi vzorec. Pri kontrolnem smo
namesto raztopine medu uporabili sladkorni analog, pri slepem pa smo za posamezno
koncentracijo vzorca uporabili vse reagente razen DPPH’ in tako eliminirali vpliv barve
medu. Vse meSanice smo mo¢no premesali na Vortex mesalu ter jih za 90 min postavili v
temo pri sobni temperaturi. Po tem ¢asu smo na spektrofotometru pri 517 nm izmerili
absorbance posameznim raztopinam vzorca, slepim raztopinam in kontrolnemu vzorcu.

Preglednica 10. Prikaz razred¢evanja izhodne raztopine 15 g medu/25 ml

OZNAKA | V razt. medu (ml) | V vode (ml) | ¢ (mg/ml) | ¢* (mg/ml)
1 0,1 1,9 30 1
2 0,2 1,8 60 2
3 0,4 1,6 120 4
4 0,6 1,4 180 6
5 0,8 1,2 240 8
6 1,0 1,0 300 10
7 1,2 0,8 360 12
8 1,4 0,6 420 14
9 1,6 0,4 480 16
10 1,8 0,2 540 18
11 2,0 0,0 600 20

*- kon¢na koncentracija merjene raztopine
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Iz dobljenih rezultatov smo narisali graf, in sicer odvisnost preostalega DPPH od
koncentracije medu. Preostali DPPH smo izracunali po enacbi 1 in rezultate podali v
odstotkih. ICs (koncentracija u¢inkovitosti) izracunamo iz enacbe premice (priloga D):

A, —A (1
preostali DPPH (%) = % -100 )

K

Ayy...absorbanca vzorca medu
Ag... absorbanca kontrolnega vzorca

Agy ... absorbanca slepega vzorca

3.4.2 FRAP metoda (Benzie in Strain, 1996)

Princip:

Metoda (Ferric Reducing Antioxidant Power) temelji na redukciji Fe** v Fe*™ ob prisotnosti
antioksidanta. Nastali Fe*" ioni v prisotnosti TPTZ reagenta (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, ZDA)

- 40 mM HCI (Merck, Nemcija)

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

- 300 mM acetatni pufer (CH;COONa-3H,0), pH 3,6 (Kemika, Zagreb)
- 20 mM zelezov sulfat (FeSO4-7H,0) (Merck, Nemcija)

- destilirana voda

Aparatura:
Meritve smo opravili na spektrofotometru Cecil CE 2021 pri valovni dolzini 593 nm.

Izvedba:

Priprava FRAP reagenta:

Na analitski tehtnici smo odtehtali (31,0 £ 0,1) mg TPTZ reagenta in mu dodali 10 ml 40
mM HCI ter popolnoma raztopili v vodni kopeli na 50 °C. Nato smo odtehtali (54 = 0,1)
mg zelezovega klorida in ga raztopili v 10 ml destilirane vode. Za pripravo FRAP reagenta
smo odpipetirali TPTZ reagent, FeCl;-6H,O 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 in dodali 1,8 ml FRAP
reagenta, dobro premesali in inkubirali 10 min pri 37 °C.

Nato smo na spektrofotometru pri 593 nm izmerili absorbance standardnih raztopin proti
slepemu vzorcu. Iz izmerjenih absorbanc in znanih koncentracij standardnih raztopin smo
narisali umeritveno krivuljo (priloga C).
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Vzorci:

V stekleno ¢aso smo odtehtali (5,0 £ 0,001) g posameznega vzorca medu in ga dobro
raztopili v cca 20 ml destilirane vode. Nato smo vzorec prelili 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 merili v treh paralelkah.
Rezultate smo izrazili kot FRAP vrednost (uM Fe(II)) 10 % raztopine medu.

3.5 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Dobljene rezultate smo statisticno obdelali in ovrednotili z naslednjimi statisticnimi
parametri:

> povprecna vrednost (X )

> standardni odklon (SO)

> koeficient variabilnosti (KV)
> korelacijski koeficient (ryy)

Povprec¢na vrednost

Od srednjih vrednosti najpogosteje uporabljamo aritmeti¢no sredino ali povprecje.
Aritmeticna sredina predstavlja nekaks$no teziS¢e podatkov, saj je vsota odklonov
posameznih vrednosti spremenljivke od povprecja navzgor enaka vsoti odklonov navzdol.
Zato je vsota vseh odklonov od aritmeti¢ne sredine vedno enaka ni¢. Dobimo jo tako, da
seStejemo vrednosti spremenljivke vseh enot in vsoto delimo s $tevilom enot (Adamic,
1989).

> x, . ()

X =

N
> i ...vsota posameznih vrednosti
N...... Stevilo enot

Varianca in standardni odklon

Varianca je povprecje kvadratov odklonov posameznih vrednosti od aritmeti¢ne sredine.
Za statisticno analizo podatkov je zelo pomembna, kot opisni parameter pa manj, saj
kvadrat merske enote spremenljivke pogosto nima pravega smisla. Zato se kot opisni
parameter variacije bolj uporablja kvadratni koren variance, ki ga imenujemo tudi
standardni odklon (Adamic, 1989).

. Z(X_X)z ...3
N

Koeficient variabilnosti

Koeficient variabilnosti racunamo, kadar zelimo primerjati variiranje razli¢nih
spremenljivk, ki so med seboj v vsebinski zvezi. Korelacijski koeficient, ki je merilo za
stopnjo linearne odvisnosti med dvema numeri¢nima spremenljivkama, zavzema vrednost
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od -1 do 1. Izratunamo ga tako, da standardni odklon delimo z aritmeti¢no sredino in to
izrazimo kot odstotek (Adamic, 1989).

KV (%) =2 %100 - @)

X

Analiza povezanosti dveh spremenljivk

Medsebojno zvezo dveh spremenljivk (x in y) preu¢ujemo z metodo korelacije in regresije.
Na ta nacin lahko preucujemo odnos med spremenljivkama, ali obstaja povezanost in
kaksne vrste je, ali pa poskusamo na osnovi ene spremenljivke napovedati vrednost druge.

O regresiji govorimo, kadar imamo neodvisno spremenljivko (x), katere vrednost izberemo
sami in je vnaprej dolocena, ter drugo spremenljivko, ki je od prve odvisna in jo opisuje
matemati¢na funkcija y = f(x). Regresijsko analizo je mo¢ predstaviti v grafi¢ni obliki.
NajpreprostejSa in hkrati najbolj zazelena je linearna funkcija, kar pomeni, da je zveza
dveh spremenljivk podana z enacbo premice. Kako dobro se posamezne vrednosti
parametrov skladajo z ena¢bo premice nam pove koeficient dolo¢itve (R?). Korelacija je
metoda za statisticno analizo dveh spremenljivk, vendar obe spremenljivki obravnava kot
set neodvisnih. To pomeni, da vrednosti spremenljivk ne moremo izbrati vnaprej, sta
naklju¢ni, odvisni od napak pri merjenju, na obe delujejo bioloski in drugi dejavniki
variabilnosti. Korelacija je lahko pozitivna ali negativna, velika ali majhna, ali pa sploh ne
obstaja. Korelacijo opisujejo razli¢ni koeficienti korelacije, med katerimi je tudi koeficient
koleracije po Pearsonu (R). Enak je razmerju (5) med kovarianco (Cyy) in zmnozkom

varianc obeh spremenljivk x iny (S} in S;) (Adami¢, 1989).

ko Cy .. ()

1/2

(535}

R......koeficient korelacije po Pearsonu
Cxy...kovarianca

2 .
S< ....varianca za lastnost x

2 .
S? ....varianca za lastnost y

Kovarianca (Cyy) je povprecni produkt odklonov dveh naklju¢nih spremenljivk od njunih
povprecij in pravzaprav predstavlja varianco podatkov zaradi korelacije. Racunamo jo po

(6):
LN (o) (v .. (6)
ny - N Z( ) (y y)

Koeficient korelacije po Pearsonu (R) lahko zavzame vse vrednosti med -1 in +1. Pozitivne
vrednosti koeficienta pomenijo, da vrednost ene spremenljivke narasca z vrednostjo druge,
negativne pa, da vrednost ene spremenljivke raste, med tem ko vrednost druge pada.
Vrednost -1 predstavlja maksimalno negativno korelacijo, vrednost +1 maksimalno
pozitivno in vrednost 0 nam pove, da med spremenljivkama ni povezanosti. Na osnovi
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velikosti korelacijskega koeficienta lahko sklepamo o tem, kako mocna je povezava med
statisticnmi enotami (Adamic, 1989).

Rezultate fizikalno kemijskih analiz medov smo statisticno obdelali s pomocjo
ra¢unalniskega programa SPSS/PC" (Statistical Package for Social Sciences) pri 0,05
stopnji tveganja. Rezultati obdelave eksperimentalnih podatkov so podani v obliki
vrednosti statistiCne znacilnosti-signifikance in predstavljajo izra¢unano vrednost izraza, ki
ji je bila pripisana verjetnost, odCitana iz ustrezne statisticne preglednice vzorénih
podatkov pri 0,05 stopnji tveganja.

Uporabili smo Levenov test homogenosti varianc, kjer iz vsakega vzorca zgradimo nov
vzorec, v katerem so zdruzene absolutne vrednosti odmikov od povprecne vrednosti
opazovanega vzorca. Na tako dobljenih novih vzorcih, ki opisujejo disperzije statisticnih
enot znotraj posameznih vzorcev, izvedemo analizo variance, s katero preverimo
homogenost varianc neodvisnih vzorcev. Osnovna domneva pri Levenovem testu pravi, da
med vsaj enim parom varianc obstaja statisticno znacilna razlika, ni¢elna pa, da razlik med
variancami ni. Vrednost signifikance pove, katera izmed domnev je prava. Vrednost
signifikance, ki je manjSa od stopnje tveganja 0,05 vodi k sprejetju osnovne domneve,
vrednost vecja od 0,05 pa k potrditvi nicelne. Ni€elna domneva je tista, ki si jo v danem
primeru zelimo, saj pomeni, da smemo vzorce medsebojno primerjati z dejansko analizo
variance (Adamic, 1989).
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4 REZULTATI

Rezultate eksperimentalnega dela, v katerem smo zasledovali zvezo med barvo in
antioksidativno aktivnostjo, smo zbrali v 3 sklope:

» rezultati merjenja barve, ki jih prikazujemo v preglednicah od 11 do 14 in na slikah od
8 do 13,

» rezultati dolocanja vsebnosti skupnih fenolov, ki jih prikazujemo v preglednici 15 in
slikah 14, 15 in 16 ter

» rezultati merjenja AA, ki jih prikazujemo v preglednici 16 in na slikah od 17 do 24.

Naredili smo tudi primerjavo rezultatov merjenja barve, vsebnosti skupnih fenolov in AA
posameznih vrst medu in to prikazujemo na slikah 25-29.

4.1 REZULTATI MERJENJA BARVE MEDU

4.1.1 L*,a* in b* vrednosti barve medu

V preglednici 11 so prikazane vrednosti parametra L* za posamezne vrste medov.
Parameter L* doloca svetlost medu; visja je njegova vrednost, svetlejsi je med. Med
analiziranimi vrstami medu je najsvetlejSi akacijev med, ki ima najvi§jo vrednost
parametra L*, in sicer 64,0. Sledijo cvetli¢ni, kostanjev in smrekov med, najnizjo vrednost
parametra L* pa ima gozdni med, 43,1, ki je tudi najtemnejSi. Izmed posameznih vrst
medu najbolj variirajo vzorci kostanjevega medu, KV = 7,0 %, najmanj vzorci akacijevega
medu, KV = 2,2 %. Analize variance v naSem primeru nismo opravljali, ravno tako ne
zakljuCnega testa za analizo vecjega Stevila homogenih vzorcev (Duncanov test). Levenov
test homogenosti nam podaja vrednost signifikance (0,014), ki je manjSa od izbrane meje
tveganja 0,05. Tako zavrnemo nic¢elno hipotezo in potrdimo osnovno domnevo, ki pravi, da
obstajajo razlike med variancami statisti¢nih vzorcev parametra L* petih vrst medu. Vzorci
so nehomogeni in zato neprimerni za nadaljnjo statisti¢no obdelavo podatkov.

Preglednica 11. Vrednosti parametra L* za posamezne vrste medu z izracunanimi statisticnimi parametri

NS X x| X, | SO 5/\;
akacijev 17 64,0 60,3 66,5 1,4 2,2
cvetliéni 15 55,9 50,1 60,4 2,5 4,5
gozdni 15 43,1 36,6 50,7 3,0 7,0
kostanjev 14 50,0 43,4 54,1 2.4 4.8
smrekov 11 441 39,5 473 23 5,2

n - §tevilo vzorcev, X - povpreéna vrednost, X hin - Minimalna vrednost, X .. - maksimalna vrednost, SO - standardni

odklon, KV - koeficient variabilnosti

Levenov test homogenosti nam za vse ostale parametre (parameter a*, parameter b*, neto
absorbanca, vsebnost skupnih fenolov, AA dolo¢ena s FRAP metodo) ravno tako podaja
vrednosti signifikance manjSe od meje tveganja, zato nadaljnja statisticna obdelava
rezultatov ni bila mozna.
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Na sliki 8 je razvidna pestrost barv slovenskih vrst medu z izmerjenimi L* vrednostmi. V
spodnji vrsti so prikazani najsvetlejSi vzorci akacijevega medu, v srednji vrsti so nekoliko
temnejsi vzorci akacijevega, cvetlicnega in kostanjevega medu. Na vrhu pa so najtemne;jsi
vzorci cvetlinega, smrekovega in gozdnega medu.

- . l
" A2 A21
s L=66,] s 1*=652 K

Slika 8. Barvni odtenki medov letnika 2005 z izmerjenimi L* vrednostmi

V tuji literaturi (preglednica 2) navajajo visoke vrednosti parametra L* za svetle (L* >50)
vrste medu in nizke vrednosti za temnejSe (L* <50) vrste. Gonzales-Miret in sod. (2005) so
izmerili vrednost za parameter L* pri kostanjevem medu 39,4, v gozdnem pa 41,52. Terrab
in sod. (2002) za cvetli¢ni med podajajo vrednost parametra L* 21,95, kar je precej nizje
od naSe izmerjene vrednosti za to vrsto medu. Vendar pa je ravno pri cvetlicnem medu
barva lahko raznolika, od rumene do rjave, zato so tudi L* vrednosti lahko razli¢ne.
Pietraszewska-Pajak in Ciszak (2001) sta izmerila vrednost parametra L* v akacijevem
medu 53,10 in v cvetlicnem 60,15, kar pomeni, da je poljski akacijev med temnejsi od
cvetlicnega. Lazaridou in sod. (2004) so dolocili vzorcem grskega cvetlicnega medu
vrednost L* 39,35, vzorcem smrekovega 42,94 in vzorcem hojevega medu 41,18.
Navedeni rezultati so pogojeni z vrsto rastline, lego, geografskim poreklom, vplivi
podnebja ter tudi s samo izvedbo analize.
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Slika 9. Primerjava vrednosti parametra L* za med letnikov 2000 in 2001 (Zupanci¢, 2002) in nase vzorce
medu letnika 2005

Na sliki 9 so podane vrednosti parametra L* za slovenski med letnikov 2000 in 2001
(Zupanci¢, 2002) in naSe vzorce medu, pridelane leta 2005. S slike je razvidno, da so
vrednosti L* parametra slovenskega kostanjevega medu letnika 2005 nekoliko visje, kar
pomeni, da je med svetlejSi. L* vrednost cvetlicnega medu letnika 2005 je kar za 20,0 %
visja od letnikov 2000 in 2001. Visje vrednosti zasledimo tudi pri ostalih vrstah medu.
Vrednosti parametra L* so pri akacijevem medu visje za 4,0 %, kostanjevem za 18,0 %,
smrekovem za 7,0 % in gozdnem za 6,0 %. Vi$je vrednosti parametra L* za leto 2005 so v
najvecji meri pogojene z neugodnimi vremenskimi razmerami (velika koli¢ina padavin,
temperaturna nihanja).

Persano-Oddo in sod. (2004) so zbrali podatke razli¢nih avtorjev za evropski med in
ugotovili, da imata najtemnejSo barvo kostanjev med z vrednostjo 87,9 mm Pfunda in
gozdni med z vrednostjo 86,0 mm Pfunda. S pomocjo Pfundove barvne lestvice so ju
opisali z barvo jantarja. NajsvetlejSo barvo ima akacijev med, in sicer 12,9 mm Pfunda, ki
so mu po Pfundovi lestvici pripisali izrazito belo barvo. Primerjava evropskih in slovenskih
vrst medu letnika 2005 nam kaze, da so vrednosti, ki dolocajo intenzivnost oz. svetlost
barve, obratnosorazmerne. Vrednosti parametra L* slovenskih vrst medu so tako najvisje
pri akacijevem, 64,0 in cvetlicnem, 55,9 medu, ki sta hkrati najsvetlejSa. Nizje vrednosti
parametra L* imajo kostanjev, 50,0, smrekov, 44,1 in gozdni, 43,1, med, ki so temnejSe
barve.
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Preglednica 12. Vrednosti parametra a* za posamezne vrste medu z izra¢unanimi statisticnimi parametri

\I\I/EESS[‘? n i X min X max SO KV (%)
akacijev 17 2,2 -4.5 -0,4 1,1 -50,0
cvetli¢ni 15 -0,07 -5,0 5,0 2,3 -
gozdni 15 9,4 5,0 15,5 2,2 23,4
kostanjev 14 43 1,0 10,7 2,3 53,5
smrekov 11 9,1 6,4 12,6 1,8 19,8

n - $tevilo vzorcev, X - povpre¢na vrednost, X hin - Minimalna vrednost, X . - maksimalna vrednost, SO - standardni

odklon, KV - koeficient variabilnosti

V preglednici 12 so prikazane vrednosti parametra a* za posamezne vrste medu. Parameter
a* doloca intenziteto rdece barve v pozitivnem obmocju in zelene barve v negativnem
obmocju. Pozitivne vrednosti tako pomenijo bolj rdeco barvo, negativne pa bolj zeleno.
Povprecna vrednost parametra a* v analiziranih vrstah medu se giblje od -2,2 v akacijevem
do 9,4 v gozdnem medu.

Gozdni med ima najvi§jo povprec¢no vrednost parametra a*, in sicer 9,4. To pomeni, da je
med vsemi vrstami nasega medu najintenzivneje rdee obarvan, kar je razvidno Ze na
pogled. Gozdnemu sledijo smrekov, kostanjev, cvetli¢ni in akacijev med. Negativno
povprec¢no vrednost parametra a* smo dobili pri cvetlicnem (-0,07) in akacijevem (-2,2)
medu. Pri slednjem imajo vsi vzorci negativno vrednost parametra a*. Iz tega sledi, da pri
akacijevem medu prevladuje zelena barva, pri vseh ostalih analiziranih vrstah medu pa
rdeca.

Gonzales-Miret in sod. (2005) so v kostanjevem medu izmerili vrednost parametra a*
23,76, pri vzorcih gozdnega medu pa vrednost 21,15. Rezultati vzorcev kostanjevega medu
letnika 2005 so dvakrat nizji od Spanskih, vrednosti gozdnega pa celo petkrat. Terrab in
sod. (2002) navajajo za vzorce cvetlicnega medu vrednost parametra a* 12,56.
Pietraszewska-Pajak in Ciszak (2001) navajata za vzorce akacijevega medu negativne
vrednosti parametra a*, in sicer -2,71, za cvetlicne vzorce pa -2,40. Pri vzorcih akacijevega
in cvetlicnega medu se slednje vrednosti ujemajo z naSimi izmerjenimi vrednostmi, kar
pomeni, da zelena barva prevladuje pred rdeco. Lazaridou in sod. (2004) podajajo
vrednosti parametra a* za ve¢ vzorcev cvetliénega medu, in sicer povprec¢na vrednost znasa
24,02. Vrednosti parametra a* so vi§je od vzorcev cvetlicnega medu letnika 2005, kar
pomeni, da vsebujejo ve¢ rdeCega odtenka barve. Pri grSkih smrekovih vzorcih znaSa
povprec¢na vrednost 15,30 in je prav tako vi§ja od povprecne vrednosti nasih vzorcev
smrekovega medu letnika 2005.

Vrednosti parametra a* so pri slovenskih vzorcih medu letnikov 2000 in 2001 (Zupancic,
2002) visje pri cvetlicnem in kostanjevem medu, medtem ko so pri akacijevem, gozdnem
in smrekovem medu vrednosti parametra a* nekoliko nizje (preglednica 2) od vrednosti
analiziranih vzorcev medu letnika 2005.

Primerjava s tujo in domaco literaturo (preglednica 2) pokaze, da se vrednosti parametra a*
za iste vrste medu znatno razlikujejo. Ta pojav lahko razlozimo s tem, da rastline izvirajo
iz razli¢nih geografskih podrocij. Na rast in posledi¢no tvorbo pigmentov, kateri prispevajo
k rdeci barvi (antocianini, karotenoidi), vplivajo tudi spremenljive podnebne razmere.
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Slika 10. Povpre¢ne vrednosti parametra a* za posamezne vrste medu

S slike 10 je razvidno, da smo vsem vzorcem akacijevega medu izmerili negativne
vrednosti parametra a*. V nobenem torej nismo zaznali rdece barve. Pri devetih vzorcih
cvetlicnega medu smo dobili negativne vrednosti parametra a*, kar kaze na to, da v njih
zelena barva prevladuje. V nobenem izmed vzorcev gozdnega, kostanjevega in
smrekovega medu nismo dobili negativnih vrednosti parametra a*, kar pomeni, da
prevladuje rdeca barva.

Preglednica 13. Vrednosti parametra b* za posamezne vrste medu z izraCunanimi statisti¢nimi parametri

XAIESSS n 3 X min X max SO KV (%)
akacijev 17 18,3 6,1 32,3 7,4 40,4
cvetlicni 15 40,9 34,0 521 4.4 10,8
gozdni 15 34,1 252 41,0 38 11,1
kostanjev 14 40,7 343 44,8 22 54
smrekov 11 35,6 29.8 42,1 32 9,0

n - $tevilo vzorcev, X - povpreéna vrednost, X hin - Minimalna vrednost, X . - maksimalna vrednost, SO - standardni

odklon, KV - koeficient variabilnosti

V preglednici 13 so prikazane vrednosti parametra b* za posamezne vrste medu. Parameter
b* doloca intenziteto rumene barve v pozitivnhem obmocju in modre barve v negativnem
obmocju. Vse vrednosti so pozitivne, kar potrjuje naso domnevo, da v medu ni modrih
pigmentov, saj le-ti za med niso znacilni. Med analiziranimi vzorci medu, imata najvisjo
povprecno vrednost parametra b* cvetli¢ni in kostanjev med, vrednosti znaSata 40,9 oz.
40,7. Nektar cvetocih rastlin je poln karotenoidnih pigmentov. Visoka vsebnost le-teh v teh
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dveh vrstah medu, ima za posledico najintenzivnejSe rumeno obarvanje. Sledijo smrekov,
gozdni in akacijev med, ki ima najmanjSo povprecno vrednost parametra b*, 18,3.

Vrednost parametra b* so dolocili tudi Gonzéles-Miret in sod. (2005), in sicer v
kostanjevem, 20,38 in gozdnem medu, 22,12. Le-te so nizje od nasih analiziranih vzorcev
kostanjevega in gozdnega medu. Terrab in sodelavei (2002) poroc€ajo za cvetlicni med
vrednost parametra b* 8,65. Pietraszewska-Pajak in Ciszak (2001) sta za akacijev med
izmerila vrednost 9,32 za cvetli¢nega pa 22,89. Vse vrednosti parametra b*, ki so navedene
v tuji literaturi so nizje od nasih vrednosti, razen povprecne vrednosti vzorcev smrekovega
medu, ki so ga analizirali grSki raziskovalci (Lazaridou in sod., 2004), kjer znasa vrednost
37,66.

Ce primerjamo vzorce slovenskega medu letnika 2005 z vzorci medu letnikov 2000 in
2001 (preglednica 2), je povprecna vrednost parametra b* vzorcev akacijevega medu
letnika 2005 nizja. Iz tega sledi, da je intenzivnost rumene barve akacijevega medu manjsa
v primerjavi s povprecno vrednostjo akacijevega medu letnikov 2000 in 2001. Pri vseh
ostalih vrstah medu pa so povprecne vrednosti parametra b* letnika 2005 visje od
rezultatov letnikov 2000 in 2001.

60 1 px
m 50 akacijev
., B cvetli¢ni
m g =€ A gozdni
A m ° gozdni
30 A A kostanjev
A ©® smrekov
20 A
10 7 RDECA
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Slika 11. Vrednosti a* in b* parametrov za posamezne vrste medu

Na sliki 11 vidimo, da je najve¢ vzorcev medu v zgornjem desnem kvadrantu, kar pomeni,
da vecina nasih vrst medu vsebuje rdeco in rumeno barvo. Rumena barva je posledica
vecje koli¢ine karotenoidov v nektarju, medtem ko dajejo rdeco barvo v nektarju prisotni
flavonoidi in antocianini (Piotraszewska-Pajak in Ciszak, 2001). Od petih vrst medu so vsi
vzorci akacijevega in nekaj vzorcev cvetlitnega medu v zgornjem levem kvadrantu in
namesto rdece in rumene barve vsebujejo zeleno in rumeno. Med, v katerem prevladuje
zelena barva, nastane iz nektarja, ki vsebuje veliko klorofila (Piotraszewska-Pajak in
Ciszak, 2001).
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4.1.2 Spektrofotometri¢no dolo¢anje barve medu

V preglednici 14 so prikazane vrednosti neto absorbance za posamezne vrste slovenskega
medu.

Preglednica 14. Vrednosti neto absorbance za posamezne vrste medu z izraCunanimi statistiCnimi parametri

akacijev 17 77,4 26,0 133,0 28,9 37,3
cvetli¢ni 15 238.,5 141,0 326,0 57,3 24,0
gozdni 15 4331 286,0 790,0 121,6 28,1
kostanjev 14 335,6 268,0 479,0 55,0 16,4
smrekov 11 381,7 305,0 478,0 58,2 15,2

N -stevilo vzorcev, X - povpreéna vrednost, X nin - Minimalna vrednost, X - maksimalna vrednost, SO - standardni

odklon, KV - koeficient variabilnosti,

Najvisjo vrednost neto absorbance dosezejo temnejSe vrste medu, najnizjo pa svetlejse.
Povpre¢na vrednost neto absorbance 50 % (w/v) raztopine vzorcev medu znasa 77,4 za
bledo rumene vzorce akacijevega medu in 433,1 za rjave vzorce gozdnega medu. Razlike
med vrednostmi absorbanc so pokazatelji razlicnih vsebnosti pigmentov (klorofili,
karotenoidi, antocianini).

Beretta in sod. (2005) navajajo za kostanjev med vrednost neto absorbance 610,0, za
cvetlicni vrednost 415,0 in akacijev med 25,0. Rezultati barve, doloceni z merjenjem neto
absorbance italijanskega kostanjevega in cvetlicnega medu, so v primerjavi s slovenskimi
skoraj dvakrat vi§ji. 1z tega lahko sklepamo, da gre za vrsti, ki vsebujeta vecjo vsebnost
pigmentov. Poleg tega so v italijanski raziskavi vse vrednosti rezultat merjenja samo enega
vzorca za posamezno vrsto medu, kar lahko posledi¢no vpliva na visje vrednosti.
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Slika 12. Povpre¢ne vrednosti neto absorbance za posamezne vrste medu
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Slika 12 prikazuje, da imajo vzorci gozdnega medu najvi§jo neto absorbanco in so
najtemne;jsi, sledijo smrekovi, kostanjevi, cvetli¢ni in najsvetlejsi vzorci akacijevega medu,
ki imajo najnizje vrednosti neto absorbanc.

4.1.2.1 Zveza med vrednostmi parametra L* in neto absorbancami posameznih vrst medu

Slika 13 prikazuje odvisnost parametra L* od neto absorbanc v analiziranih vzorcih medu,
ne glede na vrsto. Odnos med spremenljivkama vseh v raziskavo vkljucenih vzorcev medu,
ne glede na vrsto, opisuje linearni regresijski model y = -0,052x + 66,873. Koeficient
dolo¢itve (R?) znaa 0,8528, kar pomeni da neodvisna spremenljivka neto absorbanca
pojasnjuje 85 % variance parametra L*. Vrednost korelacijskega koeficienta (R) v primeru
linearne regresije izracunamo kot kvadratni koren regresijskega koeficienta in znasa 0,92,
kar kaZe na moc¢no povezanost med obema metodama dolocanja barve posameznih vrst
medu.
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Slika 13. Zveza med parametrom L* in neto absorbanco v analiziranih vzorcih medu
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42 REZULTATI DOLOCANJA VSEBNOSTI SKUPNIH FENOLOV

Vsebnosti skupnih fenolov, izrazene v mg galne kisline na kg medu (mgga’kg medu) v
posameznih vrstah slovenskega medu dolocene s pomoc¢jo modificirane Folin-
Ciocalteujeve metode, so podane v preglednici 15.

Preglednica 15. Vsebnost skupnih fenolov za posamezne vrste medu z izraCunanimi statisticnimi parametri

VRSTA n X Xmin Xmax SO KV

MEDU (mgea/ke) | (mgga/ke) | (mgaa/kg) (%)
akacijev 17 45,7 25,7 75,7 143 | 31,3
cvetliéni 15 121,7 82,3 159,0 245 | 20,1
gozdni 15 199,0 139,0 312,3 38,7 19,4
kostanjev 14 143,5 112,3 219,0 25,0 17,4
smrekov 11 195,8 172,3 239,0 18,2 9,3

n -§tevilo vzorcev, X - povpre¢na vrednost, X pin - Minimalna vrednost, X - - maksimalna vrednost, SO - standardni

odklon, KV - koeficient variabilnosti
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Slika 14. Povprec¢ne vsebnosti skupnih fenolov za posamezne vrste medu s standardnimi odkloni

Iz rezultatov na sliki 14 lahko vidimo, da najve¢ skupnih fenolov vsebujeta gozdni in
smrekov med. Njuna povprecna vrednost znaSa 199,0 oz. 195,8 mgga’kg medu. Sledita
kostanjev in cvetlicni med, najmanj skupnih fenolov pa vsebuje akacijev med, le 45,7 mg,
izrazenih kot mg galne kisline na kg medu.

Tudi v tuji literaturi navajajo podobne vrednosti za posamezne vrste medu. Gheldof in
Engeseth (2002) sta dolocila vsebnost skupnih fenolov za akacijev med 46,0 mgga/kg
medu. Podobno vrednost smo izmerili tudi v slovenskem akacijevem medu, in sicer 45,7
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mgga’kg medu. Beretta in sod. (2005) so izmerili nekoliko vi§je vsebnosti fenolov v
italijanskih vrstah medu v primerjavi z naSimi, in sicer za gozdni med znaSa povprecna
vrednost 255,6, za kostanjev med 211,2, cvetli¢ni 170,4 in za akacijev med 55,2 mgga/kg
medu.

Blasa in sod. (2005) so primerjali vsebnost skupnih fenolov v nepredelanem in industrijsko
obdelanem medu, in sicer v cvetlicnem in akacijevem medu italijanskega porekla. Rezultati
kaZejo, da vsebnost skupnih fenolov za cvetli¢éni med variira med 125,0 in 175,0 mgcar/kg
medu in za akacijev od 30,0 do 110,0 mgcar/kg medu. Cvetliéni med ima dvakrat vecjo
vsebnost fenolov v primerjavi z akacijevim. Zakljucek raziskave navaja tudi podatek, da
imajo industrijsko neobdelani in temnejs$i medovi vi§je vsebnosti fenolov od obdelanih in
svetlejSih vrst medu.

V turSki pokrajini Anatoliji so skupne fenole dolocali v kostanjevem, cvetlicnem in
rododendronovem medu. Kii¢iik in sod. (2007) so ugotovili, da je vsebnost skupnih
fenolov v kostanjevem medu znatno veja kot v ostalih dveh vrstah medu. Rezultati
omenjene Studije z nasimi analizami niso najbolje primerljivi. Zaradi slabe sezone
(neprimerne vremenske razmere: koli¢ina padavin, veter in temperatura) kostanjev med
slovenskega porekla letnika 2005 ni bil tipi¢en. Bil je svetlejSe barve in manj izrazitega
grenkega okusa, kot je zanj sicer znacilno. Posledi¢no je bila manjSa tudi vsebnost skupnih
fenolov.

4.2.1 Zveza med barvo in vsebnostjo skupnih fenolov v medu

Slika 15 prikazuje odvisnost barve (parameter L*) od vsebnosti skupnih fenolov v
analiziranih vzorcih medu, ne glede na vrsto. Odnos med spremenljivkama opisuje linearni
regresijski model y = -0,1258x + 69,248. Koeficient dologitve (R*) znaga 0,9082, kar
pomeni da neodvisna spremenljivka vsebnost skupnih fenolov pojasnjuje 91 % variance
parametra L*. Vrednost korelacijskega koeficienta (R) v primeru linearne regresije znasa
0,95, kar kaZze na mocno povezanost med skupnimi fenoli in barvo medu oziroma
parametra L*.
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Slika 15. Zveza med barvo in vsebnostjo skupnih fenolov v analiziranih vzorcih medu
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Slika 16 prikazuje odvisnost neto absorbance od vsebnosti skupnih fenolov v analiziranih
vzorcih medu, ne glede na vrsto. Odnos med spremenljivkama vseh v raziskavo vklju€enih
vzorcev opisuje linearni regresijski model y = 2,2196x — 18,811. Koeficient dologitve (R?)
znasa 0,8976, kar pomeni da neodvisna spremenljivka vsebnost skupnih fenolov pojasnjuje
90 % variance neto absorbanc. Vrednost korelacijskega koeficienta (R) je 0,95, kar
ponovno kaze na moc¢no povezanost med skupnimi fenoli in barvo medu oziroma neto
absorbancami.
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Slika 16. Zveza med neto absorbanco in vsebnostjo skupnih fenolov v analiziranih vzorcih medu

4.3 REZULTATI MERJENJA ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI

4.3.1 Rezultati DPPH metode

Rezultati DPPH metode so za posamezne vrste medu grafi¢no prikazani na slikah od 17 do
20. Sposobnost lovljenja radikala DPPH' je izrazena kot ICso. To je koncentracija
antioksidanta, ki povzro¢i 50 % redukcijo radikala DPPH'.

Vsi vzorcei akacijevega medu dosezejo ICsy Sele pri koncentracijah vecjih od 20,0 mg/ml,
kar pomeni, da v okviru analize zgoraj navedenih vzorcev nismo mogli dolociti to¢ne
koncentracije, ki povzro¢i 50 % redukcijo radikala DPPH. To nam pove, da je
antioksidativna aktivnost akacijevega medu najnizja v primerjavi z ostalimi Stirimi vrstami
medu, ki smo jih analizirali. Zaradi tega rezultati DPPH metode za akacijev med niso
grafi¢no prikazani.
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Na sliki 17 je razvidno, da pri devetih vzorcih cvetlicnega medu koncentracija 20 mg/ml ne
zado$éa za dosego 50 % inhibicijo radikala DPPH'. Iz tega sledi, da imajo le-ti nizko AA.
Najnizjo koncentracijo, ki je potrebna za 50 % inhibicijo radikala DPPH" smo doloéili v
vzorcu C23 in sicer 14,3 mg/ml, kar pomeni, da ima najvi§jo AA med analiziranimi vzorci
cvetlicnega medu.
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Slika 17. ICs vzorcev cvetlicnega medu

Pri treh vzorcih kostanjevega medu (K13, K15 in K16) je ICsy vecja od 20,0 mg/ml.
Najnizjo vrednost ICsp smo izracunali vzorcu K24 in sicer 10,5 mg/ml. 1z tega sledi, da ima
le-ta najvi§jo AA med vzorci kostanjevega medu, izrazeno kot sposobnost lovljenja
radikalov.
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Slika 18. ICs, vzorcev kostanjevega medu
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Koncentracija vzorcev gozdnega medu, ki povzroéi 50 % inhibicijo radikala DPPH" (slika
19), je med 8,1 in 13,7 mg/ml. IzraCunana povprec¢na vrednost ICsy znaSa 10,4 mg/ml. To
pomeni, da ima gozdni med ve¢jo AA v primerjavi z akacijevim, cvetlicnim in kostanjevim

medom.
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Slika 19. ICs, vzorcev gozdnega medu

Vrednosti ICsy za vzorce smrekovega medu (slika 20) se gibljejo med 5,7 in 12,5 mg/ml.
Vrednosti koncentracij vzorcev smrekovega medu, ki povzrocajo 50 % inhibicijo radikala
DPPH" oziroma ICs, so najnizje med analiziranimi vrstami medu. Njihova povpre¢na
vrednost znasa 9,3 mg/ml, kar pomeni, da ima smrekov med najvecjo antioksidativno

aktivnost v primerjavi z ostalimi $tirimi vrstami medu.
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Slika 20. ICs, vzorcev smrekovega medu
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Nadalje lahko povzamemo, da so vrednosti ICsy za posamezne analizirane vzorce pri vseh
vrstah medu med seboj zelo razli¢ne. Najnizje vrednosti zasledimo pri smrekovem medu.
To pomeni, da ima smrekov med najveCjo AA, izrazeno kot sposobnost lovljenja
radikalov. Sledijo gozdni, kostanjev, cvetli¢ni in kot zadnji akacijev med z najnizjo AA,
kateremu ICsg niti ne moremo dolociti, saj so vse vrednosti ICsy vecje od 20,0 mg/ml.

Rezultate AA slovenskih vrst medu lahko primerjamo s podatki o AA istih vrst medu iz
tuje literature. Beretta in sod. (2005) navajajo najmanjSo AA, izraZeno kot I1Cso, za akacijev
med, in sicer koncentracijo 45,45 mg/ml. Najnizjo ICso, 4,0 mg/ml, ter s tem najvisjo AA
pa ima ajdov med. Kii¢iik in sod. (2007) so najve¢jo AA ugotovili pri turSkem kostanjevem
medu, sledi cvetli¢ni in kot zadnji rododendronov med. Nagai in sod. (2005) so pri
japonskih medovih rezultate sposobnosti lovljenja radikalov izrazili v procentih. Izkazalo
se je, da ima najvis$jo AA ajdov med, najnizjo AA pa akacijev med.
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4.3.2 Rezultati dolo¢anja AA s FRAP metodo

V preglednici 16 in na sliki 21 so predstavljene FRAP vrednosti petih vrst slovenskega
medu, izrazene v uM Fe (II) 10 % raztopine medu. Razvidno je, da najvis§je FRAP
vrednosti doseze gozdni med, in sicer znasa povprecna vrednost petnajstih vzorcev 350,9
uM Fe (II), sledi smrekov med s 336,0, kostanjev s 223,8, cvetli¢ni s 162,7 in akacijev med
s samo 66,2 uM Fe (II).

Preglednica 16. FRAP vrednosti za posamezne vrste medu z izraCunanimi statistiCnimi parametri

VRSTA n X X min X max SO KV

MEDU uMFe(Il) | puMFe(II) uMFe(Il) (%)
akacijev 17 66,2 34,6 106,5 17,1 25,8
cvetliéni 15 162,7 1184 218,9 31,8 19,5
gozdni 15 350,9 252,7 445,1 55,7 15,9
kostanjev 14 223.8 1903 304,1 27,5 12,3
smrekov 11 336,0 276,5 400,8 39,0 11,6

n - $tevilo vzorcev, X - povpre¢na vrednost, X hin - Minimalna vrednost, X . - maksimalna vrednost, SO - standardni

odklon, KV - koeficient variabilnosti
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Slika 21. Povpre¢ne FRAP vrednosti za posamezne vrste medu s standardnimi odkloni

Beretta in sod. (2005) navajajo naslednje FRAP vrednosti: za gozdni med 772,0, kostanjev
388,6, cvetlicni 361,9, in akacijev 79,5 uM Fe(Il). V primerjavi z analiziranimi vzorci
slovenskega medu imajo vzorci italijanskega medu skoraj dvakrat vi§je FRAP vrednosti,
vendar si posamezne vrste sledijo v enakem zaporedju kot slovenski med, z izjemo
smrekovega medu, ki ga tuji avtorji niso analizirali. NajvisSje FRAP vrednosti dosegajo
vzorci gozdnega medu, sledijo kostanjev, cvetli¢ni in z najnizjo FRAP vrednostjo vzorci
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akacijevega medu. Blasa in sod. (2005) so primerjali rezultate med vzorci cvetli¢nega in
akacijevega medu in prav tako prisli do zakljucka, da imajo vzorci akacijevega medu nizje
FRAP vrednosti. Kiigiik in sod. (2007) navajajo najvisjo antioksidativno mo¢ redukcije
Zeleza pri turSkih kostanjevih medovih, sledijo cvetli¢ni in rododendronovi.

4.3.2.1 Zvezamed AA doloCeno s FRAP metodo in vsebnostjo skupnih fenolov

AA in vsebnost skupnih fenolov sta koli¢ini, ki smo ju dolocali neodvisno eno od druge in
na nobeno od njiju nismo mogli vplivati. Hkrati vemo, da vsebnost fenolov neposredno
vpliva na AA medu, zato smo dolocili skupne fenole za neodvisno spremenljivko (x), AA
merjeno s FRAP metodo pa od skupnih fenolov odvisno spremenljivko (y).

Slika 22 prikazuje zvezo med AA merjene s FRAP metodo in vsebnostjo skupnih fenolov
v analiziranih vzorcih medu, ne glede na vrsto. Odnos med spremenljivkama vseh v
raziskavo vkljucenih vzorcev medu, opisuje linearni regresijski model y = 1,7421x —
18,399. Koeficient dologitve (R?) znaga 0,9172, kar pomeni da neodvisna spremenljivka
vsebnost skupnih fenolov pojasnjuje 92 9% variance FRAP vrednosti. Vrednost
korelacijskega koeficienta (R) znasa 0,96. To kaze na mo¢no povezanost med vsebnostjo
skupnih fenolov in antioksidativno moc¢jo redukcije Zelezovega iona.
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Slika 22. Zveza med FRAP vrednostmi in vsebnostjo skupnih fenolov v analiziranih vzorcih medu
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4.3.2.2 Zveza med barvo medu in AA dolo¢eno s FRAP metodo

Slika 23 prikazuje zvezo med barvo (parameter L*) in AA, dolocene s FRAP metodo v
analiziranih vzorcih medu, ne glede na vrsto. Prikazan je linearni regresijski model y = -
0,0694x + 67,322 z R%= 0,9164. Korelacijski koeficient (R) znasa 0,96 in pomeni mocno
povezavo med parametrom L* barve medu ter AA dolo¢eno s FRAP metodo.
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Slika 23. Zveza med parametrom L* in AA, dolo¢eno s FRAP metodo v analiziranih vzorcih medu

Slika 24 podaja odnos med spremenljivkama vseh v raziskavo vkljucenih vrst medu in
opisuje linearni regresijski model y = 1,1676x + 27,805. Koeficient dolo¢itve (R”) znasa
0,8218, kar pomeni da neodvisna spremenljivka pojasnjuje 82 % variance AA. Vrednost
korelacijskega koeficienta (R) v primeru linearne regresije znaSa 0,91, kar kaze na tesno
zvezo povezanost med neto absorbanco in AA dolo¢eno s FRAP metodo v posameznih
vrstah medu.

y=1,1676x + 27,805
R*>=0,8218

Neto absorbanca

0 100 200 300 400 500
FRAP (uM Fe(II))

Slika 24. Zveza med neto absorbanco in AA, dolo¢eno s FRAP metodo v analiziranih vzorcih medu
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4.3.3 Primerjava rezultatov merjenja barve, vsebnosti skupnih fenolov in AA

Na slikah od 25 do 29 so prikazane posamezne vrste medu s podanimi rezultati merjenja
barve (parameter L* in neto absorbanca), vsebnosti skupnih fenolov ter AA, dolo¢eno z
DPPH in FRAP metodo.

4.3.3.1 Primerjava rezultatov merjenja barve, vsebnosti skupnih fenolov in AA za
akacijev med

A32 A21 A22 A26 A27
L* = 66,1 L* =652 L* =64,7 L*=63,1 L*=63,1
NetoA = 26,0 NetoA = 38,0 NetoA = 60,0 NetoA = 90,0 NetoA = 133,0
FC =27,9 mgga/kg FC =323 mgga/kg FC =27,9 mgga/kg FC =34,6 mgga/kg FC =55,7 mgga/kg
ICs0 =>20,0 mg/ml IC50 =>20,0 mg/ml 1Cs50=>20,0 mg/ml 1C50=>20,0 mg/ml 1C50=>20,0 mg/ml

FRAP =43 2uMFe(Il) FRAP =44,9uMFe(Il) FRAP = 58,6uMFe(Il)  FRAP = 54,8uMFe(Il) FRAP = 77,8uMFe(II)

Slika 25. Rezultati merjenja barve, skupnih fenolov in AA petih vzorcev akacijevega medu

Na sliki 25 so prikazani odtenki barv petih vzorcev akacijevega medu. Vrednosti parametra
L* se manjSajo od najsvetlejSega k najtemnejSemu vzorcu. Vrednosti neto absorbance se z
narascanjem intenzitete barve, ki je vidna na sliki, zviSujejo. A32, kot najsvetlejsi vzorec,
je imel vrednost 26,0, najtemnejsi vzorec A27 pa 133,0. Vsebnost skupnih fenolov je bila v
vzorcu A32 najmanjsa, znasala je 27,9 mgga/kg, hkrati je bil ta vzorec najsvetlejsi. Najvec
fenolov med ostalimi vzorci je imel najtemnejSi vzorec A27, in sicer 55,7 mgga/kg.
Koncentracija u€inkovitosti v vseh petih vzorcih je presegala 20,0 mg/ml. 1z tega sledi, da
je AA akacijevega medu zelo nizka, saj niti en vzorec ni dosegel 50 % inhibicije radikala
DPPH’ pri tej koncentraciji. AA vzorcev doloéena s FRAP metodo pa je veéinoma
naraSc€ala od najsvetlejSega do najtemnejSega vzorca. Iz navedenih podatkov lahko vidimo
povezavo med barvo, vsebnostjo skupnih fenolov in AA, doloceno z DPPH in FRAP
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metodo. SvetlejSi vzorci akacijevega medu imajo majhno vsebnost skupnih fenolov in
hkrati nizko AA, temnej$i imajo vec¢jo vsebnost skupnih fenolov in posledi¢no vecjo AA.

4.3.3.2 Primerjava rezultatov merjenja barve, vsebnosti skupnih fenolov in AA za
cvetli¢ni med

C31 C26 C17

L*=59,7 L*=549 L*=533

NetoA =201,0 NetoA = 326,0 NetoA = 306,0

FC =90,1 mgga’kg FC = 151,2 mgga/kg FC =154,6 mgga/kg
ICs5p => 20,0 mg/ml 1C5o = 18,2 mg/ml ICs = 16,8 mg/ml
FRAP = 119,5 uMFe(II) FRAP = 167,8 uMFe(II) FRAP = 202,2 uMFe(II)

Slika 26. Rezultati merjenja barve, skupnih fenolov in AA treh vzorcev cvetlicnega medu

Slika 26 prikazuje barvne odtenke treh vzorcev cvetlicnega medu. Najsvetlejsi vzorec C31
ima najvisjo vrednost parametra L*, in sicer 59,7, sledi nekoliko temnejsi vzorec C26 z
vrednostjo 54,9 in najtemnejSi vzorec C17, kateremu smo izmerili najnizjo vrednost
parametra L*, 53,3. Najmanj$o vsebnost skupnih fenolov smo dolo¢ili v vzorcu C31, 90,1
mgca’kg, ki je najsvetlejsi, sledi vzorec C26 z 151,2 mgga/kg in vzorec C17 kot
najtemnejSi, doseze najvecjo vsebnost skupnih fenolov, 154,6 mgga/kg. ICsy dolo¢ena z
DPPH metodo se zmanjSuje od najsvetlejSega do najtemnejSega vzorca, medtem ko AA
dolocena s FRAP metodo naras¢a ob vecanju intenzivnosti barve prikazanih vzorcev
cvetlicnega medu. Iz teh rezultatov lahko razberemo, da najsvetlejSi vzorec vsebuje
majhno vsebnost skupnih fenolov in ima najnizjo AA doloceno s FRAP metodo. Vzorec
C17, kot najtemnejsi vzorec vsebuje najve¢ skupnih fenolov, posledi¢no je tudi AA tega
vzorca najvisja.
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4.3.3.3 Primerjava rezultatov merjenja barve, vsebnosti skupnih fenolov in AA za
kostanjev med

r——————C » = ———

K15 K22 K17
L*=51,9 L*=51,1 L*=483
NetoA =303,0 NetoA =322,0 NetoA =343,0
FC=112,3 mgga/kg FC = 140,1 mgga/kg FC =169,0 mgga’kg
ICs0 =>20,0 mg/ml ICs0 = 16,9 mg/ml ICso = 17,2 mg/ml
FRAP = 197,0 pMFe(II) FRAP =219,5 uMFe(II) FRAP =252,1 uMFe(Il)

Slika 27. Rezultati merjenja barve, skupnih fenolov in AA treh vzorcev kostanjevega medu

Slika 27 prikazuje tri vzorce kostanjevega medu. Vrednosti parametra L* se znizujejo od
najsvetlejSega vzorca K15 (51,9) k najtemnejSemu vzorcu K17 (48,3). Z naraScanjem
intenzivnosti barve vzorcev, narascajo tudi vrednosti neto absorbance. Najnizjo vsebnost
skupnih fenolov je imel najsvetlejsi vzorec K15, in sicer 112,3 mgga/kg, najvisjo, 169,0
mgga’kg pa najtemnejsi vzorec K17. Sposobnost lovljenja prostih radikalov, izrazena kot
ICso, se je zmanjSala z naraSCanjem intenzivnosti barve. AA merjena po FRAP metodi je
najnizja pri najsvetlejSemu vzorcu K15, 197,0 uM Fe(Il), nekoliko vecja je bila v
temnejSem vzorcu K22, 219,5 uM Fe(Il), najtemne;jsi vzorec K17 pa je imel najvis§jo AA,
252,1 uM Fe(Il), kar je posledica najvecje vsebnosti skupnih fenolov v tem vzorcu.
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4.3.3.4 Primerjava rezultatov merjenja barve, vsebnosti skupnih fenolov in AA za
smrekov med

S23 S18 S24
L*=46,1 L*=45,0 L*=39,6
NetoA =351,0 NetoA =408,0 NetoA =478,0
FC =183,4 mgga/kg FC =206,8 mgga/kg FC =230,1 mgga/kg
ICs = 12,5 mg/ml ICs = 6,9 mg/ml ICs5p = 9,6 mg/ml
FRAP = 288,4 pMFe(II) FRAP =311,1 pMFe(Il) FRAP =399,1 pMFe(II)

Slika 28. Rezultati merjenja barve, skupnih fenolov in AA treh vzorcev smrekovega medu

Slika 28 prikazuje tri vzorce smrekovega medu z razlicnimi odtenki barve. Vzorec S23 je
najsvetlejsi z najve¢jo vrednostjo parametra L*, 46,1, sledi vzorec S18 z nekoliko nizjo
vrednostjo parametra L*, 45,0. Najtemnejsi vzorec smrekovega medu S24 je imel najnizjo
vrednost parametra L*, 39,6. Vrednosti neto absorbance spektrofotometricnega merjenja
barve vzorcev smrekovega medu narascajo od najsvetlejSega vzorca S23 z vrednostjo
351,0 do najtemnejSega vzorca S24, z neto absorbanco 478,0. Vsebnost skupnih fenolov,
merjena po FC metodi, se prav tako povecuje od najsvetlejSega do najtemnejSega vzorca
smrekovega medu. NajniZjo koncentracijo, ki povzro¢i 50 % inhibicijo radikala DPPH" in
se izraza kot ICsg, je imel vzorec S23, in sicer 12,5 mg/ml, vzorec S18 6,9 mg/ml ter
vzorec S24 9,6 mg/ml. AA vzorcev, dolo¢ena s FRAP metodo je narascala z intenzivnostjo
barve. Vzorec S23, kot najsvetlejsi je imel najnizjo AA, in sicer 288,4, sledi vzorec S18 z
311,1 in najtemnejSi vzorec S24, z najvisjo AA, 399,1 uM Fe(Il).
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4.3.3.5 Primerjava rezultatov merjenja barve, vsebnosti skupnih fenolov in AA za gozdni
med

G19 G17 G28
L* =503 L*=439 L*=36,7
NetoA = 286,0 NetoA =499,0 NetoA =790,0
FC = 144,6 mgga/kg FC =207,9 mgga/kg FC=310,1 mgea’kg
1Cso = 13,0 mg/ml 1Cso = 8,1 mg/ml 1Cso = 8,6 mg/ml
FRAP = 254,8 pnMFe(II) FRAP =405,9 uMFe(II) FRAP =440,0 uMFe(II)

Slika 29. Rezultati merjenja barve, skupnih fenolov in AA treh vzorcev gozdnega medu

Na sliki 29 so prikazani trije vzorci gozdnega medu, katerih intenzivnost barve naras¢a od
leve proti desni. Vrednosti parametra L* se znizujejo od najsvetlejSega vzorca G19 z
vrednostjo 50,3 k najtemnejSemu vzorcu G28 z vrednostjo 36,7, medtem ko vrednosti neto
absorbance z narasCanjem intenzivnosti barve vzorcev narasc¢ajo. Vsebnost skupnih
fenolov je bila najmanjSa v vzorcu G19 in je znaSala 144,6 mgga/kg, sledita vzorca G17 z
207,9 mgga/kg in G18 z najvisjo vsebnostjo skupnih fenolov 310,1 mgga/kg. Pri vzorcu
G19 je znasala ICs, ki povzro¢i 50 % inhibicijo radikala DPPH’, 13,0 mg/ml. Temnejsa
vzorca gozdnega medu sta imela nizjo ICsy, 8,1 oziroma 8,6 mg/ml. AA dolo¢ena po
FRAP metodi je bila najniZja pri najsvetlejSem vzorcu G19 in je znaSala 254,8, sledi
vzorec G17 z vi§jo AA, 405,9 in kot zadnji, najtemnejsi vzorec G28, ki je imel najvisjo
AA, 440,0 uM Fe(ID).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Eksperimentalni del raziskave je obsegal vrednotenje barve medu ter kvantitativno
dolocitev skupnih fenolov v medu in njegovo antioksidativno aktivnost. Vsi vzorci petih
vrst medu (akacijev, cvetli¢ni, kostanjev, smrekov in gozdni) so bili letnika 2005. Iz
rezultatov podanih v preglednicah od 11 do 16 in na slikah od 9 do 24 lahko izpeljemo
dolocene ugotovitve in potrdimo zacetna predvidevanja o medsebojnih povezavah med
analiziranimi parametri.

Barvo medu smo merili instrumentalno s pomocjo kromometra Minolta v CIE L*, a* in b*
sistemu, ki je splosno znan sistem za merjenje barve zivil. Parameter L* doloca svetlost
zivila, parameter a* intenziteto rdece barve v pozitivnem obmoc¢ju in zelene barve v
negativnem, parameter b* pa intenziteto rumene barve v pozitivnem in modre Vv
negativnem obmocju.

Povpre¢ne vrednosti parametra L* v vzorcih medu so se gibale od 64,0 pri akacijevem
medu do 43,1 pri gozdnem medu. Najvisje vrednosti parametra L* je imel akacijev med, ki
je med vsemi vrstami tudi najsvetlejsi, kar je razvidno Ze na pogled. Vzorci gozdnega
koeficient variabilnosti (KV=7,0 %), kar potrjuje raznolikost v svetlosti te vrste medu.
Med analiziranimi vrstami medu je bila najvi§ja povpreCna vrednost parametra a*
izmerjena v gozdnem medu (9,4), kar pomeni, da je bil med vsemi vrstami najintenzivneje
rde¢e obarvan. Negativno povpre¢no vrednost parametra a* smo dobili pri akacijevem
medu, in sicer -2,2, kar pomeni, da pri tej vrsti medu prevladuje zelena barva. Najvecjo
intenzivnost rumene barve je imel cvetliéni med, saj smo tej vrsti medu izmerili najvecjo
povpre¢no vrednost parametra b*, in sicer 40,9. Nektar cvetoCih rastlin je poln
karotenoidnih pigmentov, kar ima za posledico intenzivnho rumeno obarvanje te vrste
medu. Sledili so kostanjev (40,7), smrekov (35,6), gozdni (34,1) in akacijev (18,3) med. Pri
nobeni vrsti medu nismo dobili negativnih vrednosti, kar smo tudi pri¢akovali, saj bi
morebitne negativne vrednosti pomenile prisotnost modre barve, ki pa je za med
neznacilna. Statisticna obdelava rezultatov merjenja barve medu (parametri L*, a* in b*)
nam pove, da se posamezne vrste medu statisticno znacilno ne razlikujejo. Levenov test
homogenosti varianc vseh vzorcev analiziranih vrst medu podaja signifikance, ki so manjse
od izbrane meje tveganja (0,05), kar je onemogocalo nadaljnjo analizo variance, saj so
vzorci nehomogeni.

Primerjava vrednosti parametrov L*, a* in b* nasih vrst medu s podatki iz tuje in
slovenske literature je pokazala, da se le-te razlikujejo. Povpre¢ne vrednosti parametra L*
so bile pri analiziranih vzorcih slovenskega cvetlicnega medu letnikov 2000 in 2001,
44,97, nizje od vrednosti slovenskega cvetlicnega medu letnika 2005, 55,9. V primerjavi z
vzorci poljskega cvetlicnega medu, Piotraszewska-Pajak in Ciszak (2001) navajajo visjo
vrednost parametra L*, in sicer 60,15. Pri akacijevem medu opazimo, da je bila naSa
izmerjena povprec¢na vrednost parametra L*, 64,0 vi§ja od vzorcev poljskega akacijevega
medu, 53,10 ter slovenskih vzorcev letnikov 2000 in 2001 (61,26), kar pomeni, da je bil
povprecen vzorec akacijevega medu letnika 2005 svetlejsi. Poleg tega Zupanci¢ (2002)
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navaja nizje vrednosti za slovenski gozdni, kostanjev in smrekov med letnikov 2000 in
2001. Iz zgoraj navedenih podatkov razberemo, da so bili vzorci gozdnega, kostanjevega in
smrekovega medu, letnika 2005, svetlejsi. To je verjetno posledica spremenljivih sezonskih
razmer (koli¢ina padavin, temperaturna nihanja) in vsebnosti pigmentov v samih rastlinah.
Razlike so vidne tudi v vrednostih parametra a*, ki doloCa intenziteto rdeCe barve v
pozitivnem obmocju in zelene barve v negativnem obmocju. Negativne vrednosti
parametra a* so izmerili Pietraszewska-Pajak in Ciszak (2001) v poljskem akacijevem in
cvetlitnem medu, in sicer -2,71 oz. -2,40. Vrednosti akacijevega in cvetlicnega medu
letnika 2005 so bile v primerjavi s poljskimi za malenkost nizje, -2,2 oz. -0,07. Tudi v
slovenskem akacijevem medu letnikov 2000 in 2001 so izmerili negativno vrednost
parametra a*, vrednost je znasala -2,83, pri cvetlicnem pa pozitivno, in sicer 4,43.
Vrednosti parametra a* slovenskega gozdnega, kostanjevega in smrekovega medu letnika
2005 so bile v primerjavi z vzorci slovenskega medu letnikov 2000 in 2001, za malenkost
vi§je (ve€ja intenziteta rdeCe barve). V primerjavi z vrednostjo parametra a* kostanjevega
medu letnikov 2000 in 2001 ter Spanskega kostanjevega medu, kjer vrednosti parametra a*
znaSata 8,50 oziroma 23,76, je bila izmerjena vrednost parametra a* kostanjevega medu
letnika 2005 izredno nizka, le 4,3, kar lahko nakazuje na netipi¢nost te vrste za leto 2005.
Vidne so tudi razlike v vrednostih parametra b*, ki doloca intenziteto rumene barve v
pozitivnem obmoc¢ju in modre barve v negativnem obmod¢ju. V nasih analiziranih vrstah
medu negativnih vrednosti nismo izmerili, ravno tako jih ne zasledimo v tuji in domaci
literaturi. Negativne vrednosti bi pomenile prisotnost modre barve, kar je za med
neznacilno. Primerjava slovenskih vrst medu letnika 2005 ter letnikov 2000 in 2001
(Zupancic, 2002) je pokazala, da so bile v vseh vrstah, razen pri akacijevih analiziranih
vzorcih, vrednosti parametra b* vi§je (vsebujejo ve¢ rumene barve).

S spektrofotometriénim merjenjem barve vzorcev analiziranih vrst medu smo dobili
najvisjo povprecno vrednost neto absorbance za vzorce gozdnega (433,1) medu, sledili so
smrekov (381,7), kostanjev (335,6), cvetlicni (238,5) in akacijev med (77,4). Beretta in
sod. (2005) so v italijanskem kostanjevem in cvetliécnem medu izmerili skoraj dvakrat visje
vrednosti neto absorbance od naSih vrednosti, kar gre pripisati razli¢nosti vzorcev in
vplivom geoklimatskih dejavnikov, ki vplivajo na sam razvoj rastline in posledi¢no na
tvorbo pigmentov. Visje vrednosti neto absorbance imajo temnejSe vrste medu, nizje pa
dosezejo svetlej§i medovi. Slednje je pogojeno z vsebnostjo pigmentov (karotenoidi,
ksantofili, klorofili, antocinini) v medu.

Opravili smo tudi korelacijsko analizo med parametrom L* in neto absorbanco, ki je
pokazala tesno zvezo (R = 0,92) med metodama dolocanja barve posameznih vrst medu.
To pomeni, da sta spremenljivki med seboj v obratnosorazmerni povezavi (vi§ja ko je
vrednost parametra L* medu, nizjo vrednost neto absorbance ima — med je svetlejsi ali
obratno niZja ko je vrednost parametra L* medu, vi§jo vrednost neto absorbance doseze,
med je temnejsi).

Vsebnost skupnih fenolov smo dolocali s pomoc¢jo modificirane Folin-Ciocalteujeve
metode. Rezultate podajamo v mg galne kisline na kg medu. Najve¢ skupnih fenolov smo
dolo¢ili v gozdnem in smrekovem medu z vsebnostjo 199,0 oz. 195,8 mgga’/kg medu, nato
v kostanjevem, 143,5 mgga’/kg medu, cvetlicnem, 121,7 mgga/kg medu in akacijevem, ki
je med vsemi vrstami medu vseboval najmanj fenolov, le 45,7 mgga/kg medu.
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V primerjavi z rezultati za ameriski akacijev med (Gheldof in Engeseth, 2002), kjer je
vsebnost skupnih fenolov 46,0 mgga/kg medu, imajo slovenski vzorci iste vrste skoraj
enako vsebnost skupnih fenolov. Nase rezultate smo najlazje primerjali z rezultati Berette
in sod. (2005), saj smo po njih povzeli princip doloanja vsebnosti skupnih fenolov. V
italijanskih vrstah medov so izmerili nekoliko ve¢je vsebnosti fenolov v primerjavi z
nasimi, in sicer italijani za gozdni med podajajo povpre¢no vrednost 255,6 mgga/kg medu,
za kostanjev 211,2 mgga’/kg medu, cvetli¢ni 170,4 mgga’kg medu in akacijev med 55,2
mgga/kg medu. Primerjava z ostalimi Studijami (Al-Mamary in sod., 2002; Kii¢iik in sod.,
2007) je manj primerna, ker avtorji uporabljajo razlicne metode dolocanja vsebnosti
skupnih fenolov, poleg tega dobljene rezultate izrazajo na ve¢ nacinov npr. mgcr/kg medu
ali MEaehina’kg medu. Obstojece razlike lahko razlozimo tudi z dejstvom, da je vsebnost
skupnih fenolov v medu pogojena z vrsto rastline ter geoklimatskimi dejavniki, ki vplivajo
na tvorbo sekundarnih metabolitov v rastlini in kon¢no tudi na vsebnost teh
antioksidativnih u¢inkovin v posamezni vrsti medu.

S korelacijsko analizo smo primerjali barvo medu (parameter L* in neto absorbanca) v
odvisnosti od vsebnosti skupnih fenolov in prisli do zakljucka, da sta tudi ti dve
spremenljivki v moc¢ni povezavi. To je pokazal korelacijski koeficent (R = 0,95). Iz
linearne povezave lahko razberemo, da svetlejSe vrste medu (visoke vrednosti parametra
L*, nizke vrednosti neto absorbanc) vsebujejo manj skupnih fenolov ali obratno, temnejse
vrste medu so bogatejse s skupnimi fenoli.

AA vzorcev slovenskih vrst medu smo doloc¢ali z DPPH in FRAP metodo. Z DPPH
metodo dolo¢amo AA kot sposobnost lovljenja radikalov. Rezultate posameznih meritev
smo grafi¢no prikazali in ugotovili, da imajo vzorci smrekovega medu najnizje vrednosti
ICso (koncentracija ucinkovitosti), kar pomeni, da najhitreje dosezejo 50 % inhibicijo
radikala DPPH’. 1z tega sledi, da ima smrekov med najvi§jo AA. Sledijo vzorci gozdnega,
kostanjevega in cvetlicnega medu. Najnizjo AA smo dolocili vzorcem akacijevega medu,
pri katerih niti najvi§ja koncentracija, 20,0 mg/ml, ni zadostovala za dosego 50 %
inhibicije radikala DPPH’. Tudi rezultati AA tujih vrst medu kazejo, da ima akacijev med
najnizjo AA (Beretta in sod., 2005; Nagai in sod., 2005), kostanjev pa najvisjo AA (Kiigiik
in sod., 2007).

Druga metoda merjenja AA nam na podlagi izmerjenih FRAP vrednosti, izraZzenih v uM
Fe(Il) 10 % raztopine medu, prikaZe, da so imeli vzorci gozdnega medu, 350,9, najvi§jo
AA, za malenkost nizjo vzorci smrekovega, 336,0, sledili so kostanjevi, 223,8, cvetli¢ni,
162,7 in kot zadnji vzorci akacijevega medu, z najnizjo AA. Nasi rezultati so v primerjavi
z vzorci istih vrst italijanskega medu nekoliko nizji (Beretta in sod., 2005). Posamezne
vrste si sicer sledijo po padajo¢i AA v enakem vrstnem redu kot slovenske vrste medu, z
izjemo smrekovega medu, ki ga italijanski avtorji niso analizirali. Kii¢iik in sod. (2007) so
za turSki kostanjev med graficno prikazali najvi§jo FRAP vrednost (visoka AA) v
primerjavi s cvetliénim in rododendronovim, ki imata nizjo (nizka AA).

Tesne zveze med AA, doloceno s FRAP metodo, in vsebnostjo skupnih fenolov ter barvo
medu (parameter L* in neto absorbanca), lepo prikazujejo visoki korelacijski koeficienti (R
= 0,96, R = 0,96, R = 0,91). Vsebnost skupnih fenolov v medu neposredno vpliva na
njegovo AA. Linearni regresijski model je jasno pokazal, da vi§ja ko je vsebnost skupnih
fenolov v medu, vecja je njegova AA. Zvezo med barvo in AA nam prikazujeta slika 23
(vi§ja je vrednost parametra L*, svetlejSi je med in manjSa je njegova AA, niZja je FRAP
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vrednost) in slika 24 (vi§ja je neto absorbanca, temnejsi je med in vecja je njegova AA,
vi§ja je FRAP vrednost).

Na slikah od 25 do 29 so prikazani vzorci za posamezno vrsto analiziranega medu letnika
2005 s pripadajocimi rezultati metod dolocanja barve, skupnih fenolov in AA. Iz
navedenih podatkov lahko izpeljemo dolofene ugotovitve in potrdimo zacetna
predvidevanja medsebojnih povezav. Iz vseh podatkov lahko vidimo, da ima najvisje
vrednosti parametra L* akacijev med, kar pomeni, da je med analiziranimi vrstami medu
najsvetlejsi. Sledijo vzorci z nizjimi vrednostmi parametra L*, in sicer cvetli¢ni, kostanjev,
smrekov in gozdni med. Vrednosti parametra L* so si pri smrekovem in gozdnem medu
precej podobne, kar se opazi Zze na sam pogled. Intenzivnost barve vzorca S23 je vecja od
G19, kar se odraZza na ostalih merjenih vrednostih, kot so skupni fenoli in AA. Neto
absorbanca lepo naras¢a od najsvetlejSih vzorcev akacijevega medu do najtemnejSih
vzorcev gozdnega medu. Najnizjo vsebnost skupnih fenolov imajo vzorci akacijevega
medu. Visje vsebnosti skupnih fenolov imajo vzorci cvetliénega medu, sledijo kostanjev,
smrekov in gozdni med. NaraS¢anje skupnih fenolov vzorcev sovpada z naraSCanjem
intenzivnosti barve po enakem vrstnem redu.

5.2 SKLEPI

Na podlagi eksperimentalnih meritev barve, vsebnosti skupnih fenolov in AA petih vrst
medu (akacijevega, cvetlicnega, gozdnega, kostanjevega in smrekovega) ter rezultatov
regresijske in korelacijske analize, povzemamo naslednje sklepe:

» lIzmed vseh analiziranih vrst medu je akacijev najsvetlejsi, z najvi§jo povprecno
vrednostjo parametra L*, 64,0, najtemnejSi pa gozdni, z najnizjo povprecno
vrednostjo parametra L*, 43,1. Najvecjo vrednost parametra a* imajo vzorci
gozdnega medu, 9,4, najmanjSo pa vzorci kostanjevega s povprecno vrednostjo
parametra a*, 4,3. Pri akacijevem in cvetlicnem medu smo izmerili negativno
povprecno vrednost parametra a*, in sicer -2,2 za akacijev med in -0,07 za cvetli¢ni
med. Cvetliéni med ima najvecjo povprecno vrednost parametra b*, 40,9,
najmanj$o pa akacijev s povpre¢no vrednostjo 18,3.

» Spektrofotometricno dolocanje barve medu podaja najvi§jo povpre¢no neto
absorbanco, 433,1, za najtemnej$i gozdni med, najnizjo, 77,4, pa za najsvetlejsi
akacijev med.

» Med parametrom L* in neto absorbanco analiziranih vzorcev medu, obstaja linearni
regresijski model y = -0,052x + 66,873 in korelacijski koeficient 0,92, ki nakazuje
moc¢no povezavo med obema spremenljivkama. SvetlejSe vrste medu z visokimi
vrednostmi parametra L* imajo nizje vrednosti neto absorbance.

» Med posameznimi vrstami medu ni opaziti statisticno znacilnih razlik v vrednostih
L*, a*, b*parametrov, neto absorbancami, vsebnosti skupnih fenolov in FRAP
vrednostmi. Levenov test homogenosti varianc podaja signifikance manjSe od
izbrane meje tveganja 0,05, kar kaze na nehomogenost izbranih vzorcev v merjenih
parametrih.



Senk N. Vrednotenje medu: zveza med barvo medu in antioksidativno aktivnostjo. 56
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2006

>

Najve¢ skupnih fenolov, 199,0 mgga’kg medu, doloCenih z modificirano FC
metodo, ima gozdni med, najmanj pa akacijev, 45,7 mgga/kg medu.

Korelacijski analizi barve medu (parameter L* in neto absorbanca) v odvisnosti od
vsebnosti skupnih fenolov prikazujeta linearna regresijska modela, in sicer za prvo
odvisnost y = -0,1258x + 69,248 s korelacijskim koeficientom R = 0,95 ter za
drugo odvisnost y = 2,2196x — 18,811 s korelacijskim koeficientom R = 0,95.
Korelacijska koeficienta v obeh primerih kazeta mocno zvezo med barvo in
vsebnostjo skupnih fenolov v medu. V obeh primerih velja, da imajo svetlejSe vrste
medu manjSo vsebnost skupnih fenolov.

Pri vseh vzorcih akacijevega medu tudi najvi§je koncentracije (20,0 mg/ml) ne
zadoséajo za dosego 50 % inhibicije radikala DPPH’, kar onemogoc¢a dolocitev
koncentracije ucinkovitosti (ICsp). 1z tega sledi, da je AA akacijevega medu zelo
nizka. Najvecjo sposobnost lovljenja radikalov ima smrekov med. ICsy za vzorce
smrekovega medu znasajo od 5,7 do 12,5 mg/ml.

Najvi§jo AA, doloceno s FRAP metodo, ima gozdni med, 350,9, najnizjo pa
akacijev med, 66,2 uM Fe(II) za 10 % raztopino medu.

Vsebnost skupnih fenolov v medu neposredno vpliva na njegovo AA. Mo¢no zvezo
med AA, merjeno po FRAP metodi in vsebnostjo skupnih fenolov v medu,
prikazuje linearna zveza y = 1,7421x + 18,399 s korelacijskim koeficientom R =
0,96, ki pove, da je z vecjo vsebnostjo skupnih fenolov v medu, ve¢ja tudi njegova
AA.

Linearni regresijski model y = -0,0694x + 67,322 prikazuje odvisnost AA vseh
analiziranih vzorcev medu od parametra L* s korelacijskim koeficientom R = 0,96.
Ta kaze moc¢no zvezo med omenjenima spremenljivkama. Ravno tako linearna
zveza (y= 1,1676x + 27,805) med AA vzorcev posameznih vrst medu in neto
absorbanco prikazuje moc¢no zvezo (R = 0,91). Iz modelov razberemo, da je pri
vi§ji vrednosti parametra L* (svetle vrste medu) niZja AA medu (nizke FRAP
vrednosti) ter pri vi$ji neto absorbanci (temnejSe vrste medu) visSja AA medu
(visoke FRAP vrednosti).
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6 POVZETEK

Namen diplomske naloge je bil dolo¢iti barvo, vsebnost skupnih fenolov in antioksidativno
aktivnost petim vrstam (akacijev, cvetli¢ni, gozdni, kostanjev in smrekov) medu letnika
2005, ter poiskati povezave med obravnavanimi parametri.

Barvo medu smo instrumentalno dolocili s pomoc¢jo kromometra Minolta v CIE L*, a* in
b* sistemu. Najvi§jo povprecno vrednost parametra L* ima najsvetlejSi akacijev med in
sicer 64,0. Izmerjena negativna vrednost parametra a* pri tej vrsti medu znaSa -2,2 in
pomeni prisotnost zelene barve. V primerjavi z ostalimi vrstami medu ima akacijev med
najnizjo intenziteto rumene barve, kar nam kaze najnizja vrednost parametra b*, ki znaSa
18,3. Najnizjo povprecno vrednost parametra L*, 43,1 ima najtemnejs$i gozdni med, ki je
hkrati najintenzivneje rdece obarvan. Njegova povprecna vrednost parametra a* je 9.4,
parametra b* pa 34,1. Najvecjo intenzivnost rumene barve smo dolocili cvetlicnemu in
kostanjevem medu, kar lahko razlozimo, da visoka vsebnost karotenoidnih pigmentov v teh
dveh vrstah medu prispeva k visoki povprecni vrednosti parametra b*, 40,9.
Spektrofotometricno dolocanje barve medu nam podaja najvi§jo povpre¢no vrednost neto
absorbance za najtemnejSi gozdni med, sledijo smrekov, kostanjev, cvetli¢ni in kot
najsvetlejsi akacijev med, z najniZjo povprecno vrednostjo neto absorbance.

Vsebnost skupnih fenolov smo dolocali s pomocjo modificirane Folin Ciocalteujeve
metode. Rezultati kazejo, da najve¢ skupnih fenolov vsebujeta gozdni in smrekov med.
Vrednosti znasata 199,0 in 195,8 mgga/kg medu. Barva teh dveh vrst medu je najtemnejsa.
Sledijo kostanjev, cvetli¢ni in akacijev, ki so svetlejSe barve. Vse korelacijske analize
pokaZejo moc¢no zvezo med parametri dolo¢anja barve in vsebnostjo skupnih fenolov. To
pomeni, da temnejSe vrste medu vsebujejo ve¢ skupnih fenolov, svetlejSe vrste pa so
siromasnejSe na vsebnosti fenolnih spojin.

AA smo izbranim vrstam medu dolo¢ali z DPPH in FRAP metodo. Ugotovili smo, da ima
smrekov med najviSjo AA, izrazeno kot sposobnost lovljenja prostih radikalov. Sledijo
gozdni, kostanjev, cvetli¢ni in akacijev med. AA posameznih vrst medu je izraZzena z 1Cs
(koncentracija u¢inkovitosti, ki je potrebna za 50 % inhibicijo radikala DPPH"). Na podlagi
izmerjenih FRAP vrednosti, izraZzenih v uM Fe(Il) 10 % raztopine medu, ima gozdni med
najvisjo AA, sledi smrekov, kostanjev, cvetli¢ni in akacijev med.

Korelacijske analize med AA, vsebnostjo skupnih fenolov in barvo medu kazejo mocne
zveze med obstoje€imi spremenljivkami. AA medu je odvisna od vsebnosti skupnih
fenolov. Z vecjo vsebnostjo le-teh, se AA povecuje. Odvisna pa je tudi od intenzivnosti
barve medu. Temne;jsi je med, vecja je njegova AA.

Na podlagi naSih rezultatov lahko zaklju¢imo, da temnejSe vrste medu vsebujejo vec
skupnih fenolov in imajo tako posledi¢no visjo AA, svetlejSe vrste medu pa imajo manjso
vsebnost skupnih fenolov kar vodi do manjSe AA medu.
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PRILOGE

Priloga. E. Povprecne vrednosti L*, a*, b* parametra, neto absorbance, vsebnosti skupnih fenolov ter
vrednosti AA merjene po DPPH in FRAP metodi vzorcev petih vrst medu

. . . FC DPPH FRAP
VRSTA | VZOREC L a b NetoA (meanke) | (ICs) | (uM Fe(ID)

A 16 63,8 -1,7 14,7 80,0 51,2 > 20,0 79,7
A 17 65,2 -3,9 29,5 93,0 62,3 > 20,0 69,1
A 18 66,3 -0,8 7,3 34,0 35,7 >20,0 51,8
A 19 64,3 -2,2 14,6 67,0 64,6 >20,0 68,0
A 20 64,5 -3,4 20,7 76,0 39,0 >20,0 68,9
A 21 65,2 -1,2 9,6 38,0 32,3 >20,0 44,9
A 22 64,7 -1,6 14,6 60,0 27,9 >20,0 58,6
A 23 64,4 -1,5 13,7 72,0 29,0 >20,0 60,5
A 24 63,6 -1,9 17,6 73,0 35,7 >20,0 74,9
A 25 64,8 -1,7 11,9 62,0 42,3 >20,0 35,9
A 26 63,1 -3,6 234 90,0 34,6 >20,0 54,8
A 27 63,1 -4,4 31,7 133,0 55,7 >20,0 77,8
A 28 60,8 -2,1 25,9 122,0 72,3 >20,0 104,6
A 29 63,1 -2,5 22,7 96,0 52,3 >20,0 794
A 30 61,9 -3,1 24,1 98,0 60,1 >20,0 86,5
A 31 63,0 -2,0 234 95,0 53,4 >20,0 67,5
A 32 66,1 -0,5 6,2 26,0 27,9 >20,0 43,2
C 16 60,3 -4,7 50,7 212,0 89,0 >20,0 121,9
C 17 53,3 3,1 45,1 306,0 154,6 16,8 202,2
C 18 57,9 -0,7 43,1 234,0 126,3 >20,0 186,2
C 19 55,1 -0,6 40,7 298,0 143,4 >20,0 172,6
C 20 55,3 -1,1 34,3 141,0 135,7 >20,0 177,0
C 21 58,1 -1,1 35,9 184,0 90,1 > 00,0 127,5
C 22 55,4 0,0 39,5 198,0 110,1 184 159,2
C 23 50,3 44 43,1 310,0 145,7 14,3 2173
C 24 56,0 0,8 39,8 237,0 111,2 >20,0 146,2
C 25 57,3 -0,3 34,6 162,0 82,3 >20,0 1333
C 26 54,9 0,8 44,8 326,0 151,2 18,2 167,8
C 27 55,0 -1,2 37,6 290,0 1223 >20,0 156,8
C 29 53,8 2,7 43,7 254,0 1434 16,7 215,7
C 30 56,8 -0,3 41,9 225,0 130,1 16,7 137,8
C 31 59,7 -3,3 38,5 201,0 90,1 >20,0 119,5
G 16 43,7 9,8 35,7 363,0 195,7 11,9 3375
G 17 43,9 10,6 35,3 499,0 207,9 8,1 405,9
G 18 46,0 8,8 37,9 393,0 1834 10,3 352,1
G 19 50,3 5,2 40,8 286,0 144,6 13,0 254,8
G 20 39,9 8,1 29,5 362,0 1734 13,5 260,7
G 21 44,2 9,9 35,2 335,0 191,2 10,3 386,7
G 22 43,2 10,2 354 483,0 215,7 10,7 399,7
G 23 41,3 6,1 29,2 345,0 144,6 13,7 258,7
G 24 44,5 7,6 34,8 376,0 202,3 9,0 367.,5

se nadaljuje...




Senk N. Vrednotenje medu: zveza med barvo medu in antioksidativno aktivnostjo.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2006

nadaljevanje priloge A. Povpreéne vrednosti L*, a*, b* parametra, neto absorbance, vsebnosti skupnih
fenolov ter vrednosti AA merjene po DPPH in FRAP metodi vzorcev petih vrst medu

. . . FC DPPH FRAP
VRSTA | VZOREC L a b NetoA (meanke) | (ICs) | (uM Fe(ID)

G 25 42,5 9,7 33,2 370,0 192,3 8,9 3757
G 26 44,3 9,8 36,3 466,0 175,7 10,5 357,8
G 27 43,8 9,8 374 410,0 197,9 9,5 345,1
G 28 36,7 15,2 25,8 790,0 310,1 8,6 440,0
G 29 41,2 10,8 33,2 540,0 2334 8,7 403,3
G 30 41,1 10,1 32,2 478,0 216,8 9,5 318,6
K 13 51,5 1,7 39,7 271,0 121,2 > 20,0 199,1
K 14 49,0 5,6 41,1 369,0 1323 16,5 234,6
K 15 51,9 3,1 41,9 303,0 112,3 >20,0 197,0
K 16 49,0 6,2 41,8 363,0 150,1 17,9 212,7
K 17 48,3 6,6 41,5 343,0 169,0 17,2 252,1
K 18 48,1 3,7 37,5 326,0 151,2 15,5 214,8
K 19 54,1 2,0 43,7 268,0 130,1 >20,0 198,0
K 20 49,1 5,5 40,1 360,0 135,7 14,9 2224
K 21 51,4 3,8 41,3 376,0 146,8 14,3 2383
K 22 51,1 1.4 40,5 322,0 140,1 16,9 219,5
K 23 51,4 3,2 40,8 285,0 1423 16,6 230,2
K 24 43,7 10,3 35,7 479,0 215,7 10,5 302,6
K 25 49,6 3,9 40,0 342,0 137,9 16,6 208,0
K 26 52,3 2,9 44,3 292,0 124,6 18,7 203,8
S 16 47,0 6,6 38,9 336,0 190,1 10,8 3483
S 17 43,7 8,4 33,3 310,0 196,8 104 3594
S 18 45,0 9,4 37,8 408,0 206,8 6,9 311,1
S 19 47,1 7,1 40,9 451,0 185,7 5,7 277,5
S 20 43,5 8,4 35,1 345,0 175,7 7,5 294,6
S 21 40,8 10,6 31,9 373,0 225,7 7,8 386,4
S 22 45,0 91 35,6 305,0 189,0 11,5 320,7
S 23 46,1 7,0 37,6 351,0 1834 12,5 288,4
S 24 39,6 11,1 29,8 478,0 230,1 9,6 399,1
S 25 43,5 12,2 35,7 438,0 191,2 9,9 3554
S 26 44,1 10,3 35,6 404,0 179,0 10,0 3554
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Priloga F. Podatki za umeritveno krivuljo dolo¢anja vsebnosti skupnih fenolov

C (mgga/kg medu) A, A, A

0 0,000 0,000 0,000

80 0,023 0,023 0,023
200 0,061 0,061 0,061
320 0,100 0,099 0,100
400 0,126 0,121 0,124
800 0,265 0,261 0,263
1200 0,398 0,397 0,398

A - povpreéna vrednost absorbanc A1 in A2

0,450 -
0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -
0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

y =0,0003x - 0,0037
R*=0,9995

Absorbanca

C (mgga/kg medu)

Priloga B1. Umeritvena krivulja za dolo¢anje vsebnosti skupnih fenolov (odvisnost absorbance od
koncentracije, izrazene kot mg galne kisline na kg medu)
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Priloga G. Podatki za umeritveno krivuljo dolo¢anja AA po FRAP metodi

C (uM Fe(Il)) A, A, A

0 0,000 0,000 0,000
100 0,181 0,169 0,175
200 0,369 0372 0,371
400 0,787 0,812 0,800
600 1,224 1,210 1217
800 1,616 1,662 1,639
1000 2,050 2,065 2,058

A - povpreéna vrednost absorbanc A1 in A2

2,5
2,0
y=0,0021x - 0,0257
- R’ =0,9997
9 1,51
[+
£ 10
0,5
0,0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
C (uM Fe(Il))

Priloga C1. Umeritvena krivulja za dolocanje AA po FRAP metodi (odvisnost absorbance od koncentracije
Fe(ID))
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Priloga H. Rezultati merjenja AA vzorca gozdnega medu G19 po metodi DPPH

preostali
C (mg/ml) A, A, Apov. Agr DPPH
(%)
0 0,786 0,786 0,786 0,000 100,0
1 0,750 0,757 0,754 0,004 95,4
2 0,724 0,725 0,725 0,007 91,3
4 0,668 0,668 0,668 0,011 83,6
6 0,607 0,613 0,610 0,018 75,3
8 0,567 0,568 0,568 0,024 69,1
10 0,490 0,499 0,495 0,030 59,1
12 0,463 0,467 0,465 0,035 54,7
14 0,403 0,411 0,407 0,042 46,4
16 0,355 0,364 0,360 0,047 39,8
18 0,305 0,307 0,306 0,054 32,1
20 0,245 0,236 0,241 0,061 22,8
Apoy... absorbanca povprecnega vzorca medu
Ag...... absorbanca kontrolnega vzorca
Agi ..... absorbanca slepega vzorca
Primer izracuna preostalega DPPH v % v vzorcu G19:
preostali DPPH (%) = % x100 = w x100 = 95,4

K s

80 A

60 -

40 -

preostali DPPH

y=-3,7612x + 98,924

R*=0,9985
20 - ’

0 T T T T T

0 4 8 12 16 20
C (mg/ml)

Priloga D1. Odvisnost preostalega DPPH (%) od koncentracije medu
Primer izracuna ICs, za vzorec G19 iz enacbe premice:
y =-3,7612x + 98,924

y=50,0
x =1Csp = 13,0 mg/ml
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