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Namen naloge je bil ugotoviti vpliv osemnajstmesecnega skladis¢enja v medu
na svetlobi oz. v temi na vsebnost hidroksimetilfurfurala (HMF). Analizirali
smo osem vrst slovenskega medu, skupno 24 vzorcev. V svezih vzorcih medu
smo analizirali vsebnosti vode, pepela, prostih kislin, HMF in prolina, izmerili
vrednost pH, elektriéno prevodnost in aktivnost diastaze. Vzorce smo
senzoricno ocenili in posneli absorpcijske spektre v obmocju med 200 in
500 nm. V vzorcih, skladis¢enih na svetlobi oz. v temi, smo vsakih Sest
mesecev dolocili vsebnost HMF v medu. Vsebnost HMF v medu se je ves Cas
vecala in dosegla maksimalno vrednost na koncu skladiséenja. Po osemnajstih
mesecih skladis¢enja je vsebnost HMF v medu ustrezala zahtevam Pravilnika
o medu (2011), ki dovoljuje vsebnost HMF do 40 mg/kg. S pomocjo
statisticne analize smo ocenili, da nacin skladiS§¢enja (svetloba ali tema) ne
vpliva na vsebnost HMF v medu. Vsebnost HMF je bila ve¢ja pri vzorcih
medu, shranjenih na svetlobi, vendar razlika ni bila statisticno znacilna.
Ugotovili smo, da lahko med uzivamo leto in pol po tofenju, ne glede na
nacin skladiS¢enja na svetlobi ali v temi.
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The purpose of the thesis was to determine the influence of storage (in light or
in the dark) on the hydroxymethylfurfural (HMF) content in honey during
eighteen months of storage. Eight main types of Slovenian honeys, a total of
24 samples were analysed. The research of fresh honey samples included the
analyses of the content of water, ash, free acids, proline and HMF, the
determination of pH value, electrical conductivity, diastase activity, the sensory
properties, and absorption spectrum in the range from 200 to 500 nm. During
the time of storage the content of HMF in honey samples was evaluated every
six months. The content of HMF increased consistently throughout this period
and reached the maximum level at the end of storage. After eighteen months of
storage the content of HMF remained within the limits prescribed by the
Slovenian legislation, which allows for up to 40 mg of HMF per kg of honey.
With statistical analysis it was determined that the type of storage (in light or in
the dark) does not influence the formation of HMF in honey. The content of
HMF was higher in samples stored in the light, but the difference was not
statistically significant. It was concluded that honey can be consumed until a
year and a half after extraction, regardless of the storage (in light or in the
dark).
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1UVvOD

Najstarejsi dokumenti iz zgodovine ¢lovestva pri¢ajo, da je bil med Ze v pradavnini
cenjeno zivilo. Prazgodovinski ¢lovek je po duplih iskal ¢ebelje satje in ga uzival, podobno
kot to delajo medvedi. Iz dobe faraonov, pred priblizno 5000 leti, kazejo reliefi, kako so v
tistem Casu izrezovali satje iz panjev. Kasneje so pridobivali med ali strd s stiskanjem satja.
Zapiski iz starega in srednjega veka pricajo, da je postalo pridobivanje medu, tako pri nasih
prednikih, kot tudi pri drugih narodih, druzbeno cenjeno delo.

Zgodaj spomladi zalnejo Gebele nabirati cvetni prah in medi¢ino. Cebele prvo
spomladansko paSo potrebujejo za svoj razvoj, ¢ebelarji tega medu ne tocijo. Nato zacnejo
cveteti zgodnje vrste sadja. Prvi medovi, Ki so nektarnega izvora, so pogosto nabrani na
sadnem drevju (marelica, breskev), v gozdu pa na divji ¢e$nji in za njo na razli¢nih vrstah
javorja. Na njem se lahko razvijejo kolonije listnih usic, ki izloajo mano in s tem
prispevajo k vecji beri medu ob cvetenju te drevesne vrste. Tako dobimo mesani med ali
celo prvi pravi med iz mane. V tem obdobju pri¢nejo na travniku cveteti medovite rastline
(trobentice, spomincice, regrat, travniska kadulja). V nizinah najdemo polja oljne ogrscice.
Prva obilnejSa pasa v Sloveniji je pozneje v maju, ko se za¢nejo odpirati robinije (akacije).
Po cvetenju robinije se nadaljuje pasa na travnikih, poleg tega pa se v gozdovih lahko
pojavi vecje izlocanje mane, in to tako na listavcih, kot tudi na smreki (Bozi¢, 2008).

V zacetku julija zacvetita lipa in lipovec, oba sta bogata z medi¢ino. V drugi polovici
junija zaéne cveteti kostanj, na katerem &ebele nabirajo medi¢ino za kostanjev med. Ze ob
cvetenju kostanja se lahko na smreki in jelki (hoji) razvijejo kolonije listnih usi in
kaparjev, ki poleti izloCajo mano za nastanek smrekovega in hojevega medu. V nizinah se
pozno poleti razcveti zlasti mocvirsko rastlinje, vendar to le popestri prehrano Cebel,
¢ebelarju pa le izjemoma omogoc¢i dodatno tocenje medu. Jeseni ¢ebele najdejo medicino
Se na brsljanu, to pa je zadnja vecja pasa v nasih krajih (BoZi¢, 2008).

Med mora biti brez organskih ali anorganskih tujih primesi. Med ne sme imeti tujega okusa
ali vonja, ne sme fermentirati, njegova stopnja kislosti ne sme biti umetno spremenjena in
med ne sme biti pregret tako, da so naravni encimi, bodisi uniceni, bodisi je znatno
zmanjsana njihova aktivnost. Med, ki se daje v promet kot med ali je namenjen za uporabo
v kateremkoli zivilu za prehrano ljudi, ne sme vsebovati nobenih dodanih sestavin,
vklju¢no z aditivi za zivila, niti nobenih drugih dodatkov (Pravilnik o medu, 2011). Kljub
pravilniku pa se na nasem trzi$¢u pojavljajo potvorjeni medovi, ki so jim v ve¢ini dodani
razli¢ni sladkorni sirupi. Med je odli¢na hrana, ki jo uzivamo skozi vse leto. Obstojnost
lahko traja tudi ve¢ let po pridelavi, zato je pomembno spremljati kakovost medu po
krajSem in daljSem skladiS¢enju.
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Namen dela in hipoteza

Namen diplomske naloge je bil spremljati vsebnost HMF v medu v daljSem ¢asovnem
obdobju (18 mesecev) in ugotoviti vpliv skladis¢enja (na svetlobi in v temi) na tvorbo
HMF v razli¢nih ¢asovnih obdobjih. Na svezih vzorcih razli¢nih vrst slovenskega medu
smo izvedli senzori¢no analizo, posneli absorpcijske spektre, opravili analize vsebnosti
vode, pepela, prostih kislin, HMF in prolina ter dolocili elektri¢no prevodnost, vrednost pH
in aktivnost encima diastaze. Dobljene rezultate smo primerjali tudi z vrednostmi v
Pravilniku o medu (2011). V vzorcih medu smo spektrofotometri¢no dolocili vsebnost
HMF v razli¢nih ¢asovnih obdobjih in rezultate statisticno obdelali.

Pricakovali smo razlike v vsebnosti HMF Ze v svezih vzorcih medu. Prav tako smo
pricakovali povecanje vsebnosti HMF v vzorcih medu med skladiséenjem. Predvidevali
smo, da razlike v vsebnosti HMF v medu med vzorci, ki smo jih skladiséili v temi ali na
svetlobi ne bodo statisti¢no znacilne. Pri¢akovali smo, da med 18-mese¢nim skladiséenjem
vsebnos HMF v vzorcih medu ne bo presegla dovoljenih vrednosti, predpisanih v

Pravilniku o medu (2011).
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2 PREGLED OBJAV

2.1 PRAVILNIK O MEDU

Med je naravna sladka snov, ki jo izdelajo ¢ebele Apis mellifera iz nektarja cvetov ali
izloCkov iz zivih delov rastlin ali izlockov zuzelk, ki sesajo rastlinski sok na Zivih delih
rastlin, ki jih ¢ebele zberejo, predelajo z dolo¢enimi lastnimi snovmi, shranijo, posusijo in
pustijo dozoreti v satju (Pravilnik o medu, 2011).

Med mora glede sestave in lastnosti ustrezati merilom, doloenim v 6. Clenu tega
pravilnika in Prilogi, ki je sestavni del pravilnika (Pravilnik o medu, 2011). Zakonsko

dolocene meje za posamezne parametre so zbrane v preglednici 1.

Preglednica 1. Priporocila slovenskega pravilnika za posamezne parametre kakovosti medu (Pravilnik o medu, 2011)

Parameter Vrsta medu Koli¢ina
najmanj najvec

vsebnost fruktoze in cvetlicni 60

glukoze (vsota) (9/100 g) gozdni, mesanica gozdnega in cvetlicnega 45
splosno 5
vsebnost saharoze akacija, lucerna, medenice, rde¢i gumi, 10

(9/100 g) med citrusov

sivka 15
splosno 20
vsebnost vode (%) resa in pekovski med splo§no 23
pekovski med iz rese 25
vsebnost v vodi netopnih splosno 0,1
snovi (g/100 g) presani med 0,5
Vse vrste razen izjem 0,8

x (mS/cm) gozdni, kostanjev, smrekov in hojev ter 08

njihove meSanice '

proste kisline splosno 50
(miliekvivalenti/100 g) pekovski med 80

. . splosno 8

diastazno Stevilo - - -

med z majhno naravno vsebnostjo encimov 3

splosno 40
HMF (mg/kg) med z deklariranim poreklom iz obmo¢ij s
o . 80
tropsko klimo in me$anice teh vrst medu
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2.2 VRSTE MEDU

Poznamo razli¢ne vrste medu in jih poimenujemo glede na izvor kot nektarni ali cvetli¢ni
med in manin ali gozdni med (Pravilnik 0 medu, 2011). Nektar izlo¢ajo cvetovi vecine
cvetlic, ki jih oprasujejo Zuzelke. Mano izlocajo zivi deli rastlin ter listne usi, kaparji in
Skrzati, ki srkajo rastlinske sokove.

V nekaterih primerih lahko neka rastlina daje bodisi med iz nektarja bodisi med iz mane.
Pri nas sta kot meSana nektarno-manina medova znana lipov in kostanjev med. Ce
upostevamo Stevilo rastlinskih vrst, katerim pripada medicina, razlikujemo sortne (ena
prevladujoca rastlinska vrsta) in nesortne medove (dva ali vec rastlinskih vrst). Med sortne
medove uvr§¢amo akacijev, ajdov, lipov, kostanjev, hojev, smrekov, regratov med, med
oljne ogrscice ter reSeljikin med. Cvetli¢ni in gozdni med pa uvrS§¢amo med nesortne
medove. Po Pravilniku o medu (2011) mora imeti sortni med ustrezne senzoricne,
fizikalno-kemijske in mikroskopske lastnosti, znacilne za rastlino, ki ji pripada medic¢ina.

V zadnjem desetletju prej$njega stoletja se je v naSem okolju pojavil $krzatov med. Medeci
Skrzat (Metcalfa pruinosa say) je povzrocitelj medenja, ki se je v zadnjih desetletjih pojavil
na Goriskem. Njegova domovina sta Severna in Srednja Amerika. VV okolici Trevisa v
Italiji blizu vojaskega oporisca so ga opazili ze leta 1979 in je najverjetneje pripotoval kot
slepi potnik v vojaskem letalu. Leta 1990 se je pojavil ob So¢i pri Novi Gorici. Tisto leto
so &ebele v Vrtojbi prinesle okrog 30 kg temnega medu nenavadnega okusa (ZeZlina in
sod., 1999).

V nasprotju z ostalimi povzrocitelji medenja je Skrzat polifag, kar pomeni, da so ga nasli
na ve¢ kot petdesetih vrstah rastlin. Najraje se je zadrzeval na koprivi, robidi, rdeCem
drenu, amfori itn. Uvr§¢amo ga med rastlinske Skodljivce, ker se je pojavil tudi na gojenih
rastlinah. V svoji izvorni domovini ima $krzat §tevilne sovraznike, ki preprecujejo, da bi se
¢ezmerno razmnozil (Poklukar s sod., 1998).

V notranjosti Slovenije do leta 2000 ni bil najden (Bozi¢, 2000).

V kasnejSem obdobju do danes v literaturi ne zasledimo veliko podatkov o prisotnosti
medecega Skrzata. Tudi ¢ebelarji v zadnjih letih Skrzatnega medu ne tocijo vec.

2.3 SESTAVA MEDU

Med je visokovredno naravno zivilo. Je kompleksna meSanica ve¢ kot 300 razli¢nih
kemijskih spojin. Med njimi je najve¢ razli¢nih sladkorjev (75 - 80 %) in vode (14 - 20 %),
poleg tega pa so v medu Se Stevilne druge snovi: organske kisline (0,1 - 1 %), razli¢ni
elementi (0,1 - 1,5 %), proste aminokisline, encimi (invertaza, katalaza, glukozidaza,
fosfataza), vitamini (B1, B2, B6, C, pantotenska, nikotinska in folna kislina ter biotin),
hormon acetilholin, barvila in fenolne spojine ter v sledovih tudi Stevilne organske snovi.
Prav snovi, ki so v medu v manjsih koli¢inah, so odgovorne za senzori¢ne lastnosti, to je za
barvo, vonj, okus in aromo posameznih vrst medu (Golob in sod., 2008).
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2.3.1 Vsebnost vode v medu

Vsebnost vode je eno izmed najpomembnejSih meril kakovosti medu. Vsebnost vode sicer
ni odvisna od botani¢nega in geografskega porekla, je pa merilo, ki znacilno vpliva na
senzori¢no kakovost in fizikalno-kemijske parametre. Med z vecjo vsebnostjo vode je
redkejsi in lazje tekoc, tisti z manjSo vsebnostjo vode pa je bolj viskozen. Slednji je bolj
obstojen, saj je v takih razmerah onemogoceno delovanje ozmofilnih kvasovk in s tem je
preprecena tudi fermentacija. Vsebnost vode je odvisna od naravnih pogojev pase,
vsebnosti vode v nektarju ter zorenja medu (Golob in sod., 2008). V nasih klimatskih
pogojih vsebuje zrel med od 15 do 18 g/100 g vode. Vsebnost vode v medu se lahko tudi
spreminja zaradi pogojev shranjevanja. Prostor za skladiS¢enje mora biti suh, temperatura
prostora pa do 25 °C. Po Pravilniku o medu (2011) je v medu dovoljeno najvec 20 g vode
na 100 g.

2.3.2 Elektri¢na prevodnost

Elektri¢na prevodnost je parameter, ki daje koristno informacijo o kakovosti in morebitni
potvorjenosti medu. Uporabna pa je tudi pri prepoznavanju razli¢nih vrst medu, zlasti pri
razlikovanju med medom iz nektarja in medom iz mane (Golob in sod., 2008).

Po Pravilniku o medu (2011) mora biti elektri¢na prevodnost medu iz nektarja (izjema je
kostanjev med) enaka ali manjSa 0,8 mS/cm, elektricna prevodnost medu iz mane in
kostanjevega medu pa vecja od 0,8 mS/cm. Elektricna prevodnost medu je odvisna od
vsebnosti mineralnih snovi, organskih kislin, proteinov in drugih kompleksnejsih snovi,
kot so sladkorji in polioli. Vi§ja elektricna prevodnost maninega medu in meSanega
nektarnega in maninega medu je posledica vecje vsebnosti elementov. Nasprotno je nizja
vrednost elektricne prevodnosti, kar je znaCilno za akacijev med, posledica majhne
vsebnosti pepela v medu (Popek, 2002). V splosnem je elektricna prevodnost medu zaradi
visoke vsebnosti sladkorjev, ki zmanjSujejo gibljivost ionov, sorazmerno nizka in jo zato
merimo v raztopinah medu z 20 do 30 % suhe snovi (Marinko, 1994).

Poznavanje vsebnosti vode v medu je pomembno pri dolo¢anju elektricne prevodnosti in
izraGunu specifi¢ne rotacije medu (Bogdanov in sod., 1997). Najpogosteje se uporablja
metoda merjenja z refraktometrom (Doner, 2003).

2.3.3 Vsebnost pepela

Poleg Stevilnih organskih snovi vsebuje med tudi manj$e koli¢ine razli¢nih anorganskih
snovi (Golob in sod., 2008). Pepel je anorganski ostanek, ki ga dobimo pri popolnem
sezigu medu. Njegova vsebnost variira od 0,04 do 0,60 g/100 g v svetlih vrstah medu in
celo nad 1 g/100 g v nekaterih temnih vrstah medu. V splosnem je torej vsebnost pepela
zelo nizka, odvisna od tipa tal, na katerem je medeca rastlina rasla (Spons, 1992). Vsebnost
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posameznih elementov - tezkih kovin pa lahko kaZe na onesnaZzenost okolja in S tem na
geografski izvor medu (Anklam, 1998).

Pravilnik o medu (2011) vsebnosti pepela ne predpisuje, potrjeno pa je, da temni medovi
lahko vsebujejo tudi vec kot 1 g/100 g pepela (Golob in sod., 2008).

2.3.4 Vsebnost prostih kislin in vrednost pH

V medu je priblizno do 0,5 % organskih kislin, med katerimi prevladuje glukonska kislina.
Izvor kislin so Cebele, sokovi v naravi ali pa kisline nastanejo kot vmesni ¢leni bioloskih
procesov. Glukonska kislina nastane v medu iz glukoze s pomocjo encima glukoza-
oksidaze. V medu se nahajajo Se naslednje kisline: mravlji¢na, ocetna, maslena, mle¢na,
jabol¢na, jantarna, citronska, vinska, oksalna, fumarna in nekatere anorganske kisline, med
katerimi prevladuje fosforna kislina. Vsebnost Kislin vpliva na obstojnost medu (Doner,
2003; Golob in sod., 2008). Kisline prispevajo k znacilni aromi in okusu, pomembne pa so
tudi zaradi antibakterijskega in antioksidativnega delovanja (Golob in sod., 2008).
Pravilnik o medu (2011) dovoljuje do 50 mg prostih kislin v kilogramu medu. Bertoncelj
in sod. (2011) so dolo¢ili vsebnost prostih kislin v sedmih vrstah slovenskega medu.
Povpreéne vsebnosti prostin kislin v analiziranih vrstah medu so se gibale med
13,3 meqg/kg v kostanjevem medu in 30,9 meg/kg v smrekovem medu.

Med ima vrednost pH med 3,0 in 6,2. Vrednost pH v medu ima pomembno vlogo med
skladis¢enjem, saj vpliva na viskoznost, stabilnost in svezost medu (Bertoncelj in sod.,
2011). Kljub nizki vrednosti pH, ki bi lahko bila vzrok za kisel okus, pa se kislosti v medu
ne obcuti zaradi velike vsebnosti sladkorjev. Medovi, ki vsebujejo veliko mineralnih snovi
(soli K, Ca, Na) imajo obicajno visje vrednosti pH. Razmerje med celokupno koncentracijo
kislin v medu in vrednostjo pH medu ni odvisno od vrste medu, ampak predvsem od
pogojev nastanka medu (Poklukar in sod., 1998).

2.3.5 Vsebnost ogljikovih hidratov

Ogljikovi hidrati so najbolj zastopane organske spojine v medu (Krell, 1996; Plestenjak,
1999; Golob in sod., 2008).

Predstavljajo kar od 95 do 99 % celotne suhe snovi v medu. Sladkorji, ki jih vsebuje med,
spadajo med enostavne ogljikove hidrate. Med vsebuje od 33 do 42 % fruktoze, 27 do

36 % glukoze in 1 do 4 % saharoze (Molan, 1996; Ipavec, 1997). Prisotnost in delez

posameznih sladkorjev v medu sta odvisna od izvora medu, sestave nektarja, botani¢nega
porekla, klimatskih razmer, vrste in fizicnega stanja ¢ebel (Boznar in Senegacénik, 1998).
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Ogljikovi hidrati so v medu odgovorni za fizikalno-kemijske lastnosti, kot so viskoznost,
kristalizacija in higroskopnost. Odgovorni pa so tudi za energijsko vrednost medu (Boznar,
2003; Golob in sod., 2008).

Saharoza se pri rahlo povecani temperaturi zaradi povisane aktivnosti encima diastaze
razgradi na fruktozo in glukozo, vendar ne v enakih delezih (BozZnar in Senegac¢nik, 1998).

2.3.6 Vsebnost beljakovin in aminokislin v medu

Ponavadi med vsebuje majhno koli¢ino beljakovin, manj kot 0,5 ¢/100 g, zato
beljakovinam v medu ne pripisujemo posebne prehranske vrednosti. Med aminokislinami
ima najvecji delez prolin, in to od 50 do 85 % skupne koli¢ine aminokislin v medu. Prolin
je indikator potvorjenosti medu.

Prolin vstopi v med v vecini z izloCanjem sline ¢ebel med pretvorbo medicine v med
(Manzanares in sod., 2011). Bogdanov in sod. (1997) navajajo, da je lahko vsebnost
prolina pod 180 mg/kg dober pokazatelj potvorjenosti medu.

Tudi cvetni prah je lahko izvor aminokislin in beljakovin v medu. Ve¢ aminokislin vsebuje
med iz mane (Boznar, 2003). Analiza vsebnosti prolina je dokaj enostavna, saj skupaj z
ninhidrinom tvorita spojino rumene barve, katere koncentracijo dolo¢imo
spektrofotometri¢no (Bogdanov in sod., 1997). Posamezne vrste medu vsebujejo razliéne
koli¢ine prolina: najmanj ga vsebuje akacijev med (317 mg/kg), najve¢ pa kostanjev med
(588 mg/kg) (Bertoncelj in sod., 2011). Podobno vsebnost prolina v posameznih vrstah
slovenskega medu navajajo Golob in sod. (2008), ki najmanjso vsebnost prolina omenjajo
v akacijevem medu (priblizno 300 mg/kg), najvecjo vsebnost prolina pa v kostanjevem
medu (ve¢ kot 600 mg/kg).

Aminokisline z nekaterimi sladkorji tvorijo rumene in rjave spojine (Maillardova reakcija),
rezultat tega je verjetno s staranjem pogojeno temnenje medu (Doner, 2003).

2.3.7 Encimi v medu

Encimi so med najpomembnejSimi spojinami v medu. Med vsebuje razlicne encime, ki
izvirajo iz Cebel, nektarja ali mane in cvetnega prahu in ki pomembno sodelujejo pri
nastanku medu (Boznar in Senegacnik, 1998).

Najpomembne;jsi encimi v medu so diastaza (amilaza), invertaza (glukozidaza), glukoza-
oksidaza, prisotni pa so tudi kisla fosfataza, katalaza, B-glukozidaza. Kemijsko so encimi
proteini, ki katalizirajo biokemijske reakcije v Zivih organizmih. Njihova aktivnost je
odvisna od parametrov, kot so vrednost pH, temperatura in vsebnost vode.

Diastaza je sestavljena iz a- in f-amilaze. Njuna naloga je razcep glikozidnih vezi v
Skrobu. Njuna vloga v medu Se ni povsem poznana. Aktivnost diastaze v medu se v
procesu segrevanja zmanjSuje. Merimo jo na dokaj enostaven nacin, zato se metoda
uporablja v procesu ugotavljanja pregretosti medu. Vendar delo otezuje dejstvo, da se
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vsebnost diastaze lahko mo¢no zmanjsuje tudi med skladis¢enjem (Doner 2003). Aktivnost
diastaze je povezana tudi z vrednostjo pH medu. Optimalna vrednost pH za delovanje
diastaze je med 5,3 in 5,6. Cim bolj se vrednost pH zniZzuje, tem bolj se aktivnost diastaze
zmanjSuje (Babacan in sod., 2002).

Aktivnost diastaze izrazamo z diastaznim S$tevilom, ki pomeni volumen (mL) 1 %
raztopine skroba, ki ga hidrolizira encim iz 1 g medu v eni uri pri temperaturi 40 °C. V
svezem medu se vrednost diastaznega Stevila gibljejo med 13 in 30. Akacijev med je znan
po nizkem diastaznem Stevilu, ki je ponavadi nizji od 15. V kostanjevem in lipovem medu
ter maninem medu pa se vrednosti gibljejo od 15 do 35. Diastazno $tevilo pregretega medu
je nizje od 8 oziroma nizje od 3 za med z naravno nizko encimsko aktivnostjo (Pravilnik o
medu, 2011; Persano Oddo in sod., 1999). Avtorji, ki so spremljali vrednosti diastaznega
Stevila v slovenskih vrstah medu, so dolo¢ili nizje vrednosti, kot jih omenjajo tuji avtorji.
Vrednosti diastaznega Stevila se gibljejo od najnizje vrednosti v akacijevem medu okoli
10 do najvisje vrednosti diastaznega Stevila pri kostanjevem in gozdnem medu med 17,5 in
22 (Golob in Plestenjak, 1999; Ov¢ek, 2007).

2.3.8 Vsebnost HMF v medu

HMF (5-hidroksimetil-2-furfural) je cikli¢ni aldehid (CgHgO3), ki nastane z odcepitvijo
vode iz dikarbonilnih spojin, le te pa nastanejo pri 1,2-enolaciji. Zacetni sladkor je
heksoza.

HMF nastane v treh glavnih stopnjah:

I.  Tvorba N-substituiranega glikozilamina (adicija amina se vr$i na karbonilno
skupino odprte verige sladkorja, odcepi se voda in obroc se zapre).
Il.  Amadori 0z. Heynsova premestitev N-glikozilaminov.
[1l.  Pretvorba produktov premestitve v dikarbonilne spojine.

Fruktozamin se najprej izomerizira v enolno obliko. Sledi eliminacija -OH skupine na
mestu 3, pri ¢emer se tvori Schiffova baza. Pri hidrolizi slednje nastane 3-deoksiosuloza v
enolni obliki. Po odcepitvi vode se tvori nenasi¢ena osuloza (1,2 dikarbonilna spojina), ki
preide v HMF z odcepitvijo druge molekule vode (Zelenik-Blatnik, 1986).

Med procesi pridobivanja medu je med izpostavljen tudi toplotni obdelavi. To je potrebno,
da upocasnimo kristalizacijo. Toplotna obdelava med temperaturo 45 in 50 °C $e ne vpliva
na povecanje vsebnosti HMF. V primeru, da postopek toplotne obdelave ni ustrezen, lahko
nastopijo negativne posledice (kristalizacija, fermentacija, slabsa kakovost, okuzba) (Tosi
in sod., 2002). Med nezelene posledice uvr§¢amo tudi povecano vsebnost HMF. White
(1992) v svoji raziskavi navaja, da je za Cloveka toksic¢en vnos 2,4 mg HMF na kilogram
telesne teze na dan.

Vsebnost HMF v medu je kriterij za kakovost medu. V svezem medu HMF prakticno ni
prisoten. V medu nastane pri skladi§cenju ali drugih postopkih, ki jih opravljamo na medu.
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Med slednje spada predvsem segrevanje, ki ga opravimo zaradi znizanja viskoznosti in
preprecevanja kristalizacije ali fermentacije (Sing in sod., 1988). Pri ocenjevanju kakovosti
medu se HMF uporablja kot kriterij svezosti oz. kot pokazatelj pregretosti medu (Golob in
sod. 2008).

HMF nastaja med kislinsko katalizirano dehidracijo heksoz in je povezan s kemijskimi
parametri medu, kot so: vrednost pH, vsebnost skupnih kislin in vsebnost mineralov
(Zappala, 2005). Gfeller in Bogdanov (2006) navajata, da obstaja povezava med vrednostjo
pH in vsebnostjo HMF v medu. Pri medu z nizko vrednostjo pH se tvori HMF hitreje kot
pri tistih vrstah medu z visoko vrednostjo pH. Ker ima manin med vi§je vrednosti pH v
primerjavi z nektarnim medom, je lahko tudi vsebnost HMF v vzorcih maninega medu
manjSa in vsebnost HMF v vzorcih nektarnega medu vecja.

V svezem medu je vsebnost HMF minimalna, in sicer od 0,06 do 0,2 mg/kg. Povecana
vsebnost kaze na prekomerno segrevanje medu oz. na neustrezno skladiScenje (White,
1992). Kandolf (2007) navaja, da analize cvetlicnega medu, skladis¢enega eno leto pri
temperaturi 20 £ 5°C, kazZejo povecanje vsebnosti HMF za 16 mg/kg medu na leto oziroma
1 - 2 mg/kg na mesec.

Zgornja meja vsebnosti HMF v medu, Ki jo dolo¢a Pravilnik o medu (2011), je 40 mg/kg.
Pravilnik Evropske unije (Council directive..., 2002) pa v drzavah, ki imajo tropsko
podnebje, dovoljuje do 80 mg/kg medu.

V preglednici 2 so navedene vsebnosti HMF v posameznih vrstah medu razliénih avtorjev.
Golob in Plestenjak (1999) sta najvecjo vsebnost HMF doloc¢ili v cvetlicnem medu (7,09),
najmanj$e vsebnosti HMF pa v kostanjevem in hojevem medu (1,25 in 1,46 mg/kg). Tudi
Sifrerjeva (2005) je najvedjo vsebnost HMF dolo¢ila v cvetlicnem medu (5,0 mg/kg),
najmanjSo vsebnost HMF pa v hojevem medu (1,1 mg/kg). Persano Oddo in sod. (1995) so
dolo¢ili najmanjSo vsebnost HMF v kostanjevem in hojevem medu (2,0 mg/kg), najvecjo
pa v lipovem medu (4,2 mg/kg). Od navedenih avtorjev so samo Persano Oddo in sod.
(1995) dolocili vsebnost HMF v skrzatovem medu (2,2 mg/kg), ki je podobna vsebnosti
HMF v kostanjevem in hojevem medu (2,0 mg/kg).
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Preglednica 2: Povpre¢ne vsebnosti HMF v medu

Vrsta medu Vsebnost HMF (mg/kg)

Sifrer Golob in Plestenjak Persano Oddo in sod.

(2005) (1999) (1995)
akacijev 3,8 5,22 3,8
cvetliéni 5,0 7,09 -
gozdni 3,8 2,08 -
hojev 1,1 1,46 2,0
kostanjev 3,5 1,25 2,0
lipov 3,1 3,63 4,2
mesSani 5,0 5,55 -
skrzatov - - 2,2

2.3.8.1 Metode dolocanja vsebnosti HMF v medu

Za analizo vsebnosti HMF v medu se uporabljajo razlicne metode, najbolj pogosto
naslednje tri: spektrofotometri¢na metoda po Whitju (1979), spektrofotometricna metoda
po Winklerju (1955) in sodobna HPLC metoda (Zapalla in sod., 2005). Mednarodna
komisija za med je za doloCanje vsebnosti HMF v medu predlagala dve
spektrofotometri¢ni metodi ter HPLC metodo. Zappala in sod. (2005) navajajo HPLC
metodo kot bolj uporabno. Slabost metode po Winklerju je po njihovem mnenju manjsa
natan¢nost in uporaba kancerogenega reagenta p-toluidina. V svojem ¢lanku primerjajo
vsebnost HMF, dolo¢eno z vsemi tremi metodami. Analizirane vrednosti kazejo, da so
vsebnosti HMF v razliénih vrstah medu, dobljene z metodo po Winklerju, visje v
primerjavi z vsebnostmi HMF, dolo¢enimi z ostalima dvema metodama.

Nasprotno pa Tekavec (1997) v svoji diplomski nalogi navaja, da sta za dolocanje
vsebnosti HMF enako primerni tako spektrofotometricna metoda po Winklerju, kot tudi
HPLC metoda in da je vseeno, katero metodo doloc¢anja vsebnosti HMF uporabimo.

2.4 MERJENJE ABSORPCIJSKIH SPEKTROV MEDU

Spektroskopija je instrumentalna metoda, ki obravnava spektre, to je porazdelitve
izsevanega ali prepusCenega elektromagnetnega valovanja. Spektroskopske analize
temeljijo na kvantitativnem merjenju radiacije, ki jo producirajo ali absorbirajo doloc¢ene
molekularne ali atomske vrste. Spektroskopske metode lahko klasificiramo z ozirom na
podrocje elektromagnetnega valovanja, ki ga uporabljamo pri merjenju. Spekter
elektromagnetnega valovanja vkljucuje: vy-zarke, X-zarke, UV-zarke, vidno polje,
IR—zarke, mikrovalove in radiovalove (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).

Sprejem svetlobne energije v molekuli oznacujemo kot absorpcija svetlobe. Absorpcijo
svetlobe dolo¢imo z merjenjem padca intenzitete svetlobe pri prehodu skozi vzorec, v
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nasem primeru je to med. Naprava za merjenje sprememb absorpcije v odvisnosti od
valovne dolzine je spektrofotometer.

Padec intenzivnosti svetlobe pri prehodu skozi vzorec je premosorazmeren koncentraciji
spojine, dolzini poti in molarnemu ekstinkcijskemu koeficientu. Beer-Lambertov zakon
(enacba 1) omogoca direkten izraGun koncentracije iz izmerjene vrednosti absorbance.
Beer-Lambertov zakon velja samo pri majhnih koncentracijah, kajti pri velikih
koncentracijah zveza ni ve¢ linearna.

logIT():s-c'l ~ (D)

€ - molarni ekstinkcijski koeficient (1/mol.cm)
lp - intenziteta vstopnega Zarka

| - intenziteta izstopnega Zarka

| - dolzina kivete (navadno 1 cm)

Produkt €-c:1 imenujemo opti¢na gostota ali absorbanca (A).

Spektralne lastnosti medu so povezane s sposobnostjo medu da absorbira, transmitira,
refleksira in reemitira opti¢no radiacijo. Merjenje spektralnih lastnosti medu je pomembno
za ugotavljanje kakovosti medu ali za spremljanje onesnazenja v okolju, kajti iz sestave
medu je razvidna prisotnost dolo€enih okuZzb znotraj pasnega obmocja cebel. Absorpcijski
spekter, znacilen za med, je enakomerno padajo¢ od 200 do 700 nm valovne dolzine. Vrh
doseze med 250 in 275 nm valovne dolzine (Posudin in sod., 1995).

Sirnikova (2002) je poiskala karakteristi¢éne absorpcijske spektre posameznih vrst medu in
jih razdelila v naslednje skupine:

o absorpcijski spekter akacijevega medu,
absorpcijski spekter cvetlicnega medu,
absorpcijski spekter gozdnega medu,
absorpcijski spekter hojevega medu,
absorpcijski spekter kostanjevega medu,
absorpcijski spekter lipovega medu,
absorpcijski spekter smrekovega medu,
absorpcijski spekter Skrzatovega medu.

O O O O O O O

Na osnovi rezultatov svojih analiz je Sirnikova (2002) ugotovila, da na podlagi spektralnih
diagramov lahko ugotavljamo vrsto medu in tudi morebitno primes druge vrste medu.
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2.5 STARANJE IN SKLADISCENJE MEDU

Z vidika potrosnikov je pomembno, da med ohrani svoje lastnosti tudi med skladis¢enjem.
Pogosto se zgodi, da med ostane skladiscen tudi do enega leta preden pride do potrosnika.
Tekom skladis¢enja se spremenijo senzori¢ne lastnosti in hranilna vrednost medu.

V ta namen so bile narejene nekatere raziskave, ki so spremljale kemijske spremembe
vzorcev medu tekom skladis¢enja. V raziskavah so vzorce medu izpostavili visji
temperaturi, kot jo pri¢akujemo v normalnih pogojih v naravi (> 50 °C) (Ricardo in sod.,
2007; Tosi in sod., 2002; Zappala in sod., 2005; Khalil in sod., 2010; Cervantes in sod.,
2000). Nekateri avtorji pa so spremljali povecanje vsebnosti HMF med skladis¢enjem v
razlicnih Casovnih obdobjih. Povecanje vsebnosti HMF med skladi§¢enjem vpliva na
kakovost medu. Avtorji navajajo razliéna ¢asovna obdobja, v katerih je med na podlagi
vsebnosti HMF $e svez (Yilmaz in Kiifreviogu, 2001; Khalil in sod., 2010; Cervantes in
sod., 2000; Papi¢, 1988; Sancho in sod., 1992).

HMF v svezem medu ponavadi ni prisoten. Njegova vsebnost se ve¢a kot rezultat procesa
toplotne obdelave in daljSega ¢asa skladis¢enja. Stevilni faktorji vplivajo na tvorbo HMF v
medu v casu skladiS¢enja (embalaza, fizikalno-kemijski parametri medu, vlaznost,
sprememba temperature in intenzitete svetlobe). Pomembno je, da izberemo optimalno
embalazo za skladiS¢enje (npr. steklen kozarec). V raziskavah so omenjeni kovinski
zabojniki, ki vplivajo na kakovost medu med skladis¢enjam (Khalil in sod., 2010).
fizikalno-kemijski parametri medu (vrednost pH, vsebnost prostih Kislin, vsebnost
laktonov in vsebnost skupnih kislin) se med skladis¢enjem spreminjajo in posredno
vplivajo na tvorbo HMF in s tem na kakovost medu (Yilmaz in Kiifreviogu, 2001; Khalil
in sod., 2010; Cervantes in sod., 2000; Manzanares in sod., 2011).

Khalil in sod. (2010) so analizirali vsebnost HMF v vzorcih malezijskega medu, ki so bili
skladiseni ve¢ kot eno leto. NaraS¢anje vsebnosti HMF so spremljali v ¢asovnem
intervalu od 3 do 6 mesecev in od 12 do 24 mesecev. V prvem intervalu je bila vsebnost
HMF med 2,80 in 24,87 mg/kg medu, kar je znotraj mednarodnih priporo¢il (80 mg/kg za
tropski med). V drugem intervalu pa je bila vsebnost HMF znatno veéja (med 182,19 in
1131,79 mg/kg). Avtorji na osnovi rezultatov raziskave povzamejo priporocilo, da med
uzivamo V roku enega leta od pridobivanja in pri tem upostevamo vrsto medu.

Yilmaz in Kifreviogu (2001) sta z analizo 45 vzorcev cvetlicnega medu, hranjenega
12 mesecev pri temperaturi 20 £ 5 °C ugotovila, da se vsebnost HMF v ¢asu skladis¢enja
povecuje. Zacetna povprec¢na vsebnost HMF je bila 3,3 mg/kg medu, dolo¢ena konéna
povpreéna vsebnost pa je znasala 19,1 mg/kg medu.

Med skladiS¢enjem se vsebnost HMF v medu pocasi veca. Spremembe so ocitne Sele po
nekaj mesecih. Vsebnost HMF v medu naras¢a med 0,1 in 3 mg/kg na mesec. Skladis¢enje
medu pri poviSani temperaturi (30 do 40 °C) povzro¢i mocno povecanje vsebnosti HMF
(Zeleznikar, 1987). Tudi Nombre in sod.(2010) navajajo, da se vsebnosti HMF prvih Sest
mesecev skladi$¢enja skoraj ni povecala, po enem letu pa se je vsebnost HMF dvakrat
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povecala pri temperaturi skladis¢enja med 15 in 20 °C. Temperatura skladis¢enja nad
35 °C pa vpliva tudi na ostale fizikalno-kemijske parametre in s tem na obstojnost medu.

Cervantes in sod. (2000) so prav tako proucevali vpliv toplotne obdelave na spremembo
vsebnosti HMF v medu med samim shranjevanjem. Avtorji si razlagajo, da na spremembo
vsebnosti HMF ne vpliva toliko obdelava, temve¢ kemijska sestava medu. Razlike izvirajo
predvsem iz vsebnosti reducirajocih sladkorjev, kajti povecanje vsebnosti HMF naj bi bilo
povezano z vsebnostjo fruktoze. Analizirali so vzorce dveh razlicnih vrst medu
skladis¢enih pri sobni temperaturi. Uporabili so dve vrsti nektarnega medu (med Tahonal
in med Dzidzilché) Vzorce so nato segrevali razlicno dolgo, od 3 do 15 minut, pri
temperaturi 55 °C. Zacetna vsebnost HMF je bila v obeh vrstah medu majhna in je znasala
okrog 3 mg/kg. Dolzina segrevanja ni vplivala na povecanje vsebnosti HMF v
obravnavanih vzorcih. S segrevanjem se je vsebnost HMF sicer povecala, vendar med
temperaturo in ¢asom ni bilo ugotovljenih linearnih povezav. Po 23-ih tednih se je
vsebnost HMF povecala na 30 mg/kg (900 %) pri prvi vrsti medu, medtem ko je bilo v
drugi vrsti povecanje vsebnosti HMF okrog 16 mg/kg (433 %).

Papi¢ in sod. (1988) so raziskovali vpliv skladis¢enja na vsebnost HMF v medu.
Analizirali so 20 vzorcev medu razli¢ne kakovosti in porekla ter spremljali spremembe
vsebnosti HMF v medu po osmih mesecih skladi§¢enja. Sprememba vsebnosti HMF med
shranjevanjem ni pri¢akovana, kajti v nekaterih vzorcih se vsebnost HMF povecuje, v
nekaterih pa zmanjsuje. Od 20 vzorcev se je po osmih mesecih skladis¢enja vsebnost HMF
povecala v enajstih vzorcih, v preostalih pa zmanjsala. Po mnenju avtorja ta parameter
nima pomembne vloge v oceni staranja medu.

Sancho in sod. (1992) so prou€evali 115 vzorcev Spanskega medu razli¢nega botani¢nega
porekla, hranjenega pri sobni temperaturi. Vzorcem medu so dolo¢ili diastazno stevilo in
vsebnost HMF 4, 16 in 28 mesecev po toc¢enju. Povpre¢na zacetna vsebnost HMF je bila
4,7 mg/kg, po 16-ih mesecih je bila vsebnost 13,1 mg/kg medu, po 28-ih mesecih pa Ze
33,2 mg/kg. Vecina vzorcev (96,5 %) kaze linearno odvisnost med logaritmom vsebnosti
HMEF in ¢asom skladiscenja. Avtorji so ugotovili, da je bila maksimalna vsebnost HMF (40
mg/kg medu) dosezena v 97 vzorcih medu (84 %) po preteku dveh do treh let. 1z tega so
sklepali, da med po dveh letih skladis¢enja ni vec svez.
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2.6 SENZORICNA ANALIZA MEDU

Senzori¢ne lastnosti medu imajo pomembno vlogo pri ugotavljanju vrste in kakovosti
medu. S senzori¢no analizo merimo in vrednotimo lastnosti zivil z enim ali ve¢ ¢loveskimi
Cutili. Barva, vonj, okus in aroma so pomembni kriteriji, ki imajo velik pomen pri
ugotavljanju sortnosti in kakovosti medu. Te senzori¢ne lastnosti so odvisne od
botani¢nega in geografskega izvora medu, od koli¢ine in razmerja posameznih sestavin v
medu (pigmentov, sladkorjev, organskih kislin, mineralnih snovi, beljakovin, aminokislin),
od vremenskih razmer, ¢asa medenja, individualne Cebelarske prakse ter od ravnanja z
medom med skladi$§¢enjem. Za potro$nika so senzori¢ne lastnosti prvo merilo kakovosti
medu, zato odlo¢ilno vplivajo na njegovo sprejemljivost (Golob in sod., 2008).

Barva medu je zelo razlicna in je za posamezno vrsto medu znacilna, od zelo svetlo
rumene (v¢asih je med skoraj brezbarven), prek jantarne do temno rjave. Na barvo medu
vplivajo razli¢ni rastlinski pigmenti, kot so karoteni, ksantofili, klorofili, antociani in drugi.
Barva je odvisna tudi od vsebnosti beljakovin, aminokislin in drugih dusikovih snovi.
Potemnitev medu med toplotno obdelavo in skladiS¢enjem je posledica Maillardove
reakcije in karamelizacije sladkorjev. Pri vrednotenju barve medu je treba upoStevati, da je
barva kristaliziranega medu svetlejSa od barve tekocega medu (BoZnar in Senegacnik,
1998; Golob in sod., 2008).

Vonj medu izhaja iz aromati¢nih sestavin nektarja oz. mane posameznih rastlin. Odvisno
od vrste medu so te snovi navzoce v razli¢nih koli¢inah in razmerjih ter bolj ali manj
izrazite. Vonj medu oblikujejo karbonilne spojine, alkoholi, estri alifatskih in aromatskih
kislin ter eteri¢na olja. Identifikacijo $tevilnih hlapnih vonjalnih sestavin v medu omogoca
plinska kromatografija (Golob in sod., 2008).

Okus medu je sladek predvsem zaradi vsebnosti fruktoze. Ta je dvainpolkrat slajSa kot
glukoza in enainpolkrat slajsa kot saharoza. Okus medu je odvisen od razmerja med
razli¢nimi sladkorji, kislinami in mineralnimi snovmi, zato se pri razli¢nih vrstah medu
lahko precej razlikuje. Drugi okus, ki ga ocenjujemo v medu, zlasti v razli¢nih cvetli¢nih
medovih, je Kisel. Povzroc¢ajo ga razli¢ne organske in anorganske kisline. Precej manj, ¢e
izvzamemo kostanjev med, v medu zaznamo grenkost. Okusa po slanem pa v medu tako
reko€ ne zaznamo, zato je zaznavanje slanosti znak tujega, neznacilnega okusa (Golob in
sod., 2008).

Skupna zaznava vonjalnih, okusSalnih in tipnih zaznav v ustih oblikuje t.i. znacilno aromo.
Za posamezne vrste medu je znacilna specifi¢na aroma, ki je ne odlikuje samo znacilna
nota, ampak tudi razli¢na intenzivnost in obstojnost. Pri ocenjevanju arome je poleg
znaCilnosti pomembna tudi obstojnost. Aromati¢ne snovi so precej hlapne, hitro hlapijo
zlasti pri vi§jih temperaturah. K aromi medu prispevajo razlicne organske spojine, kot so
alkoholi (alifatski ali aromatski), aldehidi, ketoni ter kisline in njihovi estri (Golob in sod.,
2008).
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Med, ki ga senzori¢no ocenjujemo, mora ustrezati zahtevam Pravilnika o senzori¢nem
ocenjevanju (2010). Pravilnik vsebuje clene, kriterije in pogoje, na osnovi Kkaterih
preskusSevalci ocenijo vzorce medu.

Preskusevalec medu samostojno oceni videz, vonj, okus in aromo vsakega vzorca medu.
Pri ocenjevanju preskusevalci lahko uporabijo tudi 0,5 tocke.

Ocenjevanje videza je razdeljeno na:

ocenjevanje Cistosti: od 1 do 3 tocke

ocenjevanje barve: od 1 do 4 tocke

ocenjevanje bistrosti: od 1 do 3 tocke

Najmanjsi seStevek tock pri skupni oceni videza je 3 tocke in najvecji 10 tock.
Ocenjevanje vonja: od 1 do 5 tock

Ocenjevanje okusa: od 1 do 5 tock

Ocenjevanje arome je razdeljeno na:

ocenjevanje vrstne znacilnosti: od 1 do 6 tock
ocenjevanje obstojnosti arome: od 1 do 4 tocke

Najmanjsi seStevek tock pri skupni oceni arome je 2 tocki in najvecji 10 tock.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 OPREDELITEV NALOGE

Cilj naloge je bil spremljati vsebnost HMF v medu v daljSem ¢asovnem obdobju (v 18-ih
mesecih) in ugotoviti vpliv skladi$¢enja (tema, svetloba) na povecanje vsebnosti HMF po
6-ih, 12-ih in 18-ih mesecih. Sveze vzorce medu SMO najprej senzoricno ocenili, jim
izmerili absorpcijske spektre in opravili meritve razli¢nih parametrov kakovosti.

3.2 VZORCI

Zacetna senzori¢na analiza je bila izvedena na 151 vzorcih medu. Vzorci so bili dostavljeni
neposredno od Cebelarjev v steklenih kozarcih.

Na osnovi rezultatov senzori¢ne analize Smo izbrali tipi¢ne vzorce posamezne vrste medu.
Razdelitev vzorcev v §tiri skupine je podana v preglednici 3.

Preglednica 3: Pregled $tevila in oznake vzorcev posamezne vrste medu

Vrsta medu Stevilo vzorcev | Oznaka vzorca

nektarni med 7 A01, A02, A04, A06, C23, C25, C31
manin med 7 G03, G05, G06, H04, M16, M17, M21
kostanjev in lipov 6 K17, K33, K36, K37, LO1, L02
skrzatov 4 S01, S04, S10, S12

nektarni med: 4 vzorci akacijevega medu in 3 vzorci cvetliénega medu

manin med: 3 vzorci gozdnega medu, 1 vzorec hojevega medu in 3 vzorci mesanega medu
kostanjev in lipov med: 4 vzorci kostanjevega medu in 2 vzorca lipovega medu

skrzatov med: 4 vzorci

Izbranim 24 vzorcem smo:

dolo¢ili vsebnost vode,

dolocili vsebnost pepela,

dolo¢ili vsebnost HMF,

doloc¢ili diastazno stevilo (DN),

dolo¢ili vsebnost prostih titrabilnih kislin,

doloc¢ili vsebnost prolina,

izmerili elektri¢no prevodnost,

izmerili pH,

posneli absorpcijske spektere v ultravijolicnem (UV) obmocju med 200 in 500 nm.

o

O O O O O O O O
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Po opravljenih analizah smo vsak vzorec razdelili na dva dela, glede na nadaljnje razmere
skladiscenja:

o hranjenje v steklenih kozarcih na svetlobi pri sobni temperaturi in

o hranjenje v steklenih kozarcih v temi pri sobni temperaturi.

V tako hranjenih vzorcih smo nato spremljali vsebnost HMF po 6-ih, 12-ih in 18-ih
mesecih.

3.3 SENZORICNO OCENJEVANJE MEDU

Senzori¢no analizo medu smo izvedli na nesegretem medu, Ki je bil v originalnih steklenih
kozarcih. Senzori¢no ocenjevanje medu je izvedla laboratorijska ocenjevalna komisija,
sestavljena iz Sestih preskusevalcev. Ocenjevali smo naslednje lastnosti: barvo, vonj, okus

in aromo. Stopnjo izrazenosti posamezne lastnosti smo ocenili s to¢kovanjem z ocenami
od 0 - 5.

Ocena barve medu (1 - 5 tock), pri ¢emer pomeni:
Ocena 1 tock: barva sploh ni izraZena za dolo¢eno vrsto medu
Ocena 3 tock: temnejsi oziroma svetlejsi odtenek sicer znacilne barve

Ocena 5 tock: barva je znacilna, optimalna za med dolo¢ene vrste

Ocena vonja medu (1 - 5 tock), pri cemer pomeni:
Ocena 1 tock: netipi¢en, neznacilen, tuj vonj
Ocena 3 to¢k: manj izrazit, vendar tipi¢en vonj, znacilen za dolo¢eno vrsto medu

Ocena 5 tock: izrazit, optimalno izrazen vonj, znacilen za doloc¢eno vrsto medu

Ocena arome medu (1 - 5 to¢k), pri ¢emer pomeni:
Ocena 1 tock: netipi¢en na aromo, prisotnost tujih priokusov
Ocena 3 tock: aroma manj izrazita, znacilna za dolo¢eno vrsto medu

Ocena 5 tock: tipicna in intenzivno izrazena aroma, znacilna za dolo¢eno vrsto medu

Barve nismo ocenjevali pri cvetli¢nih in meSanih medovih, ker imajo $irok spekter barve.
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Nastete senzori¢ne lastnosti, tipi¢ne za posamezno vrsto medu, SO odvisne od posameznih
komponent v medu (barvil, vsebnost beljakovin, aminokislin, sladkorjev, organskih kislin,
mineralnih snovi, encimov), ravnanja med skladiS¢enjem, embalaze.

3.4 MERJENJE ABSORPCIJSKIH SPEKTROV MEDU V UV-OBMOCJTU

2 % vodni raztopini suhe snovi medu smo izmerili absorpcijski spekter v obmoc¢ju 200 do
500 nm z UV-spektrofotometrom (UV visible recording spectrophotometer, UV-16A2,
SHIMADZU).

3.5 FIZIKALNO-KEMIJSKE METODE

3.5.1 Doloc¢anje vsebnosti vode z ro¢nim refraktometrom (AOAC 969.38, 1999)

Princip:
Metoda temelji na refraktometrijskem dolo€anju vsebnosti vode.

Pribor:

o steklena ¢aSa
o steklena palcka
o refraktometer, ATAGO, HHR-2N

lzvedba:

V primeru, da je med teko¢, ga pred zaéetkom analize preme$amo s pal¢ko. Ce je med
kristaliziran, damo zaprto posodo z vzorcem v susilnik in segrevamo pri temperaturi 40 °C,
dokler se ne utekoCini. Nato ga hitro ohladimo. Tako pripravljenemu vzorcu dolo¢imo
vsebnost vode pri konstantni temperaturi 20 °C. S stekleno palcko nanesemo tanko plast
medu na prizmo refraktometra in na skali od¢itamo vsebnost v %. UposStevamo tudi
temperaturni popravek.
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3.5.2 Dolocanje elektri¢ne prevodnosti z laboratorijskim konduktometrom (Kropf in
sod., 2008)

Princip:
Merjenje elektriéne prevodnosti 20 % vodne raztopine medu (glede na suho snov v medu)
s konduktometrom pri temperaturi 20 °C.

Pribor:

o konduktometer, ISKRA, MA 5950
o steklena palcka
o Steklena ¢aSa

Izvedba:

Odtehta medu je odvisna od koli¢ine vode, ki jo med vsebuje. Po dolo¢anju vsebnosti vode
v medu prerac¢unamo, kak$na mora biti odtehta medu, da bo kon¢na raztopina (100 Q)
vsebovala 20 uteznih % suhe snovi (w/w). S stekleno pal¢ko meSamo, da se med
popolnoma raztopi. Konduktometer pred zacetkom merjenja umerimo z 0,1 M raztopino
kalijevega klorida. Pred merjenjem elektrodo speremo z destilirano vodo in obrisemo do
suhega. Elektrodo potopimo v merjeno raztopino in izmerimo elektri¢no prevodnost.

Rezultat:

Vrednost, ki se prikaze na zaslonu, je elektri¢na prevodnost v mS/cm ali v pS/cm, rezultat
podamo kot mS/cm.

3.5.3 Doloc¢anje vsebnosti celokupnega pepela (AOAC 920.181, 1999)

Princip:
Suhi sezig vzorca pri temperaturi 600 °C do konstantne mase.

Pribor:

o zarilni lonc¢ek
o elektri¢cna kuhalna plosca
o zarilna pec
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Izvedba:

V prezarjen in Stehtan zarilni lon¢ek odtehtamo 3 - 5 g vzorca (£ 0,0001 g) in ga
segrevamo na elektri¢ni kuhalni plos¢i, dokler veéji del vode ne izpari. Ostanek zarimo v
zarilni peci pri 600 °C do konstantne mase. Ohladimo in tehtamo.

Racun:

b

vsebnost pepela [g/100 g] = N 100 ..(2)

a - odtehta vzorca (g)
b - masa pepela (g)

3.5.4 Dolo¢anje vrednosti pH v medu (Bogdanov in sod., 1997)

Princip:
S pH metrom izmerimo vrednost pH vodne raztopine medu.

Izvedba:

Odtehtamo 10 g + 0,01 g medu, dodamo 25 mL destilirane vode in s stekleno palc¢ko
premeSamo, da se ves med raztopi. S predhodno umerjenim pH metrom takoj izmerimo
vrednost pH.

3.5.5 Doloc¢anje vsebnosti prostih titrabilnih kislin (AOAC 962.19, 1999)

Princip:
Titracija vzorca z 0,05 M NaOH do pH 8,5. Dodatek 10 mL 0,05 M NaOH in titracija z
0,05 M HCl do pH 8,3.

Reagenti:

o 0,05 M NaOH
o 0,05 M HCI

Pribor:

o Casa
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o magnetno mesalo
o pH meter

lzvedba:

o Vzorec: v ¢aso odtehtamo 10 g + 0,01 g vzorca in ga raztopimo v 75 mL destilirane
vode, dodamo magnet in na magnetnem mesalu mesamo ves ¢as titracije. Po umerjanju
pH metra potopimo elektrode pH metra v raztopino in zabelezimo vrednost pH. Temu
sledi titracija z 0,05 M NaOH do pH 8,5. Nato dodamo 10 mL 0,05 M NaOH in
titriramo z 0,05 M HClI do pH 8,3.

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

Racun:

Kislost izrazimo kot miliekvivalent na kg vzorca:

vsebnost prostih kislin (PK) [meq/kg] = (a—b) * Cnaow) * 100 ..(3)

a - poraba 0,05 M NaOH pri titraciji vzorca (mL)
b - poraba 0,05 M NaOH pri titraciji slepega vzorca (mL)

C(naoH) - to¢na koncentracija NaOH

3.5.6 Dolocanje vsebnosti prolina z Oughovo spektrofotometri¢no metodo,

prilagojeno po Bogdanovu (1997)

Princip:
Prolin in ninhidrin tvorita rumeno barvni kompleks. Po dodatku 2-propanola merimo
absorbanco v raztopini vzorca in referencni (standardni) raztopini pri valovni dolzini

510 nm. Delez prolina v vzorcu medu dolo¢imo ra¢unsko ob upostevanju razmerij.

Reagenti:

o 3 % raztopina ninhidrina: 3,0 g ninhidrina raztopimo v 100 mL etilenglikolmonometil
etra. Raztopino hranimo v temi (obstojnost 1 teden).

o L(-)-prolin: vakuumsko osusen prolin hranimo do uporabe v eksikatorju.

o Standardna raztopina prolina (0,8 mg/mL): 40 mg vakuumsko osusenega prolina do
uporabe hranjenega v eksikatorju, razred¢imo z destilirano vodo do volumna 50 mL.
Pripravljamo ga tedensko in do uporabe hranimo v hladilniku.

o Delovna raztopina prolina (0,032 mg/mL): 1 mL standardne raztopine prolina z
destilirano vodo razred¢io do 25 mL. Vsak dan pripravimo svezo delovno raztopino.
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o lzopropanol (2-propanol): izopropanol razred¢imo z destilirano vodo v enakem
razmerju (1:1).
o Mravlji¢na kislina (HCOOH): 98 - 100 % mravlji¢na kislina

Aparatura:

ISKRA-ZEISS digitalni spektrofotometer SPEKOL 20; meritve so izvedene pri valovni
dolzini 510 nm.

Izvedba:

o Priprava raztopine vzorca medu: 2,5 g medu odtehtamo v ¢aSo, dodamo priblizno
10 mL destilirane vode in vzorec kvantitativno prenesemo v 50 mL bucko. Bucko
dopolnimo z destilirano vodo do oznake in vsebino dobro pretresemo.

o Dolocanje: V dve epruveti odpipetiramo 0,5 mL raztopine medu, v drugi dve epruveti
0,5 mL destilirane vode (slepi vzorec) in v tri epruvete 0,5 mL standardne raztopine
prolina. V vsako epruveto dodamo 1 mL mravljicne kisline ter 1 mL raztopine
ninhidrina. Dobro zapremo in 15 minut meSamo na stresalniku. Temu sledi 15 minutno
termostatiranje v vreli vodni kopeli, nato $e 10 minut pri temperaturi 70 °C. Po dodatku
5 mL raztopine izopropanola, epruvete ponovno zapremo in pustimo na sobni
temperaturi. Po 45 minutah merimo absorbanco pri valovni dolZini 510 nm, v kiveti
poti 1 cm.

Racun:

Rezultat je podan kot masni delez - mg prolina’/kg medu, kar izraCunamo po enacbi (4):

vsebnost prolina [mg/kg] :% . %-R ..(4)
st 2

A.; - izmerjena absorbanca raztopine vzorca

Ay - izmerjena absorbanca standardne raztopine prolina

E; - miligrami prolina za pripravo standardne raztopine prolina (40 mg v 50 mL)
E, - grami medu za pripravo raztopine vzorca (2,5 g v 50 mL)

R - faktor razredCevanja

3.5.7 Doloc¢anje vsebnosti HMF z metodo po Winklerju (Bogdanov in sod., 1997)

Princip:
Princip metode temelji na reakciji HMF z barbiturno kislino in p-toluidinom, pri ¢emer
nastane spojina roznate barve, ki ji izmerimo absorbanco pri valovni dolzini 550 nm.
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Aparatura:

ISKRA-ZEISS digitalni spektrofotometer SPEKOL 20; meritve so izvedene pri valovni
dolzini 550 nm.

Reagenti:

o Raztopina barbiturne kisline: odtehtamo 500 mg barbiturne kisline in jo s 70 mL
vode prenesemo v 100 mL merilno bucko. Raztopino damo v vodno kopel, da se
popolnoma raztopi in ohladimo ter dopolnimo z destilirano vodo do oznake.

o Raztopina p-toluidina: odtehtamo 10 g p-toluidina in ga s po¢asnim segrevanjem na
vodni kopeli raztopimo v priblizno 50 mL izopropanola. Skupaj z izopropanolom
ga prenesemo v 100 mL merilno bucko in dodamo 10 mL ledocetne kisline,
ohladimo in dopolnimo z izopropanolom do oznake. Raztopino hranimo v temnem
prostoru in je ne uporabimo najmanj 24 ur.

o Destilirana voda brez kisika: destilirano vodo prepihamo z dusikom.

lzvedba:

Odtehtamo 10 g vzorca medu in ga brez segrevanja raztopimo v 20 mL destilirane vode.
Nato raztopino prenesemo v 50 mL merilno bucko in dopolnimo do oznake. S pipeto
odmerimo 2 mL tako pripravljene raztopine medu in jo prenesemo v vsako od dveh
epruvet ter dodamo 5 mL p-toluidina. V eno od epruvet odmerimo s pipeto 1 mL vode, v
drugo pa 1 mL barbiturne kisline in nato vsebino dobro premesamo. Epruveto, v katero
smo dali destilirano vodo, uporabimo kot slepi vzorec. Reagente moramo dodajati brez
prekinitve v eni do dveh minutah. Ko intenziteta barve doseze maksimum (3 do 4 minut),
od¢itamo absorbanco pri 550 nm v 1 cm kiveti. Vsebnost HMF izrazimo v mg/kg medu.

Racun :

vsebnost HMF medu [mg/kg] = (Ay; - Ag) +192 ..(5)

A,; - izmerjena absorbanca raztopine vzorca
A - izmerjena absorbanca slepega vzorca

Ocena:
Vsebnost HMF v medu ne sme presegati 40 mg/kg (Pravilnik o medu 2011).
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3.5.8 Spektrofotometri¢no dolo¢anje aktivnosti encima diastaze z metodo po Schadeju
(Bogdanov in sod., 1997)

Princip:

Enourna hidroliza 1 % raztopine $kroba z encimom iz 1 g medu pri temperaturi 40 °C, ki
se po dodatku joda in nastanku modro obarvanega produkta spremlja z merjenjem
absorbance pri 660 nm v dolocenih ¢asovnih intervalih.

Aparatura:
ISKRA-ZEISS digitalni spektrofotometer SPEKOL 20

Reagenti:

o Osnovna raztopina joda (0,07 M): odtehtamo 8,8 g joda p.a., pomesamo z 22 ¢
kalijevega jodida in raztopimo v 30 - 40 mL vode, nato razred¢imo do enega litra.

o Razredcena raztopina joda (0,0007 M): v 30 - 40 mL vode raztopimo 20 g kalijevega
jodida p.a, prelijemo v 500 mL bucko, dodamo 5 mL osnovne raztopine in dopolnimo z
vodo do oznake.

o Acetatni pufer (pH = 5,3): V 400 mL vode raztopimo 87 g natrijevega acetata
(CH3COONa-3H,0), dodamo priblizno 10,5 mL ledocetne kisline in dopolnimo z vodo
do 500 mL. Ce je potrebno, uravnamo pH vrednost z natrijevim acetatom do 5,3.

o 0,5 M raztopina natrijevega klorida: Raztopimo 14,5 g natrijevega klorida v prekuhani
destilirani vodi in dopolnimo do 500 mL.

o Raztopina skroba: V 250 mL erlenmajerjevi buc¢i odtehtamo dolo¢eno koli¢ino $kroba,
Ki ustreza masi 2 g brezvodnega Skroba in pomesamo z 90 mL vode. Raztopino takoj
segrejemo nad gorilnikom in pustimo zmerno vreti tri minute. Raztopino odstranimo z
gorilnika, pokrijemo in pustimo, da se postopoma ohladi do sobne temperature.
Raztopino prenesemo v 100 mL merilno buc¢ko in postavimo na vodno kopel, segreto
na 40 °C. Ko raztopina doseze omenjeno temperaturo, jo dopolnimo z vodo do oznake.

lzvedba:

Priprava vzorca za doloCanje: v 50 mL ¢aso odtehtamo 10 g vzorca, dodamo 5 mL
acetatnega pufra (pH = 5,3) in 20 mL vode ter premeSamo, da se raztopi. Raztopino
kvantitativno prenesemo v 50 mL merilno bucko, dodamo 3 mL raztopine natrijevega
klorida in dopolnimo z vodo do oznake.

Priprava standardne raztopine Skroba: s pipeto odmerimo 5 mL raztopine Skroba, segretega
na 40 °C in 10 mL vode ter dobro premesamo. V drugo ¢aso odmerimo s pipeto 1 mL
pripravljene mesanice in 10 mL razredcene raztopine joda. Razred¢imo s toliko mL vode,
da je vrednost ekstinkcije pri 660 nm 0,76 + 0,020 (proti slepemu vzorcu).

Merjenje absorbance: S pipeto odmerimo 10 mL raztopine medu in jo prenesemo v 50 mL
valj ter damo v vodno kopel pri temperaturi 40 °C skupaj s posodo, v kateri je raztopina
Skroba. Po 15 minutah odmerimo s pipeto 5 mL raztopine $kroba in jo dodamo v raztopino
medu, premeSamo in vkljuéimo uro. V petminutnih presledkih odmerimo 1 mL raztopine
vzorca in jo dodamo v 10 mL razred¢ene raztopine joda v merilnem valju. Premesamo,
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razred¢imo z ustreznim volumnom vode (dolocili smo ga pri pripravi standardne raztopine)
in takoj izmerimo absorbanco pri valovni dolzini 660 nm. Postopek ponavljamo dokler
absorbanca ne pade pod vrednost 0,235. Ce absorbanca pade pod vrednost 0,235 Ze prej
kot v 15-ih minutah, odvzemamo alikvote v krajsih ¢asovnih intervalih.

Izracun:

V grafikon vrisemo vrednost absorbance kot ¢asovne funkcije (min). Skozi najmanj tri
zadnje tocke potegnemo premico, da dolocimo cas (t), ko reakcijska zmes doseze vrednost
absorbance 0,235. Stevilo 300 delimo s tem &asom, izraZenim v minutah in dobimo $tevilo
diastaze (DN).

To Stevilo izraza aktivnost diastaze kot volumen (mL) 1 % raztopine $kroba, ki je z
encimom iz 1 g medu eno uro hidrolizirana pri temperaturi 40 °C.

60 0,10 1,0 300
diastazno Stevilo = —+——+—=— ...(6)
t 0,01 2,0 t

t - ¢as (min)

3.6 STATISTICNA ANALIZA

Pri statisti¢ni analizi so bile uporabljene naslednje metode:

a. Enovzorc¢na analiza:
o aritmeti¢na sredina,
o standardni odklon,
o koeficient variabilnosti
b. Dvovzor¢na analiza:
o koeficient korelacije po Pearsonu,
o Studenova porazdelitev
c. Primerjava dveh populacij:
o Preizkus domneve o razliki povprecij

3.6.1 Enovzoréna analiza
3.6.1.1 Aritmeti¢na sredina ali povprecje

Povprec¢na vrednost, za katero velja, da ¢e bi bili vsi podatki enaki, bi bili enaki povprecju.
Za izracun povprecja lahko uporabimo tri nacine: aritmeticno sredino, geometrijsko
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sredino in harmoni¢no sredino. Nacin izraCunavanj je odvisen od vrste podatkov (Kosmelj,
2007).

Aritmeti¢na sredina je najpogosteje uporabljena srednja vrednost. Na vrednost aritmeti¢ne
sredine vplivajo vse vrednosti. Standardna oznaka za aritmeti¢no sredino podatkov x1, x2,
..Xn je x(povp). Aritmeti¢na sredina je postavljena tako, da je vsota odklonov enaka 0
(Kosmelj, 2007).

Aritmeti¢no sredino izraCunamo PO enacbi 7:
g=2X ..(7)

> x; - vsota posameznih vrednosti

N - Stevilo enot

Izjemno velike oziroma izjemno majhne vrednosti, ti. osamelci mocno vplivajo na
vrednost aritmeti¢ne sredine, zato je bolje, da ratunamo brez teh osamelcev (Ko$melj,
2007).

3.6.1.2 Varianca in standardni odklon

Varianca (s%) je merilo razprienosti podatkov oz. variiranja okoli aritmeti¢ne sredine.
IzraCunamo jo po enacbi 8, kot povpre¢je kvadratov odklonov posameznih vrednosti od
aritmeti¢ne sredine. Kadar je Stevilo statisti¢nih enot vzorca manjse od 30, je imenovalec v
enacbi zmanjSan za eno (Adamic, 1989).

2 Y(x-X%)?
=1 ..(8)

S

Standardni odmik izracunamo po enacbi 9:

(9)
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3.6.1.3 Koeficient variabilnosti

Za primerjavo variiranja ve¢ statisti¢nih spremenljivk z razli¢nimi povpre¢nimi vrednostmi
absolutne mere varianc (kot sta npr. varianca in standardni odklon) obic¢ajno niso primerne.
Objektivno primerjavo taksnih statistiénih spremenljivk nam omogoca koeficient
variabilnosti (enacba 10), ki ga izraunamo tako, da standardno deviacijo delimo z
aritmeti¢no sredino opazovanega vzorca in dobljeno vrednost izrazimo v odstotkih
(Adamic, 1989).

KV (%) == - 100 ..(10)

>l »

3.6.2 Dvovzoréna analiza

Medsebojno analizo dveh spremenljivk (x in y) preucujemo z metodo korelacije in
regresije. Na ta nacin ugotavljamo odnos med dvema spremenljivkama, ali obstaja
povezanost med spremenljivkama in kaksne vrste je, ali pa poskusamo na osnovi ene
spremenljivke napovedati vrednost druge. Za statistiéno analizo povezanosti dveh
spremenljivk uporabljamo metodo regresije in metodo korelacije (Adami¢, 1998).

3.6.2.1 Koeficient korelacije po Pearsonu

Pearsonov koeficient korelacije (r) je merilo linearne povezanosti dveh Stevilskih
spremenljivk, ki sta naklju¢ni, med seboj povezani, vendar ne nujno odvisni ena od druge.
Koeficient je enak razmerju med kovarianco (Cxy) (enacba 12) in zmnozkom standardnih
deviacij za obe spremenljivki X in y (Sxin sy) (enacba 11).

r=— ..(11)
Sx'Sy
ny:nlj (%) (v-y)] .(12)

r - koeficient korelacije

Cyy - kovarianca

s — standardni odmik
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Koeficient korelacije po Pearsonu ima lahko vse vrednosti med - 1 (maksimalno negativna
korelacija) in + 1 (maksimalno pozitivna korelacija). Pozitivne vrednosti pomenijo, da
vrednost ene spremenljivke naras¢a z vrednostjo druge, negativne pa, da vrednost ene
spremenljivke raste, druge pa pada. Vrednost O pomeni, da med obema spremenljivkama ni
nobene povezave. Na osnovi velikosti koeficienta korelacije lahko sklepamo, kako mo¢na
je povezava med statisti¢nimi enotami. Kadar je vrednost koeficienta korelacije nad 0,7,
govorimo o moc¢ni povezanosti. Velikost koeficienta korelacije pa nam ne pove nicesar o
tem, Ce je povezava znaCilna (Adamic, 1989). Mejne vrednosti za presojanje moci
povezanosti so navedene v preglednici 4.

Preglednica 4: Mejne vrednosti za presojanje moc¢i povezanosti spremenljivk

Korelacijski koeficient (r) Povezanost
od = 0,00 do £ 0,20 povezanosti ni
nad = 0,20 do = 0,40 Sibka

nad £+ 0,40 do = 0,70 zmerna

nad + 0,70 do £+ 1,00 mocna

3.6.2.2 Studentov t-test

Kadar primerjamo dva majhna vzorca, nam standardni odklon vzorcev postane nezanesljiv
cenilec za standardni odklon populacije. Preizkus domneve o razlikah med njunima
povprecjema zato ne more temeljiti na normalni porazdelitvi, ampak na porazdelitvi t. V
tem primeru t-test sloni Se na dodatni predpostavki. Racunati je namre¢ treba skupni
standardni odklon za oba vzorca, to pa smemo storiti le, ¢e se varianci obeh vzorcev med
seboj ne razlikujeta (Adamic, 1989).

Pri preskusanju ni¢elne domneve o razliki med povpre¢jem dveh majhnih neodvisnih
vzorcev in v primeru, da sta varianci obeh populacij enaki, uporabljamo enacbo 13
(Kosmelj, 2007).

X| -Xp

t=— 2 .. (13)

1,1
zEn
np np

n; - Stevilo enot v prvem vzorcu

n, - Stevilo enot v drugem vzorcu

X, - povprec¢na vrednost prvega vzorca
X, - povprecna vrednost drugega vzorca
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V primeru razli¢nih varianc velja enacba (14)

.(14)

n; - stevilo enot v prvem vzorcu

n, - stevilo enot v drugem vzorcu

X; - povpre¢na vrednost prvega vzorca
X, - povprecna vrednost drugega vzorca

3.6.3 Primerjava dveh populacij

Primerjali bomo parametre verjetnosti porazdelitve za dve populaciji in sicer povpreéje
dveh normalnih porazdelitev. Vzorca, ki zastopata prvo in drugo populacijo, sta lahko
neodvisna ali odvisna (KoSmelj, 2007).Vzorca imenujemo neodvisna, ¢e informacija, ki jo
dobimo iz prvega vzorca, ni povezana z informacijo, ki jo dobimo iz drugega vzorca
(Kosmelj, 2007).

3.6.3.1 Preizkus domneve o razliki povprecij

Preizkusali bomo domnevo o razliki dveh povpre¢nih vrednosti. Nicelna domneva
predvideva, da je njuna razlika 9§, torej 6 = pj - p, enaka neki vnaprej doloceni vrednosti
do, 0o € R. Najpogosteje nas zanima, ali je ta razlika enaka ni¢, torej ali je oo = 0.

ZapiSemo nicelno ali alternativno domnevo:

Ho: 0= {1 - M2 =09 Razlika povprecij je do. ...(15)

Hi: 8=M1 - M2 # o Razlika povprecij ni do. ...(16)

Ce lahko privzamemo, da sta varianci obeh populacij razli¢ni, je testna statistika enaka t
(Studentov t-test) iz enacbe 13 (Kosmelj, 2007).

Pri statisti¢ni analizi nasih vzorcev medu smo zapisali nic¢elno domnevo Ho: tvorba HMF v
medu ni odvisna od nacina skladi$¢enja (svetloba ali tema). Temu sledi alternativna
domneva Hj: tvorba HMF v medu je odvisna od pogojev skladis¢enja.
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4 REZULTATI

Rezultate podajamo v Sstirih sklopih. V' prvem sklopu so opisane senzori¢ne lastnosti
obravnavanih vzorcev medu. Nato smo vzorcem izmerili absorpcijske spektre pri valovni
dolzini med 200 in 500 nm, ki so predstavljeni v drugem sklopu. 1zmerjene absorpcijske
spektre nasih vzorcev medu smo primerjali z znac¢ilnimi absorpcijskimi spektri posamezne
vrste medu. V tretjem sklopu so navedeni rezultati fizikalno-kemijskih parametrov, ki smo
jih dolo¢ili v vseh svezih vzorcih medu. V zadnjem delu so podani rezultati dolo¢anja
vsebnosti HMF med osemnajstmesecnim skladis¢enjem.

4.1 REZULTATI SENZORICNE ANALIZE MEDU

V preglednici 5 so predstavljeni rezultati senzori¢ne analize vzorcev medu vkljucenih v
diplomsko delo.

Preglednica 5: Rezultati senzori¢ne analize medu

Vrsta | Oznaka Ocena (0-5 to¢k) Komentar
medu | vzorca Povpreéne vrednosti
barva | vonj aroma
A01 45 3,7 3,8 Barva svetlo rumena. Vonj prevec intenziven. Okus zelo
sladek, rahlo kisel. Aroma po cvetlicah.
A02 41 4.0 4.6 Nekoliko preve¢ rumena barva. Vonj nezen. Aroma $ibka,
nezna, znacilna.
A04 45 3,0 4.0 Barva svetlo rumena. Netipic¢en vonj. Aroma po cvetlicah.
€ A06 5,0 4.0 4.1 Barva znacilna - skoraj brezbarven med. Vonj nezen. Okus
_;*3 zelo sladek. Aroma nezna, po cvetlicah.
e C23 / 4,1 5,0 Vonj prijeten, cvetlicen. Okus dokaj sladek, in primerno kisel.
QOdli¢na in harmoni¢na cvetli¢na aroma.
C25 / 4.4 5,0 Vonj dokaj izrazit. Okus sladek, kisel. Odli¢na in harmoni¢na
cvetli¢na aroma.
C31 / 4,1 4,5 Vonj nekoliko po kostanjevem medu. Okus sladek, kisel.
Intenzivna aroma po sadju.
G03 5,0 4,6 4,7 Barva svetlo rjava. VVonj po satju, po mleku v prahu.
Intenzivna aroma, znacilna za manin med.
G05 5,0 4,0 4,2 Barva svetlo rjava. Vonj po karamelu, rahlo po pregretem

medu. Aroma premalo znacilna, zaznana prisotnost arome
kostanjevega medu.

G06 5,0 4.6 49 Barva svetlo rjava. Vonj po smreki. Intenzivna in znacilna
aroma.
2 HO04 45 4.0 40 Barva rjava z zelenim odtenkom. Vonj $ibek. Zmerno
g aromatien; v aromi zaznana prisotnost arome kostanjevega
medu.
M16 / 4,6 5,0 Vonj znacilen. Okus dokaj sladek, le malo kisel. Aroma
intenzivna, znacilna za meSan med (po cvetlicah in po mani).
M17 / 4,6 4,5 Vonj zna¢ilen. Okus dokaj sladek, malenkost grenek. Aroma
intenzivna, zaznana aroma kostanjevega medu.
M21 / 4,4 3,6 Vonj prijeten, po mentolu. Okus sladek. Aroma po mentolu,

znacilna za lipov med.

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje preglednice 5.
Rezultati senzori¢ne analize medu

Vrsta | Oznaka Ocena (0-5 tock) Komentar
medu | vzorca Povpreéne vrednosti
barva | vonj aroma
K17 5,0 5,0 45 Barva rdeckasto rjava. Vonj harmonicen, znacilen za
kostanjev med. Okus presladek, grenkoba srednje intenzivna.
Aroma premalo intenzivna.
> K33 50 3,9 3,9 Barva rdeckasto rjava. Vonj premalo intenziven. Okus dokaj
a grenek. Aroma srednje intenzivna.
= K36 5,0 5,0 4.8 Barva optimalna, rdeckasto rjava. Vonj zelo intenziven,
2 znalilen. Aroma znacilna in intenzivna.
'§ K37 5,0 45 45 Barva rdeckasto rjava. Izrazit vonj. Znacilna, a preSibka
2 aroma.
~ LO1 4,0 3,9 4,0 Barva nekoliko pretemna. VVonj premalo intenziven. Dokaj
izrazita aroma po mentolu.
L02 4,5 4,3 4,1 Barva svetlo rumena, skoraj optimalna. VVonj premalo
intenziven. Aroma znacilna, intenzivna aroma po mentolu.
S02 5,0 3,5 3,6 Barva znacilna, temno rjava. Vonj po paradiznikovi juhi.
Grenek pookus. Aroma po zaZganem in kovini.
S04 4,9 3,3 31 Barva skoraj ¢rna. Vonj intenziven, neprijeten. V okusu
2 zaznano grenko, kislo in sladko. Aroma zmerno izrazita, po
g zazganem sladkorju, zaznana aroma kostanjevega medu.
=4 S10 49 3,9 41 Barva zelo temno rjava. Vonj po zazgani marmeladi. Okus
grenek. Aroma po karamelu.
S12 4,9 31 31 Barva temno rjava. Vonj po zazganem. Aroma neprijetna, po
paradiznikovi juhi.
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4.2 REZULTATI MERJENJA ABSORPCIJSKIH SPEKTROV MEDU

Na slikah 1 do 8 so predstavljeni absorpcijski spektri analiziranih vzorcev medu, ki smo jih
izbrali na podlagi senzori¢ne analize.

Za razumevanje spektrov in komentar smo se oprli na rezultate predhodnih raziskav,
opravljenih na Katedri za vrednotenje zivil (Buzuk, 1995; Smit, 1997; Sirnik, 2002;
Veseli¢, 2006), kjer so objavljeni spektri, zna¢ilni za posamezno vrsto medu.

S slike 1 je razvidno, da so si trije vzorci akacijevega medu (A02, A04, A06) zelo enotni in
znacilni za spekter akacijevega medu ter imajo najvisjo vrednost absorbance pri valovni
dolzini 200 nm. Spektri nasih vzorcev akacijevega medu imajo lokalni maksimum okoli
valovne dolzine 260 nm, kjer imajo vrednost absorbance nizjo od 0,5. Podoben potek
funkcije spektra akacjevega medu navaja tudi Veseli¢ (2006). Spekter vzorca A01 nekoliko
izstopa in je podoben spektru cvetlitnega medu. Ce upoStevamo 3e senzori¢no oceno za
vzorec AO1 lahko zaklju¢imo, da omenjeni vzorec spominja na cvetlicni med.

2,5
2,0

1,5 1

—o— A02
1 —&— AO4
1,0 X
A0B

X *—— AO1

absorbanca akacijevega medu

valovna dolZina (nm)

Slika 1: Absorpcijski spektri akacijevega medu

Spekter akacijevega medu je padajoca funkcija, ki ima neizrazit lokalni maksimum v
obmocju valovne dolzine med 260 in 270 nm. Vrednost absorbance A pri lokalnem
maksimumu je pod 0,4 (Veseli¢, 2006). Sirnik (2002) navaja, da ima spekter akacijevega
medu najvisjo vrednost absorbance A pri valovni dolzini 200 nm. Pogosto je ta vrednost
absorbance A pod 2,5. Ze pri valovni dolzini 230 pa absorbanca A pade pod 0,5 in te
vrednosti do valovne dolzine 400 nm ne doseze vec (Sirnik, 2002).
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Cvetli¢ni med spada med nektarni med in lahko vsebuje razli¢ne vire nektarja. Zato nima
znacilnega spektra. Spektri so razli¢ni in se lahko med sabo prekrivajo z drugimi spektri
posameznih vrst medu, npr. s spektri gozdnega in smrekovega medu (Veseli¢ 2006). 1z
primerjave spektrov, ki jih navajata Sirnik (2002) in Veseli¢ (2006) lahko sklepamo, da
nasi vzorci nimajo znacilnega spektra cvetlicnega medu (slika 2). Vsi trije spektri vzorcev
(C23, C25 in C31) se prekrivajo s spektri maninega medu. Pri senzori¢ni oceni vzorca C31
smo navedli, da ima vonj po kostanju in tudi spekter je bolj podoben spektru kostanjevega
medu. Na osnovi teh dveh podatkov bi lahko ocenili, da vzorec C31 ni znacilen
predstavnik cvetlicnega medu.

25

2,0

—— C23

—&— C25

C31

absorbanca cvetliénega medu

200 250 300 350 400 450 500

valovna dolzina (nm)

Slika 2: Absorpcijski spektri cvetli¢nega medu

Spekter znalilnega cvetlicnega medu ima obliko monotono padajoce funkcije. Padec
absorbance ni tako strm. Vrednost absorbance A pade na vrednost okoli 0,8 pri valovni
dolzini 240 nm. V obmocju valovne dolzine med 240 in 270 nm je krivulja skoraj
vodoravna, nato pa za¢ne ponovno padati (Sirnik 2002).
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Gozdni med ne spada med sortni med. 1z spektrov predstavljenih na sliki 3 je razvidno, da
vzorci gozdnega medu (G03, GO5 in G06) nimajo znacilnega spektra, ki sta ga opisali
Sirnikova (2002) in Veseli¢eva (2006). Buzuk (1995) in Smit (1997) pa navajata, da je
spekter gozdnega medu lahko razli¢en. Se najbolj se znadilnemu spektru gozdnega medu
pribliza vzorec G06, v katerem smo s senzori¢no analizo zaznali aromo po smrekovem
medu. Spekter smrekovega medu je zelo podoben spektru gozdnega medu (Sirnik, 2002;
Veseli¢, 2006). Po opisu znacilnega spektra hojevega medu lahko sklepamo, da vzorec
GO03 spominja na hojev med. Tudi pri senzori¢ni oceni arome smo ocenili, da je v vzorcu
GO3 izrazena aroma hojevega medu. Spekter vzorca gozdnega medu GO05 pa je podoben
spektru kostanjevega medu.

2,5

2,0

—— G03
—#— G05
G06

absorbanca gozdnega medu
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Slika 3: Absorpcijski spektri gozdnega medu

Spekter gozdnega medu ima obliko monotone padajoce funkcije, brez lokalnega
maksimuma in minimuma. Za spekter je znacilen hiter padec absorbance A na vrednost 0,9
ze pri valovni dolzini 240 nm (Sirnik, 2002).
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V absorpcijskem spektru hojevega medu (slika 4) vidimo pri valovni dolZzini 220 nm
absorbcijski maxsimum, ki je zelo blizu maksimumu, znagilnemu za kostanjev med (Smit,
1997). Tudi senzori¢na ocena vzorca hojevega medu HO4 je pokazala, da ima omenjeni
vzorec prisotno aromo kostanjevega medu. Na podlagi tega lahko povzamemo, da vzorec
hojevega medu HO4 ni znacilen hojev med.

25 4

2,0 4

1,5
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Slika 4: Absorpcijski spekter hojevega medu

Tudi spekter znacilnega hojevega medu je znacilna monotona padajoca funkcija. Lahko jo
razdelimo na dva dela: do valovne dolzine 240 nm funkcija strmo pada, od tu naprej pa se
strmina zmanjsa in funkcija dobi obliko linearne funkcije z negativnim odklonom (Sirnik,
2002).
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Mesani med vsebuje cvetlicni nektar kakor tudi gozdno mano. Spektri so zato razlicni.
Slika 5 prikazuje absorpcijske spektre vzorcev mesSanega medu. Spekter vzorca M21
ustreza znacilnemu spektru lipovega medu. To potrjuje tudi senzori¢na analiza tega vzorca
medu, Kjer smo ugotovili, da ima vzorec intenziven vonj in aromo po mentolu, kar je
znacilno za lipov med. Spekter vzorca M17 ima maksimum pri valovni dolzini 240 nm, kar
je znacilno za spekter kostanjevega medu, ¢eprav s senzori¢no analizo nismo opazili
senzori¢nih lastnosti, znacilnih za kostanjev med.
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Slika 5: Absorpcijski spektri mesanega medu
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Primerjava absorpcijskih spektrov vzorcev kostanjevega medu (slika 6) s karakteristi¢nim
spektrom kostanjevega medu, ki ga podajata Sirnikova (2002) in Veseliceva (2006) je
pokazala, da imajo trije vzorci (K33, K36, K37) znalilno obliko spektra kostanjevega
medu, medtem ko spekter vzorca K17 spominja na lipov med. Senzori¢na analiza vzorcev
kostanjevega medu je potrdila, da gre v vseh treh primerih (K33, K36, K37) za znacilne
predstavnike kostanjevega medu.

—— K17
—&— K33

K36

absorbanca kostanjevega medu
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Slika 6: Absorpcijski spektri kostanjevega medu

Za kostanjev med je znacilno, da absorbanca A pade pod 2,5 Sele pri valovni dolzini
240 nm in doseze minimum pri valovni dolzini med 260 in 270 nm, Kjer je vrednost
absorbance A okoli 1. Za funkcijo kostanjevega spektra je znacilen prevoj pri valovni
dolzini okoli 350 nm, kjer je vrednost absorbance A okoli 1,2 (Sirnik, 2002).
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Primerjava absorpcijskih spektrov vzorcev lipovega medu pokaze, da sta spektra obeh
vzorcev LO1 in LO2 med seboj podobna v drugem delu funkcije (slika 7). Podobna sta
spektrom, ki jih navaja Smit (1997), vendar nista znacilna predstavnika spektra lipovega
medu. ManjSe odstopanje spektra za vzorec L02 pripisujemo prisotnosti kostanjevega
medu, kar je potrdila tudi senzori¢na analiza. Sirnik (2002) omenja, da spekter
kostanjevega medu doseZze minimum pri valovni dolZini med 250 in 260 nm, in
maksimum okoli 300 nm, Kkar velja za na$ vzorec LO1. Tudi senzori¢na analiza pokaze, da
dani vzorec ni znalilen predstavnik lipovega medu. Vzorec L02 pa ima maksimalno
vrednost pri valovni dolzini 240 nm, kar je znaCilno za kostanjev med, vendar pa je
absorbanca A maksimuma pri valovni dolzini 240 nm nizja od 2,5, kar pa ni znacilno za
spekter kostanjevega medu. Vrednost absorbance pri doloceni valovni dolzini za znadilen
spekter dolo¢ene vrste medu je odvisna od vsebnosti cvetnega prahu sortnega medu in
ostalega cvetnega prahu. Iz tega lahko sklepamo, da sta vzorca LOl in LO2 meSanici
kostanjevega in lipovega medu.
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Slika 7: Absorpcijska spektra lipovega medu

Spekter lipovega medu ima izrazit lokalni maksimum pri valovni dolzini 300 nm, kjer je
absorbanca A okoli 2,0. Funkcija ima minimum pri valovni dolzini med 250 in 260 nm,
kjer je absorbanca A 0,7 (Sirnik 2002). Tudi Veseliceva (2006) navaja, da ima spekter
lipovega medu maksimum pri valovni dolzini med 290 in 300 nm, vendar pa navaja
vrednost absorbance A med 1,8 in 2,5.
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Nasi vzorci $krzatovega medu nimajo znacilnega spektra za $krzatov med, kot ga navaja
Sirnik (2002). Vsi $tirje vzorci imajo skladen potek funkcije (slika 8). Vzorec S12, ki ima
nizje vrednosti vrhov absorbanc, in vzorec S10 imata potek funkcije podoben znaéilnemu
spektru cvetliénega medu. Sklepali bi lahko, da gre za cvetli¢ni med. Vendar s senzori¢no
analizo tega nismo potrdili. Ko smo spektre primerjali Se s preostalimi spektri drugih vrst
medu, smo ugotovili, da sta vzorca S04 in S02 precej podobna spektrom kostanjevega
medu. Senzori¢na analiza pa tega ni potrdila.
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Slika 8. Absorpcijski spekter skrzatovega medu

Za spekter skrzatovega medu je znalilen hiter padec absorbance A na vrednost 1,2 pri
valovni dolzini 250 nm. Funkcija ima lokalni maksimum pri vrednosti absorbance A okoli
1,3 in valovni dolZini okoli 270 nm. Od tu naprej funkcija pada z manjSim naklonom.
(Sirnik 2002).
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4.3 REZULTATI FIZIKALNO-KEMIJSKE ANALIZE

Fizikalno-kemijski del diplome je obsegal dolo¢anje vsebnosti vode, pepela, HMF, prostih
titrabilnih kislin in prolina. Vzorcem smo izmerili tudi elektricno prevodnost in vrednost
pH ter aktivnost encima diastaze. Analize so bile opravljene na 24-ih svezih vzorcih medu.
Vzorce smo razdelili v §tiri skupine (nektarni med, manin med, kostanjev in lipov med ter
Skrzatov med). Rezultate za posamezne fizikalno-kemijske parametre smo opisali z
osnovnimi statisticnimi parametri in jih obdelali z razlicnimi statisticnimi metodami. S
pomocjo slednjih smo iskali razlike in povezave med analiziranimi parametri.

Fizikalno-kemijski parametri svezih vzorcev medu so podani v preglednici 6.

Preglednica 6: Fizikalno-kemijski parametri v svezih vzorcih razliénih vrst medu

Vrsta Vzorec | Vsebnost | Vrednost Vsebnost Elektri¢na Vsebnost | Vsebnost | Vsebnost DN
medu vode pH prostih kislin prevodnost HMF pepela prolina
(9/100 g) (meg/kg) (mS/cm) (mg/kg) | (g/100g) | (mglk)

nektarni A01 18,83 4,0 37,0 0,447 4,01 0,070 254,9 69,7
A02 14,68 4,3 33,0 0,297 3,05 0,025 253,8 23,4

A4 16,66 4,2 23,0 0,291 0,54 0,086 256,0 46,8

A06 15,27 4,2 35,0 0,241 2,39 0,102 257,1 41,6

C23 15,24 4.6 31,0 0,678 1,70 0,219 265,3 69,7

C25 15,87 4,5 31,0 0,780 0,93 0,248 237,4 76,9

C31 15,47 4,2 43,0 0,635 4,66 0,141 259,9 36,6

manin G03 16,26 4,4 39,0 0,898 0,81 0,208 264,6 31,2
G05 15,27 5,6 31,0 2,010 1,70 0,734 301,4 67,1

G06 18,64 4,5 33,0 1,204 1,44 0,391 2774 41,5

HO04 15,49 4.6 34,0 1,170 1,56 0,512 285,8 415

M16 15,67 4,7 26,0 1,124 2,29 0,505 285,4 28,9

M17 15,47 50 30,0 1,387 1,65 0,391 2774 35,8

M21 15,67 4,7 36,0 0,895 2,97 0,139 259,7 33,6

kostanjev | K17 19,43 4.8 28,0 1,296 2,63 0,613 292,9 34,8
K33 15,47 51 28,0 1,360 0,68 0,800 306,0 50,6

K36 14,88 6,3 17,5 1,970 3,56 0,807 306,5 47,0

K37 15,07 5,3 20,0 1,912 0,34 0,340 273,8 37,4

lipov LO1 14,88 4,4 29,0 0,720 2,63 0,451 281,6 258
L02 18,83 5,8 18,0 1,168 0,93 0,472 283,0 54,1

Skrzatov S02 15,07 53 46,0 2,010 0,51 0,589 291,2 61,2
S04 16,85 5,2 44,0 2,390 1,69 0,820 307,4 72,3

S10 20,61 55 32,0 2,090 1,02 0,752 302,6 59,4

S12 14,48 5,3 44,0 2,190 2,20 0,684 297,8 42,2

Rezultate FIZIKALNO-Kemijskih parametrov smo primerjali z zahtevami Pravilnika o
medu (2011) in z rezultati predhodnih objav.

Vsi analizirani vzorci, razen vzorca $krzatovega medu S10, ustrezajo Pravilniku o medu
(2011) glede vsebnosti vode, ki doloca, da je lahko v medu, ki se daje v promet kot med ali
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je uporabljen v proizvodu za prehrano ljudi, vsebnost vode najve¢ 20 g/100 g. Med, ki ima
ve&jo vsebnost vode od 20 g/100 g, je ob&utno bolj tekoé. Trije vzorci (A02, SO1 in S12)
imajo vsebnost vode pod 15 ¢/100 g medu. V tem primeru je med bolj viskozen, slabo
tekoc in hitreje kristalizira.

Pravilnik o0 medu (2011) navaja vrednost elektricne prevodnosti do 0,8 mS/cm za nektarne
medove in elektri¢éno prevodnost vecjo od 0,8 mS/cm za medove iz mane. Vsi analizirani
vzorci nektarnega medu imajo vrednost elektriéne prevodnosti pod 0,8 mS/cm in ustrezajo
zahtevam Pravilnika o medu (2011). Vzorci maninega in kostanjevega medu prav tako
ustrezajo zahtevam Pravilnika 0 medu (2011), saj imajo vrednost elektri¢éne prevodnosti
nad 0,8 mS/cm. V preglednici 7 so navedene povpre¢ne vrednosti parametrov kakovosti v
svezih vzorcih medu. NaSe vrednosti elektricne prevodnosti smo primerjali z rezultati
drugih avtorjev in ugotovili, da so primerljivi (Sirnik, 2002; Sifrer, 2005). Vzorci
Skrzatovega medu imajo visoke vrednosti elektri¢ne prevodnosti (povpre¢na vrednost je
2,170 mS/cm). Tudi Sirnikova (2002) navaja najvisjo vrednost elektricne prevodnosti za
Skrzatov med (povprecna vrednost 1,899 mS/cm). Glede na rezultat elektriéne prevodnosti
smo pri¢akovali, da je vsebnost pepela pri vzorcih $krzatovega medu tudi veéja, vendar
vsebnost ne presega 1 g/100 g. Pri senzoriéni oceni barve vzorca S04 smo navedli, da gre
za zelo temen med in ga ovrednotili z oceno 4,9. Pri dolo¢anju elektricne prevodnosti so
imeli vzorci nektarnega medu najnizje vrednosti elektricne prevodnosti (povprecna
vrednost 0,481 mS/cm). Nizja vrednost elektricne prevodnosti je posledica majhne
vsebnosti pepela v medu (Popek, 2002). Tudi pri oceni vrednosti elektricne prevodnosti in
vsebnosti pepela naSih vzorcev nektarnega medu lahko trdimo, da je nizka vrednost
elektricne prevodnosti posledica manjSe vsebnosti pepela (povpre¢na vsebnost pepela
0,131 g/100 g medu in povprecna vrednost elektricne prevodnosti 0,481 mS/cm).

V splosnem je vsebnost pepela v medu zelo majhna, odvisna od tipa tal, na katerem je
medeca rastlina rasla (Spons, 1992; Anklam, 1998). Predhodne objave navajajo, da
vsebnost pepela variira od 0,04 do 0,60 g/100 g v svetlih vrstah medu in celo nad 1 g/100 g
v nekaterih temnih vrstah medu (Golob in sod., 2008). Pri¢akovano je vsebnost pepela
najve¢ja v nasih vzorcih skrzatovega medu (povprec¢na vrednost 0,711 g/100g medu).
Najve&jo vsebnost pepela je imel vzorec S04 (0,820 g/100 g medu). Prisotnost tezkih kovin
v medu pa kaze na onesnazenje in geografski izvor medu. Manjso vsebnosti pepela smo
opazili v vzorcih akacijevega medu: med 0,028 in 0,08 g/100 g.

Vrednosti pH analiziranih vzorcev so nekoliko visje od vrednosti pH, ki jih navajajo drugi
viri (Gresak, 2008; Golob in Plestenjak, 1999). Najvisjo vrednost pH ima vzorec K36 (6,3)
Omenjeni avtorji so najvisjo vrednost pH izmerili v kostanjevem medu (vrednost pH okoli
5,3). Vzorci Skrzatovega medu so imeli v povprecju vrednost pH 5,3, sledijo vzorci
kostanjevega in lipovega medu 5,2. Najnizjo vrednost pH smo dolo¢ili v vzorcu A01 (4,0).
Vzorci nektarnega medu imajo najnizjo povprec¢no vrednost pH 4,3. VVzorci medu iz mane
imajo lahko visje vrednosti pH (v nasih vzorcih je povpre¢na vrednost 4,8) zaradi vecje
vsebnosti mineralov (soli kalcija, natrija, kalija). V povpre¢ju imajo naSi Vzorci
Skrzatovega medu najvisje vrednosti pH (5,3). ManjSa kislost (vrednost pH vi§ja od 6)
lahko kaze na ponarejanje medu z neinvertnim sladkorjem (Golob in sod., 2008).
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Bertoncelj in sod. (2011) so v obravnavanih vrstah slovenskega medu dolo¢ili najniZjo
povpre¢no vrednost pH v akacijevem medu (4,01) in najvi§jo povprecno vrednost pH v
kostanjevem medu (5,51). NiZja vrednost pH zavira razvoj mikroorganizmov in njihovo
rast. VV svoji raziskavi so Bertoncelj in sod. (2011) dolo¢ili vrednost pH v vrstah
slovenskega medu med 3,0 in 6,2. Nasi rezultati vrednosti pH v analiziranih vzorcih so
primerljivi z rezultati vrednosti pH, ki jih navajajo Bertoncelj in sod. (2011).

Glede vsebnosti prostih kislin vsi vzorci ustrezajo Pravilniku o medu (2011), ki dovoljuje
do 50 mg prostih Kislin v kilogramu medu. 1z preglednice 6 lahko ocenimo, da je vsebnost
prostih kislin v nasih vzorcih vecja v primerjavi s predhodnimi objavami (Golob in
Plestenjak, 1999; Gresak, 2008). NajmanjSo vsebnost prostih Kislin imajo vzorci
kostanjevega in lipovega medu (povprecna vsebnost 23,4 meg/kg), sledijo vzorci maninega
medu (povprec¢na vsebnost 30,7 meg/kg) in vzorci nektarnega medu (povpreéna vsebnost
33,3 meq/kg). Najve¢jo povprecno vsebnost prostih kislin pa smo dolo¢ili pri vzorcih
Skrzatovega medu (41,5 meg/kg). Bertoncelj in sod. (2011) so dolo¢ili vsebnost prostih
kislin v sedmih vrstah slovenskega medu. Povprecne vsebnosti prostih kislin v analiziranih
vrstah medu so se gibale med 13,3 meqg/kg (kostanjev med) in 30,9 meqg/kg (smrekov
med). V vzorcih cvetlicnega medu so dolocili povprecno vsebnost prostih Kislin

23,6 meg/kg.

Pravilnik o medu (2011) prolina ne vkljuuje. V obravnavanih vzorcih smo dolocili
vsebnost prolina med 237,4 mg/kg (vzorec C25) in 307,4 mg/kg (vzorec S04). Iz
preglednice 7 je razvidno, da imajo najmanjSo vsebnost prolina vzorci nektarnega medu
(254,9 mg/kg). Tudi Golob in sod. (2008) in Golob (2006) navajajo, da ima akacijev med
najmanjSo vsebnost prolina (priblizno 300 mg/kg) in kostanjev med ve¢ kot 600 mg/kg.
Golob (2006) je v svoji diplomski nalogi spremljala vsebnost prolina v sedmih vrstah
slovenskega medu. Vsebnost prolina v vseh vzorcih je bila v razponu od 197 do 776 mg/kg
medu, kar je ve¢ kot spodnja meja 180 mg/kg, ki so jo dolo¢ili Bogdanov in sod. (1997) za
pristne medove. Glede na to, da posamezne vrste medu vsebujejo razlicne koli¢ine prolina,
imajo naSi vzorci razmeroma enotno vsebnost prolina (278,3 = 20,1), ki je pri vseh
obravnavanih vzorcih vecja od 180 mg/kg medu.

Vsi vzorci, ki smo jim analizirali vsebnost hidroksimetilfurfurala (HMF), ustrezajo
Pravilniku o medu (2011). V nobenem vzorcu svezega medu nismo dolocili ve¢ kot
40 mg HMF/kg. Podrobnejsi komentar rezultatov vsebnosti HMF v svezih vzorcih sledi v
poglavju 4.4.1.

Vse izmerjene vrednosti diastaznega Stevila v analiziranih vzorcih medu so nad vrednostjo
8, kar ustreza zahtevam Pravilniku 0 medu (2011). Primerjava nasih rezultatov diastaznega
Stevila s predhodnimi objavami nam pove, da so nase vrednosti visje. 1z preglednice 7 je
razvidno, da imajo nasi vzorci Skrzatovega medu najvisjo povpre¢no vrednost diastaznega
Stevila 58,8. Ovcéek (2007) je v svoji diplomski nalogi dolocila najnizjo vrednost
diastaznega Stevila v akacijevem medu (9,5), sledil je lipov med (15,2) in cvetli¢ni med
(17,1). Najvisjo vrednost diastaznega stevila je dolocila v kostanjevem medu (22,0). Tudi
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Golob in Plestenjak (1999) navajata najniZjo vrednost diastaznega Stevila v akacijevem
medu (9,3) in najvi§jo vrednost v gozdnem (18,6) in kostanjevem medu (17,5). V teh
podatkih ni vkljucen Skrzatov med. Vrednost diastaznega Stevila v Skrzatovem medu SO
dolocili Persano Oddo in sod. (2004) in ugotovili, da ima $krzatov med najvisje vrednosti
diastaznega stevila (DN) med obravnavanimi vrstami medu (povpreéna vrednost DN 39,3).

Preglednica 7: Povprec¢ne vrednosti kakovostnih parametrov v svezih vzorcih medu

Vrsta Vsebnost | Vrednost Vsebnpst Elektri¢na Vsebnost | Vsebnost Vsebnost DN
medu vode pH pl:.OT.t'h prevg)/dnost HMF pepela prolina
(g/100 g) islin (mS/cm)

(mea/kg) (mg/kg) | (/100 9) (mg/kg)
nektarni 16,0 4,3 33,3 0,481 2,47 0,131 254,9 52,1
manin 15,6 4,8 30,7 1,135 2,30 0,345 274,2 32,8
kostanjev
in lipov 16,4 52 23,4 1,404 1,79 0,580 290,6 41,6
skrzatov 16,8 53 415 2,170 1,36 0,711 299,8 58,8

Preglednica 7 prikazuje povprecne vrednosti FIZIKALNO-Kemijskih parametrov, ki so
nam v pomo¢ pri oceni kakovosti medu. Vseh 24 analiziranih vzorcev medu ustreza
zahtevam Pravilniku o medu (2011), razen vzorca krzatovega medu S10, ki presega
dovoljeno vsebnost vode. Za ostale obravnavane vzorce lahko povzamemo, da ustrezajo
doloc¢ilom Pravilnika o medu (2011) in so kakovostni.

4.4 REZULTATI SPREMLJANJA VSEBNOSTI HMF MED SKLADISCENJEM

Po opravljenih analizah na svezih vzorcih smo vzorce razdelili na dva dela, glede na
nadaljnje razmere skladis¢enja:

o hranjenje v steklenih kozarcih na svetlobi pri sobni temperaturi,
o hranjenje v steklenih kozarcih v temi (zaprta omara) pri sobni temperaturi.

V tako hranjenih vzorcih smo nato spremljali vsebnost HMF po 6-ih, 12-ih in 18-ih
mesecih. Skupen cCas skladiS¢enja je bil 18 mesecev.
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4.4.1 Rezultati vsebnosti HMF v sveZih vzorcih medu

Pravilnik o senzori¢nem ocenjevanju medu (2010) dovoljuje najve¢ 10 mg HMF na
kilogram medu. 1z tega lahko sklepamo, da vseh 24 svezih vzorcev ustreza zahtevam za
pridobitev naziva znamke visje kakovosti.
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Slika 9: Vsebnost HMF (mg/kg) v svezih vzorcih medu

S slike 9 je razvidno, da ima najvecjo vsebnost HMF vzorec cvetlicnega medu C31
(4,66 mg/kg). Razpon vsebnosti HMF v medu iz nektarja je med 0,54 mg/kg in
4,66 mg/kg. Najmanjse vsebnost HMF smo doloéili v vzorcih kostanjevega medu: K33
(0,68 mg/kg) in K37 (0,34 mg/kg). Najbolj podobne vsebnosti HMF imajo vzorci
maninega medu (povprecna vsebnost 1,77 + 0,68 mg/kg). Podobne ugotovitve zasledimo
pri Golob in Plestenjak (1999), ki sta dolo¢ili najmanjSo vsebnost HMF v kostanjevem
medu (povpre¢na vsebnost 1,25 mg/kg), najvec¢jo vsebnost HMF pa v cvetlic(nem medu
(7,09 mg/kg) in akacijevem medu 5,22 mg/kg). Vsebnost HMF v skrzatovem medu
(povprecna vsebnost 2,2 mg/kg), ki so jo dolocili Persano Oddo in sod. (1995) je podobna
vsebnosti HMF, ki smo jo dolo¢ili v nasih vzorcih $krzatovega medu (povpre¢na vsebnost
2,20 mg/kQ).

Tuji viri navajajo, da imajo na splo$no vrste medu iz nektarja z nizjo vrednostjo pH vecjo
vsebnost HMF. Pri medu z nizko vrednostjo pH se HMF hitreje tvori (Gfeller in
Bogdanov, 2006). Podobno lahko sklepamo za nase vzorce nektarnega medu. VVzorec C31



45
Knego A. Vpliv pogojev skladiS¢enja na vsebnost HMF v medu.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2012

z najvecjo vsebnostjo HMF 4,66 mg/kg ima vrednost pH 4,2, kar je nizje od povpreéne
vrednosti pH v vzorcih nektarnega medu. Vzorci kostanjevega medu imajo manj$o
vsebnost HMF (K33 in K37) in vrednost pH nad 5.

V preglednici 8 so podani osnovni statisti¢ni parametri vsebnosti HMF, povpre¢na
vrednost in standardni odklon za vse obravnavane vrste medu. Standardni odmik (KV) je
najvedji pri medu iz nektarja (26 %), najmanjsi pa pri medu iz mane (11 %). Podatki nam
povedo, da je najmanjsa razprSenost vsebnosti HMF v vzorcih maninega medu. Najvecja
nihanja vsebnosti HMF imajo vzorci nektarnega medu. Tudi vzorci $krzatovega medu
imajo majhna odstopanja vsebnost HMF (KV je 12 %).

Preglednica 8: Osnovni statistiéni parametri za vsebnost HMF (mg/kg) v svezih vzorcih medu

Vrsta \zorec Stevilo X Xemin Xmax s KV(%)
medu vzorcev
nektarni A01, A02, 7 2,47 0,54 4,66 1,54 26
A04, A06,
C23, C25,
C31
manin G03, G05, 7 1,77 0,81 2,97 0,68 11
GO06, HO4,
M16, M17,
M21
kostanjev K17, K33, 6 1,79 0,34 3,56 1,31 22
in lipov K36, K37,
LO01, LO2
Skrzatov S02, S04, 4 1,36 051 2,20 0,75 12
S10, S12

X: povprecna vrednost, Xyin: najmanjSa vsebnost HMF, X najvecja vsebnost HMF, s: standardni odmik,
KV: koeficient variabilnosti
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4.4.2 Rezultati vsebnosti HMF med skladis¢enjem

HMF je parameter kakovosti medu. Vsebnost HMF nam pove, ali sta nacin predelave
medu in nacin skladiscenja ustrezna. Kakovost medu se lahko med skladis¢enjem slabsa,
vsebnost HMF se poveca do te mere, da med ne ustreza ve¢ zahtevam Pravilnika o medu
(2011). Zaradi fizikalno-kemijske spremembe medu v daljSem casovnem obdobju je
potrebno med kontrolirati tudi med skladis¢enjem. V vseh 24-ih vzorcih smo spremljali
vsebnost HMF v ¢asovnem obdobju 18-ih mesecev.
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CO: zadetni Cas, T6: skladi§€enje v temi po 6-ih mesecih, T12: skladis¢enje v temi po 12-ih mesecih, T-18:
skladis¢enje v temi po 18-ih mesecih, S6: skladis¢enje na svetlobi po 6-ih mesecih, S12: skladis¢enje na
svetlobi po 12-ih mesecih, S-18: skladi$¢enje na svetlobi po 18-ih mesecih

Slika 10: Povpreéna vsebnost HMF (mg/kg) v vzorcih medu med skladis¢enjem na svetlobi (S) in v temi (S)

S slike 10 lahko razberemo povecanje vsebnosti HMF v analiziranih vrstah medu med
skladis¢enjem na svetlobi in v temi po 18-ih mesecih. Vsem vzorcem, ki smo jim dolo¢ili
vsebnost HMF med skladi$cenjem, se je le-ta s casom povecala. V nobenem vzorcu medu
med skladis¢enjem nismo dolo¢ili vsebnosti HMF nad 40 mg/kg, ki jo zahteva Pravilnik o
medu (2011). Na podlagi spremljanja vsebnosti HMF med 18-mese¢nim skladis¢enjem
lahko sklepamo, da nasi vzorci medu po skladis¢enju Se vedno ustrezajo zahtevam
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Pravilnika 0 medu (2011). Med skladis¢enjem smo dolo¢ili najmanj$o vsebnost HMF v
svezih vzorcih $krzatovega medu (povpre¢na vrednost 1,36 mg/kg), najvecjo pa v vzorcih
nektarnega medu po 18-ih mesecih (povprecna vrednost 11,34 mg/kg).

V preglednici 9 je prikazano povecanje vsebnosti HMF za posamezne vrste medu po 18-ih
mesecih skladiS¢enja. Iz podatkov lahko ugotovimo, da se je vsebnost HMF med
skladis¢enjem najbolj povecala vzorcem nektarnega medu (za 359 % na svetlobi in za
331 % v temi). V vseh vzorcih je povecanje vsebnosti HMF med skladis¢enjem vecje.

Preglednica 9. Delez povecanje vsebnosti HMF v medu po 18-ih mesecih skladis¢enja

Vrsta medu Povecanje vsebnosti HMF (%)
skladis¢enje na svetlobi skladi$€enje v temi

nektarni 359 331

manin 244 209

kostanjev in lipov 287 202

skrzatov 344 210

Cervantes in sod. (2000) so spremljali povecanje vsebnosti HMF med 23-tedenskim
skladis¢enjem v dveh razli¢nih vrstah medu (med Tahonal in med Dzidzilché). V tem ¢asu
se je vsebnost HMF povecala za 900 % v prvi vrsti medu in za 433 % v drugi vrsti medu.
Podobne rezultate navajajo tudi drugi avtorji. Yilmaz in Kiifreviogu (2001) sta spremljala
tvorbo HMF v 45-ih vzorcih medu v Casu enega leta. Vsebnost HMF se je povecala za
479 % (iz povprecne vsebnosti HMF 3,3 mg/kg na zacetku do povprecne vsebnosti HMF
19,1 mg/kg po enem letu). Pri doloc¢anju vsebnosti HMF med skladis¢enjem medu v ¢asu
dveh let so Khalil in sod. (2010) povzeli priporocilo, da med uzivamo v roku enega leta od
pridobivanja. Skladis¢enje dveh let je razdelil na dve casovni obdobji in spremljal
povecanje vsebnosti HMF v vrstah malezijskega medu. Prvo ¢asovno obdobje je trajalo od
3 do 6 mesecev, drugo casovno obdobje pa od 12 do 24 mesecev skladis¢enja. Ugotovili
s0, da vsebnost HMF v prvem ¢asovnem obdobju ne presega zahteve 80 mg/kg za tropski
iz Pravilnika Evropske unije (Council directive..., 2002), kljub povecanju vsebnosti HMF
za 788 %. V drugem casovnem obdobju pa je bila vsebnost HMF v medu med 183,19 in
1131,79 mg/kg, kar ne ustreza zahtevam Pravilnika Evropske unije (Council directive...,
2002).
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4.4.3 Primerjava vsebnosti HMF med skladiS¢enjem na svetlobi in v temi

V nadaljevanju smo statisticno analizirali vpliv skladiS¢enja na svetlobi in v temi na
povecanje vsebnosti HMF v medu.

Iz preglednice 10 lahko ocenimo, da se vsebnost HMF hitreje povecuje pri skladis¢enju
medu na svetlobi. Izjeme so vzorci kostanjevega in lipovega medu med skladi$¢enjem
prvih 6 mesecev (na svetlobi povecanje vsebnosti HMF za 29,5 % in v temi za 37,2 %) in
vzorci skrzatovega medu med skladis¢enjem od 12-ih do 18-ih mesecev (na svetlobi
16,1 % in v temi 26,2 %). Vsem vrstam medu se je povprecna vsebnost HMF najvec
povecala v Casu skladis¢enja med 6-im in 12-im mesecem (v povpredju se je vsebnost
HMF podvojila). Za manj kot 100 % se je vsebnost HMF v ¢asu med 6-im in 12-im
mesecem povecala le v vzorcih Skrzatovega medu (75,2 %).

Preglednica 10: Delez povedanja vsebnosti HMF v medu po 6-ih, 12-ih, 18-ih mesecih skladi$¢enja

Vrsta medu Povecanje vsebnosti HMF (%)
skladi$¢enje na svetlobi skladiscenje v temi
6 mesecev 12 mesecev | 18 mesecev 6 mesecev 12 mesecev | 18 mesecev

nektarni 45,3 125,4 40,2 29,3 157,8 29,2
manin 48,4 100,1 16,0 33,5 100,6 154
kostanjev in

lipov 29,5 174,9 8,7 37,2 106,9 6,4
Skrzatov 76,3 117,0 16,1 40,0 75,2 26,2

Sliki 11 in 12 prikazujeta povecanje vsebnosti HMF v obravnavanih vzorcih med
18—mesecnim skladis¢enjem na svetlobi in v temi. Prvih 6 mesecev skladiscenja se je
najve¢ povecala povprecna vsebnosti HMF v vzorcih Skrzatovega medu, na svetlobi za
76,3 % (iz 1,35 mg/kg na 2,39 mg/kg) in v temi za 40,0 % (iz 1,35 mg/kg na 1,90 mg/kg).
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Slika 11. Povecanje vsebnosti HMF (mg/kg) med skladis¢enjem na svetlobi (S)
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Slika 12. Povecanje vsebnosti HMF (mg/kg) med skladis¢enjem v temi (T)
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V zadnjem ¢asovnem obdobju, med 12-im in 18-im mesecem, so imeli vzorci nektarnega
medu najvecje povecanje vsebnosti HMF pri obeh nacinih skladis¢enja (svetloba ali tema).
Povpre¢na vsebnost HMF v vzorcih nektarnega medu se je povecala za 40,2 % med
skladis¢enjem na svetlobi (iz 8,09 mg/kg na 11,34 mg/kg) in za 29,2 % (iz 8,23 mg/kg
medu na 10,64 mg /kg) med skladis¢enjem v temi.

Obravnavani vzorci so imeli najvecje povecanje vsebnosti HMF med skladis¢enjem v ¢asu
med 6-im in 12-im mesecem, neodvisno od nacina skladi$¢enja (sliki 11 in 12). Vrsta
kostanjevega in lipovega medu je dosegla v tem obdobju skladis¢enja najvecje povpre¢no
povecanje vsebnosti HMF na svetlobi, 175,4 % (iz 2,32 mg/kg na 6,39 mg/kg). Pri
skladisenju v temi, v istem Casovnem obdobju, pa je najveje povprecno povecanje
vsebnosti HMF imel nektarni med, in sicer 157,8 % (iz 3,19 mg/kg na 8,23 mg/kg).

Izracunali smo koeficient korelacije (r), da bi ocenili kako mocna je povezava med
vsebnostjo HMF v medu, skladis¢enem na svetlobi in v temi. Ko je vrednost koeficienta
korelacije nad 0,7 pomeni, da je povezava moc¢na. Pri moc¢ni povezavi lahko sklepamo, da
pri obravnavanih vzorcih medu nac¢in skladi$¢enja na svetlobi ali v temi ne vpliva na
tvorbo HMF. Primerjava korelacijskih koeficientov r iz preglednice 11 nam pove, da nacin
skladis¢enja (svetloba ali tema) ne vpliva na tvorbo HMF pri vzorcih nektarnega,
maninega, ter kostanjevega in lipovega medu. Izjema so vzorci $krzatovega medu, pri
katerih je korelacija Sibka (preglednica 11).

Preglednica 11: Koeficient korelacije (r) za skladis¢enje medu na svetlobi in temi

Vrsta medu Cas skladi§¢enja

6 mesecev 12 mesecev 18 mesecev
nektarni 0,88 0,73 0,93
manin 0,70 0,98 0,99
kostanjev in lipov 0,94 0,96 0,97
Skrzatov 0,30 0,29 -0,19

Nadaljnja statisticna obravnava vzorcev medu (Studentov t-test) pa je pokazala, da nacin

skladiS¢enja na svetlobi ali temi ne vpliva na tvorbo HMF v skrzatovem medu (preglednica
12).

S pomocjo preizkusov domneve o razliki povprecij smo preizkusili domnevo o razliki dveh
povpreénih vrednosti. Nicelna domneva Hp predvideva, da med povecanjem vsebnosti
HMF med skladis¢enjem medu (na svetlobi ali v temi) ni statisti¢ne razlike. Alternativna
domneva H; pa predvideva, da je med povecanjem vsebnosti HMF med skladis¢enjem
medu na svetlobi in v temi statisti¢na razlika.

Studentov t-test opravimo takrat, ko imamo le dva majhna vzorca in preizkus domneve o
razlikah med njunima povpre¢jema temelji na t porazdelitvi.
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V preglednico 12 smo vnesli izraGunane in tabelirane vrednosti t. Na osnovi primerjave
izraCunanih in tabeliranih vrednosti t, nicelno hipotezo ovrzemo ali potrdimo. Vse
obravnavane vrste medu imajo izracunano vrednost t nizjo od tabelirane pri stopnji
tveganja 0,05, zato lahko ni¢elno domnevo Hp obdrzimo in zaklju¢imo, da na povecanje
vsebnosti HMF nacin skladi$¢enja medu na svetlobi ali v temi, v ¢asu osemnajst mesecev,
ne vpliva.

Preglednica 12: Vrednosti t za skladi$¢enje na svetlobi in v temi

Vrsta medu Vrednost ty g25 Izra¢unana vrednost t
nektarni 2,1790 0,3036
manin 2,1790 0,4324
kostanjev in lipov 2,2280 0,8519
Skrzatov 2,4470 2,0570
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5. RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo proucevali osem vrst slovenskega medu (akacijev, cvetli¢ni,
gozdni, hojev, lipov, kostanjev, skrzatov in mesani med) med skladis¢enjem (osemnajst
mesecev) na svetlobi in v temi z namenom ugotoviti vpliv nacina skladi$¢enja (svetloba ali
tema) na vsebnost HMF v medu. V svezih vzorcih smo dolocili fizikalno-kemijske
parametre z namenom ugotoviti kakovost slovenskega medu glede na dolocila in zahteve
Pravilnika o medu (2011). Pri dolo¢anju vrste slovenskega medu smo si pomagali s
senzori¢no analizo in merjenjem absorpcijskih spektrov obravnavanih vrst medu v
obmo¢ju valovnih dolzin 200 in 500 nm.

Fizikalno-kemijska analiza je obsegala doloc¢anje vsebnosti vode, pepela, prostih titrabilnih
kislin, hidroksimetilfurfurala in prolina ter merjenje elektri¢ne prevodnosti, vrednosti pH in
aktivnosti encima diastaze. Vsi vzorci medu, razen vzorca krzatovega medu S10, so
ustrezali zahtevam Pravilnika o medu (2011).

S Pravilnikom o medu (2011) je dolo¢ena najvecja vsebnost vode 20 g na 100 g medu.
Vsebnost vode v vzorcu S10 je bila 20,61 g/100 g medu, kar ne ustreza zahtevi Pravilnika
0 medu (2011).

Vsebnost pepela je v medu zelo majhna in variira med 0,04 in 0,60 g/100 g v svetlih vrstah
medu, v nekaterih temnih vrstah pa je lahko nad 1 g/100 g. Tudi med nasimi Svetlimi
vzorci medu vsebnost pepela ni bila vecja od 0,60 g/100 g. V temnejsih vrstah medu smo
dolocili veéjo vsebnost pepela, in sicer nad 0,60 g/100 g pri kostanjevem, gozdnem in
Skrzatovem medu.

Elektricna prevodnost je bila v vzorcih maninega medu nad 0,8 mS/cm in v vzorcih
nektarnega medu pod 0,8 mS/cm, kar ustreza zahtevam Pravilnika o medu (2011).
Skrzatov med je imel najvi§jo povpreéno vrednost elektriéne prevodnosti, 2,170 mS/cm,
najnizjo vrednost pa akacijev med (0,319 mS/cm).

Ceprav je vsebnost prolina v posameznih vrstah medu zelo razli¢na (Golob, 2006) smo v
nas$ih vzorcih dolocili dokaj podobne vsebnosti prolina (278,3 + 20,1 mg/kg). Vsi vzorci so
vsebovali ve¢ kot 180 mg prolina v kilogramu medu, in sicer med 237,4 mg/kg (vzorec
C25) in 307,4 mg/kg (vzorec S04), zato lahko zaklju¢imo, da so analizirani vzorci medu
pristni. Pravilnik o medu (2011) vsebnosti prolina ne vkljucuje.

Vsebnost prostih kislin v analiziranih vzorcih smo primerjali s predhodnimi objavami
(Golob in Plestenjak, 1998; Gresak, 2008; Bertoncelj in sod., 2011), ki navajajo podobne
rezultate vsebnosti prostih kislin v analiziranih vzorcih, kot smo jih dolo¢ili v nasih
vzorcih. Ugotovili smo, da je vsebnost prostih kislin v nasih vzorcih medu med
23,4 meqg/kg (kostanjev in lipov med) in 41,5 meqg/kg (S8krzatov med) in da vzorci medu
ustrezajo dolo¢ilom Pravilnika o medu (2011), ki dovoljuje do 50 meq prostih Kislin v
kilogramu medu. Kislost je lahko merilo za ugotavljanje pristnosti medu.

Vrednost pH v analiziranih vzorcih medu je bila od 4,0 do 6,3. Najnizjo vrednost pH smo
dolo¢ili v vzorcu akacijevega medu AO1 (4,0), najvisjo vrednost pH pa v vzorcu
skrzatovega medu S12 (6,3). V povpredju imajo najvi§jo vrednost pH vzorci $krzatovega
medu (povpre¢na vrednost pH 5,3). Rezultati vrednosti pH nasih vzorcev so visji od



53
Knego A. Vpliv pogojev skladiS¢enja na vsebnost HMF v medu.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2012

prehodnih objav (Gresak, 2008; Golob in Plestenjak, 1999), primerljivi pa so z vrednostjo
pH v vrstah medu, ki so jih dolocili Bertoncelj in sod. (2011).

Tudi izmerjena aktivnost diastaze je bila v obravnavanih vzorcih visja, kot jo navajajo
drugi viri (Sifrer, 2005; Golob in Plestenjak, 1999). Pravilnik o medu (2011) doloc¢a
najnizjo vrednost diastaznega stevila 8, zato lahko trdimo, da vzorci ustrezajo dolocilu.

Del diplomske naloge je obsegal tudi senzori¢no analizo in merjenje absorpcijskih
spektrov obravnavanih vrst medu. Pri nekaterih vzorcih smo s pomocjo obeh metod
ugotovili, da vzorci niso znacilni primeri sortnega medu, ampak gre za dobre meSane
medove iz nektarja ali mane. Senzori¢no ocenjevanje je izvedla SestClanska senzori¢na
komisija. Ocenjevali smo barvo, vonj in aromo z metodo to¢kovanja od 1 do 5, pri cemer
je ocena 1 pomenila neustrezno izrazeno senzori¢no lastnost, ocena 5 pa najbolje izrazeno
lastnost. 1z razlage, podane v poglavju 4, lahko povzamemo, da je med vzorci znotraj vrste
veliko odstopanje v senzoricnih ocenah in da so le posamezni medovi dobili najvi§je
ocene. Najbolje so bili ocenjeni kostanjevi in gozdni medovi, najslab$e pa Skrzatovi. Pri
ocenjevanju vrste medu smo si pomagali tudi z absorpcijskim spektrom medu, ki je
znacilen za posamezno vrsto. Oprli smo se na rezultate predhodnih raziskav (Buzuk 1995;
Smit, 1997; Sirnik, 2002; Veseli¢, 2006). Absorpcijski spekter smo posneli v 2 % vodni
raztopini suhe snovi medu s spektrofotometrom v UV-obmodju elektromagnetnega
valovanja pri valovni dolzini od 200 nm do 500 nm. Ugotovili smo, da so spektri
posameznih vrst medu razliéni. Prepoznavna spektra imata lipov in kostanjev med. Spektri
cvetlicnega, meSanega in gozdnega medu so si podobni in se prekrivajo. Znotraj
posamezne vrste lahko s poznavanjem znacilnega spektra ugotovimo prisotnost druge vrste
medu. Tako smo pri oceni spektra lipovega medu opazili prisotnost kostanjevega medu in
to potrdili tudi s senzori¢no analizo. Spektri vzorcev cvetlicnega, gozdnega, kostanjevega
in akacijevega medu so bili med sabo podobni in primerljivi s predhodno objavljenimi
raziskavami. Spektri Skrzatovega medu niso bili skladni s znacilnim spektrom Skrzatovega
medu, ki ga navaja Sirnikova (2002).

vive

svetlobi in v temi ter spremljali vsebnost HMF po 6-ih, 12-ih in 18-ih mesecih. Znano je,
da se vsebnost HMF s casom skladis¢enja in z neustrezno toplotno obdelavo povecuje.
Zato je HMF primeren fizikalno-kemijski parameter za ugotavljanje svezosti medu in
ravnanja z medom med skladis¢enjem. V svezih vzorcih medu je vsebnost HMF zelo
majhna. Tudi v obravnavanih svezih vzorcih medu je bila vsebnost majhna in v skladu z
dolocili Pravilnika o medu (2011). Najvecjo vsebnost HMF smo zasledili v vzorcih
nektarnega medu, in sicer v vzorcu cvetlicnega medu C31 (4,66 mg/kg) in najmanjS$o
vsebnost v vzorcu kostanjevega medu K33 (0,68 mg/kg). Do podobnih zakljuckov sta
prisli Golob in Plestenjak (1999).

Za ugotavljanje vpliva skladis¢enja na vsebnost HMF v medu smo analizo vsebnost HMF
opravili vsakih Sest mesecev. Ugotovili smo, da je vsebnost HMF ves ¢as narascala in bila
najvecja na koncu skladis¢enja. Najvecja vsebnost HMF je bila v nektarnem medu
(11,34 mg/kg v vzorcu cvetlicnega medu C31) po osemnajstih mesecih. Vzorci so, ne
glede na Cas trajanja skladiS¢enja, ustrezali zahtevam Pravilnika o medu (2011). Vsebnost
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HMF se je najbolj povecala v medu iz nektarja, za 359 %, najmanj pa v kostanjevem in v
lipovem medu, za 202 %. Cervantes in sod. (2000) so v 23-ih tednih skladis¢enja medu
dolo¢ili 900 % povecanje vsebnosti HMF v eni vrsti (med Tahonal) in povecanje vsebnosti
HMF v drugi vrsti (med Dzidzilché) nektarnega medu, za 433 %. Ugotovili so, da se s
segrevanjem vsebnost HMF sicer pove€a, vendar med temperaturo in ¢asom toplotne
obdelave ni ugotovljenih linearnih povezav. Razlagajo si, da na povecanje vsebnosti HMF
ne vpliva toliko toplotna obdelava, temve¢ kemijska sestava medu. Domnevajo, da je
tvorba HMF v medu v ¢asu skladis¢enja znacilna za vsako vrsto posebej, torej odvisna tudi
od kemijske sestave medu. Tudi drugi avtorji navajajo povecanje vsebnosti HMF med
skladis¢enjem medu. Iz pregleda teh raziskav izhaja priporocilo, da med uzivamo v roku
enega leta po to¢enju (Khalil in sod., 2010) in da po dveh letih skladis¢enja med ni veé
svez (Sancho in sod., 1992).

Med 18-mese¢nim skladis¢enjem smo spremljali tudi vpliv na¢ina skladi$¢enja medu na
vsebnost HMF. Vzorce medu smo skladiséili na svetlobi in v temi in vsakih Sest mesecev
dolocili vsebnost HMF. S pomocjo statisticne analize smo ocenili, da nacin skladis¢enja
(svetloba ali tema) ne vpliva na povecanje vsebnosti HMF v medu. Vsebnost HMF je bila
sicer ve¢ja pri vzorcih medu shranjenih na svetlobi, vendar razlika ni bila statisticno

znacilna.

Glede na rezultate opravljenih raziskav lahko zaklju¢imo, da sta lahko senzori¢na analiza
medu in merjenje absorpcijskih spektrov dopolnilni orodji k meritvam fizikalno-kemijskih
parametrov za dolocanje kakovosti posameznih vrst medu. Vsebnost HMF ima velik
pomen pri oceni svezosti in kakovosti medu. Spremljanje vsebnosti HMF med
skladis¢enjem medu nas je pripeljalo do zakljucka, da lahko med uzivamo leto in pol po
toCenju, ne glede na nacin skladiS¢enja na svetlobi ali v temi.
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5.2 SKLEPI

Na podlagi opravljenih fizikalno-kemijskih analiz in statistiéne obdelave rezultatov lahko
povzamemo naslednje sklepe:

@)

Analiza kakovostnih parametrov v svezih vzorcih medu je pokazala, da vsi
obravnavani vzorci razen enega (vzorec Skrzatovega medu S10) ustrezajo zahtevam
Pravilnika o medu (2011).

Senzori¢na analiza je pokazala, da nekateri obravnavani vzorci medu niso znacilni
primeri deklarirane vrste medu (akacijev, hojev in lipov med). Za ostale vzorce lahko
sklepamo, da so dobri meSani medovi nektarja in mane.

Vzorcem smo izmerili absorpcijske spektre in ugotovili, da se spektri znotraj ene vrste
medu med seboj razlikujejo. Primerjava nasih absorpcijskih spektrov s predhodno
objavljenimi absorpcijskimi spektri je pokazala, da naSi vzorci sortnega medu
vsebujejo ve¢ vrst nektarnega ali maninega medu, kar je podprla tudi senzori¢na ocena
vzorcev medu.

Vsebnost HMF v svezih vzorcih medu je manj kot 10 mg/kg, kar ustreza zahtevi
Pravilnika o senzori¢nem ocenjevanju medu (2010) in Pravilnika o medu (2011).

Med 18-mese¢nim skladisenjem se je vsebnost HMF pri vseh vzorcih vecala. Na
koncu skladis¢enja vsebnost HMF v vzorcih medu ni presegla zahteve Pravilnika o
medu (2011), ki dovoljuje vsebnost HMF do 40 mg na kilogram medu. 1z tega lahko
sklepamo, da je v tem ¢asu skladis¢enja med primeren za uZivanje.

Vsebnost HMF se je najve¢ povecala med skladiS¢enjem od Sestih do dvanajstih
mesecev (med poletjem). Sklepamo lahko, da je bila takrat temperatura skladis¢enja
vi§ja in je vplivala na povecanje vsebnosti HMF v medu.

Pogoj skladis¢enja na svetlobi ali v temi ni vplival na vsebnost HMF v medu.
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6 POVZETEK

Med je sladka snov, ki ga cebele Apis mellifera pridobivajo iz nektarja ali mane. Nektar
izvira iz cvetov, mana pa je izlo¢ek zivih rastlin in Zuzelk, ki Zivijo na rastlinah. Zaradi
delovanja Cebeljih encimov se spremeni tudi kemijska sestava medi¢ine. Naravni Cebelji
med vsebuje razlicne ogljikove hidrate, vodo, organske Kisline, proteine, aminokisline,
mineralne snovi, encime, pigmente, voske, v vodi topne vitamine in aromati¢ne snovi.
Fizikalno-kemijski parametri in senzori¢ne lastnosti medu so odvisni od vrste medu,
klimatskih razmer in individualne ¢ebelarske tehnike.

Pri segrevanju in predolgem skladis¢enju medu prihaja do razli¢nih fizikalno-kemijskih in
biokemijskih procesov, ki vodijo k inaktivaciji encimov, razgradnji sladkorjev, poslabsanju
senzori¢nih lastnosti, povecanju vsebnosti HMF in drugim spremembam. Omenjene
spremembe moc¢no vplivajo na kakovost medu. Med je odli¢na hrana, ki jo uzivamo skozi
celo leto. Obstojnost lahko traja tudi vec let po pridelavi, zato je pomembno spremljati
kakovost medu po krajsem in daljSem skladis¢enju. Vsebnost HMF je eden od kriterijev
kakovosti medu. Povecana vsebnost HMF v medu kaze na postopke ravnanja z medom,
predvsem na morebitno neustrezno toplotno obdelavo ali na neustrezne razmere
skladis¢enja. HMF v sveZzem medu ponavadi ni prisoten. Med neustrezno toplotno
obdelavo in skladis¢enjem pa se vsebnost HMF v medu povecuje.

Cilj naloge je bil spremljati vsebnost HMF v medu v daljSem ¢asovnem obdobju (18
mesecev) in ugotoviti, ¢e nacin skladis¢enja (Svetloba ali tema) vpliva na poveéano
vsebnost HMF v medu. V svezih vzorcih razli¢nih vrst slovenskega medu smo izvedli
senzori¢no analizo, posneli absorpcijske spektre, opravili analize vsebnosti vode, pepela,
prostih kislin, HMF in prolina, izmerili vrednost pH, elektri¢no prevodnost in aktivnost
encima diastaze. Dobljene rezultate smo primerjali tudi z zahtevami Pravilnika o medu
(2011). Med skladis¢enjem smo spektrofotometricno dolocili vsebnost HMF in rezultate
statisticno obdelali. Ocenili smo ali nacin skladis¢enja (svetloba ali tema) vpliva na
povecanje vsebnosti HMF v medu v ¢asul8-ih mesecev.

Vsebnost HMF se je v nasih vzorcih med skladis¢enjem ves Cas vecala, vendar ob koncu
18-mese¢nega skladis¢enja ni presegla 40 mg/kg. Torej so vsi obravnavani vzorci ustrezali
zahtevi Pravilnika o medu (2011) in bili primerni za uzivanje. Statisti¢na analiza vsebnosti
HMF v vzorcih med skladiS¢enjem je pokazala, da nacin skladiSCenja (svetloba ali tema)
ne vpliva na povecanje vsebnosti HMF v medu.
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PRILOGE

Priloga A: Spremljanje vsebnosti HMF v medu med skladis¢enjem na svetlobi

Vzorci Vsebnost HMF (mg/kg)
medu 6 12 18
SVeZ Vzorec mesecev mesecev mesecev
A01 4,017 6,230 8,390 19,008
A02 3,051 4,810 9,034 11,827
A04 0,542 1,872 5,347 7,872
A06 2,390 2,592 4,310 8,006
C23 1,695 2,218 7,123 7,834
C25 0,932 2,189 8,198 8,794
C31 4,661 5,213 14,218 16,051
G03 0,814 1,978 6,461 7,498
G05 1,695 1,968 2,909 5,078
G06 1,441 2,083 2,333 2,554
HO4 1,559 3,350 4,646 5,616
K17 2,627 3,072 7,920 8,419
K33 0,678 0,912 3,466 4,157
K36 3,559 3,610 9,053 9,322
K37 0,339 1,229 2,736 2,976
LO01 2,627 3,795 11,558 11,712
L02 0,932 1,325 3,590 5,088
M16 2,288 3,715 9,350 10,013
M17 1,651 2,208 2,851 3,072
M21 2,966 3,120 8,304 8,928
S02 0,508 2,227 7,018 7,488
S04 1,695 3,206 6,672 7,104
S10 1,017 1,066 2,659 4,128
S12 2,203 3,062 4,397 5,376
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Priloga B: Spremljanje vsebnosti HMF v medu med skladis¢enjem v temi

Vzorci Vsebnost HMF (mg/kg)
medu 6 12 18
svez Vzorec mesecev mesecev mesecev
A01 4,017 6,125 10,512 18,624
A02 3,051 3,504 9,554 12,672
A04 0,542 1,709 6,509 8,640
A06 2,390 2,214 7,190 7,718
C23 1,695 1,901 7,027 7,296
C25 0,932 1,891 6,605 7,402
C31 4,661 5,002 10,214 12,096
G03 0,814 1,728 5,232 6,374
GO05 1,695 2,141 3,312 3,744
G06 1,441 1,507 1,901 2,342
HO4 1,559 2,016 4,435 5,194
K17 2,627 3,014 5,414 5,952
K33 0,678 1,718 3,859 3,917
K36 3,559 4,109 6,240 6,528
K37 0,339 0,950 1,891 2,112
LO1 2,627 3,514 9,859 10,118
L02 0,932 1,459 3,264 3,869
M16 2,288 3,312 7,699 9,312
M17 1,651 2,006 2,938 3,178
M21 2,966 3,859 7,718 8,198
S02 0,508 1,526 4,301 4,992
S04 1,695 1,776 2,294 3,014
S10 1,017 1,882 2,438 4512
S12 2,203 2,410 4,272 4,272
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Priloga C: Statisti¢ni parametri za vsebnost HMF med skladi$¢enjem na
svetlobi v nektarnem medu

Parameter SkladiS¢enje na svetlobi
svez 6 12 18
vzorec mesecev mesecev mesecev
Vsebnost Xoow 2,470 3,589 8,089 11,342
HMF X min 0,542 1,872 4,310 7,834
(mgrkg) X 4,661 6,230 14,218 19,008
SD 1,539 1,774 3,196 4,530
KV (%) 25,7 29,6 53,3 75,5
povprecno
povedanje (%) 45,3* 125,4** 40,2%**
povprecno
povecanje v 18
mesecih (%) 359,2

*- povpre¢no povecanje vsebnosti HMF po 6-tih mesecih skladis¢enja
**. povpre¢no povecéanje vsebnosti HMF med 6-tim in 12-tim mesecem skladi$¢enja
***_povprecno povecanje vsebnosti HMF med 12-tim in 18-tim mesecem skladi$¢enja

Priloga D: Statisti¢ni parametri za vsebnost HMF med skladis¢enjem v temi v
nektarnem medu

Parameter Skladi§¢enje v temi
svezi 6 12 18
vzorec mesecev mesecev mesecev
Vsebnost Xpovp 2,470 3,192 8,230 10,635
HMF X min 0,542 1,709 6,509 7,296
(mg/kg) X max 4,661 6,125 10,512 18,624
SD 1,539 1,755 1,781 4,167
KV (%) 25,7 29,3 29,7 69,5
povprecno
povecanje (%) 29,3* 157,8** 29,2***
povprecno
povecanje v 18
mesecih (%) 330,6

*- povprecno povecanje vsebnosti HMF po 6-tih mesecih skladis¢enja
**. povpreéno povecanje vsebnosti HMF med 6-tim in 12-tim mesecem skladi$¢enja
***_povprecno povecanje vsebnosti HMF med 12-tim in 18-tim mesecem skladi$¢enja
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Priloga E: Statisti¢ni parametri za vsebnost HMF med skladi$¢enjem na
svetlobi v maninem medu

Parameter Skladi$¢enje na svetlobi
6 12 18
sveZi vzorec | mesecev mesecev mesecev
Vsebnost Xoovp 1,773 2,632 5,265 6,108
HMF X min 0,814 1,968 2,333 2,554
(mg/kg) X o 2,966 3,715 9,350 10,013
SD 0,681 0,739 2,820 2,837
KV (%) 114 12,3 47,0 47,3
povprecno
povecanje (%) 48,4* 100,1** 16,0%**
povprecno
povecanje v 18
mesecih (%) 2444

*- povpre¢no povecanje vsebnosti HMF po 6-tih mesecih skladis¢enja
**. povpre¢no povecéanje vsebnosti HMF med 6-tim in 12-tim mesecem skladi$¢enja
***_povprecno povecanje vsebnosti HMF med 12-tim in 18-tim mesecem skladi$¢enja

Priloga F: Statisti¢ni parametri za vsebnost HMF med skladis¢enjem v temi v
maninem medu

Parameter Skladi§¢enje v temi
6 12 18
svezi vzorec | mesecev mesecev mesecev
Vsebnost Xoowp 1,773 2,367 4,748 5,477
HMF X min 0,814 1,507 1,901 2,342
(mg/kg) X max 2,966 3,859 7,718 9,312
SD 0,681 0,873 2,284 2,618
KV (%) 11,4 14,5 38,1 43,6
povprecno
povedanje (%) 33,5* 100,6** 15,4***
povprecno
povecanje v 18
mesecih (%) 208,9

*- povprecno povecanje vsebnosti HMF po 6-tih mesecih skladis¢enja
**. povpreéno povecanje vsebnosti HMF med 6-tim in 12-tim mesecem skladi$¢enja
***_povprecno povecanje vsebnosti HMF med 12-tim in 18-tim mesecem skladi$¢enja
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Priloga G: Statisti¢ni parametri za vsebnost HMF med skladi$¢enjem na
svetlobi v kostanjevem in lipovem medu

Parameter Skladi$¢enje na svetlobi
svezi 6 12 18
vzorec mesecev mesecev mesecev
Vsebnost X oo 1,794 2,324 6,387 6,946
HMF X min 0,339 0,912 2,736 2,976
(mg/kg) X ma 3,559 3,795 11,558 11,712
SD 1,312 1,309 3,630 3,392
KV (%) 21,9 21,8 60,5 56,5
povprecno
povedanje (%) 29,5* 174,9** 8,7***
povprecno
povecanje v 18
mesecih (%) 287,2

*- povpre¢no povecanje vsebnosti HMF po 6-tih mesecih skladi$¢enja
**. povpre¢no povecéanje vsebnosti HMF med 6-tim in 12-tim mesecem skladis¢enja
***_povprecno povecanje vsebnosti HMF med 12-tim in 18-tim mesecem skladi$¢enja

Priloga H: Statisti¢ni parametri za vsebnost HMF med skladis¢enjem v temi v
kostanjevem in lipovem medu

Parameter Skladis¢enje v temi
6 12 18
SveZzi Vzorec | mesecev mesecev mesecev
Vsebnost Xpovp 1,794 2,461 5,088 5,416
(r:'g']\/"kz) X i 0,339 0,950 1,801 2112
X max 3,559 4,109 9,859 10,118
SD 1,312 1,262 2,802 2,800
KV (%) 21,9 21,0 46,7 46,7
povprecno
povecanje (%) 37,2* 106,8** 6,4***
povprecno
povecanje v 18
mesecih (%) 201,9

*- povpre¢no povecanje vsebnosti HMF po 6-tih mesecih skladis¢enja
**. povpre¢no povecanje vsebnosti HMF med 6-tim in 12-tim mesecem skladis¢enja
***_povpreéno povecanje vsebnosti HMF med 12-tim in 18-tim mesecem skladis¢enja




Knego A. Vpliv pogojev skladi§¢enja na vsebnost HMF v medu.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2012

Priloga I: Statisti¢ni parametri za vsebnost HMF med skladi$¢enjem na svetlobi
v Skrzatovem medu

Parameter SkladiS¢enje na svetlobi
6 12 18
Svezi Vzorec mesecev mesecev mesecev
Vsebnost Xpovp 1,356 2,390 5,186 6,024
(n'jg/"kz) X min 0,508 1,066 2,659 4,128
X max 2,203 3,206 7,018 7,488
SD 0,745 0,983 2,047 1,563
KV (%) 12,4 16,4 34,1 26,0
povprecno
povedanje (%) 76,3* 117,0** 16,1*%**
povprecno
povecanje v 18
mesecih (%) 344,3

*- povpre¢no povecanje vsebnosti HMF po 6-tih mesecih skladis¢enja
**. povpre¢no povecanje vsebnosti HMF med 6-tim in 12-tim mesecem skladis¢enja
***_povpreéno povecanje vsebnosti HMF med 12-tim in 18-tim mesecem skladi$¢enja

Priloga J: Statisti¢ni parametri za vsebnost HMF med skladis¢enjem v temi v
Skrzatovem medu

Parameter Skladi$¢enje v temi
Svezi 6 12 18
vzorec mesecev mesecev mesecev
Vsebnost Xpowp 1,356 1,898 3,326 4,198
HMF X min 0,508 1,526 2,294 3,014
(mg/kg) X ma 2,203 2,410 4,301 4,992
SD 0,745 0,372 1,110 0,944
KV (%) 6,2 18,5 14,1
povprecno
povedanje (%) 40,0* 75,2*%* 26,2%**
povprecno
povecanje v 18
mesecih (%) 209,6

*- povprecno povecanje vsebnosti HMF po 6-tih mesecih skladis¢enja
**. povpreéno povecanje vsebnosti HMF med 6-tim in 12-tim mesecem skladi$¢enja
***_povprecno povecanje vsebnosti HMF med 12-tim in 18-tim mesecem skladi$¢enja
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