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Namen dela je bil dolociti diastazno in invertazno aktivnost ter koli¢ino nastalega
vodikovega peroksida v medu in preveriti ali so vrednosti vrstno znacilne ter Ce
ustrezajo predpisanim oziroma priporo¢enim vrednostim. Analizirali smo 84
vzorcev znaCilnih vrst slovenskega medu: akacijevega, lipovega, cvetlicnega,
kostanjevega, gozdnega, hojevega in smrekovega. Vrednosti diastaznega Stevila so
se gibale od 5,9 so 27,4. Vsi vzorci so ustrezali slovenski zakonodaji (Pravilnik o
medu, 2004), ki predpisuje najnizjo vrednost diastaznega Stevila 8 oziroma 3 za
med z naravno nizko encimsko aktivnostjo in dosegali priporoc¢ene vrednosti, ki jih
za svez med navaja literatura. Statisticna obdelava rezultatov je pokazala, da so bile
vrednosti diastaznega Stevila vrstno znacilne. Vrednosti invertaznega Stevila so se
gibale od 3,3 do 26,0. Vsi vzorci, razen dveh vzorcev lipovega medu, so dosegali
priporocene vrednosti za svez med. Med diastazno in invertazno aktivnostjo v vseh
analiziranih vzorcih smo dolo¢ili mo¢no pozitivno korelacijo. Koli¢ina nastalega
vodikovega peroksida se je gibala od 0,0 do 115,2 pg H,O,/g medu/h in je med
vrstami, kot tudi znotraj posameznih vrst medu, zelo variirala.
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The aim of the thesis was to determine diastase and invertase activity and the
amount of produced hydrogen peroxide in honey. We wanted to find out whether
the values are significant for the type of the honey and whether they correspond to
the prescribed and the recommended values. 84 samples of the characteristic types
of Slovenian honey: acacia, lime, floral, chestnut, forest, fir and spruce were
analyzed. Values of the diastase number ranged from 5.9 to 27.4. All samples
corresponded to the Slovenian regulation for honey (Pravilnik o medu, 2004), which
prescribes as the minimum value of diastase number the value 8 and the value 3 for
honey with low natural enzyme activity. All samples also reached the recommended
values, indicated for the fresh honey by the literature. Statistical analysis of the
results showed that the diastase number is a significant parameter for the type of the
honey. Values of the invertase number ranged from 3.3 to 26.0. Except for two
samples of lime honey, all analyzed samples reached the recommended values for
the fresh honey. Between diastase and invertase activity a strong positive
correlation was determined. The amount of produced hydrogen peroxide ranged
from 0.0 to 115.2 pg H,O,/g honey/h and varied considerably among and within
analyzed types of honey.
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1 UvVOD

Med je naravni Cebelji pridelek, ki poleg ogljikovih hidratov vsebuje Se druge pomembne
hranilne sestavine: dekstrine, organske kisline, beljakovine, encime, vitamine, mineralne in
aromati¢ne snovi ter barvila. Cenjen je kot zivilo, ki ve¢a umsko in telesno moc¢, pomirja
pri zivénih napetostih, krepi organizem med boleznijo, ugodno vpliva na prebavo in celi
rane. Med je tako hrana za zdrave in bolne, v vseh zivljenjskih obdobjih in v vseh letnih
casih. Lahko ga uporabimo tudi kot sladilo in dodatek jedem.

Zaradi vedno vecje potrosnje in zahtev kupcev pa je med ¢edalje bolj podvrzen Stevilnim
tehnoloskim postopkom, ki mu sicer zagotovijo zelen okus in konsistenco, vendar vodijo
do poslabsanja nekaterih fizikalno-kemijskih in senzori¢nih lastnosti.

Pomembnej$i encimi v medu so diastaza, invertaza in glukoza-oksidaza. Encimska
aktivnost medu je odvisna od bioloSkega izvora ter od postopka pridobivanja in
shranjevanja medu. Encimi v medu so poleg vsebnosti hidroksimetilfurfurala pokazatel;
pregretosti oziroma staranja medu. Ce med segrevamo pri visji temperaturi, se encimi
unicijo, pri daljSem shranjevanju pa se zmanjSa njihova aktivnost. Diastaza je najbolj
toplotno odporen encim v medu, zato diastazno Stevilo najbolj pogosto uporabljamo kot
kriterij kakovosti medu. V medu nastaja pod vplivom encima glukoza-oksidaze v majhnih
koli¢inah tudi vodikov peroksid, ki naj bi bil pomemben pri antibakterijskem u¢inku medu.

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je bil dolociti diastazno in invertazno Stevilo ter koli¢ino
nastalega vodikovega peroksida v razlicnih vrstah slovenskega medu, letnika 2006.
Podatkov o invertazni aktivnosti in koli¢ini nastalega vodikovega peroksida v slovenskem
medu Se nismo imeli in smo z dobljenimi rezultati dopolnili bazo podatkov o slovenskem
medu. Rezultate smo primerjali s podatki iz literature in vrednostmi, ki jih za diastazno
Stevilo predpisuje Pravilnik o medu (2004). S statisticno obdelavo smo dolocili tudi
korelacije med obravnavanimi parametri.

Na podlagi podatkov iz literature smo pricakovali, da bodo vrednosti diastaznega in
invertaznega Stevila vrstno znacilne ter da obstaja zveza med aktivnostjo omenjenih
encimov. Predvidevali smo, da bo encimska aktivnost najvecja v kostanjevem medu in
medovih iz mane, najmanjSa pa v akacijevem in lipovem medu. Pri¢akovali smo tudi, da
bodo vsi vzorci ustrezali zahtevam slovenske zakonodaje (Pravilnik o medu, 2004), ki
predpisuje najnizjo vrednost diastaznega Stevila 8 oziroma 3 za med z naravno nizko
encimsko aktivnostjo. Glede koli¢ine nastalega vodikovega peroksida v medu smo
predvidevali, da bo variirala tako med vrstami kot tudi znotraj posamezne vrste medu.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 NASTANEK IN BIOLOSKO POREKLO MEDU

Med je gosto tekoce ali kristalizirano zivilo, ki so ga proizvedle ¢ebele. Osnovni material
prinaSajo cebele v panj, ga obdelajo, mu dodajo izlocke svojih Zlez, ga zgostijo in nato
shranjujejo v pokritih celicah satja (Boznar in Senegacnik, 1998).

Med se razvrsca in poimenuje glede na izvor kot (Pravilnik o medu, 2004):

- »evetliéni med ali nektar, ki je pridobljen iz nektarja cvetov;

- »med iz mane ali gozdni med«, ki je pridobljen povsem iz izlockov insektov
(Hemiptera) na zivih delih rastlin ali izlo¢kov zivih delov rastlin.

Nektar izloCajo cvetovi vecine cvetnic, ki jih oprasujejo zuzelke. Sestavljajo ga ogljikovi
hidrati, v majhnih koli¢inah pa najdemo tudi aminokisline, mineralne snovi, eteri¢na olja,
organske kisline, barvila in zrnca cvetnega prahu. Najpomembnejsi ogljikovi hidrati so
glukoza, fruktoza in saharoza, ki so, odvisno od izvora nektarja, v razlicnih medsebojnih
razmerjih. Vitaminov je zelo malo, vec jih vsebujejo nektarji z veliko cvetnega prahu.

Mano izloc¢ajo zivi deli rastlin ter listne usi, kaparji in Skrzati, ki srkajo rastlinske sokove.
Poleg omenjenih ogljikovih hidratov najdemo v mani tudi povsem nove, kot je na primer
melecitoza. Le-ta povzrofa, da med, ki je nastal iz ustrezne mane, v satju zelo hitro
kristalizira. Mana vsebuje tudi aminokisline, vitamine, organske kisline in encime. V
primerjavi z nektarjem je precej bogata z mineralnimi snovmi, med katerimi prevladujejo
spojine kalija, magnezija in fosforja (Boznar in Senegacnik, 1998).

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 e
upostevamo Stevilo rastlinskih vrst, katerim pripada medic¢ina, razlikujemo sortne (ena
prevladujoca rastlinska vrsta) in nesortne medove (dve ali veC rastlinskih vrst). Po
Pravilniku (2004) mora imeti sortni med ustrezne senzori¢ne, fizikalno-kemijske in
mikroskopske lastnosti, znacilne za rastlino, ki ji pripada medicina.

Glede na biolosko poreklo je Slovenija znana tako po nektarnem kot maninem medu.
Znane nektarne vrste so: akacijev, lipov, cvetli¢ni in kostanjev med, med maninimi vrstami
pa prevladujejo gozdni, hojev in smrekov med. Medove lipe in kostanja lahko opredelimo
tudi kot meSane nektarno-manine medove.

2.2 PRAVILNIK O MEDU

Pravilnik o medu, ki je bil objavljen v Uradnem listu RS §t. 31 z dne 31.3.2004, doloca
pogoje za minimalno kakovost, ki jih mora v prometu izpolnjevati med kot predpakirano
zivilo. Pravilnik je usklajen z direktivo Evropske unije (Council directive ..., 2002) in
doloca enake pogoje. Osnovni kakovostni parametri so podani v preglednici 1.
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Preglednica 1. Kriteriji sestave medu (Pravilnik o medu, 2004; Council directive ..., 2002)

FIZIKALNO-KEMIJSKI VRSTA MEDU KOLICINA
PARAMETER min max
vsebnost fruktoze in glukoze cvetli¢ni 60 -
(g/100 g) . :
gozdni, meSanica gozdnega 45 -
in cvetliCnega
vsebnost saharoze (g/100 g) cvetliéni - 5
gozdni - 10
vsebnost vode (g/100 g) splosno - 20
vsebnost v vodi netopnih snovi splosno - 0,1
(g/100 g)
elektricna prevodnost (mS/cm) cvetlicni - 0,8
gozdni, kostanjev 0,8 -
proste kisline (miliekvivalenti/kg) | sploSno - 50
diastazno Stevilo splosno, razen pekovskega 8 -
medu
med z majhno naravno 3 -
vsebnostjo encimov
HMF (mg/kg) splosno, razen pekovskega - 40
medu
med iz obmocij s tropsko - 80
klimo

Po tem Pravilniku je med naravna sladka snov, ki jo izdelajo ¢ebele Apis mellifera iz
nektarja cvetov ali izlockov zivih delov rastlin ali izlo¢kov na zivih delih rastlin, ki jih
cebele zberejo, predelajo z doloCenimi lastnimi snovmi, shranijo, posuSijo in pustijo
dozoreti v satju.

Med, ki se daje v promet kot med ali je namenjen za uporabo v kateremkoli Zivilu,
namenjenemu za prehrano ljudi, ne sme vsebovati nobenih dodanih sestavin, vkljucno z
aditivi za zivila, niti nobenih drugih dodatkov. Kolikor je mogoce mora biti brez organskih
ali anorganskih tujih primesi. Ne sme imeti tujega okusa ali vonja, ne sme zaceti
fermentirati, njegova stopnja kislosti ne sme biti umetno spremenjena in ne sme biti pregret
tako, da so naravni encimi, bodisi uniceni, bodisi je znatno zmanjSana njihova aktivnost
(Pravilnik o medu, 2004).

Za nase delo je najbolj pomemben parameter diastazno $tevilo, ki v medu po obdelavi in
meSanju ne sme biti nizje od 8 oziroma nizje od 3 za med z naravno nizko encimsko
aktivnostjo.
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23 SESTAVA MEDU

Med je razmeroma koncentrirana vodna raztopina predvsem treh vrst ogljikovih hidratov:
glukoze, fruktoze in saharoze, ki jih lahko spremljajo Se drugi ogljikovi hidrati ter poleg
njih v manjSih koli¢inah beljakovine, aminokisline, encimi, organske kisline, vitamini,
mineralne in aromati¢ne snovi ter barvila. Ogljikovi hidrati, ki so od vseh sestavin
najmocneje zastopani, dajejo medu njegove najznacilnejSe lastnosti, medtem ko ostale
povzrocajo individualne razlike v senzori¢nih lastnostih med posameznimi vrstami medu
(BoZnar in Senegacnik, 1998).

2.3.1 Ogljikovi hidrati

Med vsebuje v povpre€ju okrog 40 % fruktoze (F), 34 % glukoze (G) in od 1 do 4 %
saharoze. Razmerje med njimi je odvisno od same vrste medu in encima invertaze, ki pride
v med delno ze z medicino, ve¢inoma pa iz izlockov ¢ebeljih zlez. Invertaza cepi saharozo
v invertni sladkor, to je meSanico glukoze in fruktoze (Boznar in Senegac¢nik, 1998).

Sladkorji so pokazatelji (Kmecl, 2006):
- izvora;

- kristalizacije in

- potvorjenosti medu.

Nektarni med vsebuje ve¢ monosaharidov (fruktoze in glukoze), manj disaharidov
(saharoze in maltoze) in minimalno koli¢ino oligosaharidov. Med iz mane pa ima vec
oligosaharidov, predvsem melecitoze in rafinoze ter manj monosaharidov (Kmecl, 2006).

Kristalizacija je naraven pojav, ki je odvisen od razmerja med fruktozo in glukozo,
razmerja med glukozo in vodo ter temperature in Casa shranjevanja. Hitreje kristalizirajo
tiste vrste medu, ki vsebujejo ve¢ glukoze kot fruktoze. Ce je razmerje F/G med 1,0 in 1,2,
med hitreje kristalizira, razmerje, visje od 1,3, pa pomeni pocasnejSo kristalizacijo.
Akacijev med z razmerjem F/G od 1,4-1,7 tako zelo redko kristalizira. Nadalje velja, Ce je
razmerje glukoza/voda nizje od 1,7, med ne kristalizira oziroma ¢e je vi§je od 2,1, med
kristalizira. Na stopnjo kristalizacije vpliva tudi vsebnost melecitoze, ki se v medu slabo
topi in hitro kristalizira (Boznar, 2003; Plestenjak, 1999; Kmecl, 2006).

Potvorjenost medu lahko ugotovimo na podlagi pove€ane vsebnosti saharoze (nad 5 %), ki
naraste zaradi hranjenja cebel s sladkorno raztopino ali neposrednega dodatka sladkorja v
med (Kmecl, 2006).
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2.3.2 Voda

Za vsebnost vode v medu obstajata spodnja in zgornja meja. Spodnja je pomembna zaradi
topnosti posameznih sestavin medu v vodi, zgornjo pa predpisuje Pravilnik o medu (2004).
Le-ta dovoljuje najve€ 20 % vode v medu. V nasih klimatskih pogojih zrel med navadno te
vrednosti ne presega in vsebuje v povprecju od 15 do 18 % vode. Med z manjSo vsebnostjo
vode je bolj viskozen, z vecjo pa redkejsi in bolj tekoC. Tak med je slabse obstojen in lahko
pri¢ne vreti, ¢e je kontaminiran z ozmofilnimi kvasovkami, ki pretvarjajo ogljikove hidrate
v medu v alkohol, kasneje pa v ocetno kislino in ogljikov dioksid. Med vrhunske kakovosti
sme vsebovati najvec 18,6 % vode (Boznar in Senegacnik, 1998; Plestenjak, 1999).

2.3.3 Beljakovine in aminokisline

Med vsebuje obicajno le malo beljakovin (0,2-0,3 %). Glavni izvor beljakovin v medu je
cvetni prah, nekaj pa jih pride tudi iz nektarja in mane. Ve¢ aminokislin imajo obicajno
medovi iz mane. Glavni aminokislini v medu sta prolin in fenilalanin. Obe sodelujeta pri
nastajanju aromati¢nih snovi v medu, koncentracija prolina pa je pomembna tudi pri
ugotavljanju potvorjenosti medu (Boznar, 2003).

2.3.4 Organske Kkisline

Med je kislo zivilo, z vrednostjo pH med 3,2 in 5,5. Vsebuje Stevilne organske kisline, med
katerimi je najpomembnejsa glukonska kislina, ki nastane pri encimski pretvorbi glukoze z
encimom glukoza-oksidaza. Najdemo Se jabol¢no, jantarno, ocetno, mravljin¢no, masleno,
mlec¢no in oksalno kislino. Izvor teh kislin je medi¢ina in ¢ebela sama.

Kislost medu je povezana s stabilnostjo medu pred delovanjem mikroorganizmov in z
aromo. Medovi iz mane vsebujejo veliko mineralnih snovi in imajo navadno vi§jo vrednost
pH. Posledi¢no so manj kislega okusa, ¢eprav vsebujejo vec kislin kot nektarni medovi
(Boznar, 2003; Plestenjak, 1999).

2.3.5 Mineralne snovi

V medu najdemo soli kalija, natrija, magnezija, kalcija, Zeleza in druge. Njihova koli¢ina je
odvisna od izvora in intenzivnosti ¢ebelje pase ter se giblje med 0,02 in 1 %. Najmanj jih
je v nektarnih medovih, zlasti v akacijevem, ve¢ pa v medovih iz mane.

V tesni zvezi s koli¢ino mineralnih snovi je elektricna prevodnost medu. Za manine
medove je zaradi vecje vsebnosti mineralnih snovi visja, za medove iz nektarja pa nizja
(Boznar, 2003; Plestenjak, 1999).

2.3.6 Vitamini

V medu so prisotni predvsem v vodi topni vitamini, to so vitamini B-kompleksa in vitamin
C. V med pridejo v glavnem s cvetnim prahom (Boznar in Senegacnik, 1998).
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2.3.7 Hidroksimetilfurfural

Hidroksimetilfurfural (HMF) je cikli¢ni aldehid (5-hidroksimetil-2-furaldehid), ki nastaja
pri razgradnji ogljikovih hidratov, predvsem fruktoze in glukoze, v kislem okolju medu
(Bertoncelj in sod., 2004).

V svezem medu ga prakti¢no ni, njegova vsebnost ne presega 1 mg/kg. Vecje koliCine se
tvorijo med dolgotrajnim skladiS¢enjem, mnogo hitreje pa pri izpostavljenosti visokim
temperaturam. HMF se zato uporablja kot kriterij svezosti oziroma pokazatelj pregretosti
medu. Pravilnik (2004) dovoljuje najve¢ 40 mg HMF v 1 kg medu, med vrhunske
kakovosti pa ne sme presegati 10 mg/kg (Plestenjak, 1999).

Tvorba HMF je odvisna od vrednosti pH v medu. V sploSnem imajo nektarni medovi nizje,
manini medovi pa visje vrednosti pH. Pri medu z nizjo vrednostjo pH se tvori HMF hitreje
kot pri tistih, z visjo vrednostjo pH (Gfeller in Bogdanov, 2006).

24 ENCIMI V MEDU

Encimi so med najpomembnejSimi in najbolj zanimivimi spojinami v medu, predvsem
zaradi vloge, ki jo imajo pri nastajanju medu iz medi¢ine (BozZnar in Senegacnik, 1998).

Kemijsko so encimi proteini, ki katalizirajo biokemijske reakcije v Zzivih organizmih.
Njihova aktivnost je odvisna od parametrov, kot so: vrednost pH, temperatura in koli¢ina
vode. Optimalne vrednosti teh parametrov so za delovanje posameznega encima
specificne, vendar pri vecini nastopi pri temperaturi 50-60 °C ireverzibilna inaktivacija. To
dejstvo je treba upoStevati pri obdelavi in shranjevanju zivil, pri katerih je encimska
aktivnost zazelena (Matissek in sod., 1992).

Med vsebuje majhne koli¢ine razlicnih encimov, od katerih so najbolj pomembni: diastaza,
invertaza, glukoza-oksidaza, katalaza in kisla fosfataza. Izvirajo iz nektarja in mane,
cebelje sline ter izlo¢kov krmilnih ali goltnih Zlez ¢ebel. Kljub temu, da so prisotni le v
sledovih, imajo velik vpliv na naravo in znacilnosti medu, saj prav vsebnost encimov lo¢i
med od ostalih sladil (Huidobro in sod., 1995; Serrano in sod., 2007).

Zaradi obcutljivosti na toploto se uporabljajo kot pokazatelj pregretosti oziroma kriterij
kakovosti medu. Najbolj uveljavljeno je dolocanje diastazne aktivnosti, vendar se ¢edalje
bolj uposteva tudi invertazna aktivnost, predvsem zaradi vecje obcutljivosti invertaze na
visoke temperature (Molan, 1996).
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2.4.1 Diastaza

Diastazo uvrS€amo med hidrolaze in naprej med glikozilaze, ki katalizirajo razcep
glikozidnih vezi. Diastaza je v bistvu skupno ime za encima o- in f-amilazo, ki katalizirata
razcep o-D-(1,4)-glikozidne vezi v Skrobu. a-amilaza deluje kot endoglukozidaza in
povzroc¢i naklju¢no hidrolizo znotraj skrobne molekule, pri ¢emer nastajajo dekstrini. p-
amilaza pa kot eksoglukozidaza odceplja maltozo s konca Skrobne verige (Webb, 1992;
Yilmaz in Kiifrevioglu, 2001).

Diastaza izvira izklju¢no od ¢ebel, saj nektar ne vsebuje Skroba ali dekstrinov. Dokazali so,
da je diastaza v medu bolj podobna amilazi v izloc¢kih Cebeljih Zlez kot tisti, ki je prisotna v
nektarju. Nasli so jo tudi v medovih ¢ebel, ki so bile hranjene s saharozo. Med zorenjem
medu se diastaza primeSa medicini iz izloCkov Cebeljih slinskih Zlez, vendar v medu nima
posebne vloge.

Diastazna aktivnost med posameznimi vrstami medu variira in je odvisna od bioloskega
porekla medu kot tudi od koli¢ine saharoze v hrani Cebel, koli¢ine nektarja, ki ga je
potrebno obdelati, ter celo starosti ¢ebel. Znano je, da cebele ob obilni pasi ne morejo tako
intenzivno obdelati nektarja, zato imajo nekateri medovi nizjo encimsko aktivnost. Nektarji
z visokim odstotkom ogljikovih hidratov prav tako ne zahtevajo toliko dela s strani ¢ebel in
se jim med samim procesom zorenja primesa manj encimov (Aldcorn in sod., 1985;
Babacan in sod., 2002; Vit in Pulcini, 1996; White, 1994).

Optimalna vrednost pH za delovanje diastaze je med 5,3 in 5,6. Cim bolj se vrednost pH
odmika od optimalne, tem bolj se diastazna aktivnost zmanjSuje, kar podrobneje prikazuje

preglednica 2 (Babacan in sod. 2002).

Preglednica 2. Vpliv pH-vrednosti na diastazno aktivnost (Babacan in sod., 2002)

VREDNOST PH zmanj$anjE diastazne
aktivnosti (%)
7,1 76
6,5 30
4,6 27
3,8 85
3,6 100

Diastazna aktivnost se zniZzuje tudi ob segrevanju in dolgotrajnem skladis¢enju. V
preglednici 3 je predstavljen Cas, v katerem pride do znizanja diastazne aktivnosti na
polovico zacetne ob izpostavljenosti temperaturam med 20 in 80 °C.



Ovcek S. Encimska aktivnost medu. 8
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2007

Preglednica 3. Vpliv temperature na diastazno aktivnost (White, 1994)

temperatura (°C) razpolovni ¢as
diastazne aktivnosti

20 1480 dni

30 200 dni

40 31 dni

50 5,4 dni

60 25h

70 5,3h

80 1,2h

Bertoncelj in sod. (2004) navajajo, da sedemmesecno shranjevanje medu pri sobni
temperaturi v temnem prostoru ne vpliva znacilno na diastazno aktivnost, medtem ko
izpostavljenost medu svetlobi zniza aktivnost encima za povprecno 6 %. Krauze in Krauze
(1991) pa sta po 26 do 30 mesecnem shranjevanju medu pri enakih pogojih ugotovila
znizanja diastazne aktivnosti za povprecno 16,5 %, torej priblizno 0,6 % na mesec.

Aktivnost diastaze izrazamo z diastaznim Stevilom — DN, ki pomeni volumen 1 %
raztopine Skroba v mL, ki jo encim iz 1 g medu hidrolizira v 1 uri pri temperaturi 40 °C.

V svezem medu se vrednosti diastaznega Stevila gibljejo med 13 in 30. Akacijev med je
znan po nizkem diastaznem $tevilu, ki je ponavadi zmeraj nizje od 15. V lipovem in
kostanjevem medu ter medovih iz mane pa se vrednosti gibljejo od 15 do 35. Diastazno
Stevilo pregretega medu je nizje od 8 oziroma nizje od 3 za med z naravno nizko encimsko
aktivnostjo (Gfeller in Bogdanov, 2006; Persano Oddo in sod., 1999; Pravilnik o medu,
2004).

Preglednica 4. Povprecne vrednosti diastaznega Stevila v razlicnih vrstah slovenskega medu

vrsta medu diastazno $tevilo
Golob in Plestenjak Vrecar (2003) Karo (2004)
(1999)
akacijev 9,3 11,1 12,3
lipov 13,2 14,3 14,0
cvetliéni 13,4 14,2 18,7
kostanjev 17,5 21,4 22,6
gozdni 18,6 16,6 19,8
hojev 16,6 18,6 16,3
smrekov - 22,5 14,8

2.4.2 Invertaza

Invertazo uvrs¢amo podobno kot diastazo med hidrolaze in naprej med glikozilaze, ki
katalizirajo razcep glikozidnih vezi. Drugo ime za invertazo je a-glukozidaza, ki katalizira
pretvorbo saharoze v invertni sladkor, to je meSanico glukoze in fruktoze. Ima tudi
transglukozilazno aktivnost, rezultat katere je nastanek oligosaharidov v medu, kot so
maltoza, izomaltoza, erloza in izomaltotrioza (Molan, 1996; Webb, 1992).
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Invertaza lahko delno izvira iz nektarja, v glavnem pa iz izloCkov ¢ebeljih krmilnih Zlez.
Koli¢ina izloCene invertaze je odvisna od starosti ¢ebel, njihovega fizioloSkega stanja,
prehrane, stanja kolonije, temperature ter koli¢ine nektarja, ki ga je potrebno obdelati. Vec
encima izlocajo mlade cebele, stare okrog 4 tedne, katerih goltne zleze so popolnoma
razvite. NajveC invertaze vsebujejo medovi iz mane, saj mana zelo pogosto vsebuje tudi
razli¢ne invertaze iz ¢revesja in sline insektov (Horn in Bohm, 2004; Persano Oddo in sod.,
1999; Vorlova in Ptidal, 2002). Optimalna vrednost pH za delovanje encima se giblje med
5,8 in 6,5 (Belitz in sod., 2004).

Na segrevanje in dolgotrajno skladiS¢enje je invertaza bolj obcutljiva kot diastaza, vendar
je hitrost inaktivacije encima pod 15 °C zelo majhna. Pri skladiS¢enju medu pri 20 °C v
temnem prostoru se invertazna aktivnost znizuje od povprecno 1,1 % (Krauze in Krauze,
1991) do 1,6 % na mesec (Vorlova in Pfidal, 2002). V preglednici 5 je predstavljen Cas, v
katerem pride do znizanja invertazne aktivnosti na polovico zacetne ob izpostavljenosti
temperaturam med 20 in 80 °C.

Preglednica 5. Vpliv temperature na invertazno aktivnost (White, 1994)

temperatura (°c) razpolovni Cas invertazne
aktivnosti

20 820 dni
30 83 dni
40 9,6 dni
50 31h

60 4,7h

70 47 min
80 8,6 min

Aktivnost invertaze lahko izrazamo kot S$tevilo pumol substrata p-nitrofenol-a-D-
glukopiranozida, razgrajenega v minuti na kg medu (umol/kg medu/min) ali kot invertazno
Stevilo — IN, ki pomeni maso saharoze v g, hidrolizirane v 1 h z encimi iz 100 g medu.

V svezem medu se vrednosti invertaznega Stevila gibljejo med 10 in 25. Akacijev med z
naravno nizko encimsko aktivnostjo ima ponavadi vrednosti nizje od 10, pri lipovem medu
se gibljejo med 5 in 20, pri cvetlicnem med 7 in 28 ter pri kostanjevem med 14 in 30.
Najvisje vrednosti invertaznega Stevila imajo medovi iz mane, pri katerih so ponavadi visje
od 18. Invertazno Stevilo pregretega medu je nizje od 8 oziroma niZje od 4 za med z
naravno nizko encimsko aktivnostjo (Gfeller in Bogdanov, 2006; Persano Oddo in sod.,
1999).

243 Glukoza-oksidaza

Glukoza-oksidaza se prime$a medi¢ini med zorenjem medu iz izlo€kov krmilnih Zlez
¢ebel. Uvrscamo jo med oksidoreduktaze, ki katalizirajo oksidacijsko-redukcijske reakcije.
Glukoza-oksidaza katalizira oksidacijo glukoze v medu preko D-glukonolaktona v D-

glukonsko kislino in vodikov peroksid:

B-D-glukoza + H,O + O, — D-glukonska kislina + H,O,.
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Glukonska kislina je prevladujoca kislina v medu in je v veliki meri odgovorna za nizko
vrednost pH v medu. Skupaj z nastalim vodikovim peroksidom prispevata k
antibakterijskemu ucinku medu med zorenjem. Optimalna vrednost pH za delovanje
encima je 6,1 (Belitz in sod., 2004; Webb, 1992; White in sod., 1963).

Za oksidacijo glukoze je potrebna voda, zato se aktivnost encima med zorenjem medu
postopoma znizuje zaradi narasc¢ajoCih koli¢in ogljikovih hidratov v mediCini in se v
dozorelem medu ustavi. Encim postane spet aktiven, ko med razred¢imo z vodo. Dodatek
vode tudi najverjetneje pripomore k dvigu vrednosti pH na optimalno za delovanje encima
(Boznar in Senegacnik, 1998; Molan, 1996).

Aktivnosti glukoza-oksidaze ne moremo meriti z merjenjem koli¢ine nastalega vodikovega
peroksida, saj se le-ta ob prisotnosti encima katalaze razgrajuje (Dustmann, 1972).

Ob izpostavljenosti medu visokim temperaturam in svetlobi se glukoza-oksidaza inaktivira.
Obcutljivost medu na svetlobo je odvisna predvsem od izvora medi¢ine in vrednosti pH v
medu. Tako se v kislih nektarnih medovih glukoza-oksidaza pod vplivom vidne svetlobe
hitreje inaktivira kot v medovih iz mane (Dustmann, 1972).

2.4.4 Katalaza

Katalazo uvr§¢amo med oksidoreduktaze in naprej med peroksidaze, ki potrebujejo
peroksid kot substrat. Katalaza razgrajuje v medu nastali vodikov peroksid v vodo in kisik:

2H,0, — 2H,0 + O..

Za razliko od glukoza-oksidaze, ki izvira pretezno od cebel, so glavni izvor katalaze
rastline. Prisotna je tako v medicini kot v cvetnem prahu.

Aktivnost katalaze je odvisna od koli¢ine cvetnega prahu v medu, njegovega bioloskega
porekla kot tudi katalazne aktivnosti v cvetnem prahu. Medovi z nizko katalazno
aktivnostjo imajo zaradi vec¢jih koli¢in nerazgrajenega vodikovega peroksida vecji
antibakterijski u¢inek (Boznar in Senegacnik, 1998; Webb, 1992; Weston, 2000).

2.4.5 Kisla fosfataza

Kislo fosfatazo uvrs¢amo med hidrolaze, ki delujejo na vezeh estrov oziroma med esteraze.
Odceplja anorganski fosfat iz fosfatnih monoestrov. Izvira iz nektarja in cvetnega prahu,
vendar ni znano kak$no funkcijo naj bi imela v medu. Povezujejo jo s fermentacijo medu,
saj naj bi v fermentiranih medovih zasledili ve¢jo aktivnost tega encima kot v
nefermentiranih. Optimalna vrednost pH za delovanje encima se giblje med 4,5 in 6,5
(Alonso-Torre in sod., 2006; Webb, 1992).
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2.5 ENCIMSKA AKTIVNOST KOT KRITERI) KAKOVOSTI MEDU

V zadnjem cCasu je med podvrzen Stevilnim procesnim postopkom, ki omogocajo pridobiti
varen izdelek, ki je prijetnega okusa in v tekoci oziroma pol tekoc¢i obliki. Ti postopki
ponavadi zahtevajo izpostavljenost medu visokim temperaturam in razlicnim pogojem
skladis¢enja, kar lahko vodi do izgube kakovosti. Sestava medu se namre¢ s ¢asom in
temperaturo spreminja, s tem pa se spreminjajo tudi njegove senzoricne in fizikalno-
kemijske lastnosti (White, 1994).

Svezost medu se vrednoti z dolo¢anjem vrednosti parametrov, ki se s prekomernim
segrevanjem in/ali staranjem povecCujejo oziroma zmanjSujejo. Pomembna parametra,
uporabljena za vrednotenje svezosti medu ter za spremljanje pogojev obdelave in
shranjevanja medu, sta diastazna aktivnost in vsebnost HMF. Njune minimalne in
maksimalne vrednosti so predpisane v Stevilnih drzavah, tudi v Sloveniji, in so usklajene z
direktivo Evropske unije (Bertoncelj in sod., 2004; Persano Oddo, 1999).

Bogdanov in sod., (1997) predlagajo doloCanje invertazne aktivnosti kot perspektivni
kriterij kakovosti medu, predvsem za izredno pazljivo toplotno obdelane ali sveze medove.
Invertaza je namreC bolj obcutljiva na segrevanje kot diastaza in ji zato nekateri dajejo
prednost pri vrednotenju svezosti medu, poleg tega je metoda za doloCanje invertazne
aktivnosti enostavnejSa in hitrejSa (Aldcorn in sod., 1985; Persano Oddo in sod., 1999;
Sanchez in sod., 2001).

White (1994) mocno kritizira uporabo diastazne aktivnosti kot kriterij kakovosti medu
zaradi problema dolocitve zaCetne tocke, od katere bi se raCunala izguba aktivnosti
oziroma Skoda, povzro¢ena s prekomernim segrevanjem. Podoben argument se lahko
uporabi tudi pri ugotavljanju primernosti invertazne aktivnosti.

Nekateri avtorji (Aldcorn in sod., 1985; Huidobro in sod., 1995; Persano Oddo in sod.,
1999) omenjajo kot kriterij kakovosti medu uporabo razmerja IN/DN. Za svez med naj bi
bila vrednost razmerja visja od 0,5, za med, ki se prodaja v trgovini, pa med 0,2 in 0,5.
Najbolj zanesljiv pokazatelj pregretosti medu ostaja vsebnost HMF, ki ga v svezem medu
prakti¢no ni, torej lahko Skodo, povzroceno s prekomernim segrevanjem, v vseh medovih
racunamo od ni¢ naprej (White, 1994).

Preglednica 6. Diastazno (DN) in invertazno $tevilo (IN) ter razmerje IN/DN v posameznih vrstah
italijanskega medu (Persano Oddo, 1999

vrsta medu dn in in/dn
akacijev 8,3 3,6 0,42
lipov 17,7 12,8 0,73
cvetliéni 22,0 15,4 0,72
kostanjev 24.9 21,6 0,88
hojev 21,7 23,9 1,13
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Gfeller in Bogdanov (2006), pa nasprotno, kritizirata uporabo razmerja IN/DN kot kriterij
kakovosti medu, saj je to razmerje v veliki meri odvisno od nihanja obeh merjenih
parametrov. Menita, da je za optimalno vrednotenje sprememb, povzrocenih s segrevanjem
in dolgotrajnim skladiS¢enjem, treba upostevati kombinacijo vseh treh kriterijev: vsebnost
HMF ter diastazno in invertazno aktivnost. Na podlagi statisti¢ne analize sta ugotovila, da
sta za nektarne medove najboljsa kriterija kakovosti vsebnost HMF in invertazna aktivnost,
za medove iz mane pa invertazna in diastazna aktivnost. Prilagata tudi smernice za
vrednotenje kakovosti medu glede na vpliv segrevanja, ki so prikazane v preglednici 7.

Preglednica 7. Smernice za vrednotenje kakovosti medu glede na vpliv segrevanja (Gfeller in
Bogdanov, 2006)

med DN in hmf
(MG/KG)

svez med — splosno 13-30 10-25 0-15
svez med — z nizko encimsko aktivnostjo 4-8 8-12 0-15
komercialen med — splo§no 8-14 4-10 10-40
komercialen med — z nizko encimsko aktivnostjo 5-12 2-6 3-15
pregret med — po kratkotrajnemu segrevanju 0-8 0-8 40-80
pregret med — po dolgotrajnemu segrevanju 0-4 0-4 40-150

2.5.1 Korelacija med diastazno in invertazno aktivnostjo

Stevilni avtorji so iskali povezanost med diastazno in invertazno aktivnostjo. V vecini
primerov obstajajo moc¢ne korelacije med omenjenima encimoma, kar je najverjetneje
posledica enakega izvora v medu. Rezultati so natanc¢neje prikazani v preglednici 8.

Preglednica 8. Koeficienti korelacije med diastazno in invertazno aktivnostjo

vir koeficient korelacije (r)
Serrano in sod. (2007) 0,853
Horn in Bohm (2004) 0,700
Vorlova in Ptidal (2002) 0,749
Persano in sod. (1999) 0,835
Vit in Pulcini (1996) neznacilna
Huidobro in sod. (1995) 0,878
Krauze in Krauze (1991) 0,738
Aldcorn in sod. (1985) 0,924

Krauze in Krauze (1991) nadalje porocata, da se omenjena korelacija po ve¢ kot dvoletnem
skladiS¢enju medu zniza iz R = 0,738 na R = 0,632. Vorlova in Pfidal (2002) podobno
ugotavljata nizjo korelacijo v vzorcih medu iz trgovine (R = 0,573) v primerjavi s svezimi
vzorci (R = 0,749). Nizje korelacije so najverjetneje posledica vecje obcutljivosti invertaze
na visoke temperature in skladiS¢enje v primerjavi z diastazo. Diastazna aktivnost je v
medu, ki se prodaja v trgovini, dvakrat nizja kot v sveZem medu, invertazna pa celo
Sestkrat. Vorlova in Ptidal (2002) sta primerjala tudi razmerje IN/DN z diastazno in
invertazno aktivnost. Korelacija je moc¢nejSa z invertazno aktivnostjo (R = 0,456), medtem
ko obstaja med razmerjem IN/DN in diastazno aktivnostjo Sibka negativna korelacija s
koeficientom R =-0,209.
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2.6 ANTIMIKROBNE SNOVI V MEDU

Posebna lastnost medu je, da zavira rast in razvoj velikega Stevila mikroorganizmov.

Vzroki za to so (Boznar, 2003):

- velika vsebnost sladkorjev (ve€ kot 95 % suhe snovi), ki doloca visok osmotski pritisk
in viskoznost;

- majhna vsebnost vode (14-21 %);

- nizka pH vrednost;

- prisotnost substanc z antimikrobnim delovanjem;

- majhna vsebnost dusika.

Substance z antimikrobnim delovanjem, tako imenovane inhibine, lahko razdelimo v dve
skupini oziroma na dva inhibinska sistema (Bogdanov, 1997):

- toplotno in svetlobno labilni peroksidni sistem ter

- toplotno in svetlobno stabilni neperoksidni sistem inhibinov.

2.6.1 Peroksidni sistem inhibinov

Peroksidni sistem inhibinov predstavlja v medu nastali H,O, skupaj z encimoma glukoza-
oksidaza in katalaza. Koli¢ina nastalega H,O; je dolo¢ena s sintezo pod vplivom delovanja
glukoza-oksidaze in razgradnjo s strani katalaze. Je torej sorazmerna koncentraciji
glukoza-oksidaze in obratno sorazmerna koncentraciji katalaze (Dustmann, 1972; Weston,
2000).

Glukoza-oksidaza se primeSa medi¢ini med zorenjem medu iz izlo¢kov krmilnih Zlez ¢ebel
in njena koli¢ina v medovih posameznih vrst ne variira toliko kot koli¢ina katalaze, ki je v
veliki meri odvisna od koli¢ine cvetnega prahu v medu in njegovega bioloskega porekla.
Zaradi razli¢nega izvora glukoza-oksidaze in katalaze, koli¢ina nastalega H,O, med
vrstami, kot tudi znotraj posameznih vrst medu, zelo variira.

Zreli medovi ne vsebujejo znacilnih koli¢in H,O, (< 0,3 ppm), saj je aktivnost glukoza-
oksidaze v veliki meri odvisna od vsebnosti vode v medu. White in sod. (1963) navajajo,
da se tekom dolgotrajnega skladiscenja tvori le 0,002-0,012 ng H,O,/g medu/h, medtem ko
naj bi se koli¢ina v razred¢enem medu, inkubiranem pri 37 °C, gibala od manj kot 5 do
priblizno 100 pg H,O,/g medu/h.

Prve raziskave teh antimikrobnih snovi v medu so bile mikrobioloske. Kot osnovni
mikroorganizem so uporabljali Staphylococcus aureus, ki so ga inokulirali na 5 petrijevk z
razli¢cnimi koncentracijami medu. Antimikrobno aktivnost medu so izrazili z inhibinskim
Stevilom, ki pomeni Stevilo petrijevk z najnizjo koncentracijo medu, na kateri Se ni vidne
rasti mikroorganizmov. Inhibinsko Stevilo se giblje od 0 do 5, kjer 0 pomeni, da je rast
mikroorganizma prisotna na vseh petrijevkah, 5 pa, da ni vidne rasti na nobeni petrijevki
(White in sod., 1962). Sele raziskave White-a in sod. (1963) so pokazale tvorbo glukonske
kisline in H,O, kot posledico encimske aktivnosti glukoza-oksidaze in s tem pojasnile
izvor omenjenih inhibinov. White in Subers (1963) sta dolo¢ila tudi koli¢ino nastalega
H,0,, ki glede na antimikrobno aktivnost ustreza posameznemu inhibinskemu Stevilu. To
nam podrobneje prikazuje preglednica 9.
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Preglednica 9. Koli¢ina v medu nastalega H,O,, ki ustreza posameznemu inhibinskemu S$tevilu
(White in Subers, 1963)

inhibinsko Stevilo koli¢ina h,0,
(uG/G MEDU/H)

0 <34

1 3,4-8.7

2 8,8-20,5

3 20,6-54,5

4 54,6-174,0

5 > 1740

Glukoza-oksidaza je toplotno manj stabilna od diastaze in invertaze, vendar koli¢ina
nastalega H>O, ni primerna za primerjavo z diastazno in invertazno aktivnostjo, saj se
nastali H,O, pod vplivom katalaze razgrajuje. Tako sta White in Subers (1964a)
ugotavljala vpliv toplote na peroksidni sistem. Razpolovni ¢as aktivnosti sistema pri 65 °C
se je gibal med 36 sekund in 4,5 minut, pri 55 °C pa od 2,8 do 6,1 ur, kar je manj kot velja
za diastazo (11,5 h pri 65 °C) in invertazo (1,9 h pri 65 °C) (White, 1994). Peroksidni
sistem je torej toplotno manj stabilen od diastaze in invertaze. White in Subers (1964a) Se
navajata povprecno 82 %-no izgubo koli¢ine nastalega H,O, v razli¢nih vzorcih medu pri
10 minutnem segrevanju pri 70 °C.

Nadalje so White in Subers (1964b) ter pozneje Dustmann (1972) raziskovali vpliv
svetlobe na peroksidni sistem in dokazali, da svetloba inaktivira glukoza-oksidazo, kar
posledi¢no vpliva na nastanek manjSe koli¢ine H,O,. White in Subers sta ugotovila, da je
sistem najbolj obcutljiv na vidno svetlobo pri valovni dolzini 425-525 nm in manj na
ultravijolicno svetlobo. Pomemben faktor predstavlja tudi vrednost pH v medu.
Inaktivacija glukoza-oksidaze pod vplivom svetlobe je najvecja pri pH = 3, medtem ko pri
vrednosti pH med 6 in 7 svetloba ve¢ nima vpliva na encim. Dustmann (1972) poroca, da
je obcutljivost medu na svetlobo odvisna tudi od izvora medic¢ine. Tako se v nekaterih
nektarnih medovih, ki imajo tudi niZjo vrednost pH, glukoza-oksidaza pod vplivom vidne
svetlobe hitreje inaktivira kot v medovih iz mane, z visjo vrednostjo pH, kar je razvidno
tudi iz preglednice 10.

Preglednica 10. Izguba H,0, v posameznih vrstah medu (5 mm debela plast medu) po 10 minutni
izpostavljenosti son¢ni svetlobi (Dustmann, 1972)

vrsta medu vrednost PH izguba h,0, (%)

akacijev 4,5 68,5
lipov 4.4 23,5
lipov* 5,2 1,0

kostanjev 4.5 24,6
kostanjev” 5,1 15,3
hojev” 5,1 4,1

smrekov® 5,0 12,7

* pretezno iz mane
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Kerkvliet (1996) je pri analizi 580 vzorcev medu s pomocjo testnih listiCev za dolocanje
koli¢ine H,O, dolo¢il vrednosti, ki so se gibale od 0 do 150 pg/g medu/h. Ugotovil je, da
so vzorci z ve¢ kot 10 pg H>O,/g medu/h v 95 %-ih primerov imeli vsebnost HMF < 40
mg/kg oziroma diastazno Stevilo > 8. Dodaja, da je naravno nizka encimska aktivnost
medu lahko razlog za nastanek manjse koli¢ine H,O,, saj le-tega ni bilo zaslediti v kar 27
%-ih vzorcev akacijevega medu. Majhne koli¢ine nastalega H,O, so lahko tudi posledica
kemijskih interakcij, kot sta na primer reakciji HO, z askorbinsko kislino in Zelezom, ki
sta lahko prisotna v medu.

2.6.1.1 Korelacija koli¢ine nastalega H,O, z diastazno in invertazno aktivnostjo

Nekateri avtorji so iskali stopnjo povezanosti koli¢ine nastalega H,O, z diastazno in
invertazno aktivnostjo. White in Subers (1963) porocata, da korelacija med kolicino
nastalega H,O, in diastazno aktivnostjo ni znacilna, medtem ko so Bogdanov in sod.
(1987) pri analizi 37 vzorcev medu nasli zmerno moc¢no korelacijo s koeficientom R =
0,650. Podobno korelacijo so dolocili tudi med koli¢ino nastalega H,O, in invertazno
aktivnostjo (R = 0,582). Serra Bonvehi in sod. (2000) so pri analizi 147 vzorcev medu
dolo¢ili med koli¢ino nastalega H,O, in invertazno aktivnostjo prav tako zmerno korelacijo
s koeficientom R = 0,458.

2.6.2 Neperoksidni sistem inhibinov

Prve raziskave neperoksidnih antimikrobnih snovi so pokazale, da so to hlapne, toplotno
stabilne substance neznanega porekla in lizocim, ¢esar nadaljnje raziskave niso potrdile.
Bogdanov (1984) je s tankoplastno kromatografijo dokazal prisotnost pinocembrina in
drugih antimikrobnih snovi, ki spadajo v skupino flavonoidov. Ti so prisotni tudi v
propolisu, to je smolnatih substancah, ki jih ¢ebele prinasajo v panj z razli¢nih rastlinskih
virov, da z njimi prevlecejo satje zaradi zasCite pred mikroorganizmi. Prisotnost
flavonoidov v medu je lahko posledica direktnega mesanja smolnatih substanc v med s
strani Cebel ali sekundarne difuzije iz celic satja, v katerih je méd med zorenjem skladis¢en
(Bogdanov, 1984).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 VZORCI MEDU

Analizirali smo 84 vzorcev slovenskega medu, letnika 2006. Med smo dobili v ¢asu
toCenja neposredno od cebelarjev iz razlicnih predelov Slovenije. Vzorci medu so bili
hranjeni v zaprtih plasticnih posodah ali steklenih kozarcih, v temnem prostoru in pri sobni
temperaturi.

V cCasu analize so bili vzorci medu stari priblizno 10 mesecev. Predhodno so bili
senzori¢no ocenjeni ter analizirani na dolocene fizikalno-kemijske parametre. Dolocili smo

jim Se diastazno in invertazno aktivnost ter koli¢ino nastalega vodikovega peroksida.

Preglednica 11. Analizirani vzorci glede na posamezno vrsto medu

VRSTA MEDU STEVILO VZORCEV OZNAKA VZORCEV
akacijev 14 A33, A35, A36, A38, A45-A54
lipov 14 L16-1.29
cvetli¢ni 13 C32-C44
kostanjev 14 K27-K40
gozdni 10 G31-G36, G38-G41
hojev 14 H17-H30
smrekov 5 S27-S31
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3.2 FIZIKALNO-KEMIJSKE METODE

3.2.1 Spektrofotometri¢no dolo¢anje diastazne aktivnosti
(Bogdanov in sod., 1997)

Princip

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

Aparatura

Poleg obicajne laboratorijske opreme uporabljamo Se:
- vodno kopel pri 40 °C + 0,2 °C;
- spektrofotometer (Cecil, CE 2021, Velika Britanija)

Reagenti

» osnovna raztopina joda (0,07 M): raztopimo 8,8 g joda (Merck, Nemcija), pomeSamo z
22 g kalijevega jodida (Merck, Nemcija) in raztopimo v 30-40 mL destilirane vode, nato
parazred¢imo do 1 L.

» razredCena raztopina joda (0,0007 M): v 500 mL merilni bucki raztopimo 20 g
kalijevega jodida v 30-40 mL destilirane vode. Nato dodamo 5 mL osnovne raztopine
joda in dopolnimo z destilirano vodo do oznake. Raztopino moramo pripraviti svezo
vsak drugi dan.

» acetatni pufer (1,3 M; pH = 5,3): v 400 ml destilirane vode raztopimo 87 g natrijevega
acetata (CH;COONa-3H,0; Merck, Nemcija), dodamo priblizno 10,5 mL ledocetne
kisline (Merck, Nemcija) in dopolnimo z destilirano vodo do 500 mL. Izmerimo
vrednost pH in jo, ¢e je potrebno, uravnamo na 5,3 z natrijevim acetatom ali ocetno
kislino.

» raztopina natrijevega klorida (0,5 M): raztopimo 2,9 g natrijevega klorida (Merck,
Nemcija) v prekuhani destilirani vodi in dopolnimo z destilirano vodo do 100 mL.
Raztopina je uporabna, dokler se ne razvije plesen.

» raztopina Skroba (20 g/L): v 250 mL erlenmajerico odtehtamo 2,0 g brezvodnega Skroba
(Merck, Nemcija), pomesamo z 90 mL destilirane vode, takoj segrejemo in pustimo
zmerno vreti 3 minute. Raztopino pokrijemo, ohladimo do sobne temperature in
prenesemo v 100 mL merilno bucko. Nato jo v vodni kopeli segrejemo na 40 °C in
dopolnimo z destilirano vodo do oznake.
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Izvedba
» Priprava vzorca medu za doloc¢anje:

Vzorca medu za analizo ne smemo segrevati. V 50 mL c¢aSo zatehtamo 10 g vzorca,
dodamo 5 mL 1,3 M acetatnega pufra (pH = 5,3) in 20 mL destilirane vode ter premeSamo,
da se raztopi. Raztopino kvantitativno prenesemo v 50 mL merilno bucko, dodamo 3 mL
0,5 M raztopine natrijevega klorida in dopolnimo z vodo do oznake (raztopina medu).

» Standardizacija raztopine $kroba:

S pipeto odmerimo 5 mL raztopine Skroba, segrete na 40 °C in 10 mL vode. Nato s pipeto
odmerimo 1 mL tako pripravljene meSanice in ga dodamo v 10 mL razredCene raztopine
joda. Razred¢imo s toliko mL destilirane vode, da vrednost absorbance, merjene proti
slepemu vzorcu pri 660 nm, znasa 0,760 + 0,020.

» Merjenje absorbance (modificirano):

S pipeto odmerimo 10 mL raztopine medu v erlenmajerjevo bucko in jo skupaj s posodo, v
kateri je raztopina Skroba, postavimo v vodno kopel pri temperaturi 40 °C. Po 15 minutah
odmerimo s pipeto 5 mL raztopine Skroba v erlenmajerjevo bucko z raztopino medu,
premeSamo in vklju¢imo uro. V 5 minutnih presledkih odvzemamo 1 mL alikvote in jih
dodajamo v 10 mL 0,0007 M razredCene raztopine joda. PremeSamo in razred¢imo z
ustreznim volumnom destilirane vode, dolo¢enim pri pripravi standardne raztopine ter
takoj izmerimo absorbanco pri 660 nm. Postopek ponavljamo, dokler absorbanca ne pade
pod vrednost 0,235. Naredimo najmanj tri meritve. Ce pade absorbanca pod vrednost 0,235
ze prej, odvzemamo alikvote v krajSih Casovnih intervalih.

Izracun

V grafikon vpiSemo vrednost absorbance kot funkcijo ¢asa (min). Skozi najmanj tri zadnje
tocke potegnemo premico in dolo¢imo ¢as (t), ko reakcijska zmes doseze vrednost
absorbance 0,235. Diastazno Stevilo (DN) dobimo, ¢e delimo Stevilo 300 s tem casom,
izrazenim v minutah. To Stevilo izraza aktivnost diastaze kot volumen 1 % raztopine
Skroba v mL, ki jo encim iz 1 g medu hidrolizira v 1 uri pri temperaturi 40 °C.

Diastazno Stevilo (DN) = 60 010 10 = 300 .. (D);
t 0,01 2,0 t

kjer je:
t = ¢as v minutah.
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3.2.2 Spektrofotometri¢no dolo¢anje invertazne aktivnosti
(Bogdanov in sod., 1997)

Princip

Kot substrat za doloCanje invertazne aktivnosti se wuporablja p-nitrofenil-a-D-
glukopiranozid (pNPG), ki se s pomoc¢jo encima o-glukozidaze razcepi na glukozo in p-
nitrofenol. Z regulacijo pH na vrednost 9,5 se encimska reakcija ustavi in nitrofenol se
pretvori v nitrofenolatni anion, ki ustreza koli€ini razgrajenega substrata ter se spremlja z
merjenjem absorbance pri 400 nm.

Aparatura

Poleg obicajne laboratorijske opreme uporabljamo Se:
- vodno kopel pri 40 °C + 0,5 °C;
- spektrofotometer (Cecil, CE 2021, Velika Britanija)

Reagenti

» fosfatni pufer (0,1 M; pH = 6,0): raztopimo 11,66 g kalijevega hidrogenfosfata
(KH,PO4; Merck, Nemcija) in 2,56 g dinatrijevega hidrogenfosfata (Na,HPO42H,0;
Merck, Nem¢ija) v destilirani vodi in dopolnimo do 1 L

» raztopina p-nitrofenil-a-D-glukopiranozida (0,02 M): raztopimo 6,0252 g pNPG
(Sigma, ZDA) v fosfatnem pufru in dopolnimo do 1 L. pNPG je zmerno topen v vodi,
vendar raztopina ni zelo stabilna. Raztapljamo ob segrevanju fosfatnega pufra, vendar
ne nad 60 °C in takoj ohladimo. Raztopina se lahko hrani v temni steklenici v hladilniku
1 mesec.

» raztopina za zaustavitev reakcije — Tris-HCI pufer (3 M; pH = 9,5): raztopimo 363,42 g
tris-(hidroksimetil)-aminometana (Merck, Nemcija) v destilirani vodi in dopolnimo do 1
L. S 3 M klorovodikovo kislino (Merck, Nem¢ija) uravnamo vrednost pH na 9,5.

Izvedba

» Priprava vzorca medu za dolo¢anje:

Odtehtamo 5 g vzorca medu, ga raztopimo v 0,1 M fosfatnem pufru (pH = 6,0) in
kvantitativno prenesemo v 25 mL bucko ter dopolnimo do oznake. Raztopina se lahko
hrani v hladilniku 1 dan.

» Merjenje absorbance:

Pet min pred dodatkom raztopine medu odmerimo s pipeto 5 mL raztopine substrata v
epruveto v vodni kopeli pri 40 °C. Dodamo 0,5 mL raztopine medu (zacetni Cas), dobro

premeSamo na stresalniku in inkubiramo pri 40 °C. Po tocno 20 min dodamo 0,5 mL
raztopine za zaustavitev reakcije in Se enkrat premeSamo (raztopina vzorca).
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Za slepi vzorec istoCasno inkubiramo 5 mL raztopine substrata pri 40 °C. Po 5 min
dodamo 0,5 mL raztopine za zaustavitev reakcije, epruveto zamasimo, dobro premeSamo
in Sele nato dodamo 0,5 mL raztopine medu. Slepi vzorec pripravimo za vsak vzorec
medu, ki ga analiziramo.

Raztopine ¢im prej ohladimo na sobno temperaturo in izmerimo absorbance raztopin
vzorcev in slepih vzorcev v 1 cm kivetah pri 400 nm. Meritve naj bi se izvedle po 15 min,
v vsakem primeru pa znotraj 1 h. Absorbanco slepega vzorca odStejemo od absorbance
vzorca (AA4p).

Izracun

Koli¢ina p-nitrofenola v umol, nastala med analizo, natanko ustreza koli¢ini izkoriS¢enega
substrata v umol. Tako se aktivnost invertaze v medu izracuna iz absorbance, merjene pri
400 nm in se izrazi v enotah (units) na kg medu:

U/kg = 1 umol pNPG/kg medu/min
Invertaza v U/kg = 6-0,05-0,05298-10" - AA,,, =158,94-AA .. (2);

kjer je:

U = 1 internacionalna enota z definiranim izkoristkom 1 pmol pretvorjenega substrata na
minuto;

6 = faktor za volumen v mL uporabljene raztopine vzorca (skupni volumen);

0,05 = faktor za pretvorbo reakcijskega ¢asa z 20 min na 1 min;

0,05298 =7,37/139,11 = faktor za pretvorbo ug v umol/mL;

7,37 = faktor za p-nitrofenol iz ustreznega grafa;

139,11 = molska masa p-nitrofenola (g/mol).

Invertazna aktivnost je lahko izrazena tudi kot invertazno Stevilo (IN):

IN pomeni pomeni maso saharoze v g, hidrolizirane v 1 h z encimi iz 100 g medu, ki dobro
korelira s koli¢ino p-nitrofenola, nastalega po zgoraj opisani metodi. Relacija med IN in
Ay je naslednja:

IN =21,64-AA,, .. 3);

kjer je:
21,64 = naklon linearne premice odvisnosti IN (y os) od A4 (x 0s). Rezultat podamo na
eno decimalno mesto natancno.
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3.2.3 Spektrofotometri¢no dolo¢anje koli¢ine nastalega H,O,
(White in Subers, 1963)

Princip

Aktivacija encima glukoza-oksidaze pri optimalnih pogojih (vodna raztopina medu; pH =
6,5; T = 37 °C, ...) za nastanek vecje koli¢ine H,O,, ki se po dodatku o-dianizidina in
encima peroksidaze spektrofotometricno doloCi. Peroksidaza katalizira reakcijo med
nastalim H,O; in o-dianizidinom. Oksidacijski produkt je obarvan in se spremlja z
merjenjem absorbance pri 450 nm.

Aparatura

Poleg obicajne laboratorijske opreme uporabljamo Se:
- vodno kopel pri 37 °C £ 0,5 °C;
- spektrofotometer (Cecil, CE 2021, Velika Britanija)

Reagenti

» 0,4 M fosfatni pufer (pH = 6,5): pripravimo 0,4 M raztopino kalijevega hidrogenfosfata
(KH,PO4; Merck, Nemcija) in 0,4 M raztopino dinatrijevega hidrogenfosfata
(Na;HPO42H,0; Merck, Nemcija). Med sabo ju meSamo v takem razmerju, da
vrednost pH doseze 6,5.

» 0,01 M fosfatni pufer (pH = 6,5): pripravimo na podoben nacin kot 0,4 M fosfatni pufer
» raztopina o-dianizidina (0,2 mM): v 200 mL bucko odpipetiramo 5 mL 0,4 M
fosfatnega pufra, dodamo 10 mg o-dianizidina (3,3'-dimetoksibenzidin; Sigma, ZDA),
raztopljenega v 2 mL 95 % etanola (Merck, Nemcija). Dopolnimo do oznake in

premeSamo. Raztopina mora biti sveze pripravljena.

» raztopina peroksidaze: 2 mg peroksidaze (tip 1; Horseradish; 113 U/mg; Sigma, ZDA)
razred¢imo v 50 mL 0,01 M fosfatnega pufra (pH = 6,5)

» standardna raztopina H,O, (Fluka, Nemcija): 0,1 % (v/v) raztopina
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Izvedba
» Priprava osnovne raztopine vzorca medu:

10 g vzorca medu raztopimo v 5 mL 0,4 M fosfatnega pufra s pH = 6,5 in dopolnimo z
destilirano vodo do 25 mL. 10 mL pripravljene raztopine prenesemo v erlenmajerjevo
bucko in razred¢imo z destilirano vodo v razmerju 1:1. Zaprto bucko segrevamo 1 h v
vodni kopeli pri 37 °C in jo vsakih 15 min ro¢no stresamo 0,5 min. Po 1 h bucko ohladimo
in v roku 5 min odpipetiramo 1 mL vzorca v 3 epruvete. V dve epruveti (paralelki) dodamo
6 mL raztopine o-dianizidina in 1 mL destilirane vode, tako da je skupni volumen 8 mL.
Tretja epruveta predstavlja slepi vzorec in jo dopolnimo do 8 mL z destilirano vodo. V vse
3 epruvete dodamo Se 100 puL raztopine peroksidaze in vsebino dobro premeSamo. Po 5
min izmerimo absorbanco pri valovni dolzini 450 nm.

» Priprava standardne raztopine za umeritveno krivuljo:

V 25 mL bucko odpipetiramo namesto vzorca medu ustrezne volumne 0,1 % (v/v)
raztopine H,O, (preglednica 12), dodamo 5 mL fosfatnega pufra in dopolnimo do oznake.
10 mL pripravljene raztopine prenesemo Vv erlenmajerjevo bucko in razred¢imo z
destilirano vodo v razmerju 1:1. Vzorcev za umeritveno krivuljo ne smemo termostatirati,
da se ne bi del peroksida razgradil. V 3 epruvete odpipetiramo po 1 mL vzorca za
umeritveno krivuljo. V dve epruveti (paralelki) dodamo 6 mL raztopine o-dianizidina in 1
mL destilirane vode, tako da je skupni volumen 8 mL. V slepi vzorec dodamo namesto
reagenta destilirano vodo. Za umeritveno krivuljo je potreben en slepi vzorec, ker
koncentracija H,O, v slepem vzorcu ne vpliva na koncni rezultat. V vse tri epruvete
dodamo 100 pL raztopine peroksidaze, premeSamo in po 5 min izmerimo absorbanco pri
valovni dolZini 450 nm.

Preglednica 12. Volumen 0,1 % (v/v) raztopine H,O,, koli¢ina H,O, v 8 mL in ustrezna koli¢ina
nastalega H,O, v ug/g medu/h

VOLUMEN 0,1 % (V/V) KOLICINA H,0, V 8 ML KOLICINA NASTALEGA
RAZT. Hy0, (uL) (nG) H,0,
(nG/G/H)
10 0,2 1,0
30 0,6 3,0
100 2,0 10,0
200 4,0 20,0
300 6,0 30,0
400 8,0 40,0
500 10,0 50,0
600 12,0 60,0
700 14,0 70,0
850 17,0 85,0
1000 20,0 100,0
1200 24,0 120,0
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Slika 1. Umeritvena krivulja za dolo¢anje koli¢ine nastalega H,O,
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3.3 STATISTICNA ANALIZA

Podatke smo statisticno obdelali s pomoc¢jo racunalniSkega paketa za statisticno obdelavo
SPSS/PC” (Statistical Package for the Social Sciences). Za ugotavljanje razlik med
posameznimi vrstami medu smo uporabili test homogenosti variance, analizo variance
(ANOVA) in Duncanov test.

Dobljene rezultate smo ovrednotili z naslednjimi statistiénimi parametri:
- povprecna vrednost (X);

- standardni odklon (SD);

- koeficient variabilnosti (KV);

- Levenov test homogenosti variance;

- analiza variance — ANOVA;

- Duncanov test;

- Pearsonov koeficient koralcije (R);

- koeficient determinacije (Rz).

Povprecéna vrednost ali aritmeti¢na sredina

Aritmeti¢na sredina je najpogosteje uporabljena srednja vrednost. Izra¢unamo jo tako, da
seStejemo vrednosti spremenljivke vseh enot (x;) in vsoto delimo s Stevilom enot (n). Vsota
vseh odklonov od aritmeti¢ne sredine je vedno enaka ni¢ (Adamic, 1989).

n
in
i: i=1

n

. (4)

Varianca in standardni odklon

Varianca je osnovna mera variacije in pomeni povpre¢je kvadratov odklonov posameznih
vrednosti od aritmeti¢ne sredine.

n

Z(Xi _i)
g2 = lzln_l .. (5

Za statisti¢no analizo podatkov je varianca zelo pomembna, kot opisni parameter pa manj,
saj kvadrat merske enote spremenljivke pogosto nima pravega smisla. Kot opisni
parameter variacije se pogosteje uporablja kvadratni koren variance, ki ga imenujemo tudi
standardni odklon ali standardna deviacija (Adamic, 1989).

SD =+/s* .. (6)
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Koeficient variabilnosti

Absolutne mere variacije, kot sta varianca in standardni odklon, za primerjavo variiranja
vec¢ statisticnih spremenljivk z razli¢nimi povprecnimi vrednostmi obi¢ajno niso primerne.
Objektivno primerjavo takSnih statisticnih spremenljivk nam omogoca koeficient
variabilnosti. Izracunamo ga tako, da standardni odklon delimo s povpre¢no vrednostjo in
to izrazimo v odstotkih (Adamic, 1989).

KV(%)=S?D-100 .. (7)

Levenov test homogenosti variance

S pomocjo tega testa ugotavljamo ali so variance v vseh obravnavanih statisti¢nih vzorcih
enake, torej ¢e so vzorci homogeni. Prednost Levenovega testa je manjSa obcutljivost za
morebitna odstopanja podatkov od normalne porazdelitve. Nicelna hipoteza testa pravi, da
ni razlik v variancah med vrstami, osnovna pa, da vsaj med enim parom varianc obstaja
statisticno znacilna razlika. Vrednost statisticne znacilnosti, ki nam jo da test, pove katera
izmed domnev je pravilna. Vrednost statisticne znacilnosti, ki je manjSa od stopnje
tveganja o = 0,05 vodi k sprejetju osnovne hipoteze, vrednost, vecja od a = 0,05, pa k
potrditvi ni¢elne. Kadar je sprejeta ni¢elna hipoteza, se potrdi homogenost vzorcev. V
primeru, da vzorci niso homogeni, ne moremo nadaljevati z analizo variance (Adamic,
1989).

Analiza variance — ANOVA

Pri uporabi te analize domnevamo, da se variance vzorcev med seboj statisticno ne
razlikujejo. Enakost varianc med vzorci imenujemo homogenost varianc in smo jo
predhodno preverili z Levenovim testom. Nicelna hipoteza analize variance pravi, da vsi
statistiéni vzorci izhajajo iz populacije z enakim povpre¢jem, osnovna pa, da med
opazovanimi statisticnimi vzorci obstajata vsaj dva, katerih povprecji sta statisticno
razli¢ni. Kadar je vrednost signifikance manjsa od o = 0,05, sklepamo, da vzorci pripadajo
razli¢nim populacijam oziroma, da med njimi obstaja vsaj en par z razlinimi povprecji. S
tem je zavrzena nicelna hipoteza, ki pravi, da razlike ne obstajajo (Adamic, 1989).

Duncanov test

Duncanov test je zaklju¢ni test, namenjen analizi vzorcev, za katere je znano, da so
homogeni (Levenov test) in ne pripadajo isti populaciji (ANOVA). S pomocjo tega testa
razdelimo posamezne vzorce v ve¢ podskupin, v katerih se vzorci glede na opazovano
statisti¢no spremenljivko statisticno znacilno ne razlikujejo.
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Pearsonov koeficient korelacije in test t

Pearsonov koeficient korelacije (R) je merilo stopnje povezanosti med opazovanima
spremenljivkama. Zavzema lahko vrednosti med -1 in +1. Vrednost -1 dobimo, ¢e gre za
maksimalno negativno korelacijo (vrednost spremenljivke pada z vrednostjo druge),
vrednost +1 pa pri maksimalni pozitivni korelaciji (vrednost spremenljivke narasca z
vrednostjo druge). Vrednost 0 nam pove, da med spremenljivkama ni povezanosti.
Pearsonov koeficient korelacije izraunamo tako, da kovarianco (cyy), ki jo izraCunamo po
enacbi (8), delimo z zmnozkom standardnih odklonov za obe spremenljivki x in y (SDy in
SDy), kot je prikazano v enacbi (9) (Adamic, 1989).

Sy 2L

ny

.. (8)

n—1

C

R=—2 — .9
SD, -SD, ®

IzraCunani koeficient se praviloma le priblizuje eni izmed omenjenih skrajnih vrednosti.
Mejne vrednosti za presojanje stopnje oziroma moc¢i povezanosti so prikazane v
preglednici 13.

Preglednica 13. Mejne vrednosti za presojanje moci povezanosti (Seljak, 1996)
koeficient korelacije (1) stopnja povezanosti
od 0,00 do +£0,20 ni povezanosti
nad + 0,20 do = 0,40 Sibka
nad + 0,40 do £ 0,70 zmerna
nad £+ 0,70 do + 1,00 mocna

Na osnovi koeficienta korelacije lahko sklepamo le o tem, kako mocna je povezava med
statisti¢nimi enotami, ne pove pa nam, ali je povezava znacilna.

Znacilnost korelacije ocenjujemo s testom t. Nicelna hipoteza testa pravi, da med
spremenljivkama ni znacilne povezanosti, alternativna pa, da obstaja znacilna povezava
med spremenljivkama. Nicelno hipotezo preverimo tako, da izracunamo vrednost t po
enacbi (10), ki jo nato primerjamo s kriti€no vrednostjo t pri m = n — 2 stopinjah prostosti.

_ |R?:(n-2)
=" ... (10)

Ce je izraCunana vrednost ve€ja od kriticne, ni¢elno hipotezo zavrnemo in sprejmemo
alternativno, ki pravi, da je povezanost med spremenljivkama znacilna (Adamic, 1989).
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Koeficient determinacije

Koeficient determinacije (R?) je merilo povezanosti in izraza odstotek variabilnosti odvisne
Stevilske spremenljivke (y), ki je pojasnjen z regresijskim modelom ene ali ve¢ neodvisnih
Stevilskih spremenljivk (x). V primeru linearnega regresijskega modela je koeficient
determinacije enak kvadratu Pearsonovega korelacijskega koeficienta. Povezava med
spremenljivkama je moc¢na, ko je koeficient determinacije vecji od 0,5 (KoSmelj in sod.
2002; Kosmelj, 2001).
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4 REZULTATI
4.1 REZULTATI DOLOCANJA DIASTAZNE AKTIVNOSTI
4.1.1 Ponovljivost metode za dolo¢anje diastazne aktivnosti

Izbrana spektrofotometricna metoda (Bogdanov in sod., 1997), je Ze uveljavljena in
posebej prilagojena za med. Metoda je dolgotrajna in zahteva veliko ro¢nega dela ter je
izredno Casovno in temperaturno odvisna.

Ponovljivost metode smo ovrednotili tako, da smo naklju¢no izbranemu vzorcu, to je
vzorcu kostanjevega medu z oznako K35, dolocili vrednost diastaznega Stevila v 6
paralelnih dolocitvah ter rezultate ovrednotili s statisticnimi parametri.

Preglednica 14. Diastazno $tevilo (DN) v vzorcu K35 z izraCunanimi statisti¢nimi parametri
PARALELKA DN
1. 21,1
21,2
22,1
21,1
22,2
22,8
X =21,8
SD=0,7
KV (%) =32

A Al ol el I

Koeficient variabilnosti — KV, ki ocenjuje variabilnost 6 dolocCitev vrednosti diastaznega
Stevila v vzorcu glede na povprecno vrednost, znasa 3,2 %, kar pomeni, da je bila
ponovljivost boljSa od 96 %.

4.1.2 Diastazno Stevilo v analiziranih vzorcih glede na posamezno vrsto medu

Rezultati doloCanja diastazne aktivnosti so podani kot diastazno Stevilo — DN in prikazani
v preglednici 15 kot povprecna vrednost dveh dolocitev.
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Preglednica 15. Diastazno $tevilo (DN) v analiziranih vzorcih glede na posamezno vrsto medu

AKACIIEV LIPOV CVETLICNI KOSTANIJEV
MED MED MED MED
vzorec DN vzorec DN vzorec DN vzorec DN
A33 7,1 L16 16,3 C32 247 K27 27,4
A35 7,5 L17 21,1 C33 11,1 K28 19,2
A36 8,9 L18 12,8 C34 21,4 K29 20,8
A38 10,4 L19 14,5 C35 15,9 K30 24,0
A45 7,7 L20 21,2 C36 14,3 K31 23,5
A46 13,3 L21 15,8 C37 15,5 K32 23,0
A47 7.4 L22 16,9 C38 16,8 K33 16,5
A48 9,1 L23 13,1 C39 13,9 K34 22,2
A49 10,0 L24 11,3 C40 10,8 K35 21,8
A50 13,7 L25 15,8 C41 18,5 K36 21,2
AS1 10,2 L26 13,2 C42 20,9 K37 24,1
AS2 10,8 L27 14,2 C43 23,3 K38 224
AS3 5,9 L28 12,5 C44 15,5 K39 16,3
A54 11,1 L29 13,6 K40 24.9
GOZDNI HOIJEV SMREKOV
MED MED MED
vzorec DN vzorec DN vzorec DN
G31 16,6 H17 22,0 S27 21,5
G32 18,3 HI18 11,5 S28 16,3
G33 17,6 H19 18,1 S29 242
G34 15,8 H20 21,4 S30 17,7
G35 18,9 H21 18,6 S31 15,8
G36 14,1 H22 20,7
G38 21,2 H23 18,3
G39 17,6 H24 15,9
G40 17,2 H25 14,2
G41 234 H26 18,6
H27 16,4
H28 16,3
H29 16,9
H30 18.4

Pravilnik o medu (2004) predpisuje, da mora biti vrednost diastaznega Stevila najmanj 8
oziroma 3 za med z naravno nizko encimsko aktivnostjo. Ce je vrednost niZja od mejne
vrednosti, se pojavlja sum, da je bil med izpostavljen previsoki temperaturi. Iz preglednice
15 in slike 2 je razvidno, da vrednosti 8 ni dosegalo 5 vzorcev akacijevega medu, za
katerega je znano, da ima naravno nizko encimsko aktivnost (Golob in Plestenjak, 1999).
Med njimi najbolj izstopa vzorec z oznako A53 (DN = 5,9), ostali Stirje vzorci (A33, A35,
A45, A47) imajo diastazno Stevilo v obmocju od 7,1 do 7,7.
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Slika 2. Diastazno §tevilo (DN) analiziranih vzorcev glede na posamezno vrsto medu z oznaceno
predpisano mejno vrednostjo in priporo¢eno mejno vrednostjo za svez med

Gfeller in Bogdanov (2006) priporocata vrednosti diastaznega Stevila v svezem medu od
13 do 30, za med z nizko encimsko aktivnostjo pa od 4 do 8. Priporo¢enim vrednostim, ob
predpostavki, da ima akacijev med naravno nizko encimsko aktivnost, ne ustrezajo 3
vzorci lipovega medu (L18, L24, L28), 2 vzorca cvetlicnega (C33, C40) in 1 vzorec
hojevega medu (H18). Diastazno Stevilo teh vzorcev je v obmocju med 10,8 in 12,8, kar je
le malo nizje od priporocene vrednosti 13. Ob upostevanju dejstva, da so bili vzorci v ¢asu
analize stari priblizno 10 mesecev, sklepamo, da so svezi vzorci ustrezali priporocenim
vrednostim.

Vzorci kostanjevega medu in vzorci medov iz mane, z izjemo prej omenjenega vzorca
hojevega medu H18, imajo vrednosti diastaznega Stevila v obmocju od 14,1 do 27,4, torej
vsi ustrezajo priporo¢enim vrednostim za svez med.

4.1.3 Statisticna obdelava rezultatov dolo¢anja diastazne aktivnosti

S statisticno obdelavo dobljenih rezultatov smo ugotovili, da se posamezne vrste medu
glede na diastazno aktivnost med seboj statisticno znacilno razlikujejo (o = 0,000).
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Preglednica 16. Diastazno Stevilo za posamezne vrste medu z izraCunanimi statisti¢nimi parametri

Vrsta Diastazno $tevilo

medu n X Xmin Xmax SD KV (%)
akacijev 14 9,5% 5,9 13,7 2,3 24,2
lipov 14 15,2° 11,3 21,2 3,0 19,7
cvetliéni 13 17,15 10,8 24,7 4.4 25,7
kostanjev 14 22,0¢ 16,3 27,4 3,1 14,0
gozdni 10 18,1°° 14,1 23,4 2,7 14,7
hojev 14 17,7°¢ 11,5 22,0 2,8 15,9
smrekov 5 19,1° 15,8 242 3,6 19,0

a,b,c,d

vrednosti z razlicnimi indeksi se statisticno znacilno razlikujejo (a < 0,05)

Duncanov test je pokazal, da se akacijev med statisti¢no znacilno razlikuje od ostalih Sestih
vrst medu (a < 0,05), podobno velja za kostanjev med. Lipov med se statisti¢no znacilno
razlikuje od smrekovega medu in se ne razlikuje od cvetli¢nega, gozdnega in hojevega
medu. Statisti¢no znacilno se med seboj ne razlikujejo cvetli¢ni, gozdni, hojev in smrekov
med.

V preglednici 16 in na sliki 3 vidimo, da ima najnizjo povpreéno vrednost diastaznega
Stevila akacijev med (DN = 9,5), kateremu pripada tudi vzorec A53, ki je imel minimalno
vrednost diastaznega Stevila med vsemi analiziranimi vzorci (DN, = 5,9). Najvisjo
povprecno vrednost diastaznega Stevila je imel kostanjev med (DN = 22.,0), kateremu
pripada tudi vzorec K27, ki je imel maksimalno vrednost diastaznega Stevila med vsemi
analiziranimi vzorci medu (DNp.x = 27,4).
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Slika 3. Najnizje, povprecne in najvisje vrednosti diastaznega Stevila (DN) v posameznih vrstah
medu
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Primerjava nasih rezultatov s podatki o vrednosti diastaznega Stevila za posamezne vrste
slovenskega medu, letnikov 1999, 2003 in 2004 (preglednica 4), ne pokaze bistvenih
razlik. Golob in Plestenjak (1999), Vrecar (2003) in Karo (2004) navajajo najnizjo
povprecno vrednost diastaznega Stevila za akacijev med, najvisjo pa za gozdni (Golob in
Plestenjak, 1999), smrekov (Vrecar, 2003) in kostanjev med (Karo, 2004), torej za medove
iz mane.

Ce primerjamo rezultate s tujo literaturo, prav tako ne najdemo velikih razlik. Persano
Oddo in sod. (1999) so v medu italijanskega porekla dolocili najnizje povprecno diastazno
Stevilo v akacijevem medu (DN = 8,3) ter najvisje v kostanjevem (DN = 24,9).
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Slika 4. Koeficienti variabilnosti (KV) diastaznega Stevila glede na posamezno vrsto medu

Slika 4 prikazuje variabilnost vzorcev medu znotraj posamezne vrste. Najvecji koeficient
variabilnosti je pri nesortnem cvetlicnem medu, kar je najverjetneje posledica razlicnega
izvora nektarja. Pri nektarnih medovih so vecji koeficienti variabilnosti kot pri medovih iz
mane. [zjema je kostanjev med, ki je lahko iz nektarja ali mane.
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4.2 REZULTATI DOLOCANJA INVERTAZNE AKTIVNOSTI
4.2.1 Ponovljivost metode za dolo¢anje invertazne aktivnosti

Uporabljena spektrofotometri¢na metoda (Bogdanov in sod., 1997) je posebej prilagojena
za med in Ze uveljavljena v tujini, pri nas pa smo jo uporabili prvi€. V primerjavi z metodo
za doloCanje diastazne aktivnosti je dokaj enostavna in hitra, saj se lahko istoCasno
analizira ve¢ vzorcev, vendar je cenovno manj ugodna. Metoda je izredno ¢asovno in
temperaturno odvisna ter zahteva veliko natan¢nost pri delu.

Invertazno aktivnost lahko podamo kot Stevilo umol substrata, razgrajenega v minuti na kg
medu (pmol/kg medu/min) ali kot invertazno Stevilo — IN (enacba (3)). Zaradi lazje
primerljivosti z diastaznim Stevilom smo se odlocili, da bomo v nadaljevanju podajali
invertazno aktivnost z invertaznim Stevilom (preglednica 18). Rezultati, ki so podani kot
invertazna aktivnost (umol/kg medu/min), so prikazani v prilogi A.

Ponovljivost metode smo ovrednotili tako, da smo naklju¢no izbranemu vzorcu, to je
vzorcu lipovega medu z oznako L20, dolocili vrednost invertaznega Stevila v 6 paralelnih

dolocitvah ter rezultate ovrednotili s statisticnimi parametri.

Preglednica 17. Invertazno $tevilo (IN) v vzorcu L20 z izraCunanimi statisticnimi parametri

PARALELKA IN
1, 16,9
2, 16,9
3. 17,0
4, 17,2
5. 17,1
6. 17,0
X = 17,0
SD=0,1
KV (%) = 0.8

Koeficient variabilnosti — KV vseh 6 dolocitev vrednosti invertaznega Stevila v vzorcu
glede na povpre€no vrednost znaSa le 0,8 %, kar kaZze na zelo dobro ponovljivost metode,
ki je bila boljsa od 99 %.
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4.2.2 Invertazno Stevilo v analiziranih vzorcih glede na posamezno vrsto medu

Preglednica 18. Invertazno $tevilo (IN) v analiziranih vzorcih glede na posamezno vrsto medu

AKACIIEV LIPOV CVETLICNI KOSTANIJEV
MED MED MED MED
vzorec IN vzorec IN vzorec IN vzorec IN
A33 33 L16 8,7 C32 21,6 K27 24,7
A35 4.7 L17 20,3 C33 9,0 K28 12,8
A36 7,4 L18 11,0 C34 12,2 K29 16,6
A38 8,1 L19 12,4 C35 13,0 K30 21,3
A45 472 L20 17,0 C36 9,1 K31 17,5
A46 7,1 L21 16,3 C37 10,9 K32 25,2
A47 4.4 L22 10,7 C38 10,8 K33 14,8
A48 4.3 L23 4,6 C39 7,4 K34 17,2
A49 5,0 L24 33 C40 9,1 K35 20,7
AS50 13,2 L25 16,2 C41 21,5 K36 14,7
AS1 7,3 L26 10,9 C42 18,9 K37 14,7
AS52 8,0 L27 9.9 C43 19,9 K38 15,9
AS3 6,0 L28 6.5 C44 15,5 K39 12,1
A54 8,4 L29 10,5 K40 20,9
GOZDNI HOIJEV SMREKOV
MED MED MED
vzorec IN vzorec IN vzorec IN

G31 239 H17 16,4 S27 23,2
G32 19,8 HI18 20,1 S28 14,2
G33 18,8 H19 18,6 S29 25,2
G34 16,2 H20 19,3 S30 18,3
G35 17,4 H21 17,3 S31 20,9
G36 14,8 H22 20,3
G38 21,0 H23 17,1
G39 26,0 H24 17,0
G40 21,1 H25 14,7
G41 21,6 H26 20,5

H27 14,4

H28 16,7

H29 18,4

H30 18,5

Pravilnik o medu (2004) ne predpisuje minimalne vrednosti invertaznega $tevila. Ce se pri
vrednotenju rezultatov opiramo na smernice za vrednotenje kakovosti medu, ki jih podajata
Gfeller in Bogdanov (2006), je iz preglednice 18 in slike 5 razvidno, da priporocenih
vrednosti invertaznega Stevila, ki naj bi se v svezem medu gibale od 10 do 25, ne dosegajo
vsi vzorci akacijevega medu, z izjemo vzorca A50, 5 vzorcev lipovega medu (L16, L23,
L.24, L27, L28) in 4 vzorci cvetliénega medu (C33, C36, C39, C40).
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Slika 5. Invertazno Stevilo (IN) analiziranih vzorcev glede na posamezno vrsto medu z oznaceno
priporoceno mejno vrednostjo za svez med

Ob predpostavki, da ima akacijev med naravno nizko encimsko aktivnost, najbolj izstopata
vzorca lipovega medu L23 in L24, ki pa glede vrednosti diastaznega Stevila ustrezata
Pravilniku (2004). Ker so bili vzorci v ¢asu analize stari priblizno 10 mesecev, so nizje
vrednosti invertaznega Stevila najverjetneje posledica vecje obcutljivosti invertaze na
skladis¢enje v primerjavi z diastazo.

Gfeller in Bogdanov (2006) za sveze medove z naravno nizko encimsko aktivnostjo
navajata priporo¢ene vrednosti med 8 in 12, medtem ko Bogdanov in sod. (2000)
predlagajo minimalno vrednost 4. Slednje vrednosti ne dosega samo vzorec A33 z
invertaznim Stevilom 3,3, vrednosti 8 pa ne dosega kar 10 od 14 vzorcev akacijevega
medu.

Vzorci kostanjevega medu in vzorci medov iz mane imajo vrednosti invertaznega Stevila v
obmocju od 12,1 do 26,0, torej vsi ustrezajo priporo¢enim vrednostim za sveZ med.

4.2.3 Statisticna obdelava rezultatov dolo¢anja invertazne aktivnosti

Pri statisticni obdelavi rezultatov doloCanja invertazne aktivnosti nismo opravili analize
variance in zakljunega testa za analizo homogenih vzorcev (Duncanov test). Levenov test
homogenosti variance nam je dal vrednost statisti¢ne znacilnosti (signifikance) 0,014, ki je
manjSa od izbrane meje tveganja o = 0,05. S tem zavrnemo nicelno hipotezo, ki pravi, da
ni razlik med variancami med vrstami. Vzorci so torej nehomogeni in zato neprimerni za
nadaljnjo statisticno analizo.
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Preglednica 19. Invertazno $tevilo za posamezne vrste medu z izraCunanimi statistiCnimi parametri

VRSTA INVERTAZNO STEVILO

MEDU n X Xmin Xmax SD KV (%)
akacijev 14 6,5 33 13,2 2,6 39,6
lipov 14 11,3 33 20,3 4.9 43,0
cvetli¢ni 13 13,8 7,4 21,6 5,1 37,3
kostanjev 14 17,8 12,1 25,2 4,1 23,3
gozdni 10 20,1 14,8 26,0 34 17,1
hojev 14 17,8 14,4 20,5 1,9 10,8
smrekov 5 20,4 14,2 25,2 43 21,2

Iz preglednice 19 in slike 6 je razvidno, da ima najnizjo povprecno vrednost invertaznega
Stevila akacijev med (IN = 6,5), najvi§jo pa smrekov (IN = 20,4) in gozdni med (IN =
20,1). Minimalno vrednost invertaznega Stevila med vsemi analiziranimi vzorci smo
dolocili v vzorcu akacijevega medu A33 in vzorcu lipovega medu L24 (INp, = 3,3),
maksimalno vrednost pa v vzorcu gozdnega medu G39 (INy.x = 26,0). Akacijev med se
glede invertazne aktivnosti znacilno razlikuje od ostalih vrst medu. Povprecna vrednost
invertaznega Stevila akacijevega medu je dvakrat nizja od naslednje najnizje povprecne
vrednosti invertaznega Stevila.
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Slika 6. Najnizje, povprecne in najvisje vrednosti invertaznega Stevila (IN) v posameznih vrstah
medu

Persano Oddo in sod. (1999) so v posameznih vrstah italijanskega medu dolocili podobne
vrednosti invertaznega Stevila. Najnizjo povprecno vrednost invertaznega Stevila je imel
prav tako akacijev med (IN = 3,6), najvisjo pa hojev (IN = 23,9). Gozdnega in smrekovega
medu niso analizirali, zato rezultati niso najbolj primerljivi.
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Slika 7. Koeficienti variabilnosti (KV) invertaznega Stevila glede na posamezno vrsto medu

Invertazna aktivnost, podobno kot diastazna, najbolj variira znotraj nektarnih vrst medu.
Najvecji koeficient variabilnosti je pri lipovem medu, najmanjsi pa pri hojevem. Med
nektarnimi medovi glede variabilnosti, podobno kot pri diastazni aktivnosti, izstopa
kostanjev med. Na podlagi tega lahko sklepamo, da so bili nasi vzorci kostanjevega medu
mesanica nektarja in mane.
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4.3 KORELACIJA MED DIASTAZNO IN INVERTAZNO AKTIVNOSTJO

Med diastazno in invertazno aktivnostjo v vseh analiziranih vzorcih medu smo dolocili
znacilno (o < 0,01) pozitivno korelacijo s koeficientom korelacije R = 0,801 in
koeficientom determinacije R* = 0,642. Korelacijo lahko opredelimo kot mo¢no, saj je R >
0,70 in R* > 0,5. Pozitivna korelacija pomeni, da diastazna aktivnost narai¢a z naraéajoco
invertazno aktivnostjo in obratno.
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Slika 8. Korelacija med diastazno in invertazno aktivnostjo za vse vrste medu

Koeficient korelacije je manjSi v primerjavi s tistimi (preglednica 8), ki so jih dolo¢ili
Serrano in sod. (2007), Persano Oddo in sod. (1999) ter Huidobro in sod. (1995). Razlog je
najbrz starost vzorcev, ki so bili v ¢asu analize stari nekaj mesecev, saj se korelacija s
skladiS¢enjem manjSa (Krauze in Krauze, 1991).

Preglednica 20. Koeficienti korelacije in determinacije med diastazno in invertazno aktivnostjo pri
posameznih vrstah medu

vrsta medu koeficient korelacije (r) | koeficient determinacije
(R%)
akacijev 0,768 0,590
lipov 0,802 0,644
cvetliéni 0,800 0,641
kostanjev 0,719 0,516
gozdni 0,363 0,132
hojev 0,188 0,035
smrekov 0,798 0,636
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Primerjava koeficientov korelacije in determinacije med posameznimi vrstami medu
(preglednica 20) kaze, da je korelacija med omenjenima encimoma mocna pri vseh vrstah,
z izjemo gozdnega in hojevega medu. Pri gozdnem medu je korelacija Sibka, pri hojevem
pa povezanosti med aktivnostjo diastaze in invertaze nismo nasli (R < 0,20).

Mocna korelacija, predvsem pri nektarnih medovih, je najverjetneje posledica enakega
izvora diastaze in invertaze v medu. Nekatere mane vsebujejo Se invertaze iz Crevesja in
sline insektov, kar je lahko razlog za manjSo korelacijo med omenjenima encimoma pri
maninih medovih.
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4.4 RAZMERIJE IN/DN V ANALIZIRANIH VZORCIH MEDU

Razmerje IN/DN v posameznih analiziranih vzorcih je glede na vrsto medu prikazano v

preglednici 21.
Preglednica 21. Razmerje IN/DN v analiziranih vzorcih glede na posamezno vrsto medu
AKACIEV LIPOV CVETLICNI KOSTANIJEV
MED MED MED MED
vzorec IN/DN vzorec IN/DN vzorec IN/DN vzorec IN/DN
A33 0,47 L16 0,53 C32 0,87 K27 0,90
A35 0,63 L17 0,96 C33 0,81 K28 0,67
A36 0,83 L18 0,86 C34 0,57 K29 0,80
A38 0,78 L19 0,85 C35 0,82 K30 0,89
A45 0,54 L20 0,80 C36 0,64 K31 0,74
A46 0,54 L21 1,03 C37 0,70 K32 1,10
A47 0,59 L22 0,63 C38 0,64 K33 0,90
A48 0,47 L23 0,35 C39 0,53 K34 0,78
A49 0,50 L24 0,29 C40 0,84 K35 0,95
AS0 0,97 L25 1,02 C41 1,16 K36 0,70
AS1 0,71 L26 0,82 C42 0,91 K37 0,61
A52 0,74 L27 0,70 C43 0,85 K38 0,71
A53 1,01 L28 0,52 C44 1,00 K39 0,74
A54 0,76 L29 0,77 K40 0,84
GOZDNI HOJEV SMREKOV
MED MED MED
vzorec IN/DN vzorec IN/DN vzorec IN/DN

G31 1,44 H17 0,75 S27 1,08
G32 1,08 H18 1,75 S28 0,87
G33 1,07 H19 1,03 S29 1,04
G34 1,02 H20 0,90 S30 1,04
G35 0,92 H21 0,93 S31 1,33
G36 1,05 H22 0,98
G38 0,99 H23 0,94
G39 1,48 H24 1,07
G40 1,23 H25 1,03
G41 0,92 H26 1,10

H27 0,88

H28 1,02

H29 1,09

H30 1,00
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Nekateri avtorji (Aldcorn in sod., 1985; Huidobro in sod., 1995; Persano Oddo in sod.,
1999) porocajo, da je razmerje IN/DN boljsi parameter za vrednotenje svezosti medu ter za
spremljanje pogojev obdelave in shranjevanja medu kot samo diastazna oziroma invertazna
aktivnost. Dodajajo, da naj bi bila minimalna vrednost razmerja IN/DN v svezem medu
visja od 0,5. V preglednici 21 in na sliki 9 vidimo, da samo 4 vzorci ne dosegajo te
vrednosti, pri ¢emer lahko vzorca akacijevega medu (A33, A48) z razmerjem 0,47
zanemarimo zaradi majhne razlike glede na priporoCeno vrednost. Ostala dva vzorca
pripadata lipovemu medu (L23, L24) in imata zelo nizki vrednosti invertaznega Stevila,
vrednosti diastaznega Stevila pa v skladu z zahtevami Pravilnika (2004). Glede na razmerje
IN/DN lahko sklepamo, da sta bila vzorca pregreta oziroma nepravilno skladis¢ena.

2,00
1,75
1,50
1,25

1,00

IN/DN

0,75

0,50 -
0,00 -

akacijev lipov cvetlicni  kostanjev gozdni hojev smrekov

VRSTA MEDU

—— priporo¢ena min. vrednost IN/DN za svezmed (Persano Oddo in sod., 1999)

Slika 9. Razmerje IN/DN v analiziranih vzorcih glede na posamezno vrsto medu z oznaceno
priporoceno mejno vrednostjo za sveZ med

4.4.1 Statistiéna obdelava rezultatov IN/DN

Preglednica 22. Razmerje IN/DN za posamezne vrste medu z izracunanimi statisticnimi parametri

VRSTA IN/DN

MEDU n X Xmin Xmax SD KV (%)
akacijev 14 0,68 0,47 1,01 0,18 25,97
lipov 14 0,72 0,29 1,03 0,23 32,31
cvetliéni 13 0,80 0,53 1,16 0,18 22,32
kostanjev 14 0,81 0,61 1,10 0,13 16,04
gozdni 10 1,12 0,92 1,48 0,20 17,73
hojev 14 1,03 0,75 1,75 0,23 21,88
smrekov 5 1,07 0,87 1,33 0,16 15,35
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Ce primerjamo povpre¢ne vrednosti razmerja IN/DN med posameznimi vrstami medu,
vidimo, da imajo manine vrste medu povpre¢ne vrednosti razmerja visje 1, nektarne vrste
pa nizje od 1. Najnizjo povprecno vrednost razmerja je imel akacijev med (IN/DN = 0,68),
najvisjo pa gozdni (IN/DN = 1,12).

2,00
1,75
1,50-
1,25

1,00

IN/DN

0,75+
0,50+

0,25+

0,00
akacijev lipov cvetlicni  kostanjev  gozdni hojev smrekov

VRSTA MEDU

‘ O min. vrednost B povpr. vrednost O maks. vrednost

Slika 10. Najnizje, povprecne in najvisje vrednosti razmerja IN/DN v posameznih vrstah medu

Primerjava rezultatov z vrednostmi razmerja IN/DN, ki so jih dolo¢ili Persano Oddo in
sod. (1999) v posameznih vrstah italijanskega medu, ne pokaze velikih razlik. Najnizjo
povprecno vrednost omenjenega razmerja je imel akacijev med (IN/DN = 0,42), najvi§jo
pa hojev (IN/DN = 1,13).

4.4.2 Korelacija razmerja IN/DN z diastazno in invertazno aktivnostjo

Med razmerjem IN/DN in diastazno aktivnostjo v vseh analiziranih vzorcih medu smo
dolo¢ili znacilno (a0 < 0,05) pozitivho korelacijo s koeficientom korelacije R = 0,246 in
koeficientom determinacije R* = 0,061. Korelacija je §ibka, saj je 0,20 < R < 0,40.
Korelacija, ki sta jo dolocila Vorlova in Ptidal (2002) pri analizi 54 vzorcev medu, je bila
Sibka negativna (R =-0,209).

Med razmerjem IN/DN in invertazno aktivnostjo v vseh analiziranih vzorcih medu smo
doloc¢ili znacilno (a0 < 0,01) pozitivno korelacijo s koeficientom korelacije R = 0,758 in
koeficientom determinacije R* = 0,574. Korelacija je moéna, saj je R > 0,70 in R* > 0,5.
Vorlova in Pridal (2002) sta med omenjenima parametroma dolocila zmerno pozitivno
korelacijo (R = 0,456).
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4.5 REZULTATI DOLOCANJA KOLICINE NASTALEGA H,0;
4.5.1 Ponovljivost metode za dolo¢anje koli¢ine nastalega H,O,

Spektrofotometricna metoda za dolocanje koli¢ine nastalega H,O, (White in Subers, 1963)
je posebej prilagojena za med, vendar jo v zadnjem Casu izpodriva dolo¢anje koli¢ine H,O,
s pomocjo testnih listicev. Prva metoda je dolgotrajna in izredno ¢asovno in temperaturno
odvisna, zato zahteva veliko natan¢nost.

Ponovljivost metode smo ovrednotili tako, da smo naklju¢no izbranemu vzorcu, to je
vzorcu lipovega medu z oznako L29, dolocili koli¢ino nastalega H,O, v 6 paralelnih
dolocitvah ter rezultate ovrednotili s statisticnimi parametri.

Preglednica 23. Koli¢ina nastalega H,O, v vzorcu L29 z izraCunanimi statistiénimi parametri
PARALELKA H,0,
(nG/G
MEDU/H)
69,2
69,2
70,7
69,4
70,6
70,1
X =69,9
SD =0,7
KV (%)=1,0

SAI Al Pl ol I o

Koeficient variabilnosti — KV vseh 6 dolocitev koli¢ine nastalega H,O, v vzorcu glede na
povprecno vrednost znasa le 1,0 %, kar kaZe na zelo dobro ponovljivost metode, ki je bila
99 %-na.

4.5.2 Koli¢ina nastalega H,O, v vzorcih glede na posamezno vrsto medu

Rezultati dolocanja kolicine nastalega H,O, so podani kot pg H,O,/g medu/h in so
prikazani v preglednici 24.
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Preglednica 24. Koli¢ina nastalega H,O, v analiziranih vzorcih glede na posamezno vrsto medu

AKACIJEV LIPOV CVETLICNI KOSTANIJEV
MED MED MED MED
vzorec H,0, vzorec H,0, vzorec H,0, vzorec H,0,

(ng/g/h) (ng/g/h) (ng/g/h) (ng/g/h)
A33 5,1 L16 83,6 C32 48,3 K27 54,8
A35 11,4 L17 110,3 C33 33,4 K28 80,2
A36 9,0 L18 78,0 C34 2,4 K29 56,9
A38 17,9 L19 67,9 C35 104,1 K30 66,3
A45 24,5 L20 114,5 C36 62,6 K31 18,7
Ad6 9,3 L21 78,7 C37 28,6 K32 45,3
Ad7 8,7 L22 53,6 C38 19,5 K33 72,9
A48 26,2 L.23 8,9 C39 10,3 K34 46,0
A49 3,7 1.24 20,6 C40 32,6 K35 62,9
A50 104,8 L25 87,0 C41 107,2 K36 80,7
AS51 0,0 L26 77,1 C42 55,9 K37 59,1
A52 4,8 L27 66,8 C43 1152 K38 60,6
A53 21,4 L28 10,5 C44 10,6 K39 46,3
A54 28,9 L29 69,9 K40 54,8
GOZDNI HOJEV SMREKOV
MED MED MED
vzorec H,0, vzorec H,0, vzorec H,0,
(ng/g/) (ng/g/) (ng/g/)

G31 61,2 H17 86,3 S27 74,7
G32 68,8 H18 38,0 S28 54,0
G33 63,3 H19 90,1 S29 63,5
G34 94,1 H20 99,6 S30 66,4
G35 75,4 H21 63,3 S31 46,6
G36 73,6 H22 56,6
G38 87,2 H23 69,5
G39 98,7 H24 71,5
G40 92,4 H25 62,3
G41 62,9 H26 96,7

H27 70,9

H28 82,1

H29 101,2

H30 83,8

Iz preglednice 24 in slike 11 je razvidno, da koli¢ina nastalega H,O, med vrstami, kot tudi
znotraj posameznih vrst medu, zelo variira. Vrednosti se gibljejo od 0,0 do 115,2 pg/g
medu/h, kar se sklada s vrednostmi, ki so jih dolocili White in sod. (1963) — od manj kot 5
do priblizno 100 pg H,O,/g medu/h ter Kerkvliet (1996) — od 0 do 150 pg H,O,/g medu/h.

Nastanka H,O, ni bilo zaslediti v vzorcu akacijevega medu z oznako AS51, kar je
najverjetneje posledica naravno nizke encimske aktivnosti glukoza-oksidaze, saj smo
skoraj v vseh vzorcih akacijevega medu, z izjemo vzorca A50, dolocili zelo majhne
koli¢ine nastalega H,O,.
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Slika 11. Koli¢ina nastalega H,O, v analiziranih vzorcih glede na posamezno vrsto medu

Zelo majhne koli¢ine nastalega H,O, smo dolo¢ili Se v dveh vzorcih lipovega (8,9 in 10,5
ug H,Oo/g medu/h) in v treh vzorcih cvetlicnega medu (2,4-10,6 pg H,O,/g medu/h).
Vzorca lipovega medu (L23, L28) ne dosegata priporocenih vrednosti invertaznega Stevila,
zato so majhne koli¢ine nastalega H,O, najverjetneje posledica starosti vzorcev, saj je
glukoza-oksidaza podobno kot invertaza izjemno obcutljiva na skladiS€enje. Vzorci
cvetlicnega medu (C34, C39, C44) pa glede vrednosti diastaznega in invertaznega Stevila
ustrezajo zahtevam Pravilnika (2004) in priporoenim vrednostim, zato je nastanek
majhnih koli¢in H,O, najverjetneje posledica visje aktivnosti katalaze ali drugih kemijskih
interakcij v cvetlicnem medu.

V enem vzorcu akacijevega (A50) in hojevega medu (H20) ter v dveh vzorcih lipovega
(L17, L20) in cvetli¢nega medu (C35, C43) smo dolocili vrednosti koli¢ine nastalega H,O»
nad 100 pg/g medu/h. Omenjeni vzorci imajo relativno visoke vrednosti diastaznega in
invertaznega Stevila ter vrednosti razmerja IN/DN v obmocju od 0,80 do 0,97.

4.5.3 Statisticna obdelava rezultatov dolo¢anja koli¢ine nastalega H,O,

Pri statisti¢ni obdelavi rezultatov dolocanja koli¢ine nastalega H,O, nismo opravili analize
variance in Duncanovega testa. Levenov test homogenosti variance nam je dal vrednost
statisticne znacilnosti (signifikance) 0,013, ki je manjSa od izbrane meje tveganja o = 0,05.
S tem zavrnemo nicelno hipotezo, ki pravi, da ni razlik med variancami med vrstami.
Vzorci so torej nehomogeni in zato neprimerni za nadaljnjo statisticno analizo.
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Preglednica 25. Koli¢ina nastalega H,O, za posamezne vrste medu z izraCunanimi statisticnimi

parametri

VRSTA KOLICINA H,0, (ng/g medu/h)

MEDU n X Xmin Xmax SD KV (%)
akacijev 14 19,7 0,0 104,8 26,1 132,8
lipov 14 66,3 8,9 114,5 32,9 49,7
cvetliéni 13 48,5 2,4 115,2 38,7 79,8
kostanjev 14 57,5 18,7 80,7 16,0 27,8
gozdni 10 77,8 61,2 98,7 14,2 18,3
hojev 14 76,6 38,0 101,2 18,2 23,7
smrekov 5 61,0 46,6 74,7 11,0 18,0

Iz preglednice 25 in slike 12 je razvidno, da ima najnizjo povpre¢no vrednost koliine
nastalega H,O, akacijev med (19,7 pg/g medu/h), najvisjo pa gozdni (77,8 pg/g medu/h) in
hojev med (76,6 ng/g medu/h). Kot smo Ze omenili, nastanka H,O, nismo zasledili v
vzorcu akacijevega medu z oznako AS51, maksimalno vrednost koli¢ine nastalega H,O,
med vsemi analiziranimi vzorci medu pa smo dolocili v vzorcu cvetliénega medu C43
(115,2 pg/g medu/h). Akacijev med se glede na koli¢ino nastalega H,O,, podobno kot pri
diastaznem in invertaznem S$tevilu, znacilno razlikuje od ostalih vrst medu. Povprecna
vrednost koli¢ine nastalega H,O, v akacijevem medu je vsaj dvakrat nizja od naslednje
najnizje povprecne vrednosti koli¢ine nastalega H,O».

H202 (ng/g medu/h)

120+
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40

20+

akacijev
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cvetlicni kostanjev  gozdni hojev
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O min. vrednost B povpr. vrednost O maks. vrednost

smrekov

Slika 12. Najnizje, povpre¢ne in najvisje vrednosti koli¢ine nastalega H,O, v posameznih vrstah

medu
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Slika 13. Koeficienti variabilnosti (KV) koli¢ine nastalega H,O, glede na posamezno vrsto medu

Koli¢ina nastalega H,O, najbolj variira znotraj nektarnih vrst, predvsem znotraj
akacijevega medu, kar je najverjetneje posledica razli¢nega izvora nektarja, od katerega je
v veliki meri odvisna aktivnost katalaze. Koeficient variabilnosti kostanjevega medu je,
podobno kot pri diastaznem in invertaznem Stevilu, blizje koeficientom variabilnosti

maninih vrst medu.
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4.6 KORELACIJA H;O, Z DIASTAZNO IN INVERTAZNO AKTIVNOSTJO
4.6.1 Korelacija med koli¢ino nastalega H,O; in diastazno aktivnostjo

Med koli¢ino nastalega H,O, in diastazno aktivnostjo v vseh analiziranih vzorcih medu
smo dolo¢ili znacilno (a < 0,01) pozitivno korelacijo s koeficientom korelacije R = 0,497
in koeficientom determinacije R* = 0,247. Korelacijo lahko opredelimo kot zmerno, saj je
0,40 < R < 0,70. Pozitivna korelacija pomeni, da koli¢ina nastalega H>O, narasca z
naraS¢anjem diastazne aktivnosti in obratno.
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5 80
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Slika 14. Korelacija med koli¢ino nastalega H,O, in diastazno aktivnostjo za vse vrste medu

Koeficient korelacije je manjsi od koeficienta R = 0,650, ki so ga dolocili Bogdanov in
sod. (1987) pri analizi 37 vzorcev medu.

Preglednica 26. Koeficienti korelacije in determinacije med koli¢ino nastalega H,O, in diastazno
aktivnostjo pri posameznih vrstah medu

vrsta medu koeficient korelacije (r) | koeficient determinacije
(R%)
akacijev 0,453 0,205
lipov 0,750 0,563
cvetliéni 0,310 0,096
kostanjev -0,276 0,076
gozdni 0,194 0,038
hojev 0,541 0,293
smrekov 0,662 0,438
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Mocna pozitivna korelacija med koli¢ino nastalega H,O, in diastazno aktivnostjo je samo
pri lipovem medu, zmerna pozitivna korelacija pa pri smrekovem, hojevem in akacijevem
medu. Pri cvetli‘cnem medu je Sibka pozitivna korelacija, pri kostanjevem pa Sibka
negativna korelacija. Pri gozdnem medu nismo nasli povezanosti med nastankom H,O, in
diastazno aktivnostjo.

4.6.2 Korelacija med koli¢ino nastalega H,O; in invertazno aktivnostjo

Med koli¢ino nastalega H,O; in invertazno aktivnostjo v vseh analiziranih vzorcih medu
smo dolocili znacilno (a < 0,01) pozitivno korelacijo s koeficientom korelacije R = 0,621
in koeficientom determinacije R* = 0,386. Tudi to korelacijo lahko opredelimo samo kot
zmerno, saj je 0,40 < R < 0,70 in R? < 0,5. Pozitivna korelacija pomeni, da koli¢ina
nastalega H,O, narasca z naras¢anjem invertazne aktivnosti in obratno.
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Slika 15. Korelacija med koli¢ino nastalega H,O, in invertazno aktivnostjo za vse vrste medu

Koeficient korelacije je vecji od koeficienta R = 0,582, ki so ga dolocili Bogdanov in sod.
(1987) pri analizi 37 vzorcev medu, in koeficienta R = 0,458, ki so ga dolocili Serra
Bonvehi in sod. (2000) pri analizi 147 vzorcev medu.
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Preglednica 27. Koeficienti korelacije in determinacije med koli¢ino nastalega H,O, in invertazno
aktivnostjo pri posameznih vrstah medu

vrsta medu koeficient korelacije (r) | koeficient determinacije
LS
akacijev 0,704 0,496
lipov 0,871 0,759
cvetlicni 0,560 0,314
kostanjev -0,265 0,070
gozdni 0,108 0,012
hojev 0,093 0,009
smrekov 0,394 0,155

Mocna pozitivna korelacija med koli¢ino nastalega H,O, in invertazno aktivnostjo je
znatilna pri lipovem in akacijevem medu. Pri cvetlichem medu je zmerno pozitivna
korelacija, pri smrekovem medu pa §ibka pozitivna. Sibko negativno korelacijo smo nasli
pri kostanjevem medu, pri gozdnem in hojevem medu pa ni bilo povezanosti med
omenjenima parametroma. ManjSa korelacija pri maninih medovih je najverjetneje
posledica prisotnosti invertaz iz ¢revesja in sline insektov, ki jih vsebujejo nekatere mane.

Korelacija med koli¢ino nastalega H,O; in invertazno aktivnostjo pri kostanjevem medu je,
podobno kot pri diastazni aktivnosti, negativna, kar pomeni, da koli¢ina nastalega H,O, z
nara$¢ajoco aktivnostjo invertaze oziroma diastaze pada. Razlog za to je najverjetneje visja
aktivnost katalaze v kostanjevem medu ali morebitne kemijske interakcije med H,O; in
spojinami, ki so lahko prisotne v tej vrsti medu.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Analizirali smo 84 vzorcev slovenskega medu, letnika 2006, in sicer 14 vzorcev
akacijevega, 14 vzorcev lipovega, 13 vzorcev cvetlicnega, 14 vzorcev kostanjevega, 10
vzorcev gozdnega, 14 vzorcev hojevega in 5 vzorcev smrekovega medu. Vzorce smo
dobili v ¢asu tocenja neposredno od cebelarjev iz razli¢nih predelov Slovenije in so bili v
Casu analize stari priblizno 10 mesecev. Namen dela je bil dolociti diastazno in invertazno
aktivnost ter koli¢ino nastalega vodikovega peroksida v medu in preveriti ali so vrednosti
vrstno znacilne ter Ce ustrezajo predpisanim oziroma priporo¢enim vrednostim.

Pomembna parametra, ki se uporabljata za vrednotenje svezosti medu ter za spremljanje
pogojev obdelave in shranjevanja medu, sta diastazna aktivnost in vsebnost HMF. Njune
minimalne in maksimalne vrednosti so predpisane s Pravilnikom o medu (2004).
Omenjena parametra sta ucinkovita za ugotavljanje pristnosti medu, ki se prodaja v
trgovini, za spremljanje manjSih sprememb v sveZem medu pa nista najbolj primerna. Kot
kriterij za vrednotenje kakovosti svezega medu se priporoca doloCanje invertazne
aktivnosti (Bogdanov in sod., 1997) in razmerja IN/DN (Aldcorn in sod., 1985; Huidobro
in sod., 1995; Persano Oddo in sod., 1999), saj je invertaza bolj obcutljiva na zunanje
dejavnike kot diastaza.

Pravilnik o medu (2004) predpisuje najnizjo vrednost diastaznega Stevila 8 oziroma 3 za
med z naravno nizko encimsko aktivnostjo. Vrednosti 8 ni dosegalo 5 vzorcev akacijevega
medu, ki so imeli vrednost diastaznega Stevila v obmocju od 5,9 do 7,7. Za akacijev med je
znano, da ima naravno nizko encimsko aktivnost in Pravilnik (2004) za tak med predpisuje
nizjo vrednost diastaznega Stevila (DN > 3). Ti vzorci so imeli tudi nizje vrednosti
invertaznega Stevila v primerjavi z ostalimi vzorci medu. Rezultate smo primerjali Se s
priporocenimi vrednostmi za svez med, ki jih navaja literatura. V medu z normalno
encimsko aktivnostjo naj bi se gibale od 13 do 30, v medu z nizko encimsko aktivnostjo pa
od 4 do 8. Teh vrednosti ni dosegalo 6 vzorcev, in sicer 3 vzorci lipovega, 2 vzorca
cvetlicnega in 1 vzorec hojevega medu. Diastazno Stevilo teh vzorcev je bilo v obmocju
med 10,8 in 12,8, kar je le malo nizje od priporocene vrednosti 13. Ob upostevanju dejstva,
da so bili vzorci v ¢asu analize stari priblizno 10 mesecev, sklepamo, da so svezi vzorci
dosegali priporoCene vrednosti. Vzorci kostanjevega medu in vzorci medov iz mane, z
izjemo vzorca hojevega medu H18, so imeli vrednosti diastaznega Stevila v obmoc¢ju od
14,1 do 27,4, torej so vsi ustrezali priporo¢enim vrednostim za svez med. Prav tako so vsi
vzorci akacijevega medu ustrezali priporocenim vrednostim za svez med z nizko encimsko
aktivnostjo.
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Statisti¢na obdelava rezultatov je pokazala, da se posamezne vrste medu glede na diastazno
aktivnost med seboj statisticno znacilno razlikujejo (a = 0,000). Akacijev med se
statisticno znacilno razlikuje od ostalih Sestih vrst medu (a0 < 0,05), podobno velja za
kostanjev med. Akacijev med je imel najniZjo povpre¢no vrednost diastaznega Stevila (DN
= 9,5), kostanjev med pa najvi§jo (DN = 22,0). Vi§je povprecne vrednosti so poleg
kostanjevega medu imeli medovi iz mane, kar je v skladu z naSimi pricakovanji. Podobne
razultate navajajo tudi drugi avtorji (Golob in Plestenjak, 1999; Karo, 2004; Persano Oddo,
1999; Vrecar, 2003). Vsi ugotavljajo najmanjso aktivnost v akacijevem medu, najvecjo pa
v kostanjevem medu oziroma v medovih iz mane. Vzorci nektarnih medov so v primerjavi
z maninimi bolj variirali znotraj posamezne vrste, kar je najverjetneje posledica razli¢nega
izvora nektarja.

Pravilnik o medu (2004) ne predpisuje minimalne vrednosti invertaznega Stevila, zato smo
se pri vrednotenju rezultatov opirali na literaturo, ki podaja priporoCene vrednosti za svez
med. Te naj bi se v medu z normalno encimsko aktivnostjo gibale med 10 in 25, v medu z
nizko encimsko aktivnostjo pa od 4 oziroma 8 do 12. Vrednosti invertaznega Stevila 10 ne
dosegajo 4 vzorci lipovega in 4 vzorci cvetlicnega medu. Med njimi najbolj izstopata
vzorca lipovega medu z oznakama L[23 in L24, ki imata relativno visoke vrednosti
diastaznega Stevila in bi na podlagi tega lahko sklepali, da nista bila podvrzena segrevanju
oziroma nepravilnemu skladis¢enju, vendar rezultati razmerja IN/DN kazejo drugace.
Ravno ta vzorca sta imela najnizje omenjeno razmerje izmed vseh analiziranih vzorcev in
obstaja moznost, da sta bila pregreta. Nepravilno skladiS¢enje lahko izvzamemo, saj smo
vzorce medu dobili neposredno od cebelarjev in so bili vsi do Casa analize hranjeni pri
enakih pogojih. Vzorci kostanjevega medu in vzorci medov iz mane imajo vrednosti
invertaznega Stevila v obmocju od 12,1 do 26,0, torej vsi ustrezajo priporocenim
vrednostim za svez med. Vsi vzorci akacijevega medu, ki ima naravno nizko encimsko
aktivnost, z izjemo vzorca A33, so dosegali priporoceno vrednost 4, vrednosti 8 pa ni
dosegalo kar 10 od vseh 14 vzorcev. To je lahko posledica starosti vzorcev ali pa je mejna
vrednost 8 previsoka za vrednotenje medu z nizko encimsko aktivnostjo. Vzorec A33 je
imel invertazno Stevilo 3,3 in razmerje IN/DN 0,47, kar je ravno na meji s priporocenimi
vrednostmi in predvidevamo, da je takoj po tocenju te vrednosti dosegal.

Pri statisticni obdelavi rezultatov doloCanja invertazne aktivnosti nismo opravili analize
variance in Duncanovega testa, saj nam je Levenov test homogenosti variance dal vrednost
statisti¢ne znacilnosti (signifikance) 0,014, ki je manjSa od izbrane meje tveganja 0,05.
NajmanjSo povprecno vrednost invertaznega Stevila smo dolocili v akacijevem medu (IN =
6,5), najvecjo pa v smrekovem (IN = 20,4) in gozdnem medu (IN = 20,1). Akacijev med se
je glede invertazne aktivnosti znacilno razlikoval od ostalih vrst medu. Povprecna vrednost
invertaznega Stevila akacijevega medu je bila dvakrat nizja od naslednje najnizje
povpre¢ne vrednosti invertaznega Stevila.

Rezultate smo lahko primerjali samo s tujimi, saj podatkov za slovenski med $e nismo
imeli. Persano Oddo in sod. (1999) so v posameznih vrstah italijanskega medu dolocili
najmanjSo invertazno aktivnost v akacijevem medu (IN = 3,6), najve¢jo pa v hojevem (IN
= 23,9). Rezultati o najvecji aktivnosti niso najbolj primerljivi, saj italijanski raziskovalci
gozdnega in smrekovega medu niso analizirali.
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Podobno kot diastazna, je tudi invertazna aktivnost, najbolj variirala znotraj nektarnih vrst
medu, med katerimi je izstopal kostanjev med. Koeficient variabilnosti kostanjevega medu
je bil blizje koeficientom variabilnosti maninih vrst medu. Na podlagi tega lahko
sklepamo, da so bili nasi vzorci kostanjevega medu meSanica nektarja in mane.

Med diastazno in invertazno aktivnostjo v vseh analiziranih vzorcih medu smo dolo¢ili
znacCilno (a < 0,01) pozitivno korelacijo, s koeficientom korelacije 0,801. Pozitivna
korelacija pomeni, da diastazna aktivnost naras¢a z narasc¢ajoco invertazno aktivnostjo in
obratno, visok koeficient korelacije pa, da sta aktivnosti omenjenih encimov mocno
povezani. To je v skladu z naSimi pri¢akovanji, saj se oba encima primeSata medi¢ini med
zorenjem medu iz izloCkov Cebeljih Zlez. Koeficient korelacije je primerljiv s tistimi, ki jih
navaja tuja literatura. Znotraj posamezne vrste medu smo doloCili moc¢ne pozitivne
korelacije pri lipovem, cvetlicnem, smrekovem, akacijevem in kostanjevem medu. Pri
gozdnem medu je bila korelacija Sibka, pri hojevem pa nismo nasli povezanosti med
aktivnostjo obeh encimov. Moc¢na korelacija pri medovih nektarnih vrst je posledica
enakega izvora diastaze in invertaze. Razlog za manjSo korelacijo pri medovih iz mane
lahko predstavljajo invertaze iz Crevesja in sline insektov, ki jih nekatere mane vsebujejo.

Analiziranim vzorcem smo dolocili tudi razmerje IN/DN, saj literatura (Aldcorn in sod.,
1985; Huidobro in sod., 1995; Persano Oddo in sod., 1999) navaja, da je boljsi pokazatelj
svezosti medu kot diastazna in invertazna aktivnost. Svez med naj bi imel vrednosti
omenjenega razmerja nad 0,5. Te vrednosti so dosegali vsi vzorci, razen prej omenjenih
L23 in L24 ter dveh vzorcev akacijevega medu, ki pa sta ravno na meji. Kot smo ze prej
navedli, omenjena vzorca lipovega medu glede vrednosti diastaznega Stevila ustrezata
Pravilniku (2004), a imata vrednosti razmerja IN/DN 0,35 in 0,29, kar je pod priporoceno
vrednostjo 0,5. Na podlagi tega lahko sklepamo, da je razmerje IN/DN boljsi pokazatelj
svezosti medu od diastazne aktivnosti.

Statisticna obdelava rezultatov je pokazala, da imajo manine vrste medu povprecne
vrednosti razmerja IN/DN visje od 1, nektarne vrste pa nizje od 1. To je najverjetneje
posledica vecje stabilnosti encimov v medovih iz mane ali dejstva, da nekatere mane
vsebujejo Se invertaze iz Crevesja in sline insektov, ki prispevajo k vecji invertazni
aktivnosti medu. Najnizjo povprecno vrednost razmerja IN/DN sta imela akacijev (IN/DN
= 0,68) in lipov med (IN/DN = 0,72), najvi§jo pa gozdni med (IN/DN = 1,12). Kot vidimo
se povprecni vrednosti razmerja IN/DN med akacijevim in lipovim medom bistveno ne
razlikujeta, medtem ko ima lipov med (IN = 11,3) v primerjavi z akacijevim (IN = 6,5)
skoraj dvakrat vi§jo povpre¢no vrednost invertaznega Stevila. Na podlagi tega lahko
sklepamo, da je razmerje IN/DN boljsi pokazatelj svezosti medu tudi od invertazne
aktivnosti.
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Koli¢ina nastalega H,O, je med vrstami, kot tudi znotraj posameznih vrst medu, zelo
variirala, kar smo tudi pri¢akovali. Vrednosti so se gibale od 0,0 do 115,2 pg H,O,/g
medu/h in so bile v skladu s koli¢inami, ki jih navaja tuja literatura. Nastanka H,O, nismo
zasledili v vzorcu akacijevega medu AS51, kar je najverjetneje posledica naravno nizke
encimske aktivnosti glukoza-oksidaze, saj smo skoraj v vseh vzorcih akacijevega medu, z
izjemo vzorca AS50, dolocili zelo majhne koli¢ine nastalega H>O,. Zelo majhne koli¢ine
nastalega H,O, smo dolocili Se v dveh vzorcih lipovega (8,9 in 10,5 ug H,O,/g medu/h) in
v treh vzorcih cvetliénega medu (2,4-10,6 ng H,O,/g medu/h). Vzorca lipovega medu
(L23, L28) ne dosegata priporoCenih vrednosti invertaznega S$tevila, zato so majhne
koli¢ine nastalega H,O, najverjetneje posledica starosti vzorcev, saj je glukoza-oksidaza
podobno kot invertaza izjemno obcutljiva na skladiS¢enje. Vzorci cvetlicnega medu (C34,
C39, C44) pa glede vrednosti diastaznega in invertaznega Stevila ustrezajo zahtevam
Pravilnika (2004) in priporo¢enim vrednostim, zato je nastanek majhnih koli¢in H,O,
najverjetneje posledica vi§je aktivnosti katalaze ali drugih kemijskih interakcij v
cvetlicnem medu.

Presenetljivo je, da smo maksimalne vrednosti med vsemi analiziranimi vzorci dokazali
ravno v posameznih vzorcih akacijevega (A50), lipovega (L17, L20) in cvetliénega medu
(C35, C43), torej v medovih iz nektarja. Razlog za to je najverjetneje razliCen izvor
medicine, od katere je v veliki meri odvisna aktivnost katalaze. Vsi vzorci medu s koli¢ino
nastalega H,O, nad 100 pg/g medu/h so imeli relativno visoke vrednosti diastaznega in
invertaznega Stevila ter vrednosti razmerja IN/DN v obmocju od 0,80 do 0,97.

Pri statisti¢ni obdelavi rezultatov dolocanja koli¢ine nastalega H,O, nismo opravili analize
variance in Duncanovega testa, saj nam je Levenov test homogenosti variance dal vrednost
statisticne znacilnosti (signifikance) 0,013, ki je manjSa od izbrane meje tveganja 0,05.
Najnizjo povprecno vrednost koli¢ine nastalega H,O, smo dolocili v akacijevem medu
(19,7 pg/g medu/h), najvisjo pa v gozdnem (77,8 pg/g medu/h) in hojevem medu (76,6
ng/g medu/h). Akacijev med se glede na koli¢ino nastalega H,O,, podobno kot pri
diastaznem in invertaznem Stevilu, znacilno razlikuje od ostalih vrst medu. Povprecna
vrednost koli¢ine nastalega H,O, v akacijevem medu je vsaj dvakrat nizja od naslednje
najnizje povprecne vrednosti koli¢ine nastalega H,O,. Koli¢ina nastalega H>O, je najbolj
variirala znotraj nektarnih vrst medu, kar je najverjetneje posledica razlicnega izvora
nektarja, od katerega je v veliki meri odvisna aktivnost katalaze. Koeficient variabilnosti
kostanjevega medu je, podobno kot pri diastaznem in invertaznem Stevilu, blizje
koeficientom variabilnosti maninih vrst medu. Na podlagi tega lahko sklepamo, da so bili
nasi vzorci kostanjevega medu mesanica nektarja in mane.

Dolo¢ili smo tudi korelacije koli¢ine nastalega H,O, z diastazno in invertazno aktivnostjo.
Korelacija je bila mocnejSa z invertazno aktivnostjo, kar je najverjetneje posledica
podobne obcutljivosti invertaze in glukoza-oksidaze na zunanje dejavnike. Zanimivo je, da
je korelacija pri kostanjevem medu v obeh primerih negativna, kar pomeni, da koli¢ina
nastalega H,O, z naras¢ajoco aktivnostjo diastaze oziroma invertaze pada. Razlog za to je
najverjetneje vi§ja aktivnost katalaze v kostanjevem medu ali morebitne kemijske
interakcije med H,O; in spojinami, ki so lahko prisotne v tej vrsti medu.
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Zaradi prisotnosti drugih antimikrobnih snovi, velike variabilnosti koli¢ine nastalega H,O,
med vrstami, kot tudi znotraj posameznih vrst medu, ter njegove obcutljivosti na zunanje
dejavnike, koli¢ina nastalega H,O, ne more biti absolutno merilo za vrednotenje
antibakterijske aktivnosti medu.

Aktivnost encimov v medu predstavlja pomemben kriterij kakovosti medu, zato je White
(1994) poskusal ugotoviti ali ima diastaza v medu kakSen pomen oziroma koristni vpliv
tudi na zdravje ljudi. Diastazo je primerjal z amilazo, ki jo najdemo v c¢loveski slini.
Vrednosti diastazne aktivnosti, dolocene v ¢loveski slini in izraZzene v enakih enotah, ki jih
uporabljamo za doloCanje diastazne aktivnosti v medu, se gibljejo med 3000 in 4000.
Ljudje dnevno izlo¢imo povprec¢no 1200-1500 ml sline, kar znese 3,600.000 do 7,000.000
diastaznih enot. Ce te vrednosti primerjamo z vrednostmi, ki smo jih dologili v medu,
vidimo, da je koli¢ina encima v medu za zdravje cloveka zanemarljiva.
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5.2 SKLEPI

Na podlagi rezultatov dolocanja diastazne in invertazne aktivnosti ter koli¢ine nastalega
H,0, v slovenskem medu smo prisli do naslednjih ugotovitev:

» Vsi analizirani vzorci so ustrezali zahtevam Pravilnika o medu (2004), ki predpisuje
najnizjo vrednost diastaznega Stevila 8 oziroma 3 za med z naravno nizko encimsko
aktivnostjo in priporo¢enim vrednostim, ki jih za svez med navaja literatura.

» Vrednosti diastaznega Stevila so bile vrstno znacilne. Najnizjo povpre¢no vrednost je
imel akacijev med (DN = 9,5), najvisjo pa kostanjev (DN = 22,0).

» Vsi analizirani vzorci, razen dveh vzorcev lipovega medu, so dosegali priporocene
vrednosti invertaznega Stevila, ki jih za svez med navaja literatura.

» Najnizjo povprecno vrednost invertaznega Stevila je imel akacijev med (IN = 6,5),
najvisjo pa smrekov (DN = 20,4) in gozdni med (DN = 20,1).

» Med diastazno in invertazno aktivnostjo v vseh analiziranih vzorcih je bila mocna
pozitivna korelacija.

» Razmerje IN/DN je boljsi pokazatelj svezosti medu od diastazne in invertazne
aktivnosti tudi v primeru slovenskega medu.

» Priporoceni vrednosti razmerja IN/DN nista ustrezala dva vzorca lipovega medu, ki tudi
nista dosegala priporoc¢enih vrednosti invertaznega Stevila.

» Nektarne vrste medu so imele povpre¢ne vrednosti razmerja IN/DN nizje od 1, manine
pa vi§je od 1.

» Koli¢ina nastalega H,O, je med vrstami, kot tudi znotraj posameznih vrst medu, zelo
variirala in se gibala od 0,0 do 115,2 ng H,O,/g medu/h.

» Najnizjo povprecno vrednost koli¢ine nastalega H,O, smo doloéili v akacijevem medu
(19,7 pg H,O,/g medu/h), najvisjo pa v gozdnem (77,8 pg H,O,/g medu/h) in hojevem
medu (76,6 ug H,O,/g medu/h).

» Korelacija med koli¢ino nastalega H,O, in aktivnostjo diastaze oziroma invertaze je bila
mocnej$a v primeru invertaze.

» Akacijev med je med z naravno nizko encimsko aktivnostjo in se je glede na diastazno
in invertazno Stevilo ter koli¢ino nastalega H>O; znacilno razlikoval od vseh ostalih vrst
medu.
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6 POVZETEK

Med je naravni Cebelji pridelek, ki poleg sladkorjev vsebuje Se druge pomembne hranilne
sestavine: dekstrine, organske kisline, beljakovine, encime, vitamine, mineralne in
aromati¢ne snovi ter barvila. Pripisujejo mu tudi zdravilni u¢inek zaradi antibakterijskega
delovanja.

Pomembnejsi encimi v medu so: diastaza, invertaza, glukoza-oksidaza, katalaza in kisla
fosfataza. Izvirajo iz nektarja in mane, Cebelje sline ter izlockov krmilnih ali goltnih Zlez
¢ebel. Kljub temu, da so prisotni le v sledovih, imajo velik vpliv na naravo in znacilnosti
medu. V medu nastaja pod vplivom encima glukoza-oksidaze v majhnih koli¢inah tudi
vodikov peroksid, ki naj bi imel vlogo pri antibakterijskem u¢inku medu.

Encimi v medu so poleg hidroksimetilfurfurala pokazatelj pregretosti oziroma staranja
medu. Ce med segrevamo pri vi§ji temperaturi, se encimi unicijo, pri daljsem shranjevanju
pa se zmanjSa njihova aktivnost. Diastaza je najbolj toplotno odporen encim v medu, zato
je vrednost diastaznega Stevila predpisana v Stevilnih drzavah.

Namen dela je bil doloc€iti diastazno in invertazno aktivnost ter koli¢ino nastalega
vodikovega peroksida v medu in preveriti ali so vrednosti vrstno znacilne ter ¢e ustrezajo
predpisanim oziroma priporo¢enim vrednostim. Analizirali smo 84 vzorcev znacilnih vrst
slovenskega medu: akacijevega, lipovega, cvetli¢nega, kostanjevega, gozdnega, hojevega
in smrekovega.

Diastazno aktivnost smo dolocali s spektrofotometri¢no metodo (Bogdanov in sod., 1997),
in jo izrazili z diastaznim Stevilom — DN, ki pomeni volumen 1 % raztopine Skroba v ml, ki
jo encim iz 1 g medu hidrolizira v 1 uri pri temperaturi 40 °C. Vrednosti diastaznega
Stevila so se gibale od 5,9 do 27,4 in so bile vrstno znacilne. NajniZjo povpre¢no vrednost
smo dolocili v akacijevem medu (DN = 9,5), najvisjo pa v kostanjevem (DN = 22,0). Vsi
analizirani vzorci so ustrezali zahtevam slovenske zakonodaje (Pravilnik o medu, 2004), ki
predpisuje najnizjo vrednost diastaznega Stevila 8 oziroma 3 za med z naravno nizko
encimsko aktivnostjo in priporo¢enim vrednostim, ki jih za svez med navaja literatura.

Invertazno aktivnost smo dolocali s spektrofotometricno metodo (Bogdanov in sod., 1997)
ter jo izrazili z invertaznim Stevilom — IN, ki pomeni maso saharoze v g, hidrolizirane v 1 h
z encimi iz 100 g medu. Vrednosti invertaznega Stevila so se gibale od 3,3 do 26,0 in so
bile vrstno znacilne. Najnizjo povprecno vrednost smo dolo¢ili v akacijevem medu (DN =
6,5), najvisjo pa smrekovem (DN = 20,4) in gozdnem medu (DN = 20,1). Priporocene
vrednosti za svez med so dosegali vsi vzorci, razen dveh vzorcev lipovega medu, ki sta
prav tako imela vrednosti razmerja IN/DN nizji od priporocene za svez med. Razmerje
IN/DN naj bi bilo boljsi pokazatelj svezosti medu od diastazne in invertazne aktivnosti
(Aldcorn in sod., 1985; Huidobro in sod., 1995; Persano Oddo in sod., 1999).
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Med diastazno in invertazno aktivnostjo v vseh analiziranih vzorcih medu smo dolocili
znacilno (a0 < 0,01) pozitivno korelacijo, s koeficientom korelacije 0,801. Pozitivna
korelacija pomeni, da diastazna aktivnost naras¢a z narasc¢ajoCo invertazno aktivnostjo in
obratno, visok koeficient korelacije pa, da sta aktivnosti omenjenih encimov mocno
povezani. To je v skladu z naSimi pricakovanji, saj se oba encima primeSata medi¢ini med
zorenjem medu iz izlo¢kov ¢ebeljih Zlez.

Koli¢ino nastalega H,O, smo dolocali s spektrofotometricno metodo (White in Subers,
1963) ter jo izrazili kot pg H,O,/g medu/h. Vrednosti so se gibale od 0,0 do 115,2 pg
H,0,/g medu/h in so med vrstami, kot tudi znotraj posameznih vrst medu, zelo variirale.
Najnizjo povprecno vrednost koli¢ine nastalega H,O, je imel akacijev med (19,7 npg
H,0,/g medu/h), najvisjo pa gozdni (77,8 pg H,O,/g medu/h) in hojev med (76,6 pg
H,0,/g medu/h). Kolic¢ina nastalega H,O; je bolj korelirala z invertazno aktivnostjo, kar je
najverjetneje posledica podobne obcutljivosti invertaze in glukoza-oksidaze na zunanje
dejavnike.
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PRILOGE

Priloga A. Invertazna aktivnost v analiziranih vzorcih glede na posamezno vrsto medu,
podana kot Stevilo pmol razgrajenega substrata/kg medu/min

AKACIJEV LIPOV CVETLICNI KOSTANIJEV
MED MED MED MED
vzorec IA vzorec IA vzorec 1A vzorec IA
(umol/kg (umol/kg (umol/kg (umol/kg
/min) /min) /min) /min)
A33 24,4 L16 63,9 C32 158,7 K27 181,2
A35 34,6 L17 149,3 C33 66,0 K28 94,0
A36 54,2 L18 80,9 C34 89,6 K29 122,1
A38 59,4 L19 90,9 C35 95,6 K30 156,8
A45 30,5 L20 125,0 C36 66,8 K31 1283
A46 52,5 L21 119,5 C37 80,1 K32 185,1
A47 32,0 122 78,7 C38 79,0 K33 109,1
A48 31,3 L23 33,4 C39 54,3 K34 126,6
A49 36,7 124 24,0 C40 66,9 K35 151,8
AS0 97,3 L25 118,7 C41 158.,0 K36 108,3
AS1 53,5 L26 79,7 C42 139,0 K37 107,7
AS52 58,6 L.27 72,5 C43 146,0 K38 117,1
AS53 43,7 L.28 47,4 C44 113,5 K39 88,9
A54 61,7 129 77,2 K40 153,2
GOZDNI HOJEV SMREKOV
MED MED MED
vzorec IA vzorec IA vzorec 1A
(umol/kg (umol/kg (umol/kg
/min) /min) /min)
G31 1754 H17 120,5 S27 170,2
G32 1453 HI18 147.5 S28 1040
G33 138,2 HI19 137,0 S29 185,4
G34 118,7 H20 141,9 S30 134,7
G35 128,0 H21 127.3 S31 153,9
G36 109,1 H22 149,0
G38 154,1 H23 125,7
G39 191,2 H24 125,0
G40 155,1 H25 107,7
G41 158,7 H26 150,6
H27 105,9
H28 1224
H29 1353
H30 135,6




