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Al Namen dela je bil ugotoviti vpliv temperature in Casa segrevanja na nekatere

fizikalnokemijske lastnosti medu. Naravni med kristalizira in za ponovno
utekocinjenje je potrebno med segrevati, kar lahko vpliva na kakovost medu. V
analizo smo vkljucili osem vzorcev medu letnika 2010 (po 2 vzorca akacijevega,
cvetlicnega, kostanjevega in gozdnega medu). Vzorce smo segrevali pri dveh
temperaturah (40 in 65 °C) dolocen Cas (24 in 48 ur). Nesegretim vzorcem medu
smo dolocili vsebnost vode, elektricno prevodnost in vrednost pH, vsem vzorcem pa
aktivnost encima diastaze, vsebnost HMF, vsebnost skupnih fenolnih spojin,
antioksidativno ucinkovitost in barvo. Rezultati so pokazali, da je segrevanje
povzroCilo zmanjSanje diastaznega Stevila, povecanje vsebnosti HMF in skupnih
fenolnih spojin ter vecjo antioksidativno ucinkovitost. Barva segretih vzorcev medu
je bila temnejSa, kar se kaze z manjSo vrednostjo parametra L* in ve¢jim indeksom
porjavenja. Rezultati korelacijske analize so pokazali mocne zveze med
obravnavanimi parametri. Spremembe v analiziranih parametrih so bile vecje pri
vzorcih medu, ki smo jih segrevali pri vi§ji temperaturi daljsi ¢as. Pri vzorcih, ki
smo jih segrevali pri temperaturi 40 °C, so bile spremembe majhne oz. v nekaterih
primerih zanemarljive. Spremembe v analiziranih parametrih so bile na splosno bolj
opazne v vrstnih medovih, akacijevem in kostanjevem medu, kot v vzorcih
mesanega cvetlicnega in gozdnega medu. Zaklju¢imo lahko, da segrevanje medu pri

temperaturi, ki ne preseze 40 °C, ne poslabsa kakovosti medu.
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The aim of this study was to determine the effect of the temperature and heating
time on some physicochemical properties of honey. Natural honey crystallizes and
re-liquefaction requires heat what can affect its quality. The analysis included eight
samples of honey from the year 2010 (2 samples of acacia, multifloral, chestnut and
forest honey). The samples were heated at two temperatures (40 and 65 °C) for 24
and 48 hours. Unheated samples of honey were analysed for water content, electrical
conductivity and pH value. In all of the honey samples the diastase activity, HMF
and total phenolic contents, antioxidant activity and colour were determined.The
results showed, that the heating decreased the diastase number of honey and
increased HMF and total phenolic content as well as antioxidant activity. Colour of
heated honey samples was darker, reflecting the lower value of the parameter L*
and higher index of browning. The results of correlation analysis showed a strong
relationships among the studied parameters. Changes in the analyzed parameters
were higher in samples of honey samples, which were heated at a higher
temperature for a longer time. For samples heated at a temperature of 40 °C, the
changes were small and in some cases, negligible. Changes in the analyzed
parameters were generally more pronounced in unifloral honey types such as acacia
and chestnut honey, than in mixed honey types - multifloral and forest honey. It can
be concluded that appropriate heating conditions of honey (tempering at 40 °C) does
not deteriorate the quality of the honey.
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1 UVOD

Clovek se je zagel ukvarjati s ¢ebelarstvom zaradi Gebeljih pridelkov. Njihova zelo Siroka
uporabnost je pripomogla k temu, da se je Cebelarstvo v zadnjem stoletju mocno razvilo in
tako postalo mo¢na panoga kmetijstva. Cebelar se lahko usmeri v pridobivanje medu,
cvetnega prahu, propolisa, ¢ebeljega strupa, Cebeljih matic ali novih druzin. Med je
naravno Zzivilo, ¢ebele ga proizvedejo iz nektarja, ki ga izlo¢ajo cvetoce rastline, ali iz
mane. Razlicne vrste medu so dobile ime po rastlinah, na katerih ¢ebele nabirajo nektar in
mano. V Sloveniji poznamo ve¢ vrst medu, (akacijev, lipov, hojev, kostanjev, smrekov,
cvetli¢ni in gozdni med, med oljne ogrscice, reseljike) (Kozmus in sod., 2011).

Med je gosto tekoce Zivilo, (vsebuje priblizno 15-18 % vode). Gre za kompleksno
mesanico ogljikovih hidratov, predvsem glukoze in fruktoze. Ostali sladkorji so prisotni v
sledovih, odvisno od izvora medu. Poleg tega vsebuje med Se organske kisline,
aminokisline, minerale, vitamine, encime, fenolne spojine, cvetni prah, vosek in pigmente
(Fallico in sod., 2004).

Med uporabljajo in uzivajo ljudje po celem svetu, zato so zanj zahtevani dolo¢eni standardi
in norme. Najpogostejsi nedovoljeni posegi v med so dodajanje poceni sladil (trsni sladkor,
rafinirana sladkorna pesa, koruzni sirup, maltozni sirup in sirup z visoko vsebnostjo
fruktoze) in krmljenje Cebel s saharozo (Puscas in sod., 2013).

Trenutno je letna proizvodnja medu priblizno 1,2 milijone ton, kar je manj kot 1 % celotne
proizvodnje sladkorja. Danes je med eno izmed zadnjih neobdelanih naravnih zivil. Poraba
medu se od drzave do drzave razlikuje. Veliki proizvajalki in izvoznici medu sta Kitajska
in Argentina, vendar je njihova letna poraba majhna: 0,1 do 0,2 kg na prebivalca. Vecja
poraba medu je v razvitih drzavah, kjer domaca pridelava ne pokrije vedno potreb trga. V
Evropski uniji, ki je velika uvoznica in proizvajalka medu, se letna poraba na prebivalca
giblje od srednje (0,3-0,4 kg) v Italiji, Franciji, Veliki Britaniji, na Danskem in
Portugalskem do visoke porabe (1-1,8 kg) v Nemd&iji, Avstriji, Svici, Gréiji in na
Madzarskem (Bogdanov, 2014).

Med vsebuje nekatere pomembne bioaktivne spojine, vklju¢no z a-tokoferoli, askorbinsko
kislino, encimi, flavonoidi in ostalimi fenolnimi spojinami. Sestava in lastnosti medu so
odvisne od rastlinskega izvora, podnebnih razmer, geografskega porekla ter nacina
predelave in shranjevanja (Mendes in sod., 1998).

Ceprav je temperaturno neobdelan (nesegret) med najbolji, je segrevanje medu edini
prakticni nacin za prepreCitev ali odlozitev kristalizacije, za utekocCinjanje Zze
kristaliziranega medu in da olajSamo polnjenje z zmanjSevanjem viskoznosti (Bath in
Singh, 1999; Tosi in sod., 2002). Z neprimerno toplotno obdelavo medu, to je z neustrezno
temperaturo in ¢asom segrevanja povzroCimo poslabSanje kakovosti medu, saj negativno
vplivamo na bioaktivne spojine, ki jih med vsebuje (Nagai in sod., 2001).



Kocevar U. Vpliv temperature in ¢asa segrevanja na nekatere fizikalnokemijske lastnosti medu. 2
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

1. NAMEN DELA

Naravni med kristalizira in za ponovno utekocinjenje je potrebno med segrevati. Zato je bil
namen diplomskega dela ugotavljanje vpliva temperature in Casa segrevanja na nekatere
fizikalnokemijske  lastnosti  medu:  aktivnost encima  diastaze,  vsebnost
hidroksimetilfurfurala (HMF), vsebnost skupnih fenolnih spojin, antioksidativno
u¢inkovitost in barvo. Zeleli smo ugotoviti ali segrevanje vpliva na kakovost medu
oziroma kako se spremenijo nekateri fizikalnokemijski parametri segretega medu.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Pri¢akujemo, da bodo imeli segreti vzorci medu manjsSo aktivnost encima diastaze ter vecjo
vsebnost HMF. Glede na rezultate zadnjih tujih raziskav pri¢akujemo, da se bo
antioksidativna ucinkovitost povecala zaradi nastanka produktov Maillardove reakcije.
Barva segretih vzorcev medu bo temnejSa. Spremembe v vrednostih analiziranih
parametrov bodo vecje pri vzorcih medu, ki bodo segrevani pri visji temperaturi daljsi Cas.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 CEBELE

Cebele ne samo, da pridobivajo med za &loveka, pad pa ga tudi presnavljajo v dolgotrajno
obstojno zivilo. V preteklosti so Cebelje druzine zivele in se razmnozevale v naravnih
bivalisc¢ih, v drevesnih duplih, votlinah, brez pomoci ¢loveka. Z razvojem cebelarstva je
Glovek &ebele naselil v pripravljenih panjih. Cebele Zivijo v skupnosti, (v &ebeljih
druzinah) z vec tiso¢ osebki. Skupno zivi veliko Stevilo ¢ebel delavk, matic in trotov.
Cebele v panju, tako poleti kakor tudi pozimi, uravnavajo temperaturo, vlaznost in
zratenje. Cebele uporabljajo samo osnovne sestavine hrane, nektar, cvetni prah
zuzkocvetnih rastlin in mano (Taranov, 2013).

Cebele vedno pridelajo med najboljse kakovosti ne glede na to, na katerih rastlinah so
nabirale nektar ali mano. Cebelar te kakovosti ne more izboljsati, lahko jo le poslabsa v
primeru neustreznega ravnanja z medom (Kozmus in sod., 2011).

2.2 NASTANEK MEDU

Med je naravna sladka snov, ki jo izdelajo Cebele Apis mellifera iz nektarja cvetov ali
izloCkov iz zivih delov rastlin ali izlo¢kov ZuZzelk, ki sesajo rastlinski sok na zivih delih
rastlin. Ta material Cebele zberejo, predelajo z doloCenimi lastnimi snovmi, shranijo,
posusijo in pustijo dozoreti v satju (Pravilnik o medu, 2011).

Med kot ¢ebelji pridelek spada med zivila Zivalskega izvora. ZmanjSevanje vsebnosti vode
v medicini in koncentracija sladkorjev poteka po nacelu trofalaksije, izmenjava hrane iz ust
v usta, ki je znacilno za vse socialne zuzelke (Pedrotti, 2003).

Mana je naraven, sladek, lepljiv sok, ki ga izlocajo drevesne uSice, Skrzati in kaparji. Iz
drevesnega soka porabijo vire duSika in le majhno koli¢ino sladkorjev, preostanek pa
izlo¢ijo v obliki sladkih kapljic-mane. V panju ¢ebele mano obdelajo, zgostijo, ji primesajo
izlocke svojih Zlez in jo nato shranijo v celice satja. Tako nastane med. Med pokrijejo z
voscenimi pokrovcki, ki jih moramo pred tocenjem medu odstraniti. 1z satja med izto¢imo
s centrifugiranjem, gre za proces to¢enja medu. Sledi pakiranje v primerno embalazo in
skladis¢enje v ustreznih razmerah (Golob in sod., 2008).

Med, ki se daje v promet kot med ali je namenjen za uporabo v kateremkoli Zivilu,
namenjenem za prehrano ljudi ne sme vsebovati nobenih dodanih sestavim (Pravilnik o
medu, 2011).
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2.3 VRSTE MEDU

Vrstni med je izraz, s katerim oznacujemo med, ki je bil pridobljen po vecini iz nektarja ali
mane ene same rastlinske vrste. Ce ima tudi barvo, okus in vonj, znacilen za med iz te
rastlinske vrste je dovoljeno oznacbe, ki se nanaSajo na izvor medu, dopolniti z navedbo
dolocenih cvetov, rastlin ali vrste mane. Takrat govorimo o vrsti medu (Golob in sod.,
2008).

Med se razvrs¢a v glavne tipe in se poimenuje glede na izvor kot:
- »Nektarni med« ali »cvetli¢ni med, ki je pridobljen iz nektarja cvetov;
- »Manin med« ali »gozdni med«, ki je pridobljen predvsem iz izlockov zuzelk
(Hemiptera) na zivih delih rastlin ali izlo¢kov zivih delov rastlin (Pravilnik o medu,
2011).

V raziskovalne namene diplomskega dela smo uprabili akacijev, cvetli¢ni, kostanjev in
gozdni med, zato so v nadaljevanju te vrste medu opisane.

2.3.1 Akacijev med

Pridobivajo ga iz nektarja navadne robinije (Robinia pseudoacacia), ki je doma v
Zdruzenih drzavah Amerike. Znana je kot black locust tree, na veliko jo gojijo tudi na
Madzarskem, v Bolgariji, Romuniji, Franciji in Italiji. Akacijev med pogosto mesajo z
drugimi vrstami medu (Fleetwood, 2009).

Tudi na obmocju celotne Slovenije, Cebelja paSa na robiniji ali akaciji, predstavlja enega
najbolj obilnih in zanesljivih virov nektarja med vsemi medonosnimi drevesnimi vrstami.
Predvsem na obmocju jugozahodne in severovzhodne Slovenije, kjer je najvec vinogradov
(Bozig, 1998).

Akacijev med vsebuje ve¢ fruktoze kot glukoze, v Sloveniji ga to¢imo maja in junija
(Boznar, 2002).

Senzori¢ne lastnosti akacijevega medu: je bledo rumene barve, bister in ne kristalizira.
Intenzivnost vonja je zelo slaba. V vonju lahko zaznamo cebelji vosek, akacijevo cvetje,
cvetlice (vrtnice in vijolice), sadje (jabolko, hrusko), vanilijo, smetanove bonbone, sveze
maslo in slamo. Trajanje okusa je srednje do moc¢no intenzivno, prav tako je sladkost
srednje do moc¢no intenzivna. Kislost je Sibka, grenkosti pa ne zaznamo. Intenzivnost
arome je zelo slaba. Zaznamo Cebelji vosek, akacijevo cvetje, cvetlice, sadje (jabolko,
hruska), vanilijo, smetanove bonbone, sveze maslo in slamo (Bertoncelj in sod., 2011).

Za akacijev med je znacilno, da ima najnizjo vrednost elektricne prevodnosti med vsemi
vrstami slovenskega medu, od 0,11 do 0,27 mS/cm (KoroSec in sod., 2016).

2.3.2 Cvetli¢ni med

CvetoCe rastline v optimalnem casu za opraSitev izlo¢ajo nektar in tako privabijo
oprasevalce. Vecina rastlin ga najintenzivneje izlo¢a med 10. in 15. uro. Med, ki ga cebele
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nabirajo na raznovrstnih travniskih cvetlicah in drugih cvetocih rastlinah, je cvetlicni med
in je najpogostejsi med vsemi vrstami medu (Kozmus in sod., 2011).

Senzori¢ne lastnosti cvetliénega medu: je zelo barvit, od rumene do rjave barve, odvisno
od rastlinske vrste. Je redko bister. Kristalizira lahko hitro, z majhnimi ali velikimi grobimi
kristali. Intenzivnost vonja je lahko srednja do mo¢na. Vonjamo sadje, cvetlice (vijolice,
regrat, gorsko rastlinje), travnik, Cebelji vosek, sladkor, v€asih zaznamo vonj po lesu.
Obstojnost okusa v ustih je srednje mocna. Tudi sladkost okusa je srednje mocna. Kislost
je Sibka do srednje moc¢na. Grenkobe ne zaznamo. V¢asih daje v ustih osvezilen obcutek.
Intenzivnost arome je srednje mocna. V aromi zaznamo cvetlice (vijolice, gorsko rastlinje,
zelisca, deteljo), sveze sadje (jabolko, hrusko, breskev, muskat, grozdje), kuhano sadje,
karamelne ali mlecne bonbone, rjavi sladkor, melaso, travo in zmeckano drevesno listje
(Bertoncelj in sod., 2011).

Po pravilniku mora imeti cvetlicni med prevodnost manjSo od 0,8 mS/cm. Elektricna
prevodnost slovenskega cvetlicnega medu je od 0,24 do 0,84 mS/cm (KoroSec in sod.,
2016).

2.3.3 Kostanjev med

Senzori¢ne lastnosti kostanjevega medu: je jantarne barve razlicnih odtenkov z rdeckastimi
niansami. Gre za vedno bister med, ki navadno ne kristalizira. Intenzivnost vonja je moc¢na.
Vonjamo grenkobo, pikantnost in kostanjevo cvetje. Okus je izrazito grenek, sladkost je
srednje mocna, kislost Sibka. V¢asih daje trpek okus v ustih. Intenzivnost arome je moc¢na
do zelo mocna, traja dolgo in pusca grenak pookus. Aromo opiSemo kot ostro, grenko, po
zazganem sladkorju, lahko tudi po dimu, zelis¢ih in pelinu (Bertoncelj in sod., 2011).

Za kostanjev med je znacilno, da vsebuje veliko cvetnega prahu, obi¢ajno vsebuje vec¢ kot
86 % peloda pravega kostanja in malo elementov mane (Golob in sod., 2008).

Elektricna prevodnost za slovenski kostanjev med je v obmocju od 0,96 do 2,25 mS/cm
(Korosec in sod., 2016).

234 Gozdni med

Gozdni med je meSanica razlicnih vrst mane, zato se lahko vzorci zelo razlikujejo po barvi,
vonju okusu in aromi. Za to vrsto medu je znacilno, da v njem ne prevladuje nobena vrsta
mane. Pogosto je meSan s cvetlicnim medom, saj ¢ebele v gozdu nabirajo tudi mano na
podrasti (Golob in sod., 2008).

Elektricna prevodnost gozdnega medu mora biti vec¢ja od 0,8 mS/cm, obmocje vrednosti za
tega parametra za slovenski gozdni med je od 0,81 do 1,68 mS/cm (KoroSec in sod., 2016).

Senzori¢ne lastnosti gozdnega medu: je svetlo do temno jantarne barve, z rdeckastim ali
zelenim odtenkom. Je bister ali moten in lahko kristalizira. Intenzivnost vonja je Sibka do
srednje moc¢na. Vonjamo cebelji vosek, karamelo, mleko v prahu, smolo, dim, melaso,
humus, lahko ima vonj po zatohlem. Obstojnost okusa je srednje moc¢na. Sladkost okusa je
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prav tako srednje moc¢na. Gozdni med je Sibko do srednje kisel. Grenkobe ni ali pa jo le
Sibko zaznamo. Vc¢asih imamo obcutek, da je gozdni med rahlo trpek. Intenzivnost arome
je srednje mocna. V aromi lahko zaznamo orehe, lesnike, mleko v prahu, zelis¢a, rjavi
sladkor, karamelo, melaso, pelin in suho sadje (Bertoncelj in sod., 2011).

2.4 SENZORICNE LASTNOSTI MEDU

2.4.1 Barva

Barva medu je zelo raznolika in predstavlja pomemben parameter kakovosti, sprejemanja
in izbire pri potrosniku (Da Silva, 2015).

Barva lahko variira od zelo svetle, rumene, jantarjeve do temno rjave oz. skoraj ¢rne barve.
Odvisna je od botani¢nega porekla, vsebnosti elementov, in prisotnih barvil. V mnogih
drzavah je cena medu povezana z njegovo barvo (Tuberoso in sod., 2014).

Barva medu je odvisna tudi od temperature skladiScenja in morebitne toplotne obdelave
(Gambaro in sod., 2007).

Pojav neencimskega porjavenja, tako imenovana Maillardova reakcija, je posledica
segrevanja, pri katerem iz sladkorjev in aminokislin nastanejo rjavo obarvani produkti.
Med skladis¢enjem postaja med temnejsi, najvec zaradi produktov Maillardove reakcije in
reakcije fenolnih spojin. Sama sestava medu, predvsem vsebnost glukoze, fruktoze, prostih
aminokislin in vode ter njegova zaCetna barva vplivajo na stopnjo potemnitve, ki je
odvisna od temperature in ¢asa skladiS§¢enja. Na barvo medu vplivajo tudi naravno prisotna
pelodna zrnca (Kaps, 2012).

Barva je odvisna tudi od necisto¢, ki so prisotne v nektarju, ter od agregatnega stanja
medu. Nastanek in rast kristalov je naraven pojav, zgodi se pri veCini medov. Med je
nasic¢ena raztopina glukoze, ki se pri temperaturah, nizjih kot so bile v panju, v dolo¢enih
okoli§¢inah zacne izlocati. Pri kristalizaciji medu ne pride do nobenih kemijskih sprememb
medu. Spremeni pa se barva, kristaliziran med je nekoliko svetlejSi. Med je podvrzen
toplotni obdelavi iz dveh razlogov, da se prepre¢i oziroma zmanjsa pojav kristalizacije in
da se uni¢i morebitno prisotne patogene mikroorganizme v medu (Senk, 2006).

Preglednica 1: Znacilnosti barve razli¢nih vrst slovenskega medu (Bertoncelj, 2008)

VRSTA MEDU BARVA
akacijev skoraj brezbarvna do slamnato rumena
lipov svetlo rumena do svetlo jantarna, slamnata z zelenim odtenkom

zelo raznolika; od rumene do rjave, odvisna od vrste rastlin in deleza

cvetli¢ni .
medu iz mane
kostanjev rjava, jantarna, bolj ali manj temna z rdeckastim odtenkom
hojev sivo-rjava z zelenim odtenkom
smrekov srednje do temno jantarna z rde¢im odtenkom, sijo¢a povrsina

gozdni svetlo do temno rjava, lahko z rdeCkastim ali zelenim odtenkom
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2.4.1.1 Dolocanje barve

Metode za merjenje barve lahko razdelimo na subjektivne oziroma senzori¢ne, kjer barvo
medu ocenjujemo s Solanim senzori¢nim panelom, in objektivne oziroma inStrumentalne.
Nekatere od inStrumentalnih metod so; merjenje barve medu s kromometrom Minolta,
spektrofotometricno dolo¢anje barve medu raztopine medu pri dolocenih valovnih
dolzinah in, merjenje barve medu po Pfund-u (Tuberoso in sod., 2014).

24.2 Okus

Okus medu je odvisen od razmerja med razli¢nimi sladkorji, kislinami in mineralnimi
snovmi. Med osnovnimi okusi je v medu najbolj izrazit okus po sladkem. Najslajsi sladkor
je fruktoza, sledita saharoza in glukoza, k sladkosti pa prispevajo tudi mineralne in
aromatic¢ne snovi, proste kisline in beljakovine (Golob in sod., 2008).

Vse vrste medu niso enako sladke, ker so razmerja med glukozo, fruktozo in saharozo
razlicna. Kot sladke zaznavamo predvsem snovi, ki v svoji molekuli vsebujejo vec
alkoholnih —OH skupin. Sladek okus medu pa pogosto prekrivajo nekatere druge sestavine,
npr. mineralne snovi in kisline. Kisel okus povzro¢ajo kemijsko kisle snovi. V medu jih ne
obcutimo kot prave kisline in tudi ni pravega razmerja med obcuteno kislostjo in
vrednostjo pH. Grenek okus je okus kininovih soli ali kofeina. Ta okus je veckrat zelo
poudarjen v nekaterih medovih (kostanjevem in medu jagodi¢nice). Slan okus povzroca
natrijev klorid, pa tudi nekatere druge mineralne spojine. V medu, ki vsebuje le zelo malo
ustreznih mineralnih snovi, obi¢ajno ne zaznamo tega okusa (Boznar in Senegacnik, 1998).

243 Vonj

Vonj medu izhaja iz aromati¢nih sestavin nektarja oz. mane posameznih rastlin. Vonj
medu oblikujejo karbonilne spojine, alkoholi, estri alifatskih in aromatskih kislin ter
eteri¢na olja. Identifikacijo Stevilnih hlapnih vonjalnih sestavin v medu omogoca plinska
kromatografija (Golob in sod., 2008).

Odsotnost dolocCenih aromati¢nih snovi v medu lahko pomeni, da je med star ali da je bil
prekomerno segret. Pogosto so nekatere blago diSece hlapne snovi bistven sestavni del
medu, Ceprav so prisotne le v sledovih. Ker pa so zelo hlapne, izhlapijo ob neprimernem
ravnanju z medom (Boznar in Senegacnik, 1998).

2.4.4 Aroma

Aromati¢ne snovi so precej hlapne. K aromi medu prispevajo razli¢ne organske spojine,
kot so alkoholi, ketoni ter kisline in njihovi estri (Golob in sod., 2008).

Pri aromi medu nastajajo kompleksne zmesi hlapnih spojin, ki se lahko razlikujejo glede na
izvor, nektar, pogoje predelave, in skladiS¢enje medu. Med iz samo ene vrste cvetov ima
znacilno aromo te rastline, zaradi prisotnosti nekaterih hlapnih organskih spojin iz nektarja
(Castro-Vazquez in sod., 2007).
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2.5 FIZIKALNOKEMIJSKI PARAMETRI MEDU

2.5.1 Voda

Pravilnik o medu (2011) dolo¢a da med lahko vsebuje najve¢ 20 % vode. Med iz rese
(Calluna) in pekovski med do najve¢ 23 % in pekovski med iz rese (Calluna) najvec 25 %.
Med visje kakovosti pa lahko vsebuje, najvec¢ 18 % vode.

Vsebnost vode je odvisna od vrste paSe in njene intenzivnosti, podnebnih razmer, od vrste
panja in tehnologije ¢ebelarjenja (Golob in sod., 2008)

Voda je druga najvecja sestavina medu. Njena vsebnost variira od 15 do 21 g na 100 g
medu (Yiicel in Sultanoglu, 2013).

Vsebnost vode je ena od najpomembnejSih znacilnosti, katera vpliva na fizikalne lastnosti
medu (viskoznost in kristalizacijo). Vpliva pa tudi na druge parametre, kot so barva, okus,
aroma, topnost, viskoznost in obstojnost medu (Escuredo in sod., 2013).

Kristalizacija glukoze v medu vodi do zmanjSanja topnosti trdnih snovi. Rezultat je
redCenje amorfne raztopine, ki zato povecuje a,, vrednost. Med ima obicajno a,, vrednost
med 0,50 in 0,65, a,, nad 0,60 predstavlja kriticno mejo za mikrobioloSko stabilnost.
Burkan (2006) je v slovenskem medu dolocila povpre¢ne a,, vrednosti med 0,479 do
0,591. Ceprav ni standardnih omejitev katere bi dolo¢ale vrednost ay, je znano, da je
njena vrednost zelo pomembna. Med vsebuje osmofilne kvasovke, ki lahko povzrocajo
fermentacijo, med katero nastaja etanol in ogljikov dioksid. Posledica nastajanja teh
produktov pa je spreminjanje kakovosti medu (Escuredo in sod., 2013; Tornuk in sod.,
2013; Yiicel in Sultanoglu, 2013).

Doloc¢anje vode v medu je zelo pomembno in metodi, ki se najveckrat uporabljata sta:
- dolocanje vsebnosti vode na osnovi lomnega koli¢nika s pomocjo refraktometra,
- instrumentalno dolocanje aktivnosti vode na osnovi dolocanja tocke rosisca.

2.5.2  Elektri¢na prevodnost

Elektri¢na prevodnost, nam da koristne informacije o kakovosti in morebitni potvorjenosti
medu, uporabimo pa ga lahko tudi pri prepoznavanju razli¢nih vrst medu, zlasti za
razlikovanje med medom iz nektarja in medom iz mane. Elektri¢na prevodnost medu je
odvisna od vsebnosti mineralnih soli, organskih kislin, proteinov pa tudi od sladkorjev in
poliolov (Golob in sod., 2008).

Pravilnik o medu (2011) navaja, da mora biti elektricna prevodnost medu iz nektarja enaka
ali manjSa od 0,8 mS/cm, elektricna prevodnost medu iz mane pa vecja od 0,8 mS/cm.

2,53 Vrednost pH

Kislost medu je pomembno merilo za ugotavljanje pristnosti medu. Vrednost pH medu je
navadno od 3,2 do 5,5. Pri ponarejanju medu z neinvertnim sladkorjem, pride do manjse
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kislosti (vrednost pH je vecja od 6,0). Vecja kislost pa kaze na to, da je priSlo do
ponarejanja medu z invertnim sladkorjem, pridobljenega s hidrolizo v kislem (vrednost pH
je priblizno 3,0 ali manj) (Golob in sod, 2008).

Nizka vrednost pH zavira prisotne mikororganizme in nadaljnjo rast le-teh. Dejansko je
vrednost pH medu zelo pomembna lastnost medu, saj vpliva na njegovo teksturo,
obstojnost in rok uporabe. Kislost medu izvira iz prisotnosti organskih kislin, zlasti
glukonske kisline, ki so v ravnotezju s svojimi pripadajo¢imi laktoni in estri, ter nekaterih
anorganskih ionov, kot so fosfati in sulfati (Bertoncelj in sod., 2011)

Obmocja vrednosti pH-ja za nekatere vrste slovenskega medu:

akacijev: 3,6-4,4

cvetli¢ni med; 3,9-5,2

gozdni med; 4,4-5,2

kostanjev med; 4,8-6,2 (KoroSec in sod., 2016).

2.6 ENCIMIV MEDU

Encimi v medu so zelo razli¢ni in izvirajo bodisi iz ¢ebel, mane ali nektarja in cvetnega
prahu. Njihova vloga je tudi, da sodelujejo pri nastanku medu iz medi¢ine. Med
najpomembnejSe encime v medu priStevamo invertazo ali glukozidazo, diastazo ali
amilazo in glukozo oksidazo. V medu pa sta Se encima katalaza in kisla fosfataza (Golob in
sod., 2008).

Encimi so katalizatorji biokemijskih reakcij v Zivih organizmih. Njihova vloga je, da
usmerjajo in uravnavajo tisoCe reakcij, ki omogocajo pretvorbe energije, sinteze in
metabolne razgradnje (Boyer, 2005).

Ce Gebele hranimo z raztopino saharoze, jo ne morejo invertirati v celoti. Zato v takih
primerih med vsebuje Se vedno veliko saharoze, kar nam pomaga pri ugotavljanju
pristnosti medu. S¢asoma se encimska uc¢inkovitost medu za¢ne zmanjSevati. To se zgodi
tudi, ¢e smo med nepravilno shranjevali ali preve¢ segreli (Boznar in Senegacnik, 1998).

Encimi so zelo obcutljivi na toploto, (pri vecini encimov nastopi ireverzibilna inaktivacija
pri temperaturi 50-60 °C). Zaradi te njihove lastnosti se uporabljajo kot pokazatelji
pregretosti medu. Najveckrat se uporablja doloCanje diastazne aktivnosti. Zaradi vecje
obcutljivosti, pa se lahko uposteva tudi invertazna aktivnost, invertaza je bolj obcutljiva na
visoke temperature kot diastaza (Molan, 1996).

2.6.1 Diastaza

Diastaza izvira izklju¢no od Cebel, saj nektar ne vsebuje Skroba ali dekstrinov. Dokazali so,
da je diastaza v medu bolj podobna amilazi v izlockih ¢ebeljih Zlez kot tisti, ki je prisotna v
nektarju. Nasli so jo tudi v medovih cebel, ki so bile hranjene s saharozo. Med zorenjem
medu se diastaza primeSa mediCini iz izlo¢kov ¢ebeljih slinskih Zlez, vendar v medu nima
posebne vloge (Ovcek, 2007).
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Diastaze (o~ in f-amilaze) so encimi, ki so naravno prisotni v medu. Koli¢ina diastaze je
odvisna od botani¢nega in geografskega porekla medu. Njena naloga je razgraditi molekule
Skroba v zmes maltoze (disaharid) in maltotrioze (trisaharid) (Ahmed in sod., 2013).

Vsebnost diastaze v medu se lahko razlikuje. Koli¢ina je odvisna od starosti cebel,
casovnega obdobja zbiranja nektarja, fizioloSkega obdobja kolonije, vsebnosti sladkorja in
nektarja (Persano Oddo in sod., 1999).

Tako, kot vsi encimi, je tudi encim diastaza izjemno obcutljiv na poviSano temperaturo.
Zato je dolocanje diastazne aktivnosti, pomembno merilo pri dolo¢anju same kakovosti
medu (Golob in sod., 2008).

Vrednost pH, katera je optimalna za delovanje diastaze, je med 5,3 in 5,6. Diastazna
aktivnost se zmanjsuje, ko se vrednost pH odmika od optimalne (Babacan in sod., 2002).

Medovi z manjSo koli¢ino encimov so proizvedeni iz mladega nektarja v zaCetku pomladi.
Ti medovi imajo manj encimov, malo koncentriranega nektarja in visoko vsebnostjo
sladkorja. ZmanjSana pa je tudi aktivnost ¢ebel v Casu rasti (Vorlova in Ptidal, 2002).

Ce &ebele krmimo umetno, lahko dobimo med v katerem je aktivnost encimov zmanj$ana.
Guler in sod. (2014) so izvedli raziskavo, v kateri so ¢ebele krmili s koncentrirano
glukozo. Avtorji so ugotovili, da ¢ebele ne smejo zauziti prevelike koli¢ine glukoze, ker
lahko to vodi do manjse encimske aktivnosti (zlasti diastaze).

Diastazno aktivnost 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
(Ovceek, 2007).

Pravilnik o medu (2011) doloca naslednje vrednosti diastaznega Stevila:
- med splosno, razen pekovskega medu: najmanj 8
- vrste medu z majhno naravno vsebnostjo encimov (npr.medovi iz citrusov) in
vsebnostjo HMF najvec¢ 15 mg/kg: najmanj 3

2.6.2 Invertaza

Invertaza ali saharaza, lahko delno izvira iz nektarja samega, veCinoma pa iz Cebelje sline,
ki nastaja v posebnih slinskih zlezah (Boznar in Senegac¢nik, 1998). Drugo ime za
invertazo je a-glukozidaza, ki katalizira pretvorbo saharoze v invertni sladkor. Uvr§¢amo
jo med hidrolaze in naprej med glikozilaze, katere katalizirajo razcep glikozidnih vezi. Ima
tudi transglukozilazno aktivnost, rezultat katere je nastanek oligosaharidov (maltoza,
izomaltoza, erloza in izomaltotrioza) (Webb, 1992; Molan, 1996).
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Invertaza je na segrevanje in dolgotrajno skladiS¢enje bolj obcutljiva kot diastaza, vendar
je hitrost inaktivacije encima pod 15 °C zelo majhna. Ce med skladi§¢imo pri 20 °C in v
temnem prostoru, se invertazna aktivnost zniza povprecno za 1,1 % (Krauze A. in Krauze
J., 1991) oz. 1,6 % na mesec (Vorlova in Pfidal, 2002).

2.7 HIDROKSIMETILFURFURAL

Hidroksimetilfurfural (HMF) je cikli¢ni aldehid (5-hidroksimetil-2-furalaldehid), ki nastaja
pri razgradnji ogljikovih hidratov v kislem okolju medu. V svezem medu ga prakti¢no ni
(ne presega vsebnosti 1 mg na kilogram medu). HMF se uporablja kot kriterij svezosti,
oziroma pokazatelj pregretosti medu, saj se vecje koli¢ine le-tega tvorijo med dolgotrajnim
skladis¢enjem, Se mnogo hitreje pa pri izpostavljenosti visokim temperaturam. Tvorba
HMF je odvisna od kislosti medu. Nektarni medovi imajo v sploSnem nizje, manini
medovi pa visje vrednosti pH. HMF se tvori hitreje pri medu z nizjo vrednostjo pH, kot pri
tistih z vi§jo vrednostjo (Kaps, 2012).

Pravilnik o medu (2011) doloca, da med, razen pekovskega medu, lahko vsebuje najvec 40
mg HMF/kg. Med z deklariranim poreklom z obmocij s tropsko klimo in meSanice teh vrst
medu pa najve¢ 80 mg HMF/kg medu.

Visoka vsebnost HMF v medu je lahko tudi znak potvorbe, zaradi dodajanja invertnega
sirupa v prisotnosti kislin za inverzijo saharoze (Capuano in Fogliano, 2011; Yiicel in
Sultanoglu, 2013).

3-deoksiozon je znan kot klju¢ni element v tvorbi HMF in nastane pri 1,2 enolizaciji in
dehidraciji glukoze ali fruktoze. Nadaljnje dehidracije in ciklizacije 3-deoksiozona
povecajo vsebnost HMF. Slika 1 prikazuje nastanek HMF v Zivilih, prikazuje glavno pot,
ki poteka na podlagi toplote in nizke vlaznosti, ter presnovo, ki vkljucuje tvorbo zelo
reaktivnega fruktofuranozila, ki se lahko pretvori v HMF pri nizki vrednosti pH (pH<5),
kot v primeru medu (Capuano in Fogliano, 2011).
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Slika 1: Nastanek 5-hidroksimetilfurfurala (Capuano in Fogliano, 2011)
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2.8 FENOLNE SPOJINE

Fenolne spojine so gledano s kemijskega staliS¢a zelo razli¢ne spojine, s priblizno 10.000
spojinami. Zdruzene so v razli¢ne razrede, glede na njihovo osnovno kemijsko strukturo
(Marston in Hostettmann, 2005). Razdelitev fenolnih spojin glede na Stevilo fenolnih
podenot je prikazana na sliki 2.

Fenolne spojine so prisotne v vseh rastlinah. Gre za sekundarne metabolite. Imajo najmanj
en aromatski obro¢ z eno ali ve¢ hidroksilnimi (-OH) skupinami, neposredno vezanimi na
obro¢. Njihova strukturna oblika se spreminja od enostavnih fenolnih molekul do
kompleksnih polimerov z visoko molsko maso. Obic¢ajno so v glikozidni obliki, kar poveca
njihovo topnost v vodi (Bravo, 1998).

Fenolne spojine so naravni antioksidanti z razli¢no strukturo in kemijskimi lastnostmi. Vse
to je zelo pomembno za dolocanje fenolnih spojin v medu. Vplivajo na kakovost medu,
njihovo antioksidativno delovanje koristi naSemu zdravju in preprecuje nekatere bolezni
(arterosklerozo, tumorje, sr¢ne kapi) (Nardini in Ghisel, 2004; Marini in sod., 2011).

Fenolne spojine so tudi markerji geografskega in botani¢nega porekla medu (Anklam,
1998).

FENOLNE SPOJINE

ENOSTAVNE POLIFENOLNE SPOJINE
FENOLNE SPOJINE
fenolne kisline kumarini

flavonoidi
tanini

(3 ali ve¢ fenolnih

\ podenot)

Hidroksibenzojske
kisline

hidroksicimetne
kisline

Slika 2: Fenolne spojine glede na stevilo fenolnih podenot (Robbins in Bean, 2004)



Kocevar U. Vpliv temperature in Casa segrevanja na nekatere fizikalnokemijske lastnosti medu. 14
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

2.8.1 Flavonoidi

Flavonoidi imajo osnovno strukturo Cg¢-Cs-Cs, ki vkljucuje dva benzenska obroca
povezana s piran obroCem (slika 3). Zamenjave na obroCih povzro¢ijo nastanek vec
kategorij flavonoidov. Predstavljajo najvecjo skupino rastlinskih fenolnih spojin, kar
pomeni ve¢ kot 50 % vseh naravnih fenolnih spojin. Te so zelo razsirjene v semenih, lubju,
listih, cvetovih rastlin in drevesih. V rastlinah te spojine zagotavljajo zasCito pred
ultravijolicnim sevanjem, patogenimi mikroorganizmi in rastlinojedimi zivalmi. Rastline
imajo ve¢ polifenolnih derivatov z veliko strukturno raznolikostjo in kompleksnostjo.
Cebele zbirajo nektar in s tem lahko te biaoaktivne komponente prenesejo iz rastline v med
(Silici in sod., 2010).

O O

Slika 3: Splosna kemijska struktura favonoidov (Tsao, 2010)

2.8.2 Fenolne kisline

Fenolne kisline predstavljajo pomemben razred fenolnih spojin z bioaktivnim delovanjem,
vsebujejo jih rastline in zivila rastlinskega izvora. So sekundarni rastlinski metaboliti,
potrebni za normalno delovanje rastlin. Delujejo kot antioksidanti, ki odpravljajo proste
radikale in inhibirajo oksidacijo lipidov. Lahko jih razvrstimo v dve podskupini glede na
njihovo strukturo: hidroksibenzojske in hidroksicimetne kisline (Challacombe in sod.,
2012).

Hidroksicimetne kisline imajo splosno strukturo C;.Cg, predstavniki so p-kumarna, kavna,
ferulna in sinapinska kislina. Te spojine se pojavljajo obiCajno v konjugirani obliki kot
estri hidroksi kislin, vinske in Sikimske kisline (Fleuriet in Macheix, 2003).

Hidroksibenzojske kisline imajo splosno strukturo C;.C¢ in vkljucujejo p-
hidroksibenzojsko, vanilinsko, siringinsko, galno in elaginsko kislino. Te spojine so lahko
prisotne v njihovi topni obliki v celicah (Fleuriet in Macheix, 2003).
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2.9 ANTIOKSIDANTI

Mnoge rastline sintetizirajo spojine z antioksidativnim delovanjem, ki veljajo za naravni
vir obrambe ¢loveskega organizma pred delovanjem radikalov. Bioaktivne komponente se
prenesejo v med, kadar cCebele na teh rastlinah nabirajo nektar oziroma mano.
Antioksidanti imajo sposobnost, da ze v majhnih koncentracijah zavirajo ali preprecujejo
nezelene oksidativne spremembe v bioloskih sistemih (v zivilih in zivih organizmih)
(Antolovich in sod., 2002; Baltrusaityte in sod., 2007).

2.9.1 Delitev antioksidantov

Antioksidante delimo na prave antioksidante, (ki vezejo proste radikale), reducente in
antioksidativne sinergiste, (ki povecCujejo ucinkovanje antioksidantov prve skupine).
Kemijsko lo¢imo vodotopne antioksidante (askorbinska kislina, glutation in flavonoidi) in
v mascobi topne antioksidante (vitamin E, kurkumin, karotenoidi, retinoidi, ubikinon in
koencim Q10) (KoroSec, 2000). V medu je vsebnost vseh teh sestavin majhna in variira
glede na botani¢no in geografsko poreklo medu. Tudi postopki pridobivanja medu in
pogoji skladisc¢enja lahko v manj$i meri vplivajo na vsebnost teh sestavin (Frankel in sod.,
1998; Gheldof in Engeseth, 2002; Wang in sod., 2004; Turkmen in sod., 2006).

2.9.2 Oksidativni stres

Oksidativni stres je posledica neravnovesja med nastankom prostih radikalov in
antioksidativnim obrambnim sistemom. Vodi v nastanek nekaterih kroni¢nih nenalezljivih
bolezni. Oksidativne reakcije, pa so tudi reakcije, ki so najbolj nezazelene v Zivilskih
izdelkih. V sadju, zelenjavi, ostalih rastlinskih Zivilih (stro¢nice, oreski in Zita) in v pijaci
(vino, pivo, kakav in ¢aj) imamo naravne antioksidante (vitamine oz. provitamine in
polifenolne spojine). Prehranski antioksidanti pomembno vplivajo na izboljSanje
antioksidativnega obrambnega sistema (Gheldof in sod., 2002; Aljadi in Kamaruddin,
2004).

2.9.3 Antioksidativna uéinkovitost medu

Za antioksidativni u¢inek medu so odgovorne spojine fenolnega ali nefenolnega izvora. Od
fenolnih spojin so v medu prisotne fenolne kisline (benzojska, cimetna, kavna, p-kumarna,
ferulna, galna, elaginska, vanilinska in klorogenska kiskina) in flavonoidi (pinobaksin,
pinocembrin, krizin, galangin, apigenin, kvercetin, kamferol, luteolin, tektokrizin,
hesperetin, pinostrobin in miricetin). Predstavniki nefenolnih spojin pa so abscizinska
kislina, proteini, prolin, glukonska kislina, askorbinska kislina, katalaza, peroksidaza,
vodikov peroksid, hidroksimetilfurfural (HMF), produkti Maillardove reakcije (Tomas-
Barberan in sod., 2001; Gheldof in sod., 2002; Al-Mamary in sod., 2002).

Antioksidativni potencial medu, je rezultat medsebojnega delovanje Sirokega spektra
komponent, vklju¢no s fenolnimi spojinami, organskimi kislinami, peptidi, encimi,
prudukti Maillardove reakcije (Gheldof in sod., 2002).
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K antioksidativni u¢inkovitosti medu lahko prispevajo tudi produkti Maillardove reakcije,
pri kateri reducirajoci ogljikovi hidrati reagirajo s prostimi aminokislinami in nastanejo
rjavi pigmenti (Bertoncelj, 2008).

2.9.4 Dolocanje antioksidativne uc¢inkovitosti medu z FRAP metodo

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), temelji na dolocanju antioksidativne
moci redukcije zeleza. Gre za preprosto, hitro, poceni, ponovljivo in avtomatizirano
metodo, katera temelji na redukciji zeleza iz feri v fero obliko v prisotnosti antioksidanta.
Pri nizki vrednosti pH se razvije intenzivno modro obarvan kompleks fero tripiridiltriazin,
ki ima absorpcijski maksimum pri 593 nm (Benzie in Strain, 1996; Beretta in sod., 2005).

2.10 VPLIV TEMPERATURE IN CASA SEGREVANJA NA AKTIVNOST ENCIMA
DIASTAZE, VSEBNOST HMF, VSEBNOST SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN,
ANTIOKSIDATIVNO UCINKOVITOST, BARVO IN PORJAVENJE MEDU

Pri segrevanju medu prihaja do razli¢nih procesov, kot so inaktivacija encimov, razgradnja
sladkorjev, poslabSanje senzori¢nih lastnosti, povecanje vsebnosti HMF in drugih
sprememb, ki lahko vplivajo na kakovost medu. Z vidika potros$nika je pomembno, da med
ohrani svoje lastnosti tudi med segrevanjem, ki je potrebno v primeru kristaliziranega
medu. Zato je za toplotno obdelavo medu z namenom utekocinjanja le-tega potrebno
uporabiti primerne temperature in c¢as segrevanja. Vpliv segrevanja na dolocene
kakovostne parametre medu je ze dalj Casa predmet Stevilnih raziskav.

Diastaza in HMF

- Vsebnost HMF in aktivnost encima, diastaze se uporabljata kot pokazatelja
staranja. Diastazna aktivnost se zmanjSa med skladiS¢enjem ali, ko izdelek
segrevamo nad 60 °C (Yicel in Sultanoglu, 2013).

- Za medove, ki imajo nizko diastazno aktivnost, je bistvenega pomena, da vsebujejo
najve¢ 15 mg/kg HMF, saj moramo dokazati, da nizka diastazna aktivnost ni
posledica segrevanja medu ali dolgotrajnega skladis¢enja (Da Silva in sod., 2015).

- White in sod. (1964) so dokazali, da je invertaza bolj obcutljiva na segrevanje kot
diastaza. Preucevali so vpliv skladiS¢enja medu pri razli¢nih temperaturah, z
namenom, vrednotenja oz. dolo¢anja optimalnih pogojev toplotne obdelave in
shranjevanja medu.

- Hasan (2013) je v svoji Studiji pokazal, da je dvig temperature (55, 65 in 75 °C) pri
treh razlicnih vzorcih medu izzval precej podobne rezultate — v vseh treh primerih
je diastazno in invertazno Stevilo upadlo. Rezultati so pokazali, da se diastazno
Stevilo ni znatno zmanjSalo, prav tako ni priSlo do znatnega zmanjSanja
invertaznega Stevila. Vendar, ¢e primerjamo rezultate diastaznega in invertaznega
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Stevila, lahko vidimo, da je vseeno pri invertazi priSlo do malo vecjega upada v
primerjavi z diastazo. Zato lahko zaklju¢imo, da je invertaza bolj obcutljiva na
segrevanje kot diastaza. Invertaza je zato boljSi parameter za vrednotenje vpliva
toplotne obdelave medu.

Dustmann in sod. (1993) so ugotovili, da se invertaza pri segrevanju poskoduje.
Podobne posledice zaznamo tudi pri predolgem skladis¢enju. HMF je precej
neprimeren za ugotavljanje pregretosti medu, v kolikor bi bila temperatura edini
kriterij, kajti tudi drugi dejavniki lahko vplivajo na vsebnost HMF (koli¢ina
sladkorja v medu, prisotnost organskih kislin, vrednost pH, a,, vrednost in vrsta
nektarja oz. mane). Zato je HMF samo pokazatelj pregrevanja ali neustreznih
pogojev skladiS¢enja medu. Poleg tega se lahko HMF tvori tudi pri nizki
temperaturi, celo pod kislimi pogoji (Casto-Vazquez in sod., 2007; Wang in sod.,
2009; Barra in sod., 2010; Tornuk in sod., 2013).

HMF nastane kot vmesni produkt pri Maillardovi reakciji in pri neposredni
dehidraciji sladkorjev (Casto-Vazquez in sod., 2007; Wang in sod., 2009 Barra in
sod., 2010).

Hasan (2013) je s svojo Studijo dokazal, da segrevanje pri temperaturi 55 °C ne
pokaze znalilnih razlik v vsebnosti HMF v primeru treh razli¢nih vzorcev.
Segrevanje pri 65 °C je povzrocilo povecanje vsebnosti HMF v dveh od treh
vzorcev. PoviSanje temperature na 75 °C pa je povzrocilo da se je vsebnost HMF
zelo povecala. V omenjeni Studiji so torej dokazali, da je nastajanje HMF povezano
z dvigom temperature.

Tosi in sod. (2002) so prisli do podobnih ugotovitve, ko so med segrevali 1 minuto
pri 100 °C in kasneje Se pri temperaturi 140 °C. Segrevanje pri obeh temperaturah
je povzro€ilo povecanje vsebnosti HMF iz 10,1 mg/kg na 32,8 mg/kg. Tudi
Karabournioti in Zervalaki (2001) sta ugotovila, da poviSanje temperature ( 55, 65
in 75°C) vpliva na povecanje vsebnosti HMF.

Vsebnost HMF v sveZzem medu je precej nizka v primerjavi z vsebnostjo HMF v
pregretih oziroma dolgo shranjenih medovih (Kowalski, 2013).

Vsebnost skupnih fenolnih spojin in antioksidativna uc¢inkovitost

Kowalski (2013) je prouceval spremembe v vsebnosti skupnih fenolnih spojin in
antioksidativni uc¢inkovitosti v medu med klasi¢nim segrevanjem in segrevanjem z
mikrovalovi. Pri klasicnem segrevanju je med segreval v vodni kopeli 60 min pri
90 °C. Pri segrevanju z mikrovalovi pa je uporabil mikrovalovni reaktor z mocjo
1,26 W/g in med segreval 6 min. Ugotovil je, da se vsebnost skupnih fenolnih
spojin v medu iz mane po kon¢anem segrevanju zmanjsa, v lipovem medu poveca,
medtem ko segrevanje v primeru akacijevega in ajdovega medu ni imelo vpliva na
vsebnost skupnih fenolnih spojin. Preverjal je tudi spremembe antioksidativne
ucinkovitosti medu. Po segrevanju je v medu iz mane dolo¢il manjSo
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antioksidativno ucinkovitost tako pri segrevanju z mikrovalovi, kot pri klasicnem
segrevanju, sprememba ja bila vecja pri klasiCnem segrevanju. V lipovem in
ajdovem medu se je AU povecala, v akacijevem medu pa ni bilo razlik v
antioksidativni u¢inkovitosti med nesegretimi in segretimi vzorci medu.

Barva in porjavenje

- Potemnitev medu je lahko posledica dolgotrajnega shranjevanja medu, kar je
povezano predvsem s temperaturo shranjevanja in sestavo samega medu (Vaikousi
in sod., 2009).

- Barva je eden od najbolj variabilnih parametrov in je predvsem odvisna od
rastlinskega izvora. Nanjo pa vpliva tudi vsebnost pepela, sama temperatura v
panju in Cas ter pogoji shranjevanja medu (Gambaro in sod., 2007).

- Segrevanje spodbuja porjavenje in tvorbo melanoidinov v svetlih in srednje
obarvanih medovih. Poleg tega pa vpliva na topnost rjavih pigmentov in
potencialno na njihovo stabilnost v temnih medovih. (Brudzynski in Miotto, 2011).

Za merjenje spremembe barve in vsebnosti melanoidinov so uporabili medove, ki
so se ze v osnovi zelo razlicnih barv. Uporabili so med iz detelje (zelo svetla
barva), med manuke (srednje intenzivna barva) in ajdov med (temna barva).
Medove so segrevali 30 minut pri 121 °C. Segrevanje je povzroCilo vidne
spremembe barve medov, vsi obravnavani medovi so postali temnejSi. Vsebnost
melanoidinov (dolofenih na osnovi neto absorbance: Ay4so-A720) se je najbolj
povecala v najsvetlejSem medu, za 2,5-krat. Pri medu s srednjo intenzivnostjo barve
(manuka med) se je vsebnost melanoidinov povecala za 1,4-krat. V najtemnejSem
ajdovem medu se je neto absorbanca celo zmanjsala, kar pomeni, da ima segrevanje
vecji vpliv pri svetlejSih vrstah medu (Brudzynski in Miotto, 2011).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 VZORCIMEDU

V raziskavo smo vkljucili 8 vzorcev slovenskega medu, po 2 vzorca akacijevega,
cvetlicnega, kostanjevega in gozdnega medu, ki smo jih dobili neposredno od Cebelarjev.
Medovi so bili letnik 2010 in iz razli¢nih regij Slovenije. Vrste medu in oznake vzorcev so
predstavljene v preglednici 2. Posamezni vzorec medu smo prenesli v 5 kozarckov, od
katerih je en ostal nesegret, ostale pa smo segrevali v suSilniku dolo¢en ¢as (24 ali 48 ur)
pri doloceni temperaturi (40 ali 65 °C).

Preglednica 2: Vrste medu, Stevilo vzorcev in oznake vzorcev

STEVILO
VRSTA MEDU VZORCEV OZNAKA VZORCEV
. Al 5 Al, Al-1, A1-2, Al1-3, Al-4
Akacijev
A2 5 A2, A2-1, A2-2, A2-3, A2-4
- Cl 5 Cl1,Cl1-1,C1-2,C1-3,Cl1-4
Cvetli¢ni
C2 5 C2,C2-1,C2-2,C2-3,C2-4
. K1 5 K1,KI1-1,K1-2,K1-3,K1-4
Kostanjev
K2 5 K2,K2-1,K2-2, K2-3, K2-4
Gl 5 Gl1, G1-1, G1-2, G1-3,G1-4
Gozdni
G2 5 G2, G2-1,G2-2, G2-3,G2-4

Rezim segrevanja vzorcev (temperatura in cas) je prikazan v preglednici 3. Skupno Stevilo
vzorcev, vkljuCenih v analizo je bilo 40. Vzorce smo po toplotni obdelavi, do zacetka
analiz, hranili v temnem prostoru pri sobni temperaturi.

Nesegretim vzorcem smo dolocili vsebnost vode, elektricno prevodnost in vrednost pH,
vsem vzorcem pa aktivnost encima diastaze, vsebnost HMF, vsebnost skupnih fenolnih
spojin, antioksidativno uc€inkovitost s (FRAP metodo), barvo (L*, a*, b* parametri) in
indeks porjavenja. Meritve smo opravili v dveh oz. treh ponovitvah in rezultate podali kot
povpre¢ne vrednosti.



Kocevar U. Vpliv temperature in Casa segrevanja na nekatere fizikalnokemijske lastnosti medu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

Preglednica 3: Oznake vzorcev, temperatura in ¢as segrevanja

VRSTA IN y
OZNAKA OZNAKE VZORCEV TS%?M;;RAA SEGRClgfsANJA
OSNOVNEGA ZA ANALIZO ©C) (h)
VZORCA MEDU

Al* / /

Al-1 24

Al-2 40 48

Akacijev Al-3 65 24

A Al-4 48
A2 / /

A2-1 24

A2-2 40 48

A2-3 24

A2-4 63 48
Cl* / /

Cl-1 24

Cl1-2 40 48

Cvetli¢ni Cl-3 65 24

C Cl-4 48
2% / /

C2-1 24

C2-2 40 48

C2-3 24

C2-4 63 48
K1* / /

Kl1-1 24

K1-2 40 48

. K1-3 24

Kostanjev

o K1-4 63 48
K2* / /

K2-1 24

K2-2 40 48

K2-3 24

K2-4 65 48
G1* / /

Gl1-1 24

G1-2 40 48

Gozdni G1-3 65 24

G Gl-4 48
G2* / /

G2-1 24

G2-2 40 48

G2-3 24

G2-4 63 48

*nesegreti vzorci
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3.2  FIZIKALNOKEMIJSKE LASTNOSTI

3.2.1 Doloc¢anje vsebnosti vode v medu (Bogdanov, 2009)

Princip:
Metoda temelji na principu refraktometrijskega dolocanja vsebnosti vode (na osnovi
merjenja lomnega koli¢nika medu).

Aparatura in pribor:
- ro¢ni refraktometer Atago HHR-2N
- steklena ¢asa
- steklena palcka

Priprava vzorca:

Pred zacetkom analize teko¢, med premeSamo s pal¢ko. Kadar je med kristaliziran, ga v
zaprti posodi segrevamo na 50 °C do utekocinjenja. Med segrevanjem posodico krozno
pretresamo ali med premesamo s palcko. Nato ga na hitro ohladimo.

Izvedba:

Tanko plast medu, nanesemo na merilno prizmo rocnega refraktometra. Paziti moramo, da
v medu ni zratnih mehurckov in, da je merilna prizma popolnoma pokrita z medom. Nato
refraktometer usmerimo proti dovolj mo¢nemu viru svetlobe in pogledamo skozi okular.
Odcitamo vsebnost vode v % in upoStevamo tudi temperaturno korekcijo. Po opravljeni
meritvi odstranimo med s prizme, jo o€istimo z destilirano vodo in obriSemo do suhega.

Rezultat:
Odcitamo % vode in upostevamo korekcijsko vrednost.

3.2.2  Merjenje elektri¢ne prevodnosti medu (Kropf in sod., 2008)

Princip:

Merjenje elektri¢ne prevodnosti 20 % (w/w) raztopine medu (glede na suho snov v medu) s
konduktometrom pri temperaturi 20 °C. Rezultat podamo v mili Siemensih na centimeter
(mS/cm).

Reagenti:
- destilirana voda

- 0,1 M raztopina KCl za umerjanje konduktometra

Aparatura in pribor:
- konduktometer, Cyberscan 510
- steklena casa
- steklena palcka
- mala plasti¢na Zlicka




Kocevar U. Vpliv temperature in Casa segrevanja na nekatere fizikalnokemijske lastnosti medu. 22
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

Izvedba:

Odtehta medu je odvisna od koli¢ine vode, ki jo med vsebuje. Po dolo¢anju vsebnosti vode
v medu, preracunamo kaksna mora biti odtehta medu, da bo konc¢na raztopina vsebovala 20
% suhe snovi (w/w). Med z destilirano vodo v plasti¢ni ¢asi meSamo s stekleno palcko, da
se popolnoma raztopi. Nato raztopini medu izmerimo prevodnost tako, da v raztopino
potopimo elektrodo predhodno umerjenega konduktometra in od¢itamo prevodnost medu.

Rezultat:
Rezultate direktno od¢itamo s konduktometra v mS/cm.

3.2.3 Doloc¢anje vrednosti pH v medu (Bogdanov, 2009)

Princip:
Vrednost pH vodne raztopine medu izmerimo s pH metrom.

Izvedba:

Odtehtamo 10 g vzorca medu, dodamo 25 ml destilirane vode in s stekleno palcko
premesamo, da se ves med raztopi. S predhodno umerjenim pH metrom takoj izmerimo
vrednost pH.

3.2.4 Dolocanje aktivnosti encima diastaze z metodo po Schadeju (Bogdanov, 2009)

Princip:

Standardna raztopina Skroba ob prisotnosti raztopine joda razvije razli¢no intenzivno
barvo. Intenzivnost modre barve s ¢asom pada, odvisna je od aktivnosti encima v vzorcu
medu pod standardnimi pogoji. Nastanek modro obarvanega produkta spremljamo z
merjenjem absorbance pri 660 nm v dolocenih Casovnih intervalih. Aktivnost diastaze
izrazimo z diastaznim Stevilom, ki izraza aktivnost diastaze kot volumen (ml) 1 %
raztopine Skroba, ki jo encim iz 1 g medu hidrolizira v 1 uri pri 40 °C.

Reagenti:
- 0,5 M raztopina natrijevega klorida (NaCl)

2,9 g natrijevega klorida raztopimo v prekuhani destilirani vodi, prenesemo v 100
ml merilno bucko in dopolnimo do oznake

- acetatni pufer (pH = 5,3)
43,5 g natrijevega acetata (CH3;COONa - 3H,0) raztopimo v destilirani vodi in
prenesemo v 250 ml merilno buc¢ko. Dodamo priblizno 10,5 ml ledocentne kisline
in z destilirano vodo dopolnimo do oznake.

- 2 % raztopina Skroba: raztopina mora biti dnevno sveza

- raztopina joda
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Aparatura in pribor:
- spektrofotometer (Cecil CE 2021)
- vodna kopel (Lab — line, Aqua bath)
- steklene Case
- steklene merilne bucke
- steklene erlenmajerice
- steklene palcke
- pipeta
- Stoparica

Dolocitev suhe snovi v §krobu:

Zatehtamo priblizno 2 g Skroba v tehti¢ in ga susimo 3 ure pri 105 °C. Tehti¢ pustimo
priblizno eno uro v eksikatorju, nato ga stehtamo. Na podlagi izgube mase lahko dolo¢imo
vsebnost vode oz. vsebnost suhe snovi v Skrobu.

Priprava raztopine Skroba:

V 100 ml ¢aso zatehtamo koli¢ino Skroba, ki ustreza masi 2 g suhega skroba. Da se Skrob
rehidrira, mu dodamo nekaj kapljic destilirane vode. Nato vse skupaj kvantitativno
prenesemo v 100 ml bugko. Caso spiramo z vro¢o destilirano vodo in z njo tudi dopolnimo
bucko, tako, da ta vsebuje priblizno 60 ml. Bucko pokrijemo z alu folijo na kateri so
luknjice. Bucko postavimo na kuhalnik in pustimo, da 10 min pocasi vre in vmes ves ¢as
mesamo. Nato bucko ¢im hitreje ohladimo pod tekoco vodo. Z destilirano vodo dopolnimo
do oznake.

Priprava osnovne raztopine joda:

11 g joda pomeSamo z 22 g kalijevega jodida in raztopimo v 30 do 40 ml destilirane vode.
Kvantitativno prenesemo v 500 ml merilno bucko in dopolnimo do oznake. Hranimo v
temnem prostoru.

Dnevna raztopina joda:

Raztopina mora biti dnevno sveza. V 30 - 40 ml destilirane vode raztopimo 20 g kalijevega
jodida, prelijemo v 500 ml merilno bucko, dodamo 2 ml osnovne raztopine joda,
premesSamo ter dopolnimo do oznake z destilirano vodo.

Priprava vzorca:

V 50 ml ¢aSo odtehtamo 10 g vzorca. Dodamo 15 ml destilirane vode in 5 ml acetatnega
pufra. Vzorec raztopimo in v 50 ml bucko vlijemo 3 ml raztopine natrijevega klorida,
dodamo raztopino medu in dopolnimo z destilirano vodo do oznake.

Dolo¢itev modre vrednosti Skroba:

V erlenmajerici zmeSamo 5 ml Skroba in 10 ml vode ter segrevamo na vodni kopeli pri 40
°C. V caso odpipetiramo 5 ml dnevne raztopine joda in mu dodamo 0,5 ml na 40 °C
segrete raztopine skroba in vode. Razred¢imo s toliko ml vode, da je vrednost absorbance
pri 660 nm med 0,770 in 0,745. Tako dolo¢imo koli¢ino vode, katero potem dodajamo
vsakemu vzorcu.
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Izvedba analize:
Slepi vzorec: 10 ml raztopine vzorca medu dodamo 5 ml vode ter premesamo. 0,5 ml te
raztopine dodamo 5 ml raztopine dnevnega joda in ustrezno koli¢ino destilirane vode, ki
doloc¢eno pri modri vrednosti Skroba, premeSamo in takoj zmerimo absorbanco pri valovni
dolzini 660 nm.

Merjenje absorbance vzorcev:

V 100 ml erlenmajerico s pipeto odmerimo 10 ml raztopine medu. V ¢aso odmerimo vsaj 6
ml dnevne raztopine Skroba. Erlenmajerjevo bucko in ¢aso damo v vodno kopel pri 40 °C
za 15 min. Po tem Casu v erlenmajerico z vzorcem dodamo 5 ml raztopine skroba. Po to¢no
5 minutah damo v ¢aso 0,5 ml vzorca in 5 ml dnevne raztopine joda in vse skupaj dobro
premesamo. Nato dodamo koli¢ino vode, ki ustreza modri vrednosti Skroba in ponovno
premeSamo. Absorbanco izmerimo takoj pri valovni dolzini 660 nm. Meritve ponavljamo v
Casovnih intervalih dokler absorbanca ne pade pod vrednost 0,155. Naredimo minimalno
tri meritve.

Rezultati:

V grafikon vpiSemo vrednosti absorbance v odvisnosti od ¢asa v minutah. Skozi najmanj 3
tocke, kjer je absorbanca med 0,456 in 0,155, potegnemo premico. Tako dolo¢imo ¢as (t),
kjer reakcijska zmes doseze vrednost absorbance 0,235. Stevilo 300 delimo s ¢asom,
izrazenim v minutah (enacba 1) in tako dolo¢imo diastazno Stevilo.

. v 60 0,10 1,0 _ 300
Diastazno stevilo (DN) = —+—+— = — (D)
t 001 20 t

t: ¢as v minutah

3.2.5 Dolocanje vsebnosti HMF z metodo po Winklerju (Bogdanov, 2009)

Princip:
Metoda temelji na principu reakcije HMF z barbiturno kislino in p-toluidinom, pri ¢emer
nastane spojina roznate barve, kateri izmerimo absorbanco pri valovni dolzini 550 nm.

Reagenti:
- raztopina barbiturne kisline: odtehtamo 500 mg barbiturne kisline in jo s 70 ml

vode prenesemo v 100 ml merilno bucko. Raztopino damo v vodno kopel, da se
popolnoma raztopi in ohladimo ter dopolnimo z destilirano vodo do oznake.

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

- destilirana voda
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Aparatura in pribor:
- merilne bucke (50 ml in 100 ml)
- vodna kopel
- spektrofotometer (Cecil CE 2021)
- pipeta

Izvedba:

Odtehtamo 10 g vzorca medu in ga raztopimo v 20 ml destilirane vode, medu ne
segrevamo. Raztopino prenesemo v 50 ml merilno bucko in dopolnimo do oznake.
Odmerimo s pipeto 2 ml pripravljene raztopine medu in jo prenesemo v vsako od dveh
epruvet, ter dodamo 5 ml p-toluidina. V eno od epruvet odmerimo s pipeto 1 ml vode, v
drugo pa 1 ml barbiturne kisline, vsebino dobro premeSamo. Epruveto, v katero smo dali
destilirano vodo, uporabimo kot slepi vzorec. Reagente dodajamo brez prekinitve v 1 do 2
minutah. Ko intenziteta barve doseZze maksimum, od¢itamo absorbanco pri 550 nm v 1 cm
kiveti. Vsebnost HMF izracunamo po enacbi 2 in jo izrazimo v mg/kg medu.

Racun:

Vsebnost HMF medu [mg/kg] = (A,,-Aq) - 192 .(2)

A,,: izmerjena absorbanca raztopine vzorca
Ay izmerjena absorbanca slepega vzorca

3.2.6 Dolocanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteujevo metodo
(Beretta in sod., 2005)

Princip:

Spektrofotometricna metoda temelji na oksidaciji fenolnih spojin s FC reagentom, ki
vsebuje volframat in molibdat. Obarvanemu produktu izmerimo absorbanco pri 750 nm.
Za umeritveno krivuljo uporabimo raztopino galne kisline, ki se uporablja kot standardna
referencna raztopina za dolo¢anje skupnih fenolnih spojin. Rezultate izrazimo v mg galne
kisline na kilogram medu (mgga/kg). Analizo smo izvedli v kislih pogojih, s ¢imer smo
preprecili vpliv sladkorjev in obarjanje med samim izvajanjem analize.

Reagenti:
- Folin-Ciocalteujev reagent razred¢en z destilirano vodo v razmerju 1:10

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

Aparatura:
- spektrofotometer (Cecil CE 2021)
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Izvedba:

5 g vzorca medu smo zatehtali v stekleno ¢aso in ga raztopili v 20 ml destilirane vode.
Vzorec smo prenesli v 50 ml bucko in dopolnili do oznake. Za analizo smo odpepitirali
200 pl vzorca, mu dodali 2,0 ml FC reagenta in na stresalniku mesali 2 min. Po 20 min
smo na spektrofotometru izmerili absorbanco proti sladkornemu analogu, ki ima podobno
sestavo sladkorjev kot med in sluzi kot slepi vzorec. Vsak vzorec medu smo doloc¢ili v treh
vzporednih dolocitvah. Koncentracijo skupnih fenolnih spojin v medu smo dolocili s
pomoc¢jo umeritvene krivulje, ki jo pripravimo z galno kislino s koncentracijo od 8,0 do
120,0 mg/l, (prilogi C in D).

3.2.7 Dolocanje antioksidativne ucinkovitosti z metodo FRAP (Benzie in Strain,
1996)

Princip:

FRAP metoda temelji na redukciji Fe®™ v Fe*™ ob prisotnosti antioksidanta. Nastali Fe*"
ioni ob prisotnosti TPTZ reagenta (2,4,6-tri[2-piridil]-s-triazin) tvorijo obarvan kompleks,
ki doseze absorpcijski maksimum pri 593 nm. Reakcija poteka v kislem mediju.

Reagenti:
- 10 mM TPTZ (2,4,6-tri[2-piridil]-s-triazin)
- 40 mM HCI
- 20 mM zelezov klorid (FeCl; 6H,0)
- 300 mM acetatni pufer (CH;COONa 3H,0), pH 3,6
- 20 mM Zzelezov sulfat (FeSO,4 7H,0)
- destilirana voda

Aparatura:
- spektrofotometer (Cecil CE 2021)

Izvedba:

Priprava FRAP reagenta:

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

Umeritvena krivulja:

Pripravili smo standardne raztopine Zelezovega sulfata s koncentracijo od 0,1 do 1,0 mM.
Odpipetirali smo 0,2 ml posamezne standardne raztopine, dodali 1,8 ml FRAP reagenta,
dobro premesali in inkubirali 10 min pri 37 °C. Nato smo na spektrofotometru pri valovni
dolzini 593 nm izmerili absorbance standardnih raztopin proti slepemu vzorcu. Iz
izmerjenih absorbanc in znanih koncentracij standardnih raztopin smo narisali umeritveno
krivuljo (prilogi E in F).
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Vzorci:

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

3.2.8 Merjenje barve z Minolta kromometrom

Princip:

Kromometer Minolta CR-200B deluje na principu odboja svetlobe, ki ga nase oko zazna v
obliki barve. Barvo vzorca razdeli na tri komponente (L*, a* in b*), ki jih predstavi v
dolo¢enem koordinatnem sistemu. Vrednost L* doloca svetlost vzorca (vi§je so vrednosti,
svetlejSi je vzorec). Vrednosti a* in b* doloCata odtenek barve. Parameter a* doloca
intenziteto rdeCe barve v pozitivnem obmocju in intenziteto zelene barve v negativnem
obmocju. Parameter b* doloca intenzivnost rumene barve v pozitivnem obmocju in modre
v negativnem.

Aparatura in pribor:
- kromameter Minolta CR-200B (Konica Minolta, Japonska)
- racunalnik DATA DP 100
- plasticne petrijevke

Izvedba:

Plasti¢ne prozorne petrijevke smo napolnili z medom in jih previdno pokrili s pokrovom.
Tako smo se izognili nastanku zra¢nih mehurckov. Kristalizirane vzorce smo predhodno
utekoCinili v suSilniku pri 40 °C. Nato smo na petrijevko nastavili merilno glavo
kromometra Minolta CR-200B in na racunalniku od¢itali L*, a* in b* vrednosti za
posamezne vzorce. Meritve smo ponovili trikrat na razlicnih mestih za vsak vzorec in
rezultat podali kot povprecje.

3.2.9 Spektrofotometri¢no dolo¢anje barve in indeksa porjavenja medu
(Brudzynski in Miotto, 2011)

Princip:

Barvne raztopine medu absorbirajo svetlobo pri dolocenih valovnih dolZinah. Barvo in
indeks porjavenja smo dolocili na osnovi vrednosti absorbanc, merjenih pri valovnih
dolzinah 450, 560 in 720 nm.

Aparatura:
- spektrofotometer (Cecil CE 2021)
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Izvedba:

Pripravili smo 50 % raztopino posameznega vzorca medu (w/v) in jo filtrirali preko filter
papirja (modri trak, 391 Sartorius). Filtratu smo izmerili absorbanco pri treh valovnih
dolzinah, 450, 560 in 720 nm.

Rezultat:
Barva medu: Asso-A720

Indeks porjavenja: Asso-Az0

3.3 STATISTICNA ANALIZA

Rezultate kemijske analize smo uredili in statisticno obdelali s pomocjo racunalniskega
programa Microsoft Excel. Za obdelavo samih podatkov, pa smo uporabljali naslednje
statisticne parametre: minimalno vrednost (min), maksimalno vrednost (max), povpre¢no
vrednost (X), koeficient variabilnosti, standardno deviacijo, Pearsonov koeficient
determinacije (1%) in koleracije ().
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4 REZULTATI

Namen diplomskega dela je bil ugotoviti vpliv temperature in ¢asa segrevanja na izbrane
parametre medu. V raziskavo smo vkljucili 8 vzorcev medu, katere smo dobili neposredno
od Cebelarjev. Nesegretim vzorcem akacijevega, cvetlicnega, gozdnega in kostanjevega
medu, smo dolo¢ili vsebnost vode, elektri¢no prevodnost in vrednost pH. Nato smo vzorce
segrevali doloCen Cas (24 oz. 48 ur) pri dveh temperaturah (40 in 65 °C) in jim dolocili
diastazno aktivnost, vsebnost HMF, vsebnost skupnih fenolnih spojin in barvo. S
korelacijsko analizo smo iskali morebitne zveze med obravnavanimi parametri.

4.1 REZULTATI DOLOCANJA FIZIKALNOKEMIJSKIH PARAMETROV

4.1.1 Rezultati vsebnosti vode, elektri¢ne prevodnosti in vrednosti pH.

Vsebnost vode, elektricno prevodnost in vrednost pH smo dolocili v nesegretih vzorcih
medu. Rezultati so predstavljeni na sliki 4. V analiziranih vzorcih, medu je bila vsebnost
vode precej izenacena, gibala se je od 15,7 do 17,0 g/100 g medu. V vzorcih akacijevega
medu je vsebnost vode znaSala 15,8 oz. 16,3 g/100 g. Pri cvetlicnem medu, sta oba vzorca
medu imela vsebnost vode 15,7 g/100 g. Vzorca kostanjevega medu sta imela vsebnost
vode 16,1 in 17,0 g/100 g, vzorca gozdnega medu pa 15,5 oz. 15,6 g vode/100 g. Pravilnik
o medu (2011) doloca, da lahko med vsebuje do 20 g vode/100 g, kar pomeni, da vsi vzorci
ustrezajo pravilniku. Poleg tega lahko reCemo, da gre glede vsebnosti vode za medove
vi§je kakovosti, saj niso presegli vrednosti 18,6 g/100 g.

Elektri¢na prevodnost vzorcev medu je bila v pricakovanih obmogjih za posamezne vrste
medu. Vzorca akacijevega medu sta imela elektricno prevodnost 0,194 in 0,266 mS/cm,
vzorca cvetlicnega medu 0,376 in 0,592 mS/cm, kostanjevega 1,240 in 1,876 in gozdnega
medu 1,100 in 1,114 mS/cm. Pravilnik o medu (2011) dolo¢a, da morajo imeti medovi iz
nektarja, kamor spadata akacijev in cvetlicni med, elektricno prevodnost najve¢ 0,8
mS/cm, gozdni in kostanjev med pa najmanj 0,8 mS/cm. Iz rezultatov je razvidno, da
analizirani vzorci medu ustrezajo pravilniku. S slike 4 je razvidno, da imata najnizjo
elektricno prevodnost oba vzorca akacijevega medu, sledijo cvetli¢ni, gozdni in kostanjev
med.

Vrednosti pH znaSajo za akacijev med 3,90 in 4,27, za cvetli¢cni med 4,26 in 4,49, za
kostanjev med 5,11 in 6,35 ter za gozdni med 4,80 in 5,04. Kostanjev in gozdni med,
dosegata nekoliko visjo vrednost pH od ostalih dveh vrst medu, vkljucenih v raziskavo. To
smo tudi pricakovali, saj vsebujeta ve¢ mineralnih snovi v primerjavi z akacijevim in
cvetlicnim medom.
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Slika 4: Vsebnost vode, elektriéna prevodnost, in vrednost pH v nesegretih vzorcih medu

4.1.2

Rezultati doloc¢anja diastaznega Stevila

Z metodo po Schadeju smo obravnavanim vzorcem medu dolocili aktivnost encima
diastaze, po Pravilniku o medu (2011) mora diastazno Stevilo dosegati vrednost najman;j 8.
Ce ima med diastazno $tevilo manj kot 8, je bil najverjetneje pregret ali predolgo in
neustrezno skladi$¢en pri previsoki temperaturi.

S slik 5 do 8 je razvidno, da imajo vzorci pri segrevanju pri visji temperaturi, daljsi cas
manjSe diastazno Stevilo.
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Akacijev med (slika 5):

vzorci Al, Al-1, A1-2 z diastaznim Stevilom od 14,7 do 15,9 ustrezajo Pravilniku o
medu (2011). Vzorec Al je nesegret med, vzorca Al-1 in A1-2 smo segrevali pri
40 °C (A1-1,24 ur in A1-2, 48 ur).

vzorec Al-3, ki smo ga segrevali 24 ur na 65 °C, je imel diastazno Stevilo za skoraj
50 % manjSe od zacetne vrednosti, znasalo je 8,1, kar je ravno na meji dolocil
pravilnika.

vzorec Al-4, ki je bil segrevan na 65 °C, dalj Casa (48 ur), pa ima vrednost
diastaznega Stevila 4,0 in ne ustreza zahtevam pravilnika.

vzorci A2, A2-1, A2-2 z diastaznim Stevilom od 11,0 do 12,1 ustrezajo pravilniku.
Vzorca A2-1 in A2-2 smo segrevali pri 40 °C (A2-1, 24 ur in A2-2, 48 ur).

vzorca A2-3 in A2-4, ki smo jih segrevali pri 65 °C (A2-3, 24 ur in A2-4, 48 ur),
imata tako nizko diastazno Stevilo (4,2 oz. 3,2), da ne ustrezata zahtevam
pravilnika.
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Slika 5: Diastazno Stevilo analiziranih vzorcev akacijevega medu

Cvetli¢ni med (slika 6):

vzorci Cl, Cl1-1 in C1-2 z diastaznim Stevilom od 16,6 do 17,2 vsi ustrezajo
Pravilniku o medu (2011). Vzorca C1-1 in C1-2 sta bila segrevana pri 40 °C (C1-1,
24 ur in C1-2, 48 ur).

vzorec C1-3, segrevan pri 65 °C, 24 ur ima diastazno Stevilo za 56 % manjse od
nesegretega vzorca medu (DN = 7,6) in zato ne ustreza zahtevam pravilnika.
Vzorec C1-4 z diastaznim Stevilom 4,7, ki smo ga segrevali pri 65 °C 48 ur, ima v
primerjavi z nesegretim vzorcem Ze moc¢no zmanjs$ano diastazno Stevilo (za 73 %).
Vidimo, da gre skoraj za popolno inaktivacijo encima.

vzorci C2, C2-1, C2-2 z diastaznim Stevilom od 12,9 do 14,7 ustrezajo pravilniku.
Vzorca C2-1 in C2-2 smo segrevali pri 40 °C (C2-1, 24 ur in C2-2, 48 ur), kar ni
povzrocilo bistvenega zmanjSanja tega parametra (za 9 oz. 13 %).
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vzorca C2-3 in C2-4, ki smo ju segrevali pri 65 °C, (C2-3, 24 ur in C2-4, 48 ur),
imata tako nizko diastazno Stevilo (7,2 oz. 5,0), da ne ustrezata zahtevam
pravilnika. Vzorec C2-4 ima v primerjavi z nesegretim vzorcem C2 za 66 % manjse
diastazno Stevilo.
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Slika 6: Diastazno Stevilo analiziranih vzorcev cvetli¢nega medu

Kostanjev med (slika 7):

vzorci K1, K1-1, K1-2 z diastaznim Stevilom od 14,5 do 16,1 ustrezajo Pravilniku o
medu (2011). Vzorca K1-1 in K1-2 smo segrevali pri 40 °C (K1-1, 24 ur in K1-2,
48 ur), vrednost diastaznega Stevila v tako segretih vzorcih je bila do 10 % manjs3a.
vzorec K1-3 z diastaznim S$tevilom 9,4 smo segrevali pri 65 °C 24 ur, diastazno
Stevilo je 41 % manjSe od zacetne vrednosti, vendar Se ustreza pravilniku.

vzorec K1-4, ki smo ga segrevali 48 ur pri 65 °C, ima diastazno 6,2, kar je za 62 %
manj od vzorca K1 in ne ustreza ve¢ zahtevam pravilnika.

vzorci K2, K2-1, K2-2 z diastaznim Stevilom od 17,8 do 21,1 ustrezajo zahtevam
pravilnika. Vzorca K2-1 in K2-2 smo segrevali pri 40 °C (K2-1, 24 ur in K2-2, 48
ur).

Diastazno Stevilo vzorca K2-3, ki smo ga segrevali 24 ur pri 65 °C znasa 9,9 in Se
ustreza pravilniku.

vzorec K2-4, ki smo ga segrevali pri 65 °C 48 ur, ima diastazno $tevilo za 76 %
manjSe od vrednosti diastaznega Stevila nesegretega vzorca (K2) in ne ustreza ve¢
zahtevam pravilnika.
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Slika 7: Diastazno $tevilo v analiziranih vzorcev kostanjevega medu

Gozdni med (slika 8):

- vzorci G1, G1-1, G1-2 z diastaznim Stevilom od 11,5 do 12,4 ustrezajo Pravilniku o
medu (2011). Vzorca G1-1 in G1-2 smo segrevali pri 40 °C (G1-1, 24 ur in G1-2,
48 ur).

- vzorca G1-3 in G1-4, ki smo ju segrevali pri 65 °C 24 oz. 48 ur, imata tako nizko
diastazno Stevilo (7,7 in 5,2), da ne ustrezata zahtevam pravilnika. Vzorec G1-4
ima diastazno Stevilo za 57 % niZje od nesegretega vzorca G1.

- vzorci G2, G2-1, G2-2 z diastaznim Stevilom od 12,6 do 12,9 ustrezajo zahtevam
pravilnika.

- vzorca G2-3 in G2-4, ki smo ju segrevali 24 oz. 48 ur pri 65 °C, imata diastazno
Stevilo 7,3 in 5,2, zato ne ustrezata vec zahtevam pravilnika.
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Slika 8: Diastazno Stevilo analiziranih vzorcev gozdnega medu
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4.1.3 Rezultati dolo¢anja vsebnosti hidroksimetilfurfurala (HMF)

V medu smo z metodo po Winklerju, dolocili organsko spojino hidroksimetilfurfural.
Pravilnik za med (2011) navaja, da lahko med vsebuje najve¢ 40 mg HMF na kg.

S slik 9 do 12 je razvidno, da imajo nesegreti medovi in medovi, ki smo jih segrevali pri
nizji temperaturi, to je 40 °C, manjSo vsebnost HMF v primerjavi z medovi, ki smo jih
segrevali pri 65 °C.

HMF je tudi parameter kakovosti medu. Vsebnost HMF nam pove ali je bilo ravnanje z
medom ustrezno. Kakovost medu se z vi§jo temperaturo in daljSim Casom segrevanja
slabsa, kar pomeni da je med, ki je bil segrevan daljsi Cas, slabse kakovosti. HMF se lahko
poveca do te mere, da med ne ustreza ve¢ zahtevam pravilnika.

4.1.3.1 Vsebnost HMF v vzorcih akacijevega medu

S slike 9 je razvidno, da analizirani vzorci medu z oznakami Al, Al-1 in Al-2 ter A2,
A2-1 in A2-2 vsebujejo od 2,50 do 3,65 mg HMF/kg medu. Vzorca Al in A2 sta bila
nesegreta, vzorce Al-1 in A1-2 ter A2-1 in A2-2 pa smo segrevali pri 40 °C 24 ur (Al-1 in
A2-1) 0z. 48 ur (A1-2 in A2-2). Vseh Sest vzorcev glede vsebnosti HMF ustreza Pravilniku
o medu (2011). Vzorca A1-3 in A2-3 smo segrevali 24 ur pri temperaturi 65 °C, vsebnost
HMF se je povecala na 17,57 oz. 26,21 mg/kg medu, kar Se vedno ustreza zahtevam
pravilnika. Pri vzorcu Al-4, ki smo ga segrevali pri temperaturi 65 °C 48 ur, pride do
tolikSnega povecanja vsebnosti HMF (75,94 mg/kg), da ne ustreza ve¢ pravilniku (najvec
40 mg HMF/kg medu), vzorec A2-4 pa kljub visoki temperaturi (65 °C) in daljSemu ¢asu
segrevanja, (48 ur), ni presegel s pravilnikom predpisane vrednosti, vsebnost HMF znasa
36,48 mg/kg.
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Slika 9: Vsebnost HMF v analiziranih vzorcih akacijevega medu



Kocevar U. Vpliv temperature in ¢asa segrevanja na nekatere fizikalnokemijske lastnosti medu. 35
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

4.1.3.2 Vsebnost HMF v vzorcih cvetlicnega medu

S slike 10 je razvidno, da analizirani vzorci z oznako C1, C1-1, C1-2, vsebujejo 5,86 do
6,82 mg HMF/kg medu. Vzorec C1 je bil nesegret, C1-1 in C1-2 pa sta bila segrevana pri
40 °C, 24 oz. 48 ur. Vsi trije vzorci ustrezajo Pravilniku o medu (2011).

Vzorec C1-3 smo segrevali pri 65 °C, 24 ur, vsebnost HMF je znaSala 24,77 mg/kg medu,
kar Se vedno ustreza pravilniku.Pri vzorcu C1-4, ki smo ga segrevali pri temperaturi 65 °C
48 ur, pride do tolikSnega povecanja HMF (63,74 mg/kg), da ne ustreza vec¢ zahtevam
pravilnika.

Drugi vzorec cvetlicnega medu (C2) ima vecjo zacetno vsebnost HMF, 13,06 mg/kg medu.
Po segrevanju na 40 °C je bila dolo¢ena vsebnost HMF v obeh vzorcih (C2-1 in C2-2) celo
malo manjSa od zacCetne, kar lahko pripiSemo metodi. Vsi trije vzorci ustrezajo pravilniku.
Vzorec C2-3 smo segrevali 24 ur pri 65 °C, dolo¢ena vsebnost HMF je bila 34,66 mg/kg
medu, kar Se vedno ustreza pravilniku. Pri vzorcu C2-4, pride do tolikSnega povecanja
vsebnosti HMF (70,27 mg/kg), da ne ustreza zakonsko doloceni vrednosti, vzorec smo
segrevali pri temperaturi 65 °C in sicer 48 ur.
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Slika 10: Vsebnost HMF v analiziranih vzorcih cvetliénega medu

4.1.3.3  Vsebnost HMF v vzorcih kostanjevega medu

S slike 11 je razvidno, da analizirani vzorci medu z oznakami K1, K1-1 in K1-2, ter K2,
K2-1 in K2-2 vsebujejo od 0,67 do 4,32 mg HMF/kg medu. Vzorca K1 in K2 sta bila
nesegreta, vzorce K1-1 in K1-2 ter K2-1 in K2-2 pa smo segrevali pri 40 °C 24 ur (K1-1
in K2-1) oz. 48 ur (K1-2 in K2-2). Vseh Sest vzorcev glede vsebnosti HMF ustreza
Pravilniku o medu (2011). Prav tako tudi vzorci K1-3 in K1-4, ter K2-3 in K2-4, ki smo jih
segrevali pri 65 °C 24 ur (K1-3 in K2-3) oz. 48 ur (K1-4 in K2-4), z vsebnostjo HMF od
2,40 do 28,42 mg/kg medu Se vedno vsi ustrezajo zahtevam pravilnika. Zanimivo je zelo
majhno povecanje vsebnosti HMF pri vzorcu K2, saj je imel vzorec K2-4, ki smo ga
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segrevali dalj Casa pri vi§ji temperaturi (48 ur pri 65 °C), zelo majhno vsebnost HMF,
samo 4,61 mg/kg, kar je celo manj od zacetne vsebnosti HMF pri vzorcih C1 in C2.
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Slika 11: Vsebnost HMF v analiziranih vzorcih kostanjevega medu

4.1.3.4 Vsebnost HMF v vzorcih gozdnega medu

S slike 12 je razvidno, da analizirani vzorci z oznako G1, G1-1 in G1-2, ter G2, G2-1 in
G2-2 vsebujejo od 0,86 do 2,88 mg HMF/kg medu. Vzorca G1 in G2 sta bila nesegreta,
vzorce G1-1 in G1-2 ter G2-1 in G2-2 pa smo segrevali pri 40 °C 24 ur (G1-1 in G2-1) oz.
48 ur (G1-2 in G2-2). Vseh Sest vzorcev ustreza Pravilniku o medu (2011). Prav tako tudi
vzorci G1-3 in G1-4 ter G2-3 in G2-4, katere smo segrevali pri 65 °C 24 ur (G1-3 in G2-3)

oz 48 ur (G1-4 in G2-4) z vsebnostjo HMF od 8,06 do 24,10 mg/kg medu Se vedno
ustrezajo pravilniku.
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Slika 12: Vsebnost HMF v analiziranih vzorcih gozdnega medu
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4.1.4  Rezultati dolo¢anja vsebnosti skupnih fenolnih spojin

S Folin-Ciocalteujevo metodo smo dolo€ili vsebnost skupnih fenolnih spojin in jih izrazili
v mg galne kisline na kg medu (mgga/’kg medu). Iz rezultatov na slikah 13 do 16 lahko
vidimo, da najvec¢ skupnih fenolnih spojin pri nesegretih vzorcih medu vsebujeta kostanjev
in gozdni med. Vzorca kostanjevega medu K1 in K2 vsebujeta 183,0 in 164,1 mgga/kg
medu, vzorca gozdnega medu G1 in G2 pa vsebujeta 171,9 oz. 140,8 mgsa/kg medu
skupnih fenolnih spojin. Sledita cvetlicna medova C1 in C2 (79,7 in 154,1 mgga/kg medu),
najmanj skupnih fenolnih spojin pa vsebujeta vzorca akacijevega medu, vzorec Al 74,1
mgga’kg medu in vzorec A2 63,0 mgga/kg medu.

Pri vseh segretih vzorcih pride do povecanja vsebnosti skupnih fenolnih spojin. S slike 13
je razvidno, kako se vsebnost skupnih fenolnih spojin v akacijevem medu povecuje od Al-
1 do A1-4. Vzorec Al-1, katerega smo segrevali 24 ur pri 40 °C, je imel vsebnost skupnih
fenolnih spojin 77,4 mgga/kg medu. V Vzorcu A1-4 smo dolocili 113,0 mgga/kg medu, ta
vzorec je bil segrevan pri 65 °C, 48 ur. Pri vzorcih od A2-1 do A2-4 je situacija podobna,
vsebnost se povecuje od 50,8 do 101,9 mgga/kg medu.

120,00 - 48 h
65°C 48h
a 65°C
= 100,00 s
s 24h
= 24h  4gh 65 °C
3 80,00 40°C 40 °C
3 48h
S E 40°C
= 2 60,00 - 24h
= 40 °C
& 5
2 ob
) 40,00 -
W
o
=)
o
@ 20,00 -
0,00 T T T T T T T T T 1
Al Al1-1 Al-2 Al1-3 Al1-4 A2 A2-1 A2-2 A2-3 A24
VZorec

Slika 13: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v analiziranih vzorcih akacijevega medu

S slike 14 je razvidno, da pride pri segretih vzorcih cvetlicnega medu do povecanja
vsebnosti skupnih fenolnih spojin. Vrednosti se povecujejo pri vzorcih C1-1 do Cl1-4 s
113,0 na 138,6 mgga’kg medu, pri vzorcih C2-1 do C2-4, pa s 157,4 na 213,0 mgea/kg
medu. Pri vzorcu C2 je kon¢na vsebnost skupnih fenolnih spojin bistveno vecja, ker je imel
ta vzorec ze vecjo zacetno vsebnost.
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Slika 14: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v analiziranih vzorcih cvetli¢nega medu

Na sliki 15 so prikazani rezultati za kostanjev med. Pri kostanjevem medu je vsebnost
skupnih fenolnih spojin Ze pri nesegretih vzorcih vecja kot pri svetlejSih vrstah medu, s
segrevanjem pa se ta vrednost Se poveca. Tako imamo pri vzorcih od K1-1 do K1-4
vsebnosti skupnih fenolnih spojin v obmocju od 179,7 do 308,6 mgga/kg medu. Pri vzorcih
K2-1 do K2-4 pa je vsebnost skupnih fenolnih spojin od 183,0 do 477,4 mgsa/kg medu.
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Slika 15: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v analiziranih vzorcih kostanjevega medu

Pri gozdnem medu (slika 16) imajo nesegreti vzorci, podobno kot pri kostanjevem medu,
Ze naravno prisotno vec¢jo vsebnost skupnih fenolnih spojin. Z dlje trajajocim segrevanjem
pa se vsebnost Se poveca. Tako imajo vzorci G1-1 do G1-4 vsebnost skupnih fenolnih
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spojin od 178,6 do 300,8 mggakg medu, vzorci G2-1 do G2-4 pa od 149,7 do 263,0
mgga/kg medu.
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Slika 16: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v analiziranih vzorcih gozdnega medu

4.1.5 Rezultati dolo¢anja antioksidativne uc¢inkovitosti

Antioksidativno ucinkovitost (AU) medu smo dolocali s pomoc¢jo FRAP metode. Metoda
deluje na osnovi sposobnosti fenolnih spojin, da reducirajo Fe’* do Fe?". Rezultati so
podani kot FRAP vrednosti (uM Fe(ll)) 10 % raztopine medu. Antioksidativna
ucinkovitost nesegretih vzorcev medu je narascala v naslednjem vrstnem redu: akacijev <
cvetliéni < gozdni < kostanjev med (slike 17 do 20). Pri segretih vzorcih je razlog za
povecanje AU nastanek produktov Maillardove reakcije. S slike 17 je razvidno, da AU
akacijevega medu narasca s temperaturo in ¢asom segrevanja. Pri vzorcih A1-1 do A1-4 se
AU poveca od 123,6 do 221,5 uM Fe(Il), pri vzorcih A2-1 do A2-4 pa od 85,3 do 156,6
puM Fe(ID).
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Slika 17: Antioksidativna uc¢inkovitost vzorcev akacijevega medu

Slika 18 prikazuje AU cvetlicnega medu. Pri vzorcih C1-1 do C1-4 dobimo vrednosti od
179,2 do 252,7 uM Fe(Il), za vzorce C2-1 do C2-4 pa od 279,2,0 do 447,4 uM Fe(II). Tudi
tu AU naraS¢a s Casom in temperaturo segrevanja, z izjemo vzorcev C1-2 in C2-2, kjer je
AU niZja od vzorca medu, ki smo ga pri temperaturi 40 °C segrevali krajsi Cas.
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Slika 18: Antioksidativna uc¢inkovitost vzorcev cvetliénega medu

Slika 19 prikazuje AU za vzorce kostanjevega medu. Pri vzorcih K1-1 do K1-4 je AU od
406,2 do 667,3 uM Fe(Il), za vzorce od K2-1 do K2-4 pa je AU najve¢ja med
obravnavanimi vzorci, in sicer od 448,0 do 997,4 uM Fe(Il). Tako visoke vrednosti so
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posledica naravno vecje AU nesegretih vzorcev. Zaradi segrevanja pride tudi do nastanka
produktov Maillardove reakcije in posledi¢no Se vecje AU.
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Slika 19: Antioksidativna uc¢inkovitost vzorcev kostanjevega medu

Slika 20 prikazuje AU gozdnega medu. Vzorci G1-1 do G1-4 imajo AU od 356,0 do 532,2
uM Fe(II), vzorci G2-1 do G2-4 pa 332,7 do 550,6 uM Fe(II). Tudi pri teh vzorcih, enako
kot pri drugih vrstah medu, pride do povecanja AU zaradi nastanka produktov Maillardove
reakcije. AU veCinoma naraS¢a s casom in temperaturo segrevanja.
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Slika 20: Antioksidativna uc¢inkovitost vzorcev gozdnega medu
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4.1.6  Rezultati merjenja barve medu

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

S pomocjo kromametra Minolta CR-200B smo dolocili barvo medu. Kromameter barvo
vzorca razdeli na tri komponente (L*, a* in b*) in jih predstavi v dolo¢enem koordinatnem
sistemu. Parameter L* doloca svetlost medu. Visja je njegova vrednost, svetlejsi je med.
Odtenek barve pa dolocCata parametra a* in b*. Parameter a* doloCa intenziteto rdece barve
v pozitivnem obmocju in, intenziteto zelene barve v negativnem obmoc¢ju. Parameter b*
doloca intenzivnost rumene barve v pozitivnem obmocju in modre v negativnem obmocju.

Rezultati dolo¢anja vrednosti parametra L* za posamezne vzorce medu so predstavljeni na
slikah 21 do 24. Pri nesegretih vzorcih je imel najvi§jo vrednost L* akacijev med (Al =
55,7 in A2 = 57,2). To pomeni, da je bil akacijev med izmed vseh obravnavanih vzorcev
medu najsvetlejSi. Sledi mu cvetliéni med (C1 = 51,0 in C2 = 44,3). Nesegret kostanjev
med (K1 =41,45 in K2 = 38,04) je imel primerljivo vrednost parametra L* kot gozdni med
(G1=39,0in G2 =424).

Pri segretih vzorcih so rezultati zelo razlicni. S slike 21, kjer so predstavljeni rezultati za
akacijev med je razvidno, da imata vzorca Al-1 in Al-2 celo nekoliko vi§jo vrednost
parametra L* v primerjavi z vzorcem Al, kar lahko pripiSemo metodi. Al je nesegret
vzorec, vzorca Al-1 in A1-2 pa smo segrevali 24 oz. 48 ur pri temperaturi 40 °C. Vzorca
A1-3 in Al-4, ki smo jih segrevali 24 oz. 48 ur pri temperaturi 65 °C, pa imata nizjo
vrednost parametra L*, zaradi segrevanja je med temnejsi v primerjavi z vzorci Al, Al-1
in A1-2.
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Slika 21: Vrednost parametra L* za posamezne vzorce akacijevega medu

Podobno pri vzorcih A2-1 in A2-2, dobimo najprej minimalno vi§jo vrednost parametra
L*. Nato pa se s ¢asom in temperaturo segrevanja, pri vzorcih A2-3 in A2-4, ta vrednost
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znizuje. Zaklju¢imo lahko, da segrevanje vzorcev akacijevega medu pri temperaturi 40 °C
ne vpliva na barvo.

S slike 22, ki prikazuje vrednosti L* za vzorce cvetliénega medu, je razvidno, da je pri
vseh segretih vzorcih: C1-1 (24 h pri 40 °C), C1-2 (48 h pri 40 °C), C1-3 (24 h pri 65 °C)
in C1-4 (48 h pri 65 °C), vrednost parametra L* v primerjavi z nesegretim vzorcem (C1)
nizja. Dobimo nekoliko temnejSo barvo medu. Enako je pri vzorcih od C2-1 do C2-4, tudi
tu se vrednost parametra L* v primerjavi z vrednostjo L* v nesegretem vzorcu (C2) znizuje
s Casom in temperaturo segrevanja, dobimo temnejse odtenke medu.

60 -
24h
24h  4ep esoc  48h
50 - 40°C 4000 65 °C 24h
40°C  4poc 24h 48h
* 65°C 65°C
= 40 - ¢
5
1)
g 30 A
8
£
<
Z 20 -
<
O
10 A
0 T T T T T T T T T
ci C11 C1-2 Ci1-3 Ci14 C2 C211 C2-2 C2-3 C(C24
vzorec

Slika 22: Vrednost parametra L* za posamezne vzorce cvetlicnega medu

S slike 23, ki prikazuje vrednosti L* za vzorce kostanjevega medu, je razvidno, da je pri
vseh segretih vzorcih: K1-1 (24 h pri 40 °C), K1-2 (48 h pri 40 °C), K1-3 (24 h pri 65 °C)
in K1-4 (48 h pri 65 °C), vrednost parametra L* v primerjavi z nesegretim vzorcem (K1)
nizja. Segreti vzorci medu so temnejsi.

Podobno je pri vzorcih K2-2, K2-3 in K2-4, tudi tu vrednost parametra L* v primerjavi z
vrednostjo L* v nesegretem vzorcu (K2) pada s ¢asom in temperaturo segrevanja. Izjema
je vzorec K2-1, pri katerem se v primerjavi z nesegretim vzorcem (K2) parameter L*
nekoliko zvisa, kar lahko pripiSemo metodi.
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Slika 23: Vrednost parametra L* za posamezne vzorce kostanjevega medu

S slike 24, ki prikazuje vrednosti L* za vzorce gozdnega medu, je razvidno, da je pri vec€ini
segretih vzorcev: G1-2 (48 h pri 40 °C), G1-3 (24 h 65 °C) in G1-4 (48 h 65 °C), vrednost
parametra L* v primerjavi z nesegretim vzorcem (G1) nizja, vzorci medu so temnejsi.
Izjema je vzorec G1-1 (24 h pri 40 °C), ki ima 4 % vi§jo vrednost L* v primerjavi z
nesegretim vzorcem (G1), kar lahko pripiSemo sami metodi. Vzorca G2-2 in G2-3 imata
vi§jo vrednost L*, G2-1 in G2-4 pa nizjo, v primerjavi z nesegretim vzorcem G2.
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Slika 24: Vrednost parametra L* za posamezne vzorce gozdnega medu
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Rezultati parametrov a* in b* so podani v prilogi B. Parameter a* doloca intenziteto rdece
(v pozitivhem obmocju) in zelene (v negativnem obmocju) barve. Pozitivne vrednosti tako
pomenijo bolj rdeCo barvo, negativne pa bolj zeleno.

Povpre¢ne vrednosti parametra a* pri analiziranih nesegretih vzorcih se gibljejo od -2,1 v
akacijevem medu (vzorec A2) do 9,7 v kostanjevem medu (vzorec K1). To pomeni, da je
med obravnavanimi vrstami medu (nesegreti vzorci) najintenzivneje rdece obarvan
kostanjev med, sledi gozdni med. Pri akacijevem medu prevladuje zelena in rumena barva.

Pri segretih vzorcih akacijevega medu je vrednost parametra a* pri vzorcih Al-1 in Al-2
podobna vrednosti nesegretega vzorca, pri vzorcu Al-3 je manj negativna, pri Al-4 pa je
vrednost parametra a* pozitivna. Vzorci A2-1, A2-2, A2-3 in A2-4 imajo vsi vrednost
parametra a* v negativnem obmocju, od -2,2 do -0,3. Zeleni odtenek barve akacijevega
medu se torej s Casom in temperaturo segrevanja manjsa.

Pri analiziranih segretih cvetlicnih medovih, se vrednost parametra a* za vse vzorce C1-1,
C1-2, C1-3 in CI1-4 (od 0,5 do 3,7), ter za vzorce C2-1, C2-2, C2-3 in C2-4 (od 4,8 do
10,2) povecuje v pozitivno obmocje. S ¢asom in temperaturo segrevanja se intenzivnost
rdece barve spreminja.

Tudi pri kostanjevem in gozdnem medu se vrednost parametra a* med segrevanjem za vse
vzorce povecuje v pozitivno obmocje. Pri vzorcih K1-1, K1-2, K1-3 in K1-4: od 8,4 do
14,9, pri vzorcih K2-1, K2-2, K2-3 in K2-4: od 8,5 do 15,8, pri vzorcih G1-1, G1-2, G1-3
in G1-4: od 8,5 do 11,6, ter pri vzorcih G2-1, G2-2, G2-3 in G2-4: od 6,3 do 10,4. S
¢asom in temperaturo segrevanja se intenzivnost rdece barve ve¢inoma povecuje.

Za parameter b* je znacilno, da doloc¢a intenzivnost rumene barve v pozitivnem obmocju
in modre barve v negativnem obmocju. Vse vrednosti so pozitivne, kar potrjuje dejstvo, da
v medu ni modrih pigmentov.

Pri analiziranih vzorcih akacijevega medu se vrednost parametra b* s temperaturo in
casom segrevanja povecuje. Pri vzorcih Al-1, A1-2, A1-3 in Al1-4 se vrednost b* poveca
od 18,4 do 25,1, pri vzorcih A2-1, A2-2, A2-3 in A2-4 pa od 15,9 do 24,7. To pomeni, da
je intenzivnost rumene barve vecja.

Pri vzorcih cvetliénega medu pride le do manjsih sprememb v vrednosti parametra b*. Pri
vzorcu C1 je vrednost parametra b* pri vzorcu, ki smo ga segrevali 48 h pri 65 °C celo
visja (26,3) v primerjavi z nesegretim vzorcem cvetlicnega medu C1 (25,78). Pri vzorcu
C2 pa se intenzivnost rumene barve med segrevanjem zmanjsa (od 23,4 do 21,3)

Pri vzorcih segretega kostanjevega medu je vrednost parametra b* manjsa, kar pomeni, da
se s ¢asom in temperaturo segrevanja intenzivnost rumene barve manjSa. Bolj obcutna je
sprememba pri vzorcu K2, kjer vrednost b* pade iz zacetne vrednosti 19,2 na 14,6.

Pri vzorcih gozdnega medu so v vrednostih parametra b* majhne razlike, vrednosti so v
obmocju 19,4 do 22,9.
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indeks porjavenja

indeks porjavenja

4.1.6.2  Spektrofotometri¢no dolo¢anje barve medu

Barvo medu smo dolocili tudi spektrofotometri¢no, z merjenjem absorbance 50 % vodne
raztopine medu, izrazena je kot razlika absorbanc pri valovnih dolzinah 560 in 720 nm.
Rezultati so predstavljeni v prilogi B, iz katere je razvidno, da so vrednosti barve, izrazene
kot neto absorbanca, najmanjSe pri vzorcih akacijevega medu in najvecje pri vzorcih
kostanjevega medu.

4.1.6.3

Rezultati dolocanja indeksa porjavenja medu

Indeks porjavenja medu smo dolocili s pomocjo spektrofotometricnega merjenja 50 %
vodnih raztopin medu, izraZen je kot razlika absorbanc pri valovnih dolzinah 450 in 720
nm. Rezultati za vse vzorce medu so prikazani na sliki 25.
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S slike 25 je razvidno, da se je indeks porjavenja poveceval s Casom in temperaturo
segrevanja. Pri nesegretih vzorcih medu je indeks porjavenja najmanjsi pri vzorcih
akacijevega medu (0,218) in najvecji pri kostanjevem medu (0,532). Pri segrevanju 24 ur
pri 40 °C so bile spremembe v indeksu porjavenja zelo majhne, z izjemo vzorca C1. Pri
tem vzorcu medu se je indeks porjavenja povecal z 0,38 na 0,55 po 24-urnem segrevanju
na 40 °C. Segrevanje pri 65 °C je povzroCilo vecje spremembe v vrednosti indeksa
porjavenja, izstopa vzorec kostanjevega medu K2, kjer se je indeks porjavenja povecal z
0,532 (nesegret vzorec) na 1,292 (vzorec K2-4, ki smo ga segrevali 48 ur pri 65 °C). Zaradi
segrevanja medu pride do nastanka produktov Maillardove reakcije in posledica tega je
temnejSa barva medu in vecji indeks porjavenja.

4.2 PRIMERJAVA REZULTATOV DIASTAZNEGA STEVILA, VSEBNOSTI HMF
IN SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN, ANTIOKSIDATIVNE UCINKOVITOSTI IN
BARVE MEDU

Na sliki 26 so predstavljeni vzorci posamezne vrste medu (nesegreti vzorci Al, C2, K2 in
G1 in isti vzorci, ki smo jih segrevali) z rezultati doloCanja diastaznega Stevila, vsebnosti
HMEF, vsebnosti skupnih fenolnih spojin, antioksidativne uc¢inkovitosti, parametra barve L*
in indeksa porjavenja. Pri vseh prikazanih vzorcih se je diastazno Stevilo zmanjSalo,
odvisno od Casa in temperature segrevanja. Vsebnost HMF se je s Casom in temperaturo
segrevanja povecala, enako velja za vsebnost skupnih fenolnih spojin in antioksidativno
ucinkovitost. Kot je razvidno s slike 26, pride postopoma tudi do spreminjanja same barve
medu, med postane temnejSi. Vrednost parametra L*, ki predstavlja svetlost vzorca, se
pocasi zmanjsuje, nizja vrednost parametra L* pomeni temnej$i vzorec. Vrednosti indeksa
porjavenja so naras€ale s ¢asom in temperaturo segrevanja. S slike 26 je razvidno, da so
bile spremembe obravnavanih parametrov bolj obcutne pri vrstnih medovih, akacijevem in
kostanjevem medu.
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Slika 26: Primerjava analiziranih parametrov za razli¢ne vrste medu




Kocevar U. Vpliv temperature in ¢asa segrevanja na nekatere fizikalnokemijske lastnosti medu. 49
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

4.3 KORELACIE MED ANALIZIRANIMI PARAMETRI MEDU

Pri iskanju znadilnih in mocnih povezav med obravnavanimi parametri smo izracunali
Pearsonov korelacijski koeficient (r). Pozitivna vrednost koeficienta pomeni, da so
vrednosti parametrov, ki ju primerjamo, sorazmerne. Pri negativnih vrednostih r pa so
vrednosti parametrov, ki ju primerjamo, obratne sorazmerne. Povezanost spremenljivk
delimo glede na vrednost r na Sibko povezanost (0,2 < r < 0,4), zmerno povezanost
(0,4 <r <0,7) in mo¢no povezanost (0,7 < r < 1,0). Pri vrednostih r manjsih od 0,2
povezanosti ni. Korelacijski koeficienti med obravnavanimi parametri so predstavljeni v
preglednici 4, nekatere od zvez pa so graficno predstavljene na slikah 27 do 29.

4.3.1 Zveza med antioksidativno u¢inkovitostjo in vsebnostjo skupnih fenolnih
spojin

Antioksidativna u¢inkovitost, dolo¢ena s FRAP metodo, je v pozitivni zvezi z vsebnostjo
skupnih fenolnih spojin, s koeficientom korelacije r = 0,980 in koeficientom determinacije
r* = 0,961 (slika 27). Zvezo lahko opredelimo kot mocno (r > 0,7), opiSemo jo z
regresijskim modelom y = 2,1791x — 30,894.
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800 -
S 600 -
=
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=
200 -
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vsebnost skupnih fenolnih spojin
(mgg/kg medu)

Slika 27: Zveza med antioksidativno u¢inkovitostjo in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin v analiziranih
vzorcih medu

Ta zveza se je pokazala za znacilno v Stevilnih raziskavah, kjer so obravnavali nesegrete
vzorce medu. Segrevanje povzroci nastanek produktov Maillardove reakcije, kar povzroci
povecanje antioksidativne ucinkovitosti, nastali produkti pa verjetno reagirajo s FC
reagentom, ki je nespecifi¢en, kar vpliva tudi na visji rezultat vsebnosti skupnih fenolnih
spojin.
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4.3.2 Zveza med indeksom porjavenja in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin

Vsebnost skupnih fenolnih spojin je v pozitivni zvezi z indeksom porjavenja, koeficient
korelacije znaSa 0,926 in koeficient determinacije 0,857. Zvezo lahko opredelimo kot
mocno (r > 0,70), opiSemo jo z regresijskim modelom y = 0,0024x + 0,0914 (slika 28).
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Slika 28: Zveza med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in indeksom porjavenja v analiziranih vzorcih medu

Mocna korelacija je posledica narasCanja vsebnosti skupnih fenolnih spojin in indeksa
porjavenja med segrevanjem, pri Cemer nastanejo produkti Maillardove reakcije —
melanoidini, ki prispevajo k temnejsi barvi medu.

4.3.3 Zveza med vsebnostjo HMF in diastaznim Stevilom (DN)

Vsebnost HMF je v negativni zvezi z diastaznim Stevilom, s koeficientom korelacije
r = -0,667 in koeficientom determinacije r* = 0,445. Spremenljivki sta zmerno negativno
povezani. S slike 29 lahko razberemo, da vecja kot je vsebnost HMF, manjse je diastazno
Stevilo.

Zvezo med vsebnostjo HMF in diastaznim Stevilom (DN) lahko opiSemo z regresijskim
modelom y = -2,5947x + 43,412. Zmerna korelacija je posledica naras€anja vsebnosti
HMF, diastazno stevilo pa se zmanjsSuje zaradi segrevanja medu.



Kocevar U. Vpliv temperature in Casa segrevanja na nekatere fizikalnokemijske lastnosti medu. 51
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

90,0 -
80,0 -
®»
70,0 - : y = -2,5947x + 43,412
@ 60,0 - r2 = 0,445
Eﬂ 50,0 -
o 40,0 -
% 30,0 -
2 200 -
=}
S 10,0 -
2
0,0 .
-10,0 j’ 25
-20,0
diastazno stevilo (DN)

Slika 29: Zveza med vsebnostjo HMF in diastaznim Stevilom (DN) v analiziranih vzorcih medu

Iz preglednice 4 je razvidno, da so tudi med preostalimi pari obravnavanih parametrov
mocne medsebojne zveze, koeficienti korelacije se gibajo od 0,747 do 0,956.

Preglednica 4: Korelacije med obravnavanimi parametri

PEARSONOV KOEFICIENT
ZVEZA KORELACIJE
()
AU — vsebnost skupnih fenolnih spojin 0,980
AU — indeks porjavenja 0,933
AU —a* 0,931
AU-L* - 0,871
AU — barva (Asgy-A70) 0,755
vsebnost skupnih fenolnih spojin — indeks porjavenja 0,926
vsebnost skupnih fenolnih spojin — a* 0,906
vsebnost skupnih fenolnih spojin barva — (Ass0-A720) 0,747
vsebnost skupnih fenolnih spojin — L* - 0,842
L* — barva (Asg-A720) - 0,824
L* — indeks porjavenja - 0,846
barva (Asg-A70) — indeks porjavenja 0,868
barva (Asg)-A7p) — a* 0,785
a* — indeks porjavenja 0,865
a*—L* - 0,956
HMF-DN - 0,667

AU: antioksidativna ucinkovitost, L*, a*: parametra barve, HMF: hidroksimetilfurfural,

DN: diastazno Stevilo
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Z analizami v sklopu diplomskega dela smo proucevali vpliv temperature in casa
segrevanja na nekatere fizikalnokemijske lastnosti medu. Obravnavali smo vzorce
akacijevega, cvetlicnega, kostanjevega in gozdnega medu, po 2 vzorca vsake vrste, letnika
2010, pridobljene neposredno od cebelarjev. Vzorce smo analizirali sveze in segrete pri
temperaturah 40 in 65 °C 24 oz. 48 ur. Skupno smo v analizo vkljucili 40 vzorcev medu.

Nesegretim vzorcem smo dolocili vsebnost vode, elektricno prevodnost in vrednost pH.
Segretim vzorcem (segrevani pri 40 ali 65 °C, 24 ali 48 ur) pa smo s kemijsko analizo
dolocili aktivnost encima diastaze, vsebnost HMF, vsebnost skupnih fenolnih spojin,
antioksidativno ucinkovitost, barvo, L*, a*, b* parametre in indeks porjavenja. Preverili
smo tudi ali obstajajo zveze (korelacije) med analiziranimi parametri.

Vsebnost vode smo analizirali s pomocjo refraktometrijskega dolocanja deleza vode.
Vsebnost vode se je gibala od 15,7 do 17 g/100 g medu (povprecna vrednost 16,0 g/100 g).
Rezultati za vsebnost vode ustrezajo zahtevam Pravilniku o medu (2011). Ce primerjamo
tujo literaturo vidimo, da so si podatki zelo podobni. Escuredo in sod. (2013) so ocenili
vsebnost vode 187 vzorcem medu. Med je bil pridelan v severozahodni Spaniji in vsebnost
vode se je gibala od 16,9 do 18,0 g/100 g, povprecna vrednost 17,6 g/100 g. Medovi so
bili v skladu s Spansko zakonodajo, ki predpisuje, da vsebnost vode v medu ne sme biti
vecja od 20 g/100 g medu.

Elektricno prevodnost raztopine medu smo merili s konduktometrom. NajniZjo elektricno
prevodnost je imel akacijev med 0,194 mS/cm, najvi§jo pa kostanjev med 1,876 mS/cm.
Tudi elektri¢na prevodnost se lahko uporablja za dolo¢anje kakovosti samega medu, kar
navajajo tudi tuji viri. Yucel in Sultanoglu (2013) navajata, da je elektri¢na prevodnost
medu odvisna od vsebnosti pepela (mineralov) in kislosti medu. Karabagias in sod. (2014)
navajajo, da vecja je vsebnost mineralov, vec¢ja je tudi elektricna prevodnost. Vrednost
elektricne prevodnosti se lahko uporablja pri razlikovanju nektarnega in maninega medu.

Vrednosti pH vodne raztopine smo merili s pH metrom. Najnizjo povprecno vrednost je
imel akacijev med, znaSala je 3,90. Najvi§jo vrednost pH smo dolocili v vzorcu
kostanjevega medu, 6,35. Kot navajajo tuji viri mejne vrednosti za vrednost pH niso
zakonodajno dolocene. Raven pH med 3,2 in 4,5, ter naravna kislost medu zavirajo rast
mikroorganizmov, saj je optimalen pH za vecino organizmov med 7,2 in 7,4 (Karabagias
in sod., 2014; Suarez-Luque in sod., 2002).

Povzamemo lahko, da so rezultati vsebnosti vode, elektri¢éne prevodnosti in vrednosti pH
vzorcev medu, vkljuenih v naSo raziskavo, v obmo¢jih vrednosti, ki jih za te vrste
slovenskega medu navajajo tudi Korosec in sod. (2016).
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Diastazno Stevilo smo doloc¢ali z metodo po Schadeju in dobili sledece rezultate: Vzorca
akacijevega medu, ki smo ju segrevali pri 40 °C imata diastazno Stevilo Se vedno znotraj
meje, katero doloc¢a Pravilnik o medu (2011). Enako velja za vzorec akacijevega medu
(A1-3), ki smo ga segrevali 24 ur pri 65 °C. Pri vzorcih akacijevega medu, ki smo jih
segrevali 24 ur pri 65 °C (vzorec A2-3) ter 48 ur pri 65 °C (vzorca Al-4 in A2-4),
doloceno diastazno Stevilo ne dosega veC predpisane vrednosti najmanj 8. Pri ostalih vrstah
medu (cvetlicni, kostanjev in gozdni) je situacija zelo podobna. Zaklju¢imo lahko, da se z
daljsim segrevanjem pri visji temperaturi, diastazna aktivnost zmanjsuje. Ce je temperatura
segrevanja medu previsoka in ¢as segrevanja predolg, vrednosti diastaznega Stevila ne
ustrezajo ve¢ zakonsko predpisanim.

Cozmuta in sod. (2011) so ravno tako prisli do ugotovitve, da se s segrevanjem medu,
diastazno Stevilo manjSa. Vzorci medu so bili izpostavljeni temperaturi 50, 80 in 100 °C,
razli¢no dolgo (30 min, 1 uro, 2 uri, 3 ure in 5 ur). DN se je mo¢no zmanjsalo z vecjo
intenzivnostjo in ¢asom segrevanja za vse vzorce. Po 30 min segrevanja se je aktivnost
diastaze zmanjsala za 7,9 % pri 50 °C, 15,3 % pri 80 °C in 48,3 % pri 100 °C, pri daljsih
Casih segrevanja je bila encimska aktivnost Se nizja, po treh urah pri 80 °C oz. petih urah
pri 50 °C je prislo do popolne inaktivacije encima diastaze. Segrevanje pri 100 °C, pa je po
dveh urah povzrocilo 93,57 % inaktivacijo encima. Podobne ugotovitve v svoji raziskavi
navajajo tudi Tosi in sod. (2008), ki predvidevajo, da pride s segrevanjem medu do
strukturnih sprememb v sami molekuli encima.

Vsebnost hidroksimetilfurfurala (HMF) smo dolocali z metodo po Winklerju. Najvecjo
vsebnost HMF je imel akacijev med (vzorec Al1-4), ki smo ga segrevali 48 ur pri 65 °C,
znaSala je 75,94 mg/kg medu. Ta vsebnost je Ze zelo visoka in potrjuje dejstvo, da je bilo
ravnanje z medom neustrezno. Visoke vsebnosti smo dobili tudi pri vzorcih C1-4 (63,74
mg HMF/kg) in C2-4 (70,27 mg HMF/kg). Pri segrevanju medu je temperatura 40 °C Se
primerna, ¢e pa med segrevamo pri temperaturi 65 °C, vzorci ve¢inoma vsebujejo prevec
HMF in ne ustrezajo Pravilniku o medu (2011), ki kot zgornjo mejo vsebnosti HMF doloc¢a
40 mg/kg.

Vsebnost HMF v segretem medu so proucevali tudi Cozmuta in sod. (2011). Ugotovili so,
da je povecanje vsebnosti HMF mocno odvisno od temperature. Ko so med segrevali pri
temperaturi 50 °C, 30 min, je bila vsebnost HMF enaka kot pri nesegretem medu (2,14
mg/kg medu). Pri segrevanju medu 30 min pri temperaturi 80 °C je prisSlo do povecanja
vsebnosti HMF na 2,97 mg/kg medu. Ce so med segrevali 30 minut pri 100 °C, je vsebnost
HMF znasala 5,36 mg/kg medu. Po 3-urnem segrevanju na 50 °C, se je vsebnost HMF
povecala za 47 % glede na zacetno vsebnost. Po treh urah segrevanja pri 80 oz. 100 °C pa
se je vsebnost HMF povecala za 220 oz. 872 % glede na zacetno vsebnost. Tudi ostali
avtorji (Tosi in sod., 2002; Tarhan in sod., 2008), ki so proucevali vpliv segrevanja na
vsebnost HMF v medu navajajo podobne ugotovitve.
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Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo dolocali s pomoc¢jo Folin-Ciocalteujeve medtode in
dobili sledece rezultate: Najvec¢ skupnih fenolnih spojin pri nesegretih medovih vsebujeta
kostanjev in gozdni med. Pri segretih vzorcih pride do povecanja skupnih fenolnih spojin,
po vsej verjetnosti poleg fenolnih spojin tudi na novo nastali produkti Maillardove reakcije
reagirajo s FC reagentom, ki je nespecificen, zato so rezultati verjetno previsoki. Najvec
skupnih fenolnih spojin vsebuje vzorec K2-4 (477,44 mgga’/kg medu), ki smo ga segrevali
pri temperaturi 65 °C, 48 ur.

AU medu smo dolo¢ili s pomoc¢jo FRAP metode. Tudi tu smo, enako kot pri doloc¢anju
skupnih fenolnih spojin, najvisje vrednosti za nesegrete vzorce medu dolocili pri gozdnem
in kostanjevem medu. NajmanjSo AU je imel akacijev med. Po segrevanju medu smo
najvecjo AU dolocili pri vzorcu K2-4 (segrevan 48 ur na 65 °C), in sicer 997,44 (uM
Fe(Il)). Predvidevamo, da se AU poveca zaradi nastanka melanoidinov, produktov
Maillardove reakcije.

Sari¢ in sod. (2013) so proucevali kako se antioksidativna uéinkovitost in vsebnost skupnih
fenolnih spojin v medu spremenita, ko je med podvrzen visoki temperaturi. AU so dolocali
z dvema metodama, FRAP in DPPH. Skupno vsebnost fenolnih spojin pa so dolocali z
modificirano FC metodo. Raziskavo so izvedli na 31 vzorcih akacijevega medu in 8
vzorcih kostanjevega medu. Vse meritve so bile izvedene pri dveh temperaturah, pri 23 °C
(sobna temperatura) in po 5 minutnem segrevanju na 95 °C. Dobljeni rezultati kaZejo na
neenotno spremembo AU in vsebnosti skupnih fenolnih spojin, v nekaterih vzorcih se je
AU povecala, v drugih pa zmanjsala, podobno velja za vsebnost skupnih fenolnih spojin.

Vrednosti parametrov barve medu L*, a* in b* smo dolocili s pomo¢jo kromametra
Minolta CR-200B. Pri nesegretih vzorcih je imel najvisjo vrednost L*, ki doloca svetlost
medu, akacijev med, kar smo pric¢akovali, saj je akacijev med med obravnavanimi vrstami
medu najsvetlejsi. Najnizjo vrednost L* smo dolo€ili v kostanjevem medu. Segrevanje
medu je vplivalo na vrednost L*, v vseh segretih vzorcih medu je bila vrednost nizja,
znizanje je bilo vecje pri vzorcih, ki smo jih segrevali pri vi§ji temperaturi, daljSi Cas.
Spremembo barve medu smo opazili tudi z vidno zaznavo. Segreti vzorci medu so imeli
minimalne razlike pri parametu a* znotraj iste vrste, na sploSno pa je imel najnizjo
vrednost tega parametra barve akacijev, najvi§jo pa kostanjev med. Parameter b*, ki v

v

v

Inan in sod. (2012), ki so vrednotili barvo cvetlicnega in borovega medu, navajajo, da je
povprecna vrednost parametra L* cvetlicnega medu, segrevanega pri 75 °C, nizja (31,34)
od medu, segretega pri 55 °C (31,99). Nesegreti vzorci so imeli vi§je vrednosti parametra
L* od vzorcev, ki so jih segrevali, kar se kaze v svetlejSi barvi. PoveCanje temperature
segrevanja cvetlicnega medu je verjetno privedlo do nizje vrednosti parametra L* zaradi
pojava karamelizacije. Nasprotno pa pri borovem medu segrevanje ni vplivalo na vrednost
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parametra L*. Vrednosti parametra a* v cvetlicnem medu so bile vi§je kot pri borovem
medu. Ko so temperaturo segrevanja povecevali, se je pri obeh vrstah medu pokazala nizja
vrednost parametra a*. Vrednosti parametra b* cvetlicnega medu so bile vi§je kot pri
borovem medu, cvetlicni med je bolj rumen kot borov med. Segrevanje medu ni
pomembno vplivalo na parameter b* pri borovem medu, je pa imelo segrevanje vpliv na
parameter b* cvetlicnega medu, vrednosti b* v segretem medu so bile nizje kot pri
nesegretem vzorcu (Inan in sod., 2012).

Indeks porjavenja se je s Casom in temperaturo segrevanja poveceval. Pri segrevanju 24 ur
pri 40 °C so bile spremembe indeksa porjavenja vecinoma zelo majhne. Segrevanje pri
65 °C pa je povzrocilo vecje spremembe v vrednosti indeksa porjavenja. Zaradi segrevanja
medu pride do nastanka produktov Maillardove reakcije in posledica tega je temnejsSa
barva medu in vecji indeks porjavenja. Brudzynski in Miotto (2011) navajata, da zlasti pri
svetlejSih vrstah medu segrevanje povzroci tvorbo melanoidinov, kar vpliva na potemnenje
medu.

Med obravnavanimi parametri smo iskali tudi obstoj znacilnih povezav in ugotovili, da so
skoraj vse zveze mocne, z vrednostjo korelacijskega koeficienta nad 0,7. Najvi§je vrednosti
korelacijskega koeficienta (r) so imele zveze med AU in vsebnostjo skupnih fenolnih
spojin (r = 0,980), indeksom porjavenja in AU (r = 0,933), AU in parametrom a* (r =
0,931), indeksom porjavenja in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin (r = 0,926). Ostale
vrednosti korelacijskih koeficientov so podane v preglednici 4.

Rezultati nase raziskave, s katero smo proucevali vpliv temperature in ¢asa segrevanja na
nekatere fizikalnokemijske parametre medu, nakazujejo, da med do dolocene temperature
lahko segrevamo in pri tem ne pride do zmanjSanja aktivnosti encima diastaze, povecanja
vsebnosti HMF ter zmanjSanja vsebnosti in ucinka bioaktivnih spojin. V segretih vzorcih
medu se je antioksidativna u¢inkovitost celo povecala, verjetno zaradi nastanka produktov
Maillardove reakcije.

Povzamemo lahko, da je temperatura 40 °C primerna, ¢e zelimo med utekoCiniti, saj v
analiziranih vzorcih medu tudi po 48-urnem segrevanju pri tej temperaturi ni prislo do
bistvenih sprememb v analiziranih parametrih. Temperatura 65 °C pa se je izkazala za
neprimerno, ker pride do povecanja vsebnosti HMF in zmanjSanje diastazne aktivnosti,
spremembe so pri nekaterih vzorcih tako velike, da le-ti ne ustrezajo ve¢ zakonodajno
dolo¢enim vrednostim, tako segret med je slabSe kakovosti.

Z rezultati raziskave smo tudi potrdili vse, na zaCetku raziskave postavljene hipoteze.
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5.2 SKLEPI

Na osnovi rezultatov doloCanja nekaterih fizikalnokemijskih lastnosti segretih vzorcev
medu lahko povzamemo naslednje sklepe:

- Med segrevanjem se je diastazno Stevilo zmanjSalo, parametri, kot so vsebnost
HMF, vsebnost skupnih fenolnih spojin ter antioksidativna ucinkovitost pa se
povecali. Barva segretih vzorcev medu je bila temnejsa, kar se kaze z zmanjSano
vrednostjo parametra L* in ve¢jim indeksom porjavenja.

- Diastazno S$tevilo se je pri vzorcih, ki smo jih segrevali pri vi§ji temperaturi daljsi
¢as mo¢no zmanjsalo, s ¢imer smo potrdili postavljeno hipotezo.

- Vsebnost HMF je bila v nesegretih vzorcih medu relativno majhna, s segrevanjem
pa se povecuje. Najvecje vsebnosti HMF smo dolocili pri vzorcih medu, ki smo jih
segrevali 48 ur na 65 °C.

- Vrednosti diastaznega Stevila in vsebnost HMF pri nekaterih vzorcih, ki smo jih
segrevali 48 ur pri 65 °C, ne ustrezajo zahtevam Pravilnika o medu.

- Vsebnost skupnih fenolnih spojin in antioksidativna ucinkovitost sta se s
segrevanjem medu povecali. Povecanje antioksidativne ucinkovitosti pripiSemo
nastanku produktov Maillardove reakcije.

- Vrednost parametra L*, ki predstavlja svetlost medu, se z viSanjem temperature in
daljSim ¢asom segrevanja znizuje. Vzorci, ki smo jih segrevali pri vi§ji temperaturi,
daljsi Cas so imeli nizje vrednosti parametra L* in postali temnejSe barve, s ¢imer
potrjujemo postavljeno hipotezo.

- Vrednosti indeksa porjavenja so naraScale s casom in temperaturo segrevanja.

- Spremembe v obravnavanih parametrih so bile bolj obcutne v vrstnih medovih —
akacijevem in cvetlicnem medu in manj v meSanih medovih — cvetlicnem in
gozdnem medu.

- Vse spremembe fizikalnokemijskih parametrov medu so bile pri temperaturi
segrevanja 40 °C majhne oz. v nekaterih primerih zanemarljive. Segrevanje pri visji
temperaturi, 65 °C, pa je znatno vplivalo na analizirane fizikalnokemijske
parametre in bioaktivne lastnosti medu ter poslabsalo kakovost medu.
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6 POVZETEK

Med je sladko in gosto tekoce zivilo, ki ga proizvajajo Cebele Apis mellifera iz nektarja
rastlin ali mane. Sestava in lastnosti medu se spreminjajo glede na izvor, kot tudi zaradi
regionalnih in podnebnih pogojev. Ogljikovi hidrati predstavljajo najvecji delez v medu
(75-80 %), ostalo so voda, organske kisline, aminokisline, cvetni prah, vitamini, minerali,
encimi, fenolne spojine in barvila. Kristalizacija medu je naraven pojav, ki mu je
podvrzena vecina medov in se pojavi med staranjem medu. Za nadaljnje rokovanje z
medom je potrebno le-tega utekocCiniti. Zazeljeno je, da segrevanje ne vpliva oz. vpliva le v
manjsi meri na fizikalnokemijske lastnosti in posledi¢no na samo kakovost medu. Med
namre¢ vsebuje tudi spojine, ki imajo lahko pozitiven ucinek na zdravje, to so encimi,
fenolne spojine, vitamini in aminokisline. Uporaba previsokih temperatur in predolgega
Casa segrevanja lahko povzro¢i zmanjSanje vsebnosti in manjsi ucinek teh bioaktivnih
spojin.

Namen raziskave je bil zato ugotoviti vpliv temperature in Casa segrevanja na izbrane
parametre medu, kot so diastazno Stevilo, vsebnost hidroksimetilfurfurala, skupnih
fenolnih spojin, antioksidativna uc¢inkovitost in barva. Rezultati Stevilnih raziskav kazejo,
da sta diastazno Stevilo in vsebnost hidroksimetilfurfurala dobra pokazatelja neustreznega
ravnanja z medom, saj segrevanje povzro¢i zmanjSanje encimske aktivnosti, vsebnost
HMF pa se poveca. Mejne vrednosti teh dveh parametrov so tudi zakonsko dolocene. V
raziskavo smo vkljucili vzorce akacijevega, cvetlicnega, kostanjevega in gozdnega medu,
po 2 vzorca vsake vrste, ki smo jih analizirali sveZe in segrete pri temperaturah 40 in 65 °C
24 oz. 48 ur. Na splosno je segrevanje povzroCilo zmanjSanje diastaznega Stevila,
poveCanje vsebnosti HMF in skupnih fenolnih spojin ter vecjo antioksidativno
ucinkovitost. Segreti vzorci medu so bili temnejSe barve kot neobdelani vzorci. Te
spremembe so bile pri vzorcih, ki smo jih segrevali pri temperaturi 40 °C majhne oz. v
nekaterih primerih zanemarljive. Nasprotno je segrevanje pri vi§ji temperaturi, pri 65 °C,
znatno vplivalo na analizirane fizikalnokemijske in bioaktivne lastnosti medu. Vrednosti
diastaznega Stevila in vsebnost HMF so pri vzorcih, ki smo jih segrevali 48 ur pri 65 °C
presegle zakonsko dolocene vrednosti, ki jih predpisuje Pravilnik o medu. Spremembe v
analiziranih parametrih so bile na splosno bolj opazne v vrstnih medovih, akacijevem in
kostanjevem medu, kot v vzorcih meSanega medu, kamor spadata cvetli¢ni in gozdni med.
S korelacijsko analizo smo ugotovili, da so med obravnavanimi parametri mocne
medsebojne zveze, saj so bili koeficienti korelacije vecji od 0,7, z izjemo zveze med
(r=10,980) smo dolo¢ili za zvezo med antioksidativno uc¢inkovitostjo in vsebnostjo skupnih
fenolnih spojin, kar se je pred tem ze potrdilo v Stevilnih raziskavah. Zelo mo¢no zvezo
smo dolocili tudi med antioksidativno ucinkovitostjo in indeksom porjavenja (r = 0,933),
kar nakazuje, da se med segrevanjem tvorijo nove spojine z antioksidativnim delovanjem,
kot so produkti Maillardove reakcije.

Zaklju¢imo lahko, da primerna temperatura, ki ne preseze 40 °C, in ustrezen Cas segrevanja
ne vplivata na kakovost medu.
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PRILOGE

Priloga A: Povprecne vrednosti analiziranih parametrov (voda, EP, DN, HMF, vsebnost skupnih fenolnih
spojin in AU) pri razli¢nih temperaturah in ¢asu segrevanja

VZOREC | VODA EP DN HMF V;::;‘l‘l’lslass';‘:)‘;l“;h AU
(g/100 g) | (mS/cm) (mg/kg) (mgg/kg medu) (uM Fe(ID))
Al 16,30 0,266 15,81 2,688 74,11 121,63
Al-1 15,91 2,496 77,44 123,57
Al-22 14,67 3,648 75,22 127,10
Al-3 8,11 26,208 93,00 182,33
Al-4 3,08 75,936 113,00 221,50
A2 15,80 0,194 12,05 3,168 63,00 78,67
A2-1 11,21 3,648 50,78 85,33
A2-2 10,95 3,552 63,00 92,18
A2-3 4,16 17,568 81,89 123,58
A2-4 322 36,480 101,89 156,56
Cl 15,70 0,376 17,21 5,856 79,67 156,91
Cl-1 17,14 6,624 113,00 204,81
Cl-2 16,58 6,816 108,56 179,19
C1-3 7,57 24,768 134,11 214,98
Cl-4 4,68 63,744 138,56 252,70
2 15,70 0,592 14,71 13,056 154,11 270,42
C2-1 12,87 11,424 157,44 316,04
22 13,37 11,904 128,56 279,19
C2-3 7,24 34,656 187,44 336,74
C2-4 5,00 70,272 213,00 447,44
Kl 16,10 1,240 16,11 4,320 183,00 344,81
Kl1-1 15,20 4,320 179,67 406,21
K1-2 14,47 3,648 180,78 413,75
K1-3 943 14,016 253,00 518,83
Kl1-4 6,19 28,416 308,56 667,26
K2 17,00 1,876 21,05 0,864 164,11 385,70
K2-1 21,01 0,672 183,00 447,96
K2-2 17,81 1,248 177,44 432,70
K2-3 9,93 2,400 316,33 697,61
K2-4 5,09 4,608 477,44 997,44
Gl 15,60 1,100 12,37 0,960 171,89 339,54
Gl-1 11,71 0,864 178,56 356,04
G1-2 11,54 2,880 204,11 344,63
G1-3 7,68 8,064 236,33 450,95
Gl-4 525 24,096 300,78 532,18
G2 15,50 1,114 12,85 1,920 140,78 336,74
G2-1 12,73 2,112 149,67 332,53
G2-2 12,57 1,632 169,67 328,49
G2-3 734 8,736 218,56 431,82
G2-4 504 23,616 263,00 550,60

EP: elektri¢na prevodnost, DN: diastazno $tevilo, HMF: hidroksimetilfurfural, AU: antioksidativna uéinkovitost
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Priloga B: Povprecne vrednosti analiziranih parametrov (L*, a*, b*, barva, indeks porjavenja) pri razlicnih
temperattaurah in ¢asu segrevanja

INDEKS
VZOREC L* a* b* BARVA PORJAVENJA
(A56O'A720) (A A )
450743720

Al 55,65 -1,68 18,44 0,073 0,218
Al-1 56,75 -1,75 18,62 0,062 0,196
Al-2 56,68 -1,71 18,61 0,069 0,208
Al-3 54,11 -0,72 22,56 0,084 0,269
Al-4 50,97 2,01 25,16 0,087 0,323

A2 57,26 -2,08 16,34 0,058 0,167
A2-1 57,36 -2,02 16,53 0,058 0,173
A2-2 57,58 -2,15 15,94 0,051 0,161
A2-3 54,87 -1,93 20,14 0,059 0,202
A2-4 53,52 -0,28 24,73 0,075 0,274

Cl 50,96 -0,58 25,78 0,105 0,377
Cl-1 47,86 1,03 25,70 0,175 0,550
Cl1-2 46,60 0,45 24,47 0,136 0,464
Cl1-3 49,43 1,8 26,93 0,155 0,500
Cl-4 4791 3,73 26,30 0,138 0,508

C2 44,33 5,65 23,44 0,136 0,492
C2-1 43,77 5,02 22,64 0,134 0,482
C2-2 42,84 4,81 22,37 0,139 0,494
C2-3 40,89 7,05 21,57 0,144 0,568
C2-4 39,97 10,23 21,32 0,194 0,725

Kl 41,45 9,72 22,08 0,119 0,522
Kl1-1 40,98 9,48 21,62 0,160 0,553
K1-2 41,38 8,41 21,94 0,154 0,565
K1-3 39,37 11,86 20,94 0,157 0,706
K1-4 36,95 14,92 19,15 0,190 0,873

K2 38,04 9,14 19,16 0,117 0,532
K2-1 39,10 9,68 20,16 0,121 0,546
K2-2 36,99 8,47 18,49 0,156 0,593
K2-3 34,59 13,27 17,33 0,152 0,864
K2-4 31,84 15,78 14,63 0,197 1,292

Gl 39,04 8,67 19,40 0,136 0,450
Gl-1 39,87 9,00 20,02 0,139 0,463
G1-2 38,80 8,49 19,51 0,133 0,455
Gl1-3 38,15 9,65 19,55 0,146 0,547
Gl-4 37,99 11,62 19,71 0,139 0,625

G2 42,42 7,07 21,97 0,113 0,420
G2-1 42,03 6,97 21,69 0,114 0,648
G2-2 42,45 6,3 21,88 0,136 0,450
G2-3 42,58 8,14 22,91 0,145 0,536
G2-4 40,41 10,41 21,75 0,163 0,648
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Priloga C: Podatki za umeritveno krivuljo za dolocanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin

¢ (mg ga/kg medu) Aq A, A

0 0 0 0,000

80 0,017 0,018 0,018
200 0,056 0,055 0,056
320 0,093 0,094 0,094
400 0,118 0,117 0,118
800 0,238 0,248 0,243
1200 0,368 0,367 0,368

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

0,400

0,350 | y = 0,0003x - 0,0049

R2 = 0,9997
0,300 |
0,250

<« 0,200 -
0,150 1
0,100 |

0,050 -

0,000 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

¢ (mg,/kg medu)

Priloga D: Umeritvena krivulja za dolo¢anje vsebnosti skupnih fenolnih spojin (odvisnost absorbance od
koncentracije, izrazene kot mg galne kisline na kg medu)
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Priloga E: Podatki za umeritveno krivuljo za dolo¢anje AU s FRAP metodo

¢ (uM Fe(II)) A A, A

0 0 0 0,000
100 0,152 0,158 0,155
200 0,343 0,340 0,342
400 0,678 0,690 0,684
600 1,078 1,060 1,069
800 1,442 1,458 1,450
1000 1,854 1,846 1,850

A - povprec¢na vrednost absorbance A; in A,

2,000
1,800 A

y =0,0019x - 0,0278
1,600 - R2=0,9991

1,400 -
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -

0,000 T T . ‘ .
0 200 400 600 800 1000 1200

¢ (uM Fe(IT))

Priloga F: Umeritvena krivulja za dolo¢anje AU s FRAP metodo (odvisnost absorbance od koncentracije
Fe(1))
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