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ZADATAK

Zadatak diplomskog rada bio je odrediti sadrzaj hlapljivih spojeva iz 3 uzorka meda od

kadulje.

U tu svrhu bilo je potrebno:

Izvrsiti izolaciju hlapljivih spojeva meda od kadulje hidrodestilacijom u

modificiranoj aparaturi po Clevengeru.

Izvrsiti izolaciju hlapljivih spojeva iz vodenog zaostatka u centralnom dijelu
modificirane aparature u Clevengeru, kao i u tikvici, pomoc¢u mikroekstrakcije
vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME).

Izolirane spojeve analizirati vezanim sustavom plinska kromatografija-

spektrometrija masa (GC-MS) te usporediti rezultate analiza.



SAZETAK

Hlapljivi spojevi prisutni u medu su pretezito botanickog podrijetla 1 Cesto nisu stabilni
te se mogu transformirati tijekom sazrijevanja meda, njegova skladistenja i zagrijavanja.
U ovom radu su istrazivani hlapljivi spojevi meda od kadulje. Hlapljivi spojevi
izolirani su hidrodestilacijom u modificiranoj aparaturi po Clevengeru. Pored toga,
provedena je i mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME) iz vode uzete iz
srediSnjeg dijela modificirane aparature po Clevengeru kao i iz tikvice za destilaciju.
Uzorci hlapljivih spojeva su analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-
masena spektrometrija (GC-MS). Kao dominantni spojevi identificirani su: 2-

fenilacetaldehid, eikosan, trikosan i 2-furankarboksaldehid.

Kljuéne rijeci: hlapljivi spojevi, kaduljin med, HD, HS-SPME, GC-MS



SUMMARY

The volatile compounds present in honey are predominantly of botanical origin and are
often not stable and can be transformed during honey maturation, storage and heating.
In this paper, volatile compounds of sage honey were investigated. The volatile
compounds were isolated by hydrodistillation in a Clevenger modified apparatus. In
addition, headspace-solid phase microextraction (HS-SPME) was performed from water
taken from the central part of the Clevenger modified apparatus as well as from a
distillation flask. Samples of volatile compounds were analyzed by analytical method
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The dominant compounds were

identified as: 2-phenylacetaldehyde, eicosan, tricosan and 2-furancarboxaldehyde.

Keywords: volatile compounds, sage honey, HD, HS-SPME, GC-MS
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UvoD

Med je prirodno sladak proizvod koji se koristi od pamtivijeka kao hrana, ali i u mnoge

druge svrhe kao §to su religijski obredi, lijecenje raznih bolesti te u kozmeticke svrhe.

Med ima izuzetno slozen kemijski sastav pa, Unato¢ razvoju razlicitih analitickih
metoda, do danas nije u potpunosti poznat kemijski sastav meda $to onemogucuje
industrijsku proizvodnju i otezava patvorenje meda. Najvaznije svojstvo kojim se moze
opisati kemijski sastav meda je varijabilnost i praktic¢ki ne postoje dva uzorka meda koja

su u potpunosti identi¢na.

Razli¢ite vrste meda, kao i med unutar pojedine vrste, razlikuju se po svom sastavu u

ovisnosti o biljnom i geografskom podrijetlu, klimatskim uvjetima i pasmini pcela.



1. OPCI DIO

1.1. Definicija i povijest meda

Med je prirodno sladak proizvod kojeg proizvode medonosne pcele (Apis mellifera) od
nektara medonosnih biljaka, sekreta zivih dijelova biljaka ili izlu¢evina kukaca koji siSu
na zivim dijelovima biljaka. Nektare, sekrete i izluCevine pcele skupljaju i dodaju mu
vlastite specifi¢ne tvari, pohranjuju te izdvajaju vodu i odlazu u stanice sa¢a do

sazrijevanja. (1)

Ljudi koriste med od pamtivijeka prvenstveno kao hranu, ali i kao vjerski simbol i lijek.
Jedan od najstarijih dokaza proizvodnje meda datira joS prije 8000 godina. U $pilji u

okolici Valencije pronaden je prikaz ¢ovjeka koji trazi med u kosnicama pcela. (2)

Slika 1: Crtez na kamenu, Bicom, Spanjolska, 8000. g. pr. Kr. (3)

Ljudi prije nisu uzgajali pcele, nego ih trazili u Supljinama stijena i drve¢a. U mladem
kamenom dobu, ljudi su obiljezavali drveca sa péelama tako $to bi na njih usijecali svoj
znak. Kasnije su spoznali da je prakti¢nije posjeci drvo i ostaviti panj kako bi se pcele

rojile u njemu $to se smatra pocetkom pcelarstva. (4)

Med se stolje¢ima smatrao svetom hranom. Koristio se u religiozne svrhe pri Stovanju

bogova i balzamiranju umrlih te u razne medicinske i kozmeticke svrhe.(4)

U starom Egiptu med je bio vrlo vazan o ¢emu svjedoCe brojni pisani tragovi i
hijeroglifi u hramovima i grobnicama.U medicini su Egip¢ani med koristili na mnoge
nacine jer su vjerovali da lijeci mnoge bolesti. Koristili su med kao hranu, kozmetiku, u
magijskim i religijskim ceremonijama, a propolis su koristili za mumificiranje o ¢emu
svjedoCe brojna istrazivanja arheologa koji su u grobnicama faraona pronasli pcelinje

sace. (4)



U antici med se spominjao kao dar s neba, nektar, ambrozija i hrana bogova. Grci su
med Koristili i kao hranu i kao lijek. Hipokrat, otac moderne medicine, pisao je o
ljekovitim svojstvima meda ivjerovao da med ima pozitivan utjecaj na zdravlje koze.
Rimljani su med Koristili kao hranu, u kozmetici i medicini.VVojnici su koristili med kao
antiseptik za lijeCenje rana. Prije pronalaska penicilina med je bio vode¢i antiseptik za

otvorene rane i ozljede. (5)

Prije masovne proizvodnje Secera, med je bio jedini zasladivac Siroko dostupan ljudima.

1.2. Vrste i podjela meda

Med se prema podrijetlu dijeli na cvjetni ili nektarni med, koji je dobiven od nektara
biljaka, te na medljikovac ili medun, koji je dobiven uglavnom od izluéevina kukaca
(Hemiptera) koji zive na zivim dijelovima biljaka ili od sekreta Zivih dijelova biljaka.
1)

Prema nacinu proizvodnje 1/ili prezentiranja med dijelimo na:

* med u sacu - med kojeg skladiSte pcele u stanicama svjeze izgradenog saca bez
legla ili u satnim osnovama izgradenim isklju¢ivo od pcelinjeg voska, koji se
prodaje u poklopljenom sacu ili u sekcijama takvog saca

* med sa saem ili med s dijelovima saca

= cijedeni med - med koji se dobiva ocjedivanjem otklopljenog saca bez legla

= vrcani med - med dobiven vrcanjem (centrifugiranjem) otklopljenog saca bez
legla

* preSani med - med dobiven preSanjem saca bez legla, sa ili bez koriStenja
umjerene temperature koja ne smije prijeci 45°C

= kremasti med- dobiven kontroliranom kristalizacijom tekué¢eg meda

= filtrirani med - med dobiven na nadin koji tijekom uklanjanja stranih

anorganskih ili organskih tvari dovodi do zna¢ajnog uklanjanja peludi.(1)
Pekarski med je med koji se koristi u industriji ili kao sastojak hrane koja se potom
preraduje i moze imati strani okus ili miris, ili biti u stanju vrenja ili prevrio, ili biti

pregrijan. (1)



Slika 3: Med sa sacem (7) Slika 4: Kremasti med (8)

1.2.1. Nektarni med

Nektarni med pcele proizvode od nektara, slatke tekucine koju izluCuju biljne Zlijezde
nektarije medonosnih biljaka. Nektarni med moze biti monoflorni i poliflorni. Po
kemijskom sastavu nektar je vodena otopina razliCitih Se¢era s najviSe saharoze,
glukoze i fruktoze. Neke vrste meda sadrze i oligosaharide (rafinoza, melebioza,
melecitoza i dr.) u malim koli¢inama. Uz SeCere, nektar sadrzi i odredene koli¢ine
dusikovih i fosforovih spojeva, organskih kiselina, vitamina (naro¢ito vitamina C),
pigmenata, aromati¢nih spojeva, mineralnih tvari, enzima (invertaza, fosfataza) i

aminokiselina. (9,10,11)



Monoflorni med u netopljivom sedimentu sadrzi najmanje 45% peludnih zrnaca iste
biljne vrste s izuzecima pitomog kestena (Castanea sativa L.) gdje udio peludnih zrnaca
u netopljivom sedimentu iznosi najmanje 85%, lucerne (Medicago sp.) 30%, ruzmarina
(Rosmarinus officinalis L.) 30%, lipe (Tilia sp.) 25%, kadulje (Salvia sp.) 20%,
bagrema (Robinia pseudacacia L.) 20% i lavande (Lavandula sp.) 20%. (12)

Apsolutni monoflorni med ne postoji jer pcele nikada ne posjecuju samo jednu biljnu
vrstu, pa ¢ak i ako ona dominira na tom podruc¢ju. Monoflorni medovi se svrstavaju u

vrijedniju kategoriju te time postizu vec¢u cijenu od poliflornih. (12)

Poliflorni med je mje$avina meda razli¢itih vrsta, npr. livadni ili voéni med. (12)

1.2.2. Med medljikovac

Med medljikovac pcele proizvode od medne rose (medljike), slatke tvari koja se javlja
na listovima i ostalim dijelovima crnogori¢nog i bjelogori¢nog drveéa. Medljika je
izluGevina kukaca iz reda jednakokrilaca (Hemiptera) od kojih su za pcelarstvo
najznacajnije lisne 1 Stitaste usi. One na biljkama siSu sokove kroz tanko i dugacko rilo
koje uvuku kroz biljno tkivo, sve do sitastih cijevi kojima kolaju biljni sokovi koje

iskoristavaju te viSe ili manje preradene izluCuju kroz analni otvor u obliku sitnih

Ti sokovi sadrze 10 — 30% suhe tvari od ¢ega veci dio otpada na ugljikohidrate (5 —
20%), dok ostatak ¢ini pepeo (1 — 3%), bjelancevine (0,03 — 3%), organske kiseline,
vitamini i enzimi. Uz to medljika sadrzi stanice algi i gljiva. Medljikovac se od
nektarnog meda razluuje metodom elektriéne vodljivosti, koja mora biti veca od 1,00

mS/cm. (12)

U odnosu na nektarni med, medljikovac ima vecu obojanost, ve¢i sadrzaj mineralnih
tvari te vecu koli¢inu oligosaharida, narocito melecitoze. Takoder je manje sladak od

nektarnog meda, ima manje organskih Kiselina te ve¢u pH vrijednost. (9)

Postoji i tzv.mijesani med koji je mjeSavina nektarnog meda i meda medljikovca. (12)



Slika 5: Med medljikovac(13)

1.3. Kemijski sastav meda

Med ima izuzetno sloZeni kemijski sastav s vise od 70 razli¢itih komponenti. Te
komponente mogu potjecati od pcela, od medonosne biljke ili mogu nastati tijekom

zrenja u sacu. (14)

Unato¢ razvoju razli€itih analitickih metoda sastav meda do danas nije u potpunosti
razjaSnjen S$to onemogucuje industrijsku proizvodnju, otezava patvorenje meda te tako
on zadrzava svojstva prirodne namirnice proizvedene iskljucivo od strane pcela.
Najvaznije svojstvo kojim se moze opisati kemijski sastav meda je varijabilnost i

prakti¢ki ne postoje dva uzorka meda koja su u potpunosti identi¢na. (15)

Razli¢ite vrste meda, kao i med unutar pojedine vrste, razlikuju se po svom sastavu u
ovisnosti o biljnom i geografskom podrijetlu, klimatskim uvjetima, pasmini pcela te

sposobnostima samog pcelara (nacin dorade i skladiStenje meda). (16)

trisaharidi i ostali saharoza 1,5% minerali, vitamini

C o
ugljikohidrati I enzimi 0,5%
4,2%
| 7,2%
reltoza 128 fruktoza 38,5%

voda 17,1%

glukoza 31,0%

Slika 6:Prosje¢ni kemijski sastav meda



1.3.1. Ugljikohidrati

Ugljikohidrati su glavni sastojak meda i njihov udio iznosi 73-83 %, $to med ¢ini
prezasi¢enom otopinom Secera. Najzastupljeniji su fruktoza, s udjelom od 33,3-40,0 % i
glukoza s udjelom od 25,2-35,3 %. Ova dva monosaharida Cine prosje¢no 88-95 %
ukupnih ugljikohidrata, daju medu slatkoc¢u, energetsku vrijednost te najvise utjecu na
njegova fizikalna svojstva kao S$to su viskoznost, gustoéa, ljepljivost, sklonost

kristalizaciji, higroskopnost te mikrobiolosku aktivnost (16, 17, 18).

Omjer fruktoze i glukoze (F/G) karakteristican je za pojedine vrste meda i u veéini
slu¢ajeva je veéi od 1,0. Kao bogati fruktozom isti¢u se med od bagrema i kestena (F/G
1,5-1,7) dok su neke od rijetkih vrsta s ve¢im udjelom glukoze med od uljane repice i
maslacka (14,19).

Omjer fruktoze i glukoze te omjer glukoze i vode u medu su vrlo bitni jer se pomocu
njih moze odrediti 1 predvidjeti tendencija kristalizacije meda. Glavni Seceri koji medu
daju slatko¢u su fruktoza, glukoza, saharoza i maltoza. Budu¢i da je fruktoza
najzastupljenija u medu, med je u prosjeku 1,5 puta sladi od konzumnog Secera.
Priblizno 95% Secera prisutnih u medu je fermentabilno, $to je vazno u proizvodnji
medovine 1 pekarskih proizvoda. Medutim, med sa udjelom Secera viSim od 83% i

udjelom vode ispod 17,1% nece podlije¢i fermentaciji ukoliko se pravilno skladisti (15).

Koli¢ina 1 odnos izmedu pojedinih ugljikohidrata u medu ovise prije svega o njegovom
botanickom i geografskom podrijetlu, ali i o sastavu i intenzitetu lucenja nektara,

klimatskim uvjetima i fizioloskom stanju i pasmini p¢ela. (20)

Odredivanje saharoze je vazno kako bi se utvrdilo eventualno patvorenje meda,

hranjenje pcela Se¢erom (saharozom) ili direktno dodavanje Secera u med. (15)

1.3.2. Voda

Voda je drugi najzastupljeniji sastojak meda i njen se udio u medu kreée izmedu 15 i
23%. Udio vode znaajno utjeCe na neka fizikalna svojstva meda (kristalizacija,
viskoznost ili specificna tezina), a ovisi o klimatskim uvjetima, pasmini pcela, snazi
pcelinje zajednice, vlaznosti, temperaturi zraka u kosnici, uvjetima pri preradi i Cuvanju,
kao 1 o botani¢kom podrijetlu meda. Zbog higroskopnosti meda koli¢ina vode u njemu
nije stalna veli€ina, ve¢ se za vrijeme Cuvanja, u ovisnosti o vlaznosti zraka, mijenja.
Udio vode je najvazniji parametar kakvo¢e meda buduci da odreduje stabilnost meda i

otpornost na mikrobiolosko kvarenje (fermentaciju) tijekom cuvanja. (21)



1.3.3. Kiseline

Iako su prisutne u malim koli¢inama, kiseline su odgovorne za stabilnost meda te za
njegov miris i okus. Najzastupljenija je glukonska kiselina koja nastaje djelovanjem
pcelinjeg enzima glukoza-oksidaze na glukozu. U medu su prisutne i druge kiseline
poput mravlje, octene, maslacne, jabuc¢ne i druge. Kiselost meda ovisi o njegovom
botanickom podrijetlu paje tako pH nektarnog meda u rasponu od 3,3 do 4,6, dok je za
medljikovac i med kestena od 4,5 do 6,5. (22)

Bagremov med karakterizira mala koli¢ina organskih kiselina dok tamniji medovi imaju
vecu kiselost. Previsoka kiselost meda uglavnom zna¢i da je med neko vrijeme
fermentirao $to je rezultiralo pretvorbom alkohola kao produkta fermentacije u

organsku kiselinu. (23)

1.3.4. Proteini i aminokiseline

Med sadrzi male koli¢ine proteina koji ve¢inom potjecu od pcele, no dio dospijeva iz
biljke tj. nektara i peludi. Proteini se mogu koristiti kao parametar za odredivanje
botanickog podrijetla, no bolji pokazatelj su slobodne aminokiseline u medu.
Najzastupljenija aminokiselina u medu je prolin te ¢ini od 50 do 85% ukupnih
aminokiselina. Uz prolin, identificirano je jo§ 26 esencijalnith i1 neesencijalnih
aminokiselina. Aminokiseline u med dospijevaju ve¢inom iz nektara, a manjim dijelom

iz peludi i od samih pcela. (22,24)

1.3.5. Enzimi

Enzimi koji se nalaze u medu potjecu od izlu€evina pcela, cvjetnog praha te dijelom iz
nektara. Enzimi su bioloski katalizatori, a uloga u medu im je ubrzavanje kemijskog
procesa pretvaranja nektara u med. Najzastupljeniji enzimi u medu su invertaza,

katalaza, dijastaza i kisela fosfataza. (25,26)

Dijastaze su najznacajniji enzimi u medu koji se sastoje od a-amilaze, koja razlaze
Skrob na dekstrine, i od B-amilaze koja ga razlaze na maltozu. Osjetljivi su na toplinu i
time ukazuju na pregrijavanje proizvoda i stupanj ocuvanosti. Zbog toga se aktivnost
dijastaze uz sadrzaj hidroksimetilfurfurala koristi kao pokazatelj kvalitete, stupnja
zagrijavanja te uvjeta skladiStenja meda. Aktivnost dijastaze odgovara aktivnosti
enzima prisutih u 1 g meda, koji mogu hidrolizirati 0,01 g skroba u 1 satu pri 40 °C, a
prikazuje se u obliku dijastaznog broja u Gothe jedinicama. U tretmanima toplinom,

pogotovo onima koji ukljucuju visoke temperature i kratko vrijeme, ne mora do¢i do
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unistenja enzima ve¢ moze do¢i do reverzibilne inaktivacije. Stoga je moguce da med
koji je tretiran na visokoj temperaturi ne pokazuje znacajno smanjenje koli¢ine enzima

jer moze doc¢i do oporavka aktivnosti dijastaze nakon zagrijavanja. (27)

Enzimi su vrlo znacajne komponente meda buduc¢i da se njihova aktivnost smatra
pokazateljem kakvoée, stupnja zagrijavanja i trajnosti te Cuvanja meda. Zajedno s
proteinima medu daju svojstva koja se umjetnim putem ne mogu proizvesti niti
nadomjestiti. (19)

1.3.6. Vitamini

Vitamina u medu ima u malim koli¢inama koje su nedovoljne za potrebe ljudskog
organizma. Zastupljeni su vitamin C i neki vitamini B kompleksa (riboflavin,
pantotenska kiselina, piridoksin, biotin, nikotinska kiselina) te mala koli¢ina K i E
vitamina. Koli¢ina vitamina u medu ovisi o biljci s koje pcele sakupljaju nektar, zrelosti
meda, peludi i uvjetima skladiStenja. Najveéi izvor vitamina su peludna zrnca.
Filtracijom dolazi do smanjenja sadrzaja vitamina zbog skoro potpunog uklanjanja
peludi. Jo$ jedan faktor koji uzrokuje gubitak vitamina je oksidacija askorbinske

kiseline sa vodikovim peroksidom (nastalim iz glukoza oksidaze). (28)

1.3.7. Mineralne tvari

Med sadrzi €itav niz mineralnih tvari od kojih su neke vrlo vazne za pravilan rad
ljudskog organizma iako su koli¢inski slabo zastupljene (prosje¢no 0,1-0,2 % u
nektarnom medu i do 1,5 % u medljikovcu izraZzeno kao udio pepela). Prevladavaju
kalij, natrij, kalcij, fosfor, sumpor, klor, magnezij, Zeljezo i aluminij, a u malim
koli¢inama prisutni su jo$ i bakar, mangan, krom, cink, olovo, arsen, titan, selen i dr.
Najzastupljeniji mineral je kalij koji zajedno s natrijem, kalcijem i fosforom ¢ini

najmanje 50 % ukupnog udjela mineralnih tvari. (15,16)

Udio mineralnih tvari u medu ponajvise ovisi o njegovom botanickom podrijetlu, ali
takoder 1 o klimatskim uvjetima i sastavu tla na kojem je rasla medonosna biljka.
Karakteristi¢an sastav tla odredene regije ocCituje se 1 u mineralnom sastavu medonosne

biljke odnosno mineralnom sastavu njenog nektara i peludi. (27,29)



1.3.8. Fitokemikalije

U kemijskom sastavu meda nalaze se fitokemikalije koje potjecu iz biljaka s kojih su
pcele skupljale nektar ili mednu rosu. Dokazano je da mnogi spojevi iz skupine
fitokemikalija pozitivno utjeu na zdravlje Covjeka. U fitokemikalije se ubrajaju

antioksidansi i flavonoidi. (30)

Antioksidansi su tvari koje Stite stanice od oksidacijskog djelovanja slobodnih radikala.
Ti slobodni radikali mijenjaju strukturu drugih biomolekula ¢ime izazivaju razne
zdravstvene probleme, starenje organizma i ostecenja stanica. Antioksidansi mogu biti
enzimske i neenzimske prirode. Bitni su i kod o¢uvanja meda jer svojim djelovanjem
sprjeCavaju kvarenja koja su uzrokovana oksidativnim promjenama koje nastaju zbog

djelovanja svjetlosti, topline i nekih metala. (30)

Flavanoidi imaju antioksidativni uinak, nalaze se u biljkama i vezani su uz proces
fotosinteze pa su tako prisutni u vocu, povréu, sjemenkama, cvijecu, ali i u ¢aju, vinu,
medu i propolisu. Takoder, oni djeluju antimikrobno, inhibiraju razne enzime, imaju

citotoksi¢ni I antitumorni u¢inak te djeluju kao estrogeni. (30)

1.3.9. 5-Hidroksimetilfurfural

Karbonilni spoj 5-hidroksimetilfurfural (HMF) je tipi¢ni parametar za odredivanje
uvjeta skladiStenja namirnica. Nastaje tijekom razgradnje Secera iz 3-deoksiglukozona
(3-DG) ciklizacijom i odvajanjem vode. Jedan je od najpoznatijih meduprodukata
Maillardove reakcije. HMF moze nastati pod utjecajem topline ili u kiselim uvjetima iz
glukoze ili fruktoze. Stoga se HMF mozZe na¢i u namirnicama bogatim Secerom i blago

Kiselim, posebice ako su bile izloZzene poviSenoj temperaturi. (31)

Sadrzaj HMF-a u medu varira od 1 do 75 mg/kg te je parametar kvalitete. Koncentracije
HMF iznad 40 mg/kg su neodgovaraju¢e, mogu ukazivati na predugo skladistenje ili
zagrijavanje meda. Svjezi med uglavnom ne sadrzi HMF. Iz navedenih razloga HMF je

indikator za utjecaj skladistenja i topline. (32)

HO\/mO

O

Slika 7.Struktura 5-hidroksimetilfurfurala (33)
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1.4. Fizikalna svojstva meda

Fizikalna svojstva meda su usko povezana sa kemijskim sastavom meda. Zbog razlika u
sastavu meda vrijednosti ovih parametara mogu biti specifi¢ne i razlicite. Pojedini
sastojci meda utjeCu na odredeno svojstvo ili istovremeno na nekoliko njih. Dokazano je
da o udjelu vode ovisi viskoznost, indeks refrakcije i specifi¢na masa. Optic¢ka aktivnost
je povezana sa sastavom 1 udjelom pojedinih ugljikohidrata, dok elektricna vodljivost

prije svega ovisi 0 udjelu mineralnih tvari. (16,34)

1.4.1. Viskoznost

Viskoznost oznacava stupanj tekuceg stanja meda. Na viskoznost utjece vise faktora od
kojih su najznacajniji udio vode i temperatura. Porastom temperature viskoznost meda
se smanjuje, a taj utjecaj najizrazeniji je na temperaturi ispod 15 °C. Ostali faktori koji
utjecu na viskoznost su medonosno bilje od kojeg potjece nektar, broj i veli€ina kristala
u medu te sastav ugljikohidrata (veéi udio di- i trisaharida doprinosi ve¢oj viskoznosti).

(35)

1.4.2. Kristalizacija

Mnogi kupci misle da je kristalizirani med pokvaren ili mu je naknadno dodan secer, $to
je neto¢no. Kristalizacija je prirodno svojstvo meda.Med je prezasi¢ena otopina glukoze

i spontano prelazi u stanje ravnoteze kristalizacijom suvisne koli¢ine glukoze u otopini.

(27)

Glavni uzro¢nik kristalizacije je sadrzaj vode u medu no neizostavni faktor je i
temperatura. Med ne kristalizira iznad 25 °C niti ispod 5 °C. Kristalizacija je proces
oslobadanja vode i kao rezultat dobije se veéi sadrzaj vode u medu te se time povecava
opasnost od fermentacije i kvarenja. Stoga je vrlo bitno med ostaviti da u potpunosti
kristalizira jer se time med konzervira. Bitno je naglasiti da kristalizacija ne utje¢e na

promjenu kvalitete meda. (36)

Slika 8. Kristalizirani med (37)
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1.4.3. Higroskopnost

Higroskopnost je svojstvo meda da u ovisnosti o relativnoj vlaznosti zraka i udjelu vode
na sebe privlaci ili otpusta vodu. Proces je uvjetovan velikom koli¢inom Secera. Taj
proces traje do nastanka ravnoteze (58% vlaznosti zraka i 17,4% vode u medu).
Fruktoza je higroskopnija od glukoze pa visok udio fruktoze med ¢ini higroskopnijim.
Cuvanjem meda u vlaznim prostorijama izaziva pove¢avanje masenog udjela vode te

kao posljedica nastaje med podlozniji fermentaciji i kvarenju. (36)

1.4.4. Elektri¢na vodljivost

Elektri¢na vodljivost je svojstvo koje uvelike ovisi o udjelu mineralnih tvari i kiselina u
medu; Sto je on vedi, veca je i elektricna vodljivost meda. Danas se kontroli kakvoce
meda zbog jednostavnosti i brzine umjesto odredivanja udjela pepela provodi mjerenje
elektricne vodljivosti. Ono sluZi kao dobar kriterij za odredivanje botanickog podrijetla

meda tj. za razlikovanje nektarnog meda od medljikovca.

Prema Pravilniku nektarni 1 mijeSani med moraju imati elektricnu provodnost manju od
0,8 mS/cm, a medljikovac i med kestena vecu od 0,8 mS/cm. Iznimke su medovi
eukaliptusa, vrijeska, planike, manuke, ¢ajevca i lipe, zbog prirodno velikih varijacija u

elektri¢noj provodnosti. (1)

1.4.5. Opticka aktivnost meda

Opticka aktivnost meda je funkcija udjela pojedinih ugljikohidrata u medu.Vodena
otopina meda je opticki aktivna, tj.ima sposobnost zakretanja ravnine polarizirane
svjetlosti. Fruktoza zakre¢e ravninu polarizirane svjetlosti ulijevo, a glukoza, svi
disaharidi, trisaharidi i visi oligosaharidi udesno. Nektarni med zbog veceg udjela
fruktoze zakrece svjetlost u lijevo, odnosno pokazuje negativnu opticku aktivnost dok
medljikovac zbog veceg udjela oligosaharida, ponajvise melecitoze i erloze, zakrece

svjetlost udesno, tj. pokazuje pozitivnu opti¢ku aktivnost. (16)

1.4.6.Specificna masa

Specificna masa meda predstavlja omjer mase meda prema masi iste koli¢ine vode 1
ovisi prvenstveno o udjelu vode u medu. Specificna masa kvalitetnih vrsta meda veca je
od 1,42. Medonosno bilje od kojeg potjece nektar moze utjecati na specificnu masu
meda. (39)
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1.4.7. PovrSinska napetost

Mala povrSinska napetost ¢ini med izvrsnim sredstvom za zadrzavanje vlaznosti u
kozmeti¢kim proizvodima. PovrSinska napetost ovisi 0 podrijetlu meda, a vjerojatno je
povezana s koloidnim cCesticama. Zajedno s velikom viskozno$éu odgovorna je za

stvaranje pjene u medu. (27)

1.5. Senzorska svojstva meda

Boja, okus 1 miris su najvaznija senzorska svojstva meda i najviSe ovise o biljnom
podrijetlu meda te o uvjetima prerade 1 cuvanja, a njihova analiza ima znac¢ajnu ulogu u

definiranju ukupnih svojstava meda. (15)

Rezultati senzorske analize mogu ukazati i na neka patvorenja meda kao $to su
patvorenje dodavanjem Secera, dobivanje meda hranjenjem pcela Seéerom te
deklariranje neodgovarajuce vrste meda obzirom na botani¢ko podrijetlo. Takoder je
mogucée utvrditi i kontaminaciju stranim tvarima kao $to su sredstva protiv moljaca
(naftalen, etilen-dibromid, p-diklorbenzen), repelenti (benzaldehid), miris i okus dima
itd. Na sveukupnu senzorsku procjenu utjece i grijanje meda te dulje skladiStenje pri

viSim temperaturama. (14,15).

1.5.1. Boja meda

Boja meda moze biti razli¢ita, od svijetlozute, Zute, smede do tamnosmede, u ovisnosti
o botanickom podrijetlu meda. Izrazito svijetle boje je bagremov med, a tamnosmede
boje je kestenov med. Boja ostalih medova krec¢e se izmedu te dvije krajnosti. Med
postaje svjetliji poslije kristalizacije (jer su kristali glukoze bijeli), ali potamni tijekom

Cuvanja. Intenzivnije potamni ako se ¢uva pri viSoj temperaturi. (27)

Boja je odredena i kemijskim sastavom, tj.udjelom karotenoida, karotena i ksantofila
(zuta boja), flavonoida, klorofila, antocijana (ruzicasta boja), tanina (tamna boja). Med
postaje tamniji pri kondenzaciji proteina i aminokiselina s reduciraju¢im Secerima
(Maillardove reakcije), pri ¢emu se stvaraju melanoidi kao 1 uslijed prisustva produkata
dobivenih razgradnjom fruktoze. Osim toga, u Maillardove reakcije mogu uéi i
polifenoli, askorbinska kiselina te karbonilni spojevi koji se mogu naci u medu ovisno o
njegovom botanickom podrijetlu. Boja meda je povezana i sa koli¢inom pepela,

pogotovo zeljeza, bakra 1 mangana. Med tamnije boje sadrzi viSe mineralnih tvari.
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Prozirnost i jasno¢a ovisi o koli¢ini Cestica kao $to je pelud. Opcenito proljetni je med

svjetliji, a kasni ljetni tamniji. (27)

Slika 9. Razlicite boje meda (40)

1.5.2. Miris/aroma meda

Med sadrzi preko pedeset mirisnih spojeva. Kod monoflornog meda, miris i okus su
svojstveni odredenoj biljnoj vrsti dok poliflorni med ima neodreden okus i1 miris. Miris
meda u vecini slucajeva ovisi o biljci od koje je dobiven. Mirisne tvari su lakohlapljive
pa Cuvanjem ili zagrijavanjem miris slabi ili nestaje. Neke vrste meda nemaju specifi¢an

miris, dok neke poput kestena i lavande karakterizira miris po medonosnoj biljci. (27)
Mirisne tvari mogu se podijeliti u tri skupine:

1. karbonilni spojevi (aldehidi i ketoni) - acetaldehid, propilaldehid, aceton,
metiletilketon i dr.

2. alkoholi - propanol, izopropanol, etanol, butanol, izobutanol, fenol i dr.

3. esteri - metilni i etilni esteri mravlje, octene, propionske, benzojeve i drugih
kiselina. (27)

Aroma meda potjee od etericnih ulja, aromatiénih aldehida, diacetila,
Aroma slabi ¢im med kristalizira jer se eteri¢na ulja uklapaju u kristale. U Maillardovim
reakcijama kao produkti razgradnje fenolnih kiselina nastaju aromatski karbonili
(vanilin, anisaldehid, benzaldehid, fenilacetilaldehid i acetofenon). Oni snazno
pridonose aromi meda, a nadeni su u vrlo malim koli¢inama u medu od suncokreta,
kestena, narance, bagrema i eukaliptusa. Istrazivanjima hlapljivih sastojaka u medu i
nektaru 1 medusobnim usporedbama, dokazano je da hlapljive komponente meda
potjeCe pretezito iz biljke iako neke potjecu i od samih pcela. Do sada je u medu
otkriveno vise od Sesto razli¢itih hlapljivih komponenata no mnoge od njih jo$ nisu

identificirane i kvantificirane. (27)
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1.5.3. Okus meda

Okus meda povezan je s mirisom, a slatko¢a meda ovisi o udjelu i omjeru glukoze,
fruktoze, aminokiselina, eteri¢nih ulja 1 organskih kiselina. Med moze biti slatkog do

gorkog okusa. Nakon fermentacije med poprima kiseli okus. (27)

1.6. Hlapljivi spojevi meda
Hlapljivi spojevi koji su odgovorni za aromu meda prisutni su u medu u vrlo niskim

koncentracijama i ¢ine slozenu smjesu spojeva relativno malih molekulskih masa.

Hlapljivi spojevi u medu mogu nastati:

e direktnim prijenosom iz biljke,

e pretvorbom biljnih sastojaka od strane pcela,

e proizvodnjom od strane pcela,

e pretvorbama spojeva prisutnih u nezrelom medu,

e dodatnim postupcima obrade. (42)

1.6.1. Metode izolacije hlapljivih spojeva u medu

Izolacija hlapljivihspojeva iz kompleksne smjese kao $to je med je vrlo zahtjevna.
Metode izolacije mogu pokazivati razli¢iti stupanj selektivnosti i u¢inkovitosti, ovisno o
vrsti spojeva te uvjetima izolacije. Nadalje, zagrijavanjem meda ve¢ pri temperaturi od
50 °C stvaraju se novi hlapljivi spojevi kao §to su produkti Streckerove degradacije i
Maillardove reakcije koji nastaju zagrijavanjem ugljikohidrata i aminokiselina prisutnih
u medu. U cilju dobivanja reprezentativnog profila hlapljivin spojeva (tzv.
»fingerprinta®) potrebno je odabrati prikladnu metodu izolacije. Najcesc¢e metode
izolacije su: hidrodestilacija (HD), mikrosimultana destilacija — ekstrakcija (MSDE)
(Slika 10), ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (USE) i mikroekstrakcija na ¢vrstoj
fazi (SPME). (41)
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Slika 10.a — predekstrakcija meda s diklormetanom; b - simultana destilacija -

ekstrakcija otapalom (41)

1.6.2. Analiza hlapljivih spojeva

Analiza hlapljivih spojeva se pretezno provodi Vvezanim sustavom plinska
kromatografija — spektrometrija masa (GC-MS). Pod analizom hlapljivih spojeva
podrazumijeva se identifikacija pojedinih sastojaka smjese, odnosno kvalitativna analiza

te odredivanje udjela identificiranih sastojaka u smjesi, odnosno kvantitativna analiza.

1.6.3. Plinska kromatografija (GC)
Plinska kromatografija omoguc¢ava razdvajanje razli¢itih komponenti iz smjese u kojoj
se nalaze. Osnovne prednosti ove metode su brzina, jednostavnost i visoka osjetljivost.
Uredaj za plinsku kromatografiju se sastoji od sljede¢ih dijelova:

e injekcijski blok

e kromatografska kolona

e termostat

e detektor

e pisac. (44)
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Slika 11. Shematski prikaz plinskog kromatografa (43)

Uzorak se injektira pomocu injekcijske Sprice, a samo injektiranje mora biti provedeno
brzo te uzorak mora brzo i potpuno ispariti. Mobilna faza kod plinske kromatografije je
inertni plin kojem je zadaca odjeljivanje hlapljivih spojeva te njihovo iznoSenje iz
kolone. Vrlo je bitno da je mobilna faza u potpunosti inertna kako ne bi doslo do
reakcije s uzorkom ili stacionarnom fazom. Najces¢e koriSteni plinovi za mobilnu fazu
su helij, dusik, vodik ili argon. Stacionarna faza je nehlapljiva tekucina koja je vezana

za stijenke ili sorbens. (44)

Kromatografske kolone su smjeStene u termostatu kojem se ovisno o prirodi uzorka
kontrolira temperatura, a mogu biti izradene od metala, stakla ili plastike. Plinska
kromatografija zahvaljujuci svojoj visokoj osjetljivosti omogucava razdvajanje spojeva
koji su u smjesi prisutniu vrlo malim koncentracijama. Ovom metodom se moze
odvajati veliki broj tvari, ukljucujuci Sirok raspon njihovih vreliSta. Za primjenu plinske
kromatografije u obradi uzorka jedini je uvjet odgovarajuéi tlak para pri temperaturi
pogodnoj za odvajanje komponenti uzorka te njegova stabilnost pri istoj. Medutim,

postoje i neki nedostaci ove metode:
1) Razdvajanje komponenti smjese moZe biti nepotpuno.

2) Prilikom injektiranja uzorka, smjese hlapljivih spojeva, potrebno je voditi ra¢una o
razrijedenosti. Naime, pri visokoj razrijedenosti konstituente prisutne u uzorku u manjoj
koncentraciji nije moguce detektirati, a visoka koncentriranost uzorka dovodi do
preplavljivanja kolone glavnim konstituentima $to uzrokuje maskiranje pikova manjih

konstituenata te njihovu otezanu identifikaciju.

3) Moze biti vremenski duga ukoliko je cilj postupka izolacija svih hlapivih spojeva.
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4) Ako uzorak sadrzi komponente visokog vreliSta potrebno je viSe vremena na
postavljenoj temperaturi da bi doslo do njihovog eluiranja s kolone. Cesto se dogodi da

se visoko vrijuée tvari dugo zadrzavaju u koloni te je na taj nacin ostete.

Detektor za identifikaciju izoliranih spojeva kod plinske kromatografije moze biti bilo
koji uredaj koji na osnovu odredenog fizikalnog ili kemijskog svojstva detektira

prisutnost odredene komponente. (44)

1.6.4. Spektrometrija masa (MS)

Spektrometrija masa (engl. mass spectrometry, MS) je analiticka metoda kojom se moze
odrediti relativna molekulska masa spoja. MS je metoda strukturne analize, tj. metoda
identifikacije ispitivane tvari jer je spektar masa karakteristican za pojedinu tvar.
Princip rada uredaja je da se molekule uzorka bombardiraju elektronima visoke energije
koji uzrokuju izbijanje elektrona iz molekule te nastajanje molekulskog iona visoke
energije sklonog cijepanju u fragmente. Nabijeni fragmenti, kationi, dolaze do detektora
masa, gdje se razdvajaju prema njihovoj masi, to¢nije prema omjeru mase i naboja.

Rezultati MS analize, maseni spektri, se prikazuju u obliku dijagrama. (45)

akceleratcrske

elektrode s
otinom

 filomen® pukoti
odbijajuce
elektrode I I
"'ﬁ_ T

— (.:;:"._ Tk

ionski izvor I 4
neusmjereni laki ioni

| neusmjereni teski ioni

magne*ske polje

detektor
usmjereni

ionski snop

Slika 12.Shematski prikaz spektrometra masa (46)

Prednost spektrometrije masa je njena visoka osjetljivost i1 to¢nost. Identifikacija
nepoznatog spoja provodi se usporedbom masenog spektra tog spoja S masenim

spektrom iz baza spektara poznatih tvari, tako da se nade identican maseni spektar. (45)

1.6.5. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa

Kombinirana tehnika plinska kromatografija-spektrometrija masa (engl. gas

chromatography-mass spectrometry, GC-MS) omoguéava dobivanje velikog broja
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podataka uz koriStenje minimalne koli¢ine materijala. Plinska kromatografija je izvrsna
tehnika za separaciju i1 kvantizaciju, ali nepouzdana za kvalitativno odredivanje te se
zato koristi u kombinaciji s masenom spektrometrijom koja anulira taj nedostatak.
Kombinacijom dviju metoda postiZe se visoka osjetljivost (reda veli¢ine 1072 - 10°%° g)
te omogucava analiza smjese s velikim brojem komponenata relativno velikom
brzinom. Cetveropolni analizator masa omoguéava snimanje spektra u nekoliko
milisekundi. lako je GC-MS tehnika vrlo osjetljiva poteSkoc¢e u analizi moze izazvati
slaba hlapljivost nekih spojeva ili njihova nestabilnost pri povisenim temperaturama
(47).

Komponente smjese odjeljuju se u termostatiranoj koloni plinskog kromatografa i kao
takve odlaze plinom nositeljem u detektor (spektrometar masa). Dobiveni spektar masa
usporeduje se s racunalnom bazom spektra masa te se odreduje postotak slaganja na
osnovu ¢ega se moze identificirati spoj. Medutim, GC-MS metoda daje jo§ jedan vazan
podatak za identifikaciju spoja, a to je vrijeme zadrzavanja pojedinog spoja na koloni

odnosno retencijsko vrijeme (47).

MS detektor GC separativna teknika

transferni vod

= e , "
000000 || S f—< A
7 0
ooo / == 4=
kontrolni : ity
elektronicki sustav | detektor maseni spektrometar 1zvor 1ona
ooo
0o
~ 600
pumpa vakuumski sustav v

pojacalo
detektora

Slika 13.Shematski prikaz GC-MS-a (48)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Med od kadulje (Salvia officinalis L.)

Med od kadulje najcesce je svijetlozute ili zelenkaste boje. Ugodnog je, pomalo gorkog
okusa i jakog mirisa po kadulji.

Dobiva se iz cvijeta biljke kadulje koja je zbog svoje ljekovitosti stekla status svete
biljke. Ova biljka je vrlo osjetljiva na zimu te zbog toga najvise raste na mediteranskom
podrucju, a cvate od svibnja do lipnja. U kontroliranim uvjetima moze se uzgajati i u
drugim dijelovima zemlje. Med od kadulje ima miris po cvijetu kadulje te je vrlo
ljekovit sa snaznim antiseptickim, umiruju¢im i antivirusnim djelovanjem. Posebno je
dobar za bolesti diSnih organa kao $to su bronhitis i suhi kaSalj jer potice izbacivanje
sluzi iz organizma. PospjeSuje mokrenje te se stoga preporucuje kao dodatak u biljnim
¢ajevima protiv gihta i raznih reumatskih problema. Zbog svog umirujué¢eg djelovanja,
brzo utjeCe na stanja nervoze i straha. Smanjuje napetost i stres, povecava energiju i

poboljsava raspolozenje. (49)

Medu od kadulje treba duze vremena da se kristalizira jer sadrzi viSe fruktoze od veéine
drugih vrsta meda te bi zbog toga mogli pomisliti da je zato sladi, ali nije. Okus mu je
blag, a visi udio fruktoze doprinosi smanjenju glikemijskog indeksa. Vecina kuhara
preferira med od kadulje kod zasladivanja jela jer je blagog okusa (49). Med od kadulje

se jos§ koristi u raznim kozmetickim preparatima kao §to su kreme, losioni 1 balzami.

U ovom radu su koristena tri meda od kaduljepribavljena sa sajma “Dalmatina” iz 2018.
godine, a njihova monoflornost je potvrdena u Zavodu za ribarstvo, pcelarstvo, lovstvo i

specijalnu zoologiju Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

2.2. Hidrodestilacija

Hidrodestilacija je provedena u modificiranoj aparaturi prema Clevengeru (slika 14).
Masa od otprilike 50 g meda (3 uzorka) stavljena je u tikvicu od 500 mL te je dodano
100 mL destilirane vode. U sredisnju cijev aparature prema Clevengeru stavljena je
destilirana voda i 2 mL organskog otapala, pentana koji predstavlja tzv. trap.

Hidrodestilacija je provedena u trajanju od 2,5 h. Nakon zavrSetka hidrodestilacije,
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organski trap s hlapljivim spojevima je prebacen pipetom u staklenu bocicu od 5 mL te
je otapalo upareno laganom strujom duSika do volumena 0,05 mL. Injekcijom je

izvrSeno ru¢no injektiranje u GC injektor (5 pL) (50).

Iz vodenog dijela u sredi$njem dijelu aparature po Clevengeru, kao i vodeneotopine u
tikvici za destilaciju uzeto je 2mL uzorka za daljnju izolaciju pomocu mikroekstrakcije

vr$nih para na krutoj fazi koriste¢i automatski sustav PAL RSI.

1.tikvica s okruglim dnom

2. povratno hladilo

3.prostor za prihvat destilata

}
4 kalota za zagrijavanje
5.reostat
|
|
s N

&g

Slika 14.Shematski prikaz modificirane aparature prema Clevengeru (43).
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2.3. Mikroekstrakcija vrsnih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME)

Vodene uzorak (2 mL), uzet iz centralnog dijela aparature po Clevengerukao i iz tikvice
za destilacijuje stavljen u bocicu (20 mL) koja je hermeticki zatvorena ¢epom na navoj
koji sadrzi PTFE / silikonsku septu.

Za mikroekstrakciju vr$nih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME) koristen je automatizirani
PAL RSI SPME drza¢ s tipom vlakna s ovojnicom DVB / CAR / PDMS (divinilbenzen
/ karboksen / polidimetilsiloksan). Automatizirani PAL RSI eksperimentalni postupak

sastojao se od sljedecih koraka:

e kondicioniranje SPME vlakna prema uputama Supelco Co.,

e mijeSanje uzorka (brzina mijeSanja: 250 okr / min; vrijeme mijeSanja: 5 sec.;
vrijeme iskljucenja mijesalice: 2 sec),

e ravnoteza tijekom 30 min na 60 °C,

e ckstrakcija isparljivih tvari 40 minuta bez mijesanja i

e uvodenje SPME vlakna u GC injektor za desorpciju spojeva (7 min).

Kod staticke analize vr$nih para koristi se automatska igla za rad PAL RSI sustava

kojom se uzorkuju vr$ne pare iznad uzorka i izravno injektiraju u GC injektor (50).

2.4. Analiza hlapljivihspojeva vezanim sustavom plinska kromatografija

spektrometrija masa (GC-MS)

Analiza hlapljivinspojeva uzorka izvrSena je plinskom kromatografijom sa
spektrometrijom masa (GC-MS). Koristen je vezani sustav GC-MS proizvodaca Agilent
Technologies koji se sastoji od plinskog kromatografa 7820A, spektrometra masa

5977E te ractunala.

22



Slika 15.Vezani sustav plinska kromatografija i spektrometrija masa (50)

Analize su provedene na koloni sa nepolarnom stacionarnom fazom (HP-5MS) gdje je
stacionarna faza 5% difenil — 95% dimetilpolisiliksan; dimenzije kolone 30 m x 0,25
mm; debljina sloja stacionarne faze 0,20 um. Plin nositelj bio je helij protoka 1 mL/min
dok su temperature injektora i detektora bile 250 °C i 280 °C, a energija ionizacije 70
eVv.

Identifikacija pojedina¢nih spojeva provedena je usporedbom njihovih vremena
zadrzavanja s vremenima zadrzavanja poznatih tvari prethodno analiziranih GC-MS
sustavom u Zavodu za organsku kemiju. lIdentifikacija je provedena i usporedbom
spektara masa analiziranih spojeva sa spektrima masa iz literature ili komercijalne
biblioteke spektara masa (Wiley i NIST).

Za svaki uzorak analiziran vezanim sustavom GC-MS dobiveni su sljedeci rezultati:
-kromatogram ukupne ionske struje

-relativni udio pojedine komponente izrazen u postotcima (udio povrsine pika u ukupnoj
povrsini)

-vrijeme zadrzavanja svake komponente

-naziv spoja ili spojeva ¢iji je spektar najsli¢niji spektru nepoznate komponente (sli¢nost

je izrazena u postotcima). (50)
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3. REZULTATI

3.1. Prikaz rezultata

Analiza dobivenih uzoraka hlapljivih spojeva provedena je vezanim sustavom
plinska kromatografija- spektrometrija masa.Rezultati su prikazani tabli¢no i u obliku

reprezentativnih kromatograma.
Tablica 1. Hlapljivi spojevi meda od kadulje (uzork I) izolirani metodom HD

(hidrodestilacija).

Redni broj | Identifikacija Spoj Udio
(%)

1. MS 2-furankarboksaldehid 0,99
2. RI, MS a-pinen 0,15
3. RI, MS benzaldehid 1,27
4. RI, MS 1,8-cineol 0,29
5. RI, MS 2-fenilacetaldehid 62,74
6. RI, MS y-terpinen 0,22
7. RI, MS linaloloksid* 0,47
8. RI, MS a-terpinolen 0,29
9. RI, MS aldehid jorgovana (izomer 1)* 0,13
10. RI, MS aldehid jorgovana (izomer I1)* | 0,34
11. RI, MS nonanska kiselina 0,18
12. RI, MS karvakrol 1,18
13. RI, MS 0-3-karen 0,22
14. RI, MS heksanska kiselina 3,08
15. RI, MS heneikosan 0,45
16. RI, MS (2)-oktadek-9-enska kiselina 8,22
17. RI, MS trikosan 13,24
Ukupno identificirano 93,01

RI = retencijski indeks, MS = maseni spektar, *=to¢an izomer nije identficiran
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Tablica 2. Hlapljivi spojevi meda od kadulje (uzorak 1) izolirani HS-SPME metodom iz
vodenog dijela uzetog iz centralnog dijela Clevenger aparature

Redni | Identifikacija Spoj Udio
broj (%)
1. MS 2-furankarboksaldehid 0,65

2 RI, MS benzalehid 3,90

3. RI, MS 2-fenilacetaldehid 35,36

4 RI, MS eikosan 52,83
Ukupno identificirano 92,74

RI = retencijski indeks, MS = maseni spektar

Tablica 3. Hlapljivi spojevi meda od kadulje (uzorak 1) izolirani HS-SPME metodom iz
vodenog dijela uzetog iz tikvice Clevenger aparature

Redni | Identifikacija Spoj Udio
broj (%)
1. MS 2-furankarboksaldehid 0,16

2. RI, MS benzaldehid 1,59

3. RI, MS benzil-alkohol 0,26

4. RI, MS 2-fenilacetaldehid 21,67

5. RI, MS 2-feniletanol 0,83

6. RI, MS p-cimen-8-ol 0,35

7. RI, MS eikosan 72,93
Ukupno identificirano 92,74

RI = retencijski indeks, MS = maseni spektar
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Tablica 4. Hlapljivi spojevi meda od kadulje (uzork II) izolirani metodom HD

(hidrodestilacija)

Redni | Identifikacija Spoj Udio
broj (%)
1. MS 2-furankarboksaldehid 0,80

2. RI, MS benzaldehid 1,41

3. RI, MS 2-fenilacetaldehid 56,00

4. RI, MS y-terpinen 0,22

5. RI, MS oksid* 0,50

6. RI, MS nonanal 0,63

7. RI, MS aldehid jorgovana (izomer I)* 0,76

8. RI, MS aldehid jorgovana (izomer 11)* | 0,37

9. RI, MS nonanska kiselina 0,16
10. RI, MS timol 0,40
11. RI, MS heksanska kiselina 5,73
12. RI, MS heneikosan 0,67
13. RI, MS (2)-oktadek-9-enska kiselina | 9,57
14. RI, MS trikosan 19,20
Ukupno identificirano 96,24

RI = retencijski indeks, MS = maseni spektar, *=tocan isomer nije identficiran
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Tablica 5. Hlapljivi spojevi meda od kadulje (uzorak Il) izolirani HS-SPME metodom iz

vodenog dijela uzetog iz sredisnjeg dijela Clevenger aparature

Redni | Identifikacija Spoj Udio
broj (%)
1. MS 2-furankarboksaldehid 0,44

2. RI, MS benzaldehid 3,99

3. RI, MS 2-fenilacetaldehid 28,40

4. RI, MS 2-feniletanol 0,50

5. RI, MS p-cimen-8-ol 0,21

6. RI, MS eikosan 60,13
Ukupno identificirano 93,67

RI = retencijski indeks, MS = maseni spektar

Tablica 6. Hlapljivi spojevi meda od kadulje (uzorak I1) izolirani HS-SPME metodom iz

vodenog dijela uzetog iz tikvice Clevenger aparature

Redni | Identifikacija Spoj Udio
broj (%)
1. MS 2-furankarboksaldehid 0,31

2. RI, MS benzaldehid 3,05

3. RI, MS 2-fenilacetaldehid 42,22

4, RI, MS 2-feniletanol 0,17

5. RI, MS nonanska kiselinsa 0,83

6. RI, MS eikosan 44,66
Ukupno identificirano 91,24

RI = retencijski indeks, MS = maseni spektar
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Tablica 7. Hlapljivi spojevi meda od kadulje (uzork IllI) izolirani metodom HD

(hidrodestilacija)

Redni | Identifikacija Spoj Udio
broj (%)
1. MS 2-furankarboksaldehid 23,94

2. RI, MS a-pinen 0,10

3. RI, MS benzaldehid 1,43

4. RI, MS benzil-alkohol 0,19

5. RI, MS 2-fenilacetaldehid 66,34

6. RI, MS y-terpinen 0,13

7. RI, MS linalol 0,12

8. RI, MS karvakrol 0,71

9. RI, MS heksanska kiselina 0,47
10. RI, MS (Z)-oktadek-9-enska kiselina 1,01
11. RI, MS trikosan 2,16
Ukupno identificirano 96,40

RI = retencijski indeks, MS = maseni spektar

Tablica 8. Hlapljivi spojevi meda od kadulje (uzorak I1l) izolirani HS-SPME metodom

iz vodenog dijela uzetog iz srediSnjeg dijela Clevenger aparature

Redni | Identifikacija Spoj Udio
broj (%)
1. MS 2-furankarboksaldehid 0,31

2 RI, MS benzaldehid 15,50

3 RI, MS benzil-alkohol 0,14

4, RI, MS 2-fenilacetaldehid 55,74

5 RI, MS 2-feniletanol 0,14

6 RI, MS eikosan 22,10
Ukupno identificirano 93,93

RI = retencijski indeks, MS = maseni spektar
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Tablica 9. Hlapljivi spojevi meda od kadulje (uzorak Il) izolirani HS-SPME metodom
iz vodenog dijela uzetog iz tikvice Clevenger aparature

Redni | Identifikacija Spoj Udio
broj (%)
1. MS 2-furankarboksaldehid 12,78

2 RI, MS benzaldehid 9,78

3 RI, MS benzil-alkohol 0,41

4. RI, MS 2-fenilacetaldehid 63,89

5 RI, MS 2-feniletanol 1,22

6 RI, MS eikosan 1,32
Ukupno identificirano 89,40

RI = retencijski indeks, MS = maseni spektar
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Slika 16. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva meda od kadulje

(uzorak 1) izoliranih metodom HD (hidrodestilacija)
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Slika 17. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva meda od kadulje
(uzorak I1) izoliranih HS-SPME metodom iz vodenog dijela uzetog iz sredi$njeg dijela

Clevenger aparature
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Slika 18. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva meda od kadulje
(uzorak I11) izoliranih HS-SPME metodom iz vodenog dijela uzetog iz tikvice
Clevenger aparature
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4. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je istraziti hlapljive spojeve meda od kadulje. Hlapljivi spojevi meda
od kadulje izolirani su hidrodestilacijom (HD) u modificiranoj aparaturi po Clevengeru
te mikroekstrakcijom vrSnih para na krutoj fazi (HS-SPME) iz vodenog dijela uzetog iz
srediSnjeg dijela aparature po Clevengeru kao i iz tikvice za destilaciju. Na taj nacin su

dobivena tri uzorka hlapljivih spojeva, destilat i dva uzorka vrsnih para.

Iz tablica 1, 4 i 7 vidljivo je daje medu hlapljivim spojevima izoliranim
hidrodestilacijom najzastupljeniji 2-fenilacetaldehid (56,00-66,34%). Drugi koli¢inski
vazni spojevi su trikosan (2,16-19,20 %) i (Z)-oktadek-9-enska kiselina (1,01-19,57 %).
Izuzetak je uzorak Il (tablica 7) u kojem je identificiran 2-furankarboksaldehid (23,94
%) u znatno veéem postotku nego u uzorcima I i I1l. U uzorcima I i Il su nadeni izomeri
aldehida jorgovana, dok kod uzorka Il taj spoj nije pronaden. Aldehidi jorgovana mogu
se koristiti kao potencijalni biomarkeri za med od drace (51), a to se moze pripisati
tome sto biljke kadulja i draca mede u istom vremenskom periodu (mjesecu svibnju).
Niti u jednom uzorku nisu identificirani norizoprenoidi, derivati karotenoida (derivati
3,5,5-trimetilcikloheks-2-ena), koji se mogu Kkoristiti kao potencijalni biomarkeri za
kaduljin med: a-izoforon, 4-ketoizoforon i 2-hidroksiizoforon (41). Ostali spojevi su

zastupljeni u manjem postotku.

Iz tablica 2, 5 i 8 vidljivo je da su najzastupljeniji hlapljivi spojevi izolirani HS-
SPME metodom iz vodenog dijela uzetog iz centralnog dijela aparature po Clevengeru:
eikosan (22,10-60,13 %), 2-fenilacetaldehid (28,40-55,74%) i benzaldehid (3,90-15,50
%).

U tablicama 3, 6 i 9. dan je kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzorcima
izoliranim HS-SPME metodom iz vodene otopine uzete iz tikvice za destilaciju.Vidljivo
je da su najzastupljeniji hlapljivi spojevi eikosan (72,93 % u uzorku | i 44,66 % u
uzorku I1) i 2-fenilacetaldehid (21,67 % u uzorku I, 42,22 % u uzorku Il i 63,89% u
uzorku I11). 2-Furankarboksaldehid je naden u uzorku Il sa ve¢im postotkom (12,78%).

Benzaldehid je pronaden u sva tri uzorka (1,59-9,78%).

Spojevi kao sto su 2-fenilacetaldehid i 2-furankarboksialdehid (52) su najcesce produkti
Maillardovih reakcija (Slika 19) i Streckerovih degradacija. Maillardove reakcije se
temelje na kondenzaciji uglavnom reduciraju¢ih ugljikohidrata s a-amino skupinom

slobodnih aminokiselina pri ¢emu nastaju nestabilne aminodekstroze. One se dalje
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deaminiraju 1 dehidratiziraju dajué¢i razli¢ite reaktivne produkte kao Sto su:
hidroksiketoni, dikarbonilni spojevi, derivati furfurala i furanona i drugi spojevi, a koji
dalje mogu biti reaktanti kod Streckerovih degradacija aminokiselina. Streckerova
degradacija aminokiselina temelji se na dekarboksilaciji i deaminaciji aminokselina u

prisutnosti dikarbonilnih spojeva pri ¢emu nastaje Streckerov aldehid i aminoketon
(Slika 20). (41)
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\ i R N R—N
o amin ) on
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Slika 19. Opc¢a shema Maillard-ove reakcije (53)
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Slika 20. Op¢a shema Strecker-ovih degradacija aminokiselina (41)
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5. ZAKLJUCAK

Uzimajuéi u obzir dobivene rezultate, kao i1 raspravu ovog zavrSnog rada, moze se

zakljuciti sljedece:

Cilj ovog istrazivanja, odredivanja kemijskog profila, odnosno sastava i udjela

hlapljivih spojeva meda od kadulje je ostvaren.

Hlapljivi spojevi izolirani su hidrodestilacijom (HD) u aparaturi po Clevengeru.
Takoder, mikroekstarakcijom vr$nih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME) izolirani su
hlapljivi spojevi iz vodenog dijela uzetog iz srediSnjeg dijela aparature po Clevengeru,

kao i iz tikvice za destilaciju.

U istrazenim uzorcima hlapljivih spojeva nisu pronadeni karakteristi¢ni hlapljivi spojevi

meda od kadulje koji su pronadeni u prethodnim istraZivanjima.

U svim uzorcima jedan od najzastupljenijih spojeva je 2-fenilacetaldehid, produkt

Streckerovih degradacija aminokiselina.
Veéi postotak 2-fenilacetaldehida, eikosana, trikosana i 2-furankarboksaldehida moze se

pripisati utjecaju toplinske obrade (temperature veca od 100 °C) i uvjeta skladistenja
(uzorci iz 2018. godine) meda od kadulje.
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