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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

Zadatak ovog diplomskog rada bio je odrediti sadrzaj hlapljivih spojeva u
uzorcima cvjetne peludi, poliflornog meda, javorovog sirupa, saharozne probe, smjese
cvjetne peludi i javorovog sirupa te smjese cvjetne peludi i saharozne probe koristeéi
metodu mikroekstrakcije vrSnih para na krutoj fazi, kako bi se usporedio profil

hlapljivih spojeva patvorenog meda i prirodnog meda.

U tu svrhu potrebno je:

e |zolirati hlapljive spojeve uzoraka metodom mikroekstrakcije vr$nih para na
krutoj fazi, koristeci sivo vlakno S ovojnicom
divinilbenzen/karboksen/polidimetiloksan (DVB/CAR/PDMS) duZine 5 cm

e lzolirane spojeve analizirati vezanim sustavom plinska kromatografija -

spektrometrija masa (GC-MS).



SAZETAK

U ovom radu analiziran je kemijski sastav hlapljivih spojeva u procesu
patvorenja meda. Za analizu su uzeti uzorci cvjetne peludi, meda, javorovog sirupa,
saharozne probe te smjesa cvjetne peludi i javorovog sirupa i smjesa cvjetne peludi i
saharozne probe. Med i cvjetna pelud koji su bili osnova za istrazivanje patvorenja uzeti
su s podrucja Slavonskog Broda. Za patvorenje je koristen komercijalni javorov sirup i
komercijalni Se¢er pomocu kojeg se u laboratoriju napravila saharozna proba. Hlapljivi
spojevi izolirani su metodom mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME)
koriStenjem sivog vlakna s ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS). Dobiveni uzorci analizirani su vezanom tehnikom plinska
kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS). Analizom patvorenog meda nacinjenog
od smjese cvjetne peludi i javorovog sirupa te smjese cvjetne peludi i saharozne probe

detektiran je niz spojeva koji su analizom detektirani i u medu.

Kljuéne rije¢i: pelud, med, hlapljivi spojevi, patvorenje meda, GC-MS, HS-SPME



ABSTRACT

In this study, the chemical composition of volatile compounds in the process of
honey adulteration was analysed. Samples of flower pollen, honey, maple syrup,
sucrose and a mixture of flower pollen and maple syrup and a mixture of flower pollen
and sucrose were taken for the analysis. The honey and flower pollen, which formed the
basis for the adulteration investigation, came from the Slavonski Brod region.
Commercial maple syrup and commercial sugar were used for adulteration, and a
sucrose sample was prepared in the laboratory. The volatile compounds were isolated
by the solidphase  microextraction  method  (HS-SPME), using a
divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) coated fibre. The
obtained samples were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).
By analyzing the adulterated honey made from a mixture of flower pollen and maple
syrup, as well as a mixture of flower pollen and sucrose, a series of compounds were

detected that were also found in the honey alaysis.

Key words: pollen, honey, volatile compounds, adulteration of honey, GC-MS, HS-
SPME
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Med je prirodna tvar koju pcele proizvode pomocéu nektara iz bilja. Njegov
najjednostavniji opis glasi : slatka, aromati¢na i viskozna tekué¢ina. Gledano sa
kemijskog stajaliSta njegova je definicija ipak malo kompliciranija. U tom slucaju ona
moze glasiti ovako: prirodna hrana ¢iji vecinski udio u sastavu ¢ine voda 1 razli¢iti
Seceri uz manji udio dodataka poput minerala, vitamina, aminokiselina, flavonoida te

aromati¢nih tvari.!

Popularnost meda seZe jo§ u davnine. Jo§ davnih dana bilo je poznato njegovo
svojstvo konzerviranja, ali prije svega njegova hranidbena i ljekovita svojstva. Med je
svoju svrhu u proslosti pronasao i u religijskim i magijskim obredima drevnih

civilizacija kao i u humanaoj i veterinarskoj medicini.

namirnica, a razlog za to je njegov sastav. Naime med se sastoji od jednostavnih
ugljikohidrata koji se jako lako koriste za stvaranje energije, a njegov visak se lako
pohranjuje u obliku glikogena. Med takoder sadrzi 1 mnoge tvari sa ljekovitim u¢inkom.
Takve tvari se nazivaju fitokemikalijama i najcesce podgrupe su flavonoidi i fenoli koji
imaju antioksidacijsko djelovanje. Zahvaljuju¢i fitokemikalijama med posjeduje brojna
ljekovita djelovanja: poboljsava rad metabolickog sustava, pomaze kod slabokrvnosti,
poboljSava otpornost organizma pojacavaju¢i imunoloski sustav, djeluje antisepti¢no 1
poboljSava apsorbiranje pojedinih tvari u organizmu te u konacnici djeluje poput

sedativa i djeluje detoksikacijski na organizam.?

Neravnoteza izmedu potraznje i ogranic¢ene dostupnosti meda visoke kvalitete
dovodi do povecanja njegove cijene, a time i do pojave patvorenja meda. Med se
patvori pomocu jeftinih zasladivaca poput kukuruznog sirupa, rizinog sirupa ili sirupa
od invertnog $eéera.® Patvorenje meda je postalo globalni problem zbog ekonomskih,
komercijalnih 1 zdravstvenih implikacija. Utvrdeno je da je med tre¢a najceSce

patvorena namirnica poslije mlijeka i maslinova ulja.’



1. OPCI DIO

1.1. PELUD

Ako se govori o jedinstvenim proizvodima prirode prva na listi ¢e se vrlo Cesto
pronaci pelud. Pelud, odnosno bilje sa péelama ima simbiotski odnos. Bilje proizvodi
pelud koja sama po sebi za bilje ne znac¢i puno ako nema pcela. Péele sakupljaju pelud i
time si osiguravaju hranu, dok je istovremeno prenose na drugo bilje i time potpomazu
daljnji rast i rasprostranjivanje. Takoder potrebno je naglasiti da pelud nije pcelinji

proizvod veé su to jednostavno muske spolne stanice biljke.”

1.1.1. NASTANAK PELUDA

Pelud se sastoji od mnoStva peludnih zrnaca, a sam nastanak peluda se odvija u
peludnicama prasnika. U pocetku razvoja peludnih zrnaca peludnice su ispunjene
takozvanim arheosporijem, odnosno sporogenim stani¢jem koje je zasluzno za nastanak
mati¢nih stanica peluda. Iz mati¢nih stanica procesom redukcijske diobe dolazi do
kona¢nog nastanka peludnih zrnaca (slika 1). Prvotno su peludna zrnca vezana u tetrade
koje se u daljnjem procesu raspadaju na monade ili pojedina¢na zrnca. Naravno uvijek
postoje iznimke pa tako pelud pojedinog bilja ostaje trajno u tetradama ili se vezu u

poliade koje podrazumijevaju ,,pakiranje* od 8, 16 ili 32 peludna zrnca. °
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Slika 1. Nastajanje peludnog zrna ’
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Podjela peludi prema botanickom podrijetlu biva na anemofilnu i entomofilnu
pelud. Glavna karakteristika anemofilne peludi je ta da je prenosi vjetar. Dakako kako
bi ju vjetar mogao prenijeti takva vrsta peludi je sitna, glatka i suha, dok u kontekstu
znaCaja za pcelinju zajednicu ova je pelud siromasSnijeg kemijskog sastava i nije
pozeljna u pcelinjoj ishrani. U odnosu sa anemofilnom, entomofilnu pelud prenose
kukci, a to se ostvaruje na nacin da je navedena pelud hrapava ¢ime se lakSe prihvaca za

tijelo kukaca te je uz to i ljepljiva. ®

1.1.2. GRADA | OBLIK PELUDNOG ZRNA

Velicina, oblik i boja su osobine koje potpomazu u identificiranju peludnih zrna.

Karakteristike koje odreduju peludno zrno su:

1. Broj, veli¢ina i oblik mjesta klijanja (pore klijanja)
2. QGrada, boja 1 oblik vanjske stjenke (eksina)

3. Grada i boja unutrasnjosti stjenke (intina) >

Osnovni dijelovi peludnog zrna su vanjski omotac te zivi sadrzaj u unutraSnjosti.
Vanjski omotac¢ se sastoji od dva sloja, vanjskog i unutarnjeg. Vanjski se jo§ naziva

eksina, dok je unutarnji intina (slika 2).

seksina '
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Slika 2. Shematski presjek stani¢ne stjenke peludnog zrna ®



Daljnja podjela eksine se nastavlja na seksinu i neksinu, koji zajedno eksinu cine
nepropusnom. Takoder seksina se istice po tome §to na sebi ima specifi¢ne strukturne
dijelove koji pomazu peludi da lakse prione na kukce te je iz tog razloga krajnja vanjska
opna peludi. Eksina je gradena od sporopolenina, koji je veoma rijetka i kemijski
otporna tvar, i ponesto polisaharida. Suprotno tome intina se sastoji od celuloze i
pektina te je vrlo propusna. Zbog sveg navedenog vidljivo je da se eksina i intina
nadopunjuju najbolje moguce. Eksina je zaduzena za zasStitu peludnog zrna dok putuje
do njuske tucka, ali joj ipak omogucuje da se Zeljeni proces opraSivanja provede U
potpunosti jer na sebi ima otvore u obliku izduZenih ili okruglih pora koje omogucuju
prolaz jezgre muskih spolnih stanica do sjemenog zametka. Ukratko s obzirom na
specifi¢nost pora, brazda i izraslina na eksini peludi koje ovise o vrsti bilja Cijeg je
pelud podrijetla, ovo je jedno od glavnih obiljezja koji omogucéuju identifikaciju peludi i

njegovo botani¢ko podrijetlo (slika 3).°

Ovisno o biljnoj vrsti pelud se po veli¢ini moze znatno razlikovati, odnosno veli¢ina
peludi je u korelaciji sa biljem od kojeg pelud potjece. Sumarno, pelud se kre¢e izmedu
veli¢ine od 5 um do 250 um. Kako je navedeni raspon poprili¢no velik pelud je prema

veli¢ini podijeljena u razrede:

Vrlo mala (<10 um)

Mala (10-24 pm)

Srednja (25-49 pm)

Velika (50-99 pm)

Vrlo velika (100-200 pm)
Gigantska (>200 pm) (pcele)

o o k~ w N oE

Veli¢ina peludi kao i njen oblik usko su vezani sa nafinom oprasSivanja. Ako se
oprasSivanje provodi vjetrom peludna zrna su veoma mala i mnogobrojna kako bi
oprasivanje bilo Sto lakSe provedeno. Kad se oprasivanje provodi pomocu kukaca

peludna zrna su ponesto veéa i u manjem broju.®
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Slika 3. Prikaz razlicitih tipova peludnih zrna s obzirom na broj, oblik i polozaj °®

Kod provodenja opraSivanja pcele posjecuju razlicite biljne vrste pa uz to $to je
pelud razli¢itih veli¢ina, ona je i razli¢ite boje. P¢ele prvotno sakupljaju pelud sa biljaka
na kojima kupe nektar, a onda u nedostatku istog idu na biljke koje oprasuje vjetar. Boja
peludi varira od bijele, sive, preko razli¢itih nijansa zute i narancaste do zelene pa ¢ak
do tamnoplave, smede i crne. Bijela pelud primjerice potjece od maline, a siva od
kupine. NajéeS¢a boja peludi je Zuta ili narancasta i to razliitog intenziteta. Pelud
divljeg kestena tako bude crvene boje i to u nijansi opeke, dok marelica ima
tamnocrvenu pelud. Heljda je zaduZena za plavu boju peludi, a zelenu omogucuju lipa i
glog. Za najtamniju boju peludi odnosno crnu zasluzan je mak. Unato¢ navedenom boja
peludi ipak moze odstupati u ovisnosti od podvrsti bilja. Takoder boja moze odstupati i
zbog smjese razli¢itih vrsta peludi kao i zbog vlage ili zbog tvari koje pcele dodaju

prilikom sakupljanja ili skladistenja.’



1.2. MED

1.2.1. OPCENITO O MEDU

Prvo sladilo koje su ljudi u proslosti poznavali je med. Prolaskom vremena i
razvojem poljoprivrede prvotno pocinje uzgoj SecCerne trske, a zatim i1 Secerne repe.
Uzgojem navedenih kultura med gubi na vaznosti u ljudskoj prehrani, ali ne zadugo.
Vrlo brzo je otkriveno da med ima svojstva koje konzumni Secer ne moze ostvariti.
Takoder otkriveno je da se med moze koristiti i u kozmetici, kao sredstvo za

konzerviranje, a najvaznije od svega, otkriveno je da ima ljekovita svojstva.’

Pravilnik o kakvo¢i meda i drugih pcelinjih proizvoda med definira kao: ,,sladak,
gust, viskozni, tekudi ili kristalizirani proizvod §to ga medonosne pcele proizvode od
nektara cvjetova medonosnih biljaka ili od medne rose, koje pcele sakupljaju, dodaju

: .. .. y . . ol
mu vlastite specifi¢ne tvari i odlazu u stanice sa¢a da sazrije*."?

Med je vrlo sloZzena mjeSavina ¢ija varijacija u sastavu 1 karakteristikama ovisi o
geografskom i botaniCkom podrijetlu, odnosno njegove glavne znacajke ovise 0 nektaru
kojim se péele hrane. Sastav i kvaliteta meda takoder ovise i o okoli$nim ¢imbenicima
tijekom proizvodnje kao Sto su redom: vrijeme 1 vlaga unutar koSnice, stanje nektara,
tretiranje meda tijekom vadenja 1 skladiStenja. Odredeno je da med sadrzi vise od 180

vrsta kemijskih spojeva.?

1.2.2. VRSTE MEDA

Razvrstavanje meda se provodi na dva nacina, prema izvoru iz kojeg je dobiven
1 prema nacinu na koji je dobiven. Prema izvoru med se dijeli na nektarni ili cvjetni te
na medljikovac. U podjeli prema nac¢inu dobivanja postoje sljede¢e vrste meda: med u

sa¢u, med samotok, vrcani med, pre§ani med, topljeni med i kremasti med."*



1.2.2.1. NEKTARNI MED

Pcele nektarni med proizvode od nektara. Nektar je slatka tekucina koja nastaje
u nektarijima $to su prema ulozi, biljne zlijezde. Ovisno o polozaju nektarija isti se
dijele na cvjetne i izvancvjetne, a Koli¢inu izlu¢enog nektara definiraju dvije vrste
¢imbenika. Unutarnji ¢imbenici ovise o fizickim svojstvima biljke kao $to su veli¢ina i
faza razvoja cvijeta, veliina nektarija, polozaj cvijeta, ali i sama vrsta i sorta biljke.
Temperatura, vijetar, vlaznost zraka i doba dana pripadaju drugim, odnosno vanjskim
¢imbenicima. U konacnici najvecéa koli¢ina nektara se luci u vrijeme oprasivanja jer je

osnovna uloga nektara privuéi kukee i nastaviti svoje daljnje rasprostranjivanje.**

Nektarni med takoder ima jo$ jednu podjelu, podjelu na uniflorni i multiflorni.
Kod unflornog meda prevladava nektar jedne vrste, dok multifloran med sadrzi nektare
viSe vrsta biljaka. Premda se kaZze unifloran med, takav je izrazito teSko ostvariti.
Odnosno bilo bi moguée ako bi postojalo narocito veliko podrucje na kojoj je samo
jedna vrsta bilja. 1z tog razloga zakonski je definirano koliki udio peludnih zrna
odredene vrste, mora sadrzavati med kako bi bio proglasen medom odredene (jedne)
biljne vrste. Primjerice kako bi med bio proglasen unifloran za lavandu (Lavandula sp.)
mora sadrzavati 20% peludnih zrna koji potjecu od lavande. Nektarni med ima slabije
izrazenu boju te miris karakteristican za biljku sa koje je nektar sakupljen. Osim

navedenog nektarni med je izrazito sladi od medljikovca.

Gledano prema kemijskom sastavu, nektarni med, je vodena otopina razli¢itih
vrsta Seera. Saharoza, glukoza i1 fruktoza su Seceri koji €ine vecinski udio Secera u
nektarnom medu. Ovisno o vrsti meda, isti moze sadrzavati odredene oligosharide kao
Sto su rafinoza, melecitoza ili melebioza. U kojem odnosu se nalaze navedeni Seceri
ovisi o vrsti biljke, klimatskim ili zemljisnim uvjetima. Osim prethodno navedenih
Secera, med moze sadrzavati i spojeve kao Sto su: dusikovi i fosforni spojevi, organske

kiseline, vitamini, enzimi, aminokiseline, pigmenti i aromatski spojevi.**



1.2.2.2. MED MEDLJIKOVAC

Drugi naziv za medljikovac je medna rosa. Medljikovac je slatka tvar koja
nastaje u povoljnim godinama na listovima i ostalim dijelovima crnogori¢nog i
bjelogori¢nog drveca. Najcesc¢e biljne vrste na kojima medljikovac nastaje su jela,
smreka, bor i ari§ iz porodice crnogoricnog drveca te hrast, bukva, lipa i vrba kao

predstavnici bjelogori¢nog bilj a.

Za medljikovac je bitno naglasiti da je on proizvod kukaca iz porodice
jednokrilaca, kao $to su lisne i Stitaste usi, ali i medeci cvréak (Metcalfa pruinosa Say).
Jednokrilci biljkama siSu sokove uz pomo¢ rila koje je relativno tanko i dugacko te uz
pomo¢ njega prodiru kroz biljno tkivo. Rilo djeluje dvosmjerno odnosno u jednom
smjeru se izvlace sokovi, dok u drugom kukci ispustaju svoju slinu koja se stvrdne i na
povrsini ubodenog mjesta stvara cijev. Kukci izvucene sokove iskoriStavaju te ih vise ili
manje preradene, ispustaju kroz analni otvor u obliku kapljica koje padaju na tlo ili se

nakupljaju na biljci.

Uvidom u kemijski sastav dokazano je da medljikovac sadrzi 10 do 30% suhe
tvari koju vec¢inskim dijelom ¢ine ugljikohidrati (5-20%) te u manjim postocima pepeo,
bjelanéevine, enzimi, vitamini i organske kiseline. Odnosno kako je ljepljivost jedno od
izrazitih svojstava medljikovca, u njegovom sedimentu se iz tog razloga nalaze peludna

zrnaca bilja koje se oprasuje vjetrom kao i spore gljiva i algi.’

Usporedno sa nektarnim medom, medljikovac ima ve¢i udio mineralnih tvari
kao i vecu obojenost. Okusom je manje sladak od nektarnog meda iako ima manji udio
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visih Secera kao §to je primjerice melecitoza.



1.2.2.3. MED PREMA NACINU DOBIVANJA

Primarni na¢in dobivanja meda bio je cijedenjem i muljanjem. Sa¢e sa medom
se izreze na dijelove, stavi na sito te se pusti da med iscuri djelovanjem gravitacije. Ako
se sace sa medom stavi u platnenu vrecu te se na neki nacin provede tijeStenje dobiva se
muljani med. Razlika ova dva nacina dobivanja meda je u tome $to je med dobiven
muljanjem mutan i neugodna mirisa zbog cega ima i nizu cijenu. Gledano sa
zdravstvenog stajaliSta med dobiven muljanjem je bogatiji iz razloga Sto u sebi sadrzi i

pelud.

Napretkom civilizacije nalaze se novi nacin proizvodnje meda, pa danas
poznajemo i nacin dobivanja meda vrcaljkom. Med se u ovom slu¢aju stavlja u vrealjku
gdje se vrca. Dobiveni med je identi¢an onom dobivenom cijedenjem, ali se specificno
naziva vrcani med. Kao i cijedeni med, na trzistu je i dalje skuplji i viSe trazen od

muljanog.

Prethodno navedeni nacini dobivanja meda su najpoznatiji, ali na trzistu je
moguce pronaci i med u sacu (slika 4). U tom sluéaju sa¢e sa medom se samo izreze i

pakira u celofan pri demu se naravno bira ono oku privlagnije i bjelje sace.™

Slika 4. Prikaz meda razli¢itih oblika'®



1.2.3. KONTROLA BOTANICKOG PODRIJETLA MEDA

Faktori koji utjeCu na udio nektara i medljike pojedine vrste u medu su: tip
vegetacije, razdoblje cvatnje biljne vrste kao i razdoblje proizvodnje medljike, vrijeme
kad je pcelar proizveo med. Kao $to je ve¢ receno potpuno uniflorni medovi ne postoje
jer pcele lutaju tokom svoje ispase i nikad ne biraju samo jednu vrstu bilja. Iz tog
razloga senzorska svojstva kao i kemijski sastav meda izuzetno variraju. Kako bi se
odredilo botani¢ko podrijetlo meda provode se melisopalinoloska (peludna) analiza uz
organolepticku kao i neke fizikalno-kemijske analize. Razlog za to je Cinjenica da se

todni rezultati mogu dobiti samo iz skupnog rezultata navedenih analiza.’

Pod pojmom melisopalinologije podrazumijeva se grana palinologije koja je
zaduzena za proucavanje peluda i ostalih mikroskopskih elemenata koje je moguce
pronaci u talogu meda. Talog meda naziv je koji oznacava netopivi dio meda dobiven
centrifugiranjem. Primarno talog se sastoji od peludnih zrna i elemenata medljike, ali
moze sadrzavati i druge elemente kao $to su kristali, kvasci te ostale Cestice koje nisu

uobicajeni sastojci meda (biljni dijelovi i neéis‘[oée).5

U procesu prikupljanja nektara pcele dolaze u doticaj sa dijelovima prasnika u
kojem se nalazi pelud, takozvanim anterama. Na taj nacin peludna zrna zavrSavaju u
mednom mjehuru pcela te nakon prerade i u samom medu. S obzirom na gradu cvijeta i
polozaj antera u odnosu na nektarije, sadrzaj peluda u nektaru moze varirati. Ako se
antere nalaze iznad samih nektarija veca je vjerojatnost da ¢e pelud upasti u nektar.
Osim same grade cvijeta na koli¢inu peluda u nektaru utjeu koli¢ina proizvedenog
peluda, dimenzija peluda, ali i blizina vremena sazrijevanja antera i izluc¢ivanja nektara.
Uz navedene utjecaje potrebno je uzet u obzir i Cinjenice da odredene biljne vrste
proizvode male koli¢ine peluda, ali 1 da poneke imaju sterilne prasnike. Sterilni prasnici
nekih biljnih vrsta u potpunosti ne proizvode pelud, kao primjerice neki kultivari
agruma. Koli¢ina peluda u nektaru, pa tako i u samom medu ovisi o biljnoj vrsti i
opcelama. Pcele tokom sakupljanja nektara i prerade istog pelud izdvajaju u mednom
mjehuru. Koli¢ina odstranjenog peluda ovisi o vremenu zadrzavanja nektara u mednom
mjehuru, veli¢ini peluda, kao 1 o strukturi eksine peluda. Sumarno lakSe se izdvajaju
vecéa peludna zrnca te ona sa bodljikavom povrSinom. S obzirom na navedeno pelud se

dijeli na: normalno zastupljenu, podzastupljenu i nadzastupljenu.”
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Melisopalinoloska analiza tradicionalna je metoda pomoc¢u koje se odreduje
botani¢ko podrijetlo meda. Metoda se zasniva na kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi,
to¢nije na mikroskopskom pregledu peludi koja se nalaza u netopivom sedimentu meda.
Sama metoda je u potpunosti definirana od strane International Commision for Bee
Botany (ICBB) te je dio standardne analize u vecini europskih laboratorija. Metoda se
zasniva na relativnoj zastupljenosti razli¢itih vrsta peludi. Prednost same metode je to
Sto je kratkotrajna tj. procijenjeno vrijeme trajanje analize iznosi 30 do 60 min, ali sve
ovisi o slozenosti spektra peludi. Kao i svaka druga metoda i ova ima odredene
nedostatke. U slucaju nadzastupljenosti i podzastupljenosti potrebno je provesti i
fizikalno-kemijska mjerenja kao 1 senzorsku procjenu. Takoder uvijek postoji
moguénost kontaminacije meda drugim vrstama peludi medonosnog bilja koji mogu
utjecati na rezultate. Izvjesni problemi mogu se pojaviti i kod odredenih vrsta meda kao
Sto su med od kaucukovca, ricinusa ili pamuka jer se oni ne mogu identificirati

analizom peludi.*

Osim melisopalinoloske analize bitan segment analize je i odredivanje fizikalno-
kemijskih parametara. U fizikalno-kemijske parametre spadaju elektri¢éna vodljivost,
specificna rotacija i sastav Secera. Sastav Secera podrazumijeva odredivanje spektra i
postotka pojedinih Secera. Ponekad osim glukoze i fruktoze za odredivanje botani¢kog
podrijetla meda mogu se odredivati 1 udjeli vode 1 glukoze. Odredivanje sastava Secera
je standardan nacin analize, ali analiza se moZe provesti 1 preko odredenih enzima kao
§to je dijastaza. Razlog za to je ¢injenica da neke vrste meda imaju prirodno visok ili

nizak sadrzaj navedenog enzima.’

Usprkos navedenim postupcima odredivanja botanickog podrijetla meda,
posebno se izdvajaju odredena ograni¢enja melisopalinoliske analize zbog slozenog
kemijskog sastava meda. Kako bi se navedene metode poboljsale fokus je stavljen na
metode kemijskog profiliranja sa ciljem odredivanja specifi¢nih spojeva ili specificnih
kombinacija spojeva koji bi nam omogucili lakse odredivanje podrijetla meda. Prednost
ovakve vrste analize je u tome Sto omogucuje pracenje i identifikaciju kemikalija koje

su izravno vezane za nektar iz kojeg je med dobiven.**
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1.2.4. KEMIJSKI SASTAV MEDA

Kako je ve¢ navedeno, med je koncentrirana otopina Secera glukoze i fruktoze
uz primjese jo$ 22 razlicita Secera. Sve najbitnije odlike meda potjecu od Secera, dok se
ostatak svojstava pripisuje mirisnim tvarima, Kiselinama, pigmentima i mineralima.
Tipic¢an sastav meda ¢ine: 38,5% fruktoze, 31% glukoze, 17,1% vode, 7,2 % maltoze,
4,2% trisaharida i ostalih Seéera, 1,5% saharoze, dok ostatak od 0,5% otpada na

vitamine, minerale i enzime.®

Seceri &ine 95% suhe tvari u medu. Upravo navedena visoka koncentracija
SeCera utjeCe na odredene fizikalne odlike meda kao S§to su primjerice viskoznost,
gustoca, teznja kristalizaciji, higroskopnost ili bioloSka stabilnost. Sluzbene podjele
SeCera se baziraju na veliCini i kompleksnosti molekula koje ¢ine njihov sastav.
Najzastupljeniji Seceri u sastavu meda su fruktoza i glukoza i ¢ine ¢ak 90% od ukupne
koli¢ine Secera. Oba spadaju u jednostavne Secere odnosno monosaharide i gradivne su
jedinice slozenih Secera. Fruktoza i glukoza Cine specifican omjer koji ima oznaku F/G
te je KkarakteristiCan za odredene vrste meda i u vecini slucajeva veéi od 1. Uz
monosaharide u medu je pronadeno i 10 disaharida, 10 trisaharida i 2 polisaharida.
Potrebno je naglasiti da se vecina sloZenih Secera ne nalazi u nektaru ve¢ nastaju u
procesu dozrijevanja ili skladistenja kao posljedica djelovanja pcelinjih enzima i

kiselina u medu.®

Voda je po zastupljenosti u medu na drugom mjestu. Njen sadrzaj utjeCe na
¢uvanje 1 kakvocu meda, dok je njen udio odreden botanickim podrijetlom, klimatskim
uvjetima, intenzitetom izlucivanja nektara. Udio vode kreé¢e se u intervalu od 14 do
20%, dok njena niza vrijednost moze stvarati probleme prilikom vrcanja meda kao 1
tokom daljnje obrade. Prevelik udio vode utjeCe na poticanje fermentacije. Jedan od
najocitijih fizikalnih svojstava na koje sadrzaj vode utjece je gustoca pa se shodno tome

gusto¢a mijenja u ovisnosti 0 vodi.'*

Osim slatkoc¢e, med posjeduje i kiselost. Organske kiseline koje se pronalaze u
medu c¢ine tek 0,5% suhe tvari, ali unato¢ tome imaju veliku ulogu u regulaciji
stabilnosti meda. Izvjesnu koli¢inu vremena pretpostavljalo se da limunska kiselina ¢ini
glavninu kiselosti meda, medutim ustanovljeno je da se kiselost meda bazira na

glukonskoj kiselini koja je posljedica djelovanja enzima glukoza oksidaze na glukozu.
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Osim glukonske kiseline u istrazivanjima je ustanovljeno da med sadrzi i mlije¢nu i
piroglutaminsku kiselinu. Navedene kiseline uglavnom utjecu na okus, dok alifatske i
aromatske kiseline, takoder prisutne u medu, vise sudjeluju u mirisu meda i potpomazu

otkri¢u botanickog podrijetla meda.’

Kao i svi navedeni elementi koji ¢ine sastav meda 1 udio minerala varira, a u
prosjeku iznosi 0,17%. Obi¢no tamniji medovi sadrze ve¢i udio minerala u odnosu na
svjetlije. Najces¢i minerali u medu su: kalij, natrij, kalcij, magnezij, zeljezo. lako je
udio minerala u medu istaknutiji, sa vitaminima je suprotno. Vitamini se u medu nalaze
u tragovima i vecinski su to vitamini topivi u vodi poput vitamina B skupine i vitamina

C. Smatra se da vitamini potje¢u iz peludnih zrnaca koji se pronalaze u medu.™

Enzimi su glavna tvar prema kojem se med razlikuje od ostalih sladila. Moguce
ih je pronaci i u peludu i u nektaru, ali vecinski potjecu od pcela na nacin da ih one
dodaju u procesu pretvaranja nektara u med. Prema definiciji enzimi su bjelancevinaste
tvorevine koje u specificnim uvjetima i u niskom udjelu poti¢u kemijske reakcije.
Premda se enzimi u medu nalaze u malom udjelu oni su i dalje veoma neotporni prema
okolnim uvjetima kao §to su toplina, UV zraCenje, ali i prema svim ostalim oblicima
energije. Najvazniji enzimi su invertaza, dijastaza i glukoza oksidaza. Invertazu u med
unose pcele prilikom obrade nektara. Njen zadatak je razlaganje saharoze na osnovne
gradivne jedinice. Rad invertaze prestaje sa sazrijevanjem meda, ali se ona i dalje
zadrzava u medu i odrzava svoju aktivnost odredeni dio vremena. Upravo aktivnost
ovog enzima pokazuje kakvocu, stupanj zagrijavanja i Cuvanja meda. Dijastaza ili
drugim imenom amilaza, vazan je enzim koji ima veliku u logu u analitici meda.
Posljednji od navedenih enzima je glukoza oksidaza koja je bitna u procesu nastanka
meda. Izvor ovog enzima su pcele 1 to njihove podzdrijelne Zlijezde, a dodaju ga u
procesu sazrijevanja nektara. Zbog ovog enzima med posjeduje kisela svojstva odnosno
glukoza oksidaza oksidira male koli¢ine glukoze pri ¢emu dolazi do nastanka
glukonolaktona koji dalje stvara glukonsku kiselinu. Osim navedenog u ovoj reakciji
nastaje 1 vodikov peroksid ¢ijom razgradnjom nastaje voda i1 slobodni kisik koji ima

baktericidna svojstva.'

Jedina tvar kojom med ne obiluje su duSi¢ne tvari. Njih je u medu moguce
pronaci samo u obliku slobodnih aminokiselina i bjelancevina. Bjelan¢evine mogu imati

razli¢ito podrijetlo, to¢nije dijelom mogu ve¢ biti prisutne u nektaru i medljici ili su
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posljedica peludi prisutne u medu. Aminokiseline su tvari koje se dobivaju cijepanjem
bjelancevina koje moze biti uzrokovano kemijskim ili probavnim procesima. Premda su
aminokiseline esencijalne tvari za zivot njihova koli¢ina u medu je vrlo mala i nije
nutricionisticki vazna. Najznacajnije aminokiseline koje je moguce pronac¢i u medu su:

prolin, glutaminska kiselina i alanin.’

Hidroksimetilfurfural je spoj specifican za med, a nastaje pri zagrijavanju
monosaharida. U reakciji zagrijavanja monosaharida dolazi do otpustanja vode i
nastanka prstenaste molekule 5-hidroksimetilfurfurala koja se dalje razlaze na
levulinsku i mravlju kiselinu. U svjezem medu njegova je koli¢ina minorna, dok u
slu¢aju dugotrajnog Cuvanja i zagrijavanja njegova se koli¢ina povecava te je iz tog

razloga glavni pokazatelj odteéenja meda.™*

1.2.5. SVOJSTVA MEDA

1.2.5.1. FIZIKALNA SVOJSTVA MEDA

Jedno od najizrazenijih fizikalnih svojstava meda je kristalizacija. Obzirom da je
med prezasi¢ena otopina sa udjelom Secera ve¢im od 70% u odnosu na vodu do pojave
kristalizacije dolazi zbog spontanog talozenja Secera. Talozenje je posljedica gubitka
vode u glukozi zbog cega ona prelazi u kristalni oblik. Bitna stavka vezana za
kristalizaciju je omjer glukoza/voda, ako je taj omjer manji od 1,7 med je vise sklon
odrzavanju tekuceg oblika, ali kad isti prijede 2,1 kristalizacija je brza. Takoder na
brzinu kristalizacije utje¢e i omjer glukoze i fruktoze. Ukoliko je udio glukoze veci
kristalizacija je brza sa manjim i pravilnijim kristalima. Proces kristalizacije moze i
prirodno biti potaknut Cesticama peludi, dijelovima voska ili zraénim mjehuri¢ima u
medu. Najées¢i vremenski period u kojem dolazi do kristalizacije je par mjeseci. Kako
bi se navedeni proces sprije¢io med je preporucljivo drZati na temperaturi ispod 5 °C.
Razlog za tu temperaturu je Cinjenica da je kristalizacija najbrza pri temperaturi od 14
°C, dok se pri temperaturi od 25 °C sam proces usporava i zaustavlja te na samom kraju

pri 30 °C dolazi do dekristalizacije.*
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Prema opcenitoj definiciji viskoznost je otpor koji tvar pruza prema izlijevanju.
Kao i sva fizikalna svojstva viskoznost uvelike ovisi o sastavu. Prvotna tvar koja je
bitna u sastavu je sadrzaj vode. Samim time $to je udio vode manji, a relativna gustoca
veca time je viskoznost veca. Osim vode viskoznost odreduju i koli¢ina i odnos
monosaharida i oligosaharida kao i udio bjelancevina. Iz navedenih utjecaja moze se
dogoditi da dva meda imaju istu viskoznost iako imaju razlicite sastave. Na viskoznost
veliki utjecaj ima i temperatura, to¢nije $to je temperatura veca to je viskoznost manja.
Viskoznost ponekad stvara probleme, osobito kod vrcanja meda jer tijekom ovog
procesa prili¢no velika koli¢ina meda zaostaje na stjenkama te ne taj nacin uzrokuje

ekonomske gubitke.'*

Jedna od odlika meda je i ta da med provodi struju. Provodenje struje se izrazava
pomocu jedinice mS/cm odnosno milisiemens po centimetru. Med provodi struju jer
sadrzi disocirane kiseline 1 minerale u ionskom obliku. Vrijednosti elektricne
provodnosti meda mogu priliéno varirati ovisno o botanickom podrijetlu meda, ali

pretezito se nalaze u podru&ju izmedu 0,06 i 2,17 mS/cm. °

Kako je ve¢ reCeno med se sastoji od razli¢itih vrsta Secera, a S obzirom na
SeCere ima svojstvo skretanja ravnine polarizirane svjetlosti. Poznato je da fruktoza
izaziva skretanje polarizirane svjetlosti ulijevo, a glukoza kao i svi drugi oligosaharidi
udesno. Iz navedenih razloga ovo svojstvo se koristi u analitici za razlucivanje
nektarnog meda od medljikovca. Medljikovac zbog veéeg udjela melecitoze i erloze,
koji spadaju u oligosaharide, ima pozitivhu opti¢ku aktivnost tj. zakreée svjetlost u

desno.

Jo§ jedno od fizikalnih svojstava meda je higroskopnost. Prema definiciji
higroskopnost je svojstvo tvari da apsorbira vlagu iz zraka. Ovisno o relativnoj vlaznosti
zraka i udjelu vode u sastavu meda ,med moze apsorbirati ili izluCivati vlagu. Kriti¢ni
udio vlage u skladiSnom prostoru iznosi 60%, odnosno ako je vlaznost iznad navedenog
med ¢e apsorbirati vlagu, dok ¢e je u suprotnom otpustati. Kao posljedica povecanja
vlage moze do¢i do fermentacije. Budu¢i da higroskopnost ovisi uvelike o koncentraciji

Secera, narocito o fruktozi, ona se razlikuje od meda do meda.*?
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1.2.5.1. SENZORSKA SVOJSTVA MEDA

Boja meda se kre¢e od bezbojne, preko razli¢itih nijansa zute do tamno smede
boje. Boja je izrazito vezana za okus pa Cesto bezbojan med ima blagi okus, dok taman
med ima oStriji okus i jatu aromu. Boja meda potjeCe od karotenoidima, skupine
pigmenata crvene i Zute boje. Utjecaj na boju ima i zagrijavanje i dugo vrijeme ¢uvanja.
Ukoliko se med zagrijava na 80 °C ili se ¢uva duze vremena on potamni. Boja meda se
takoder mijenja i procesom kristalizacije, pri ¢emu med postaje svjetliji. Dodatno,

utjecaj na boju ima i veli¢ina kristala pa tako sitniji kristali daju svjetliju boju (slika 5).

Slika 5. Prikaz razliitosti boja meda™®

Vrsta meda se najéeSce i najlakse raspoznaje pomoc¢u mirisa i arome koji potje¢u
iz aromati¢nih tvari nektara. Odredene tvari posjeduje sve vrste meda dok pojedine
potjecu od specificnog bilja te na taj nacin djeluju na posebnost odredenih vrsta meda.
Zajednic¢ko svojstvo svih aromati¢nih tvari je hlapivost zbog ¢ega se ove tvari gube
zagrijavanjem. Znacajna temperatura u ovom slucaju je 35 °C jer je to temperatura
unutar ko$nice. Iz navedenog razloga svako zagrijavanje iznad te temperature uzrokuje
hlapljenje arome. Zasad je utvrdeno preko 200 aromati¢nih spojeva koji su prema svom

sastavu najceSc¢e ugljikovodici, alkoholi, aldehidi 1 ketoni.’

S obzirom da je med prehrambena namirnica i da se uzima oralno okus je ¢ak
najbitnije organolepticko svojstvo. Isti se mijenja ovisno o biljnoj vrsti 1 Sec¢erima koje
sadrzi te sadrzaju kiselina. Prema drustvenoj definiciji med je slatkog okusa. Sladak je
zato Sto se sastoji od Secera, a narocCito fruktoze koja je dva i pol puta slada od glukoze,
a jedan i pol od saharoze. Kako se omjeri Secera u medu mijenjaju tako se mijenja i

njegov okus. Na okus jo§ utje¢u i mineralne i aromati¢ne tvari, potom organske kiseline
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1 bjelancevine te se na taj nain upotpunjuje okus meda. Med koji ima gorak i trpak
okus najc¢esce je kestenov med, dok se po svom specificnom okusu isticu med od lipe,
lavande i citrusa. Kako je ve¢ navedeno kod mirisa, i ovdje temperatura ima utjecaja,

odnosno prekomjerno izlaganje meda visokoj temperaturi ima negativan utjecaj. *?

1.2.5.2. ANTIBAKTERIJSKA | ANTIOKSIDACIJSKA SVOJSTVA MEDA

Antibakterijsko djelovanje meda temelji se na osmotskom efektu, kiselosti,

vodikovom peroksidu i fitokemijskim ¢imbenicima.

Prema brojnim definicijama, med se smatra zasi¢enom ili prezasi¢enom
otopinom Secera zbog ¢ega vladaju jake interakcije izmedu molekula vode i Secera, pa
tako malo vode ostaje na raspolaganju za druge interakcije, naroCito za
mikroorganizme. Aktivitet vode meda ima vrijednost od 0,56 do 0,62 $to posebno ide u
prilog kad je rije¢ o bakterijama za koje je poznato da rastu pri veéem iznosu aktiviteta
vode (0,94-0,99). Navedeno djelovanje meda na bakterije posljedica je osmotskog
efekta. Ako se osvrne na gljive, one mogu podnijeti i nize vrijednosti sadrzaja aktiviteta
vode te je iz tog razloga za zaustavljanje njihovog rasta potrebno ukljuciti 1 druge

&imbenike koji utje¢u na antibakterijsko djelovanje.’

Za antibakterijsko djelovanje zasluzna je i Kiselost meda, odnosno njegov pH se
krece izmedu 3,2 1 4,5. Inhibitor za ve¢inu patogena je nizak pH pa je tako primjerice za
bakteriju Escherichia coli 4,3 dok je za bakteriju Salmonella sp. 4,0. Protubaketrijsko
djelovanje meda se pripisuje vodikovom peroksidu koji nastaje kao sporedni spoj
djelovanja glukoza oksidaze i glukonske kiseline. Osim vodikovog peroksida u medu je
potvrdena prisutnost fitokemikalija, bioloski aktivnih molekula koje takoder imaju
antibakterijsko djelovanje. Ustanovljeno da suncokretov med sadrzi flavonoide, a
pronadeni su sljede¢i: pinocembrin, pinobanksin, hrisin, tektohrisin, kempferol 1
galangin. Pinocembrin je pronaden jo§ 1 u uzorcima nektarnog meda kao i u

medljikovcu i to u razini od 2 do 3 ppm.°

Smatra se da osim koncentracije vodikova peroksida i djelovanja fitokemikalija,
na antibakterijsko djelovanje utjece i biljna vrsta od koje potjece med. Tako npr. enzim

katalaza utjeCe na razaranje vodikova peroksida, a nalazi se u peludu i nektaru
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odredenih biljnih vrsta pa medovi sa visokom razinom katalaze imaju nisku razinu
vodikova peroksida. Na antibakterijsko djelovanje meda utjecaj imaju jo$ i tehnoloski

procesi dorade meda, uvjeti skladiStenja i svjetlost.

Drugo vazno biolosko svojstvo uz antibakterijsko djelovanje je antioksidacijsko
djelovanje. Antioksidansi djeluju na naéin da reagiraju sa slobodnim radikalima te
zaustavljaju cijeli niz reakcija koje bi inace dovele do oksidacijskog ostecenja.
Najistaknutiji spojevi meda sa antioksidacijskim djelovanjem su polifenoli, a
najzastupljeniji  od navedenih su flavonoidi. lako uz navedene polifenole
antioksidacijsko djelovanje imaju jo$ i spojevi kao §to su: enzimi, karotenoidi, vitamin
C 1 drugi, na ukupno antioksidacijsko djelovanje meda ipak najveci utjecaj ima koli¢ina
polifenola. Zanimljivo je napomenuti da se antioksidacijsko djelovanje meda nalazi u
korelaciji sa bojom meda, to¢nije $to je med tamniji to ima jaca antioksidacijska

svojstva.’

1.2.5.3. MANE MEDA

Odvajanje meda u slojeve i nejednolika kristalizacija meda su negativne
promjene koje spadaju u zajednicku skupinu pod nazivom mane Kkristalizacije.
Odvajanje meda dogada se kod medova sa labilnom kristalnom strukturom. U procesu
razdvajanja kristali se spuStaju na dno dok na povrsini ostaje tekuci sloj koji je sklon
fermentaciji zbog suvisSka vode. Na pocetku je tekuci sloj tanak dok vremenom postaje
sve deblji. Ova pojava je uobicajena kod medova sa povecanim udjelom vlage, ali se
moze pojaviti i kod onih sa normalnim udjelom vlage ako su predugo skladisteni ili nisu
skladisteni na optimalnoj temperaturi (slika 6). Ovom pojavom opada kvaliteta meda i
vizualno med nije privlacan. Svaki med je osuden na ovaj proces, samo je upitan
vremenski period u kojem ¢e se isti odviti. Ako se vrijeme Kristalizacije odulji dolazi do
nastanka nejednolike kristalizacije. U ovom slucaju nastali kristali bivaju nepravilni,
hrapavi 1 oStri. Prvotni razlog za ovaj proces je ¢injenica da med ima previse vode ili je
siromasan glukozom. Takoder razlog ovog proces moze biti Cuvanje na neprikladnoj
temperaturi ili ako dode do prethodne potpune dekristalizacije kojom su uklonjene sve

jezgre kristalizacije.'?
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Slika 6. Prikaz razli¢ito kristaliziranih slojeva meda

Ponekad ako kristalizacija meda nije homogena moze do¢i i do nastanka bijelih
prevlaka kao posljedica nedovoljno istalozenog meda. Uslijed svega u medu ostaju
zarobljeni mjehurié¢i zraka koji mogu izbiti na povrSinu ili na stjenku tegle. Takoder
bijele mrlje se mogu pojaviti i kod meda sa kompaktnom kristalnom strukturom. Osim
na stjenkama tegle bijele mrlje se mogu protezati i u unutrasnjost meda Sto se ocituje
kao mramorni izgled. Opisane mrlje nemaju utjecaj na kvalitetu meda jer zagrijavanjem
na temperaturu do 40 °C mrlje nestaju, ali imaju utjecaj na njegovu privla¢nost

ljudskom oku.”

Idu¢a na listi mana meda je njegova fermentacija. Fermentaciju izazivaju
Secerno-tolerantni kvasci ¢iji su izvor cvijece i tlo. Analizom je utvrdeno da tlo oko
kosnica, kao i uredaji u vrcaoni, mogu biti kontaminirani kvascima. Takoder
potencijalni izvor kvasaca je i sace u kosnici i to osobito ono koje sadrzi med od prosle
sezone. Svojstva ovih kvasaca je da su otporni na visoku razinu Secera, a U procesu

fermentacije daju alkohol i ugljikov dioksid:
Ce¢Hy1,04 + kvasci = 2 CO, + 2C,HsOH
Nastali alkohol potom u prisutnosti kisika prelazi u octenu kiselinu i vodu:
C,HsOH + 0, - CH;COOH + H,0

Kao posljedica ovih dviju reakcija je kiseli okus meda. Procesu fermentacije uvijek je
od ,,pomo¢i“ kristalizacija, jer kristalizacijom meda dolazi do oslobodenja molekula
vode koje povecavaju sadrzaj vlage. Ustanovljeno je i da malo povecanje vlage moze

uvelike povecati sklonost fermentacij i.>12
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1.2.6. PATVORENJE MEDA

EMA, ili u produzenoj hrvatskoj verziji: ekonomski motivirano krivotvorenje, je
pocinjeno svaki put kada netko namjerno izostavi, ukloni ili zamijeni vrijedan sastojak
ili dio hrane. U istu kategoriju spadaju i djela u kojima netko dodaje tvari u hranu te joj
na taj nacin mijenja svojstva. U skladu sa temom primjer za to je kad se u med dodaju
razlicita sladila, a isti se prodaje kao 100% cisti med. Problem patvorenja meta je toliko
uznapredovao da je trenutno treci na listi problema prijevare sa hranom. Osim S§to je
patvorenje meda eticki 1 trgovacko-ekonomski problem odredene studije su pokazale da
postoji i moguénost Stetnih uc¢inaka na zdravlje kao $to su: povecana razina Secera u

krvi, oslobadanje hormona inzulina i dijabetes tipa IL, pretilost i poviSeni krvni tlak.*

Razlog zbog kojeg se sve viSe javlja patvorenje meda je pojava neravnoteze
izmedu potraznje 1 ograni¢ene dostupnosti visokokvalitetnog meda $to je dovelo do
povecanja njegove cijene. Patvorenje meda se provodi na dva nac¢ina. Prvi nacin je da se
med ,,razrjeduje” vodom ili se dodaju razli¢ita sladila. Dru nacin patvorenja meda je
pomocu jeftinih zasladivaca kao Sto su kukuruzni sirup 1 sirup sa visokim udjelom
fruktoze, sirup od invertnog Seéera, rizin sirup kao 1 javorov sirup. Pcele u
kontroliranim uvjetima mogu dobivati dodatnu ishranu osim samog biljnog nektara,
odnosno daju im se odredena sladila. Ali ako se pcele hrane Se¢ernom pastom u vrijeme

ispase, takoder se i to ra¢una kao patvorenje meda.™®

U pocetku je patvoreni med bilo priliéno lako identificirati pomo¢ obicnih
analiza, no nakon upotrebe visoko fruktoznog kukuruznog sirupa, koji je po svom
sastavu veoma slican medu, potrebno je bilo inovirati metode odredivanja ispravnosti
meda.” Nove metode su tako temelje na koristenju visestrukih analititkih tehnika od
kojih se najces¢e koriste: tankoslojna kromatografija, plinska kromatografija s
fotoionizacijskim  detektorom (GC-FID) ili u kombinaciji sa masenom
spektrometrijom(GC-MS), tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti (HPLC),

infracrvena spektroskopija sa Furierovom transformacijom (FTIR).*
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1.2.6.1. RECEPTURE ZA PROIZVODNJU UMJETNOG MEDA | NJIHOVE
SPECIFICNOSTI

Najjednostavniji nacin patvorenja meda je da se uobicajeni Secer otopi u vodi i
pomijesa sa medom. Na kraju se dobije gust sirup kojim se u pravilu poveca koli¢ina
meda. Umjesto otapanja SeCera moguce je uzeti i glukozni sirup. Med dobiven na ova
dva nacina lako je otkriti pomocu polariskopa. Obican med je opticki lijevo aktivan.
Ako se medu doda otopina Secera polarizacija skre¢e udesno te lako otkriva umjetno

proizveden med."

Za falscificiranje meda moguce je upotrijebiti i invertni Secer. Invertni Secer kao
Secere sadrzi i glukozu i fruktozu, isto kao i saharoza. Razlika saharoze i invertnog
Secera je u tom S$to je invertni Secer ljepljiv poput meda i1 higroskopan. Osim toga
invertni Secer je sladi od saharoze pa ima Cestu upotrebu u slasti¢arskoj industriji.
Gledano sa kemijskog stajaliSta saharoza ima vezu izmedu glukoze i fruktoze, dok
invertni Seéer nema. Kod njega je to samo mjeSavina glukoze i fruktoze koja nema
kemijskih veza.!” Otkrivanje koristenja invertnog $eéera se provodi pomoéu kemikalije
koja se naziva anilinski klorid. U reakciji sa tom kemikalijom prirodni med ne mijenja

. C . " . .12
boju dok onaj nadinjen pomocu invertnog Secera poprimi crvenu boju.

Med se danas krivotvori 1 uz pomo¢ prili€nog broja sirupa. Jedan od mogucih
sirupa je 1 javorov sirup. Glavna sli¢nost meda i javorova sirupa je u tome $to su oba
saCinjeni od Secera. Med je prvenstveno saCinjen od fruktoze, glukoza 1 ponesto
saharoze. Slijed Seera u javorovom sirupu je saharoza sa malim udjelom glukoze i
fruktoze. Nutritivno gledano oboje imaju slicne vrijednosti. Takoder bitno je u svemu
razlikovati i pravi, prirodni javorov sirup od onog dobivenog umjetno. Umjetni javorov
sirup je samo kukuruzni sirup sa visokim udjelom fruktoze i ponesto bojila.
Najjednostavniji recept za patvorenje meda na ovaj nacin je u suStini samo mijesanje
istih gdje je potrebno skrenuti pozornost na okuse jer dok med u veéini ima cvjetnu

. . . . e e . 1
aromu javorov sirup ipak biva sladi i ima visSe drvenasti okus. 8

Ako se krene od patvorenja u samoj kosnici to je najée$¢e obilna prihrana pcela
Secernim sirupima. Pc¢ele uzeti Secer invertiraju i spremaju u sace. Analiticki se takav
med lako raspoznaje zbog neuobicajeno velikog udjela saharoze, ili zbog ne imanja

minerala svojstvenih medu.*?
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1.3. METODA IZOLACIJE HLAPLJVIH SPOJEVA

Svaka analiticka metoda se sastoji od 5 glavnih koraka: uzorkovanja, pripreme
uzorka, izolacije zeljenih spjeva, detekcije odnosno karakterizacije i analize dobivenih
rezultata. Priprema uzorka se provodi na razli¢ite nacine, a najées¢e obuhvaca procese
poput: izolacije iz matrice, predkoncentriranja ili koncentriranja te frakcioniranje.
Prednost danaS$njih metoda analize je u tome Sto mogu osigurati odvajanje visoke
razlu€ivosti pri vrlo niskim granicama detekcije uz uvjet da se uzorak pripremi
odgovarajuc¢im i u¢inkovitim metodama. Naravno u svemu treba uzeti u obzir da se ¢ak
80% vremena potrebnog za analizu uzorka tro$i upravo na samu pripremu uzorka jer
vecina analiticke opreme ne moze izravno obraditi matricu uzorka. Cilj svake analize je
do¢i do rezultata, ali je istovremeno potrebno osigurati ponovljivost, tocnost kao i
selektivnost rezultata te uz to financijske troskove kao i ulozeno vrijeme svesti na
minimum. Kako bi se sve navedeno ostvarilo definitivno je bitno dobro odabrati metodu
pripreme kao i metodu analize uzorka. Ukupni rezultat dobro provedenih metoda
zavrSava time da je moguce 1z izrazito sloZenih uzoraka detektirati hlapljive,

poluhlapljive ii nehlapljive spojeve unato& njihovim niskim granicama detekcije.*®

1.3.1. MIKROEKSTRAKCIJA NA KRUTOJ FAZI

SPME ili to¢nom definicijom mikroekstrakcija na krutoj fazi (engl. solid-phase
microextraction) je jednostavna, brzina i u¢inkovita metoda za analizu meda koja uz sve
navedeno takoder ne koristi otapala.® Kao dodatne karakteristike isti¢e se i ¢injenica da
metoda Stedi vrijeme pripreme uzorka, da su troSkovi kupnje i zbrinjavanja otapala
gotovo nepostojeci te poboljSava granice detekcije. Metodu su 1990. godine razvili
Pawliszyn i suradnici. Mikroekstrakcija na krutoj fazi se rutinski koristi u kombinaciji
sa vezanom tehnikom plinske kromatografije — spektrometrije masa (engl. gas
chromatography- mass spectrometry, GC-MS). Metoda se uspje$no primjenjuje za
detekciju Sirokog raspona spojeva, a narocito za ekstrakciju hlapljivih i poluhlapljivih

. L i Cl 1t : 2
organskih spojeva iz okoliSa kao 1 bioloSkih uzoraka 1 uzoraka hrane. 0

22



proces adsorpcije

povilatenje
wlakna

ulazak u bodicu sa adsorpcija
uzorkom analita

proces desorpcije

povilatenje
desaorpcija wilakna
analita

ulazak u GC
injektar

% 0

Slika 7. Prikaz mikroekstrakcije na krutoj fazi %

Mikroekstracija na krutoj fazi se opcenito moze svesti na tri koraka: adsorpcija
otopljene tvari iz matrice uzorka na sloj adsorpcijskog materijala na vlaknu, postizanje
ravnoteZe adsorbiranih tvari 1 prevlake vlakna te prijenos analita u kromatografski
ulazni sustav  plinovitim ili teku¢éim putem (slika 7). Upravo tehnika
adsorpcije/desorpcije eliminira potrebu za otapalima i kompliciranom aparaturom.
Osnovi koncept mikroekstrakcije na krutoj fazi pociva na ideji o uronjenoj koloni za
plinsku kromatografiju. Ukratko uredaj za mikroekstrakciju na krutoj fazi je vrlo
jednostavan. Zasniva se na ideji modificirane Strcaljke koja je sacinjena od nosaca, igle i
sklopa vlakana, pri ¢emu je vlakno izvlacivo centimetar ili dva. SPME vlakno je vrlo
tanko, modificirano opticko vlakno koje je nacinjeno od taljenog silicijevog dioksida te
potom obloZeno sa tankim polimernim filmom. Svrha polimernog filma je izolacija 1
koncentriranje organskih spojeva koji se istrazuju. Najbitnija stavka u svemu je odabrati
valjanu vrstu polimernog filma jer se ona bira na temelju kemijskih svojstava kao $to je
polaritet analita. Naj¢e$¢i polimerni film je polidimetiloksan (PDMS), nepolaran spoj
koji je pogodan za analizu nepolarnih spojeva te ima Siroku primjenu u analizi okolisa.
Suprotno od polimetiloksana je poliakrilat (PA). koji se koristi za analizu polarnih
spojeva pa se tako najcesce koristi za op¢u upotrebu i ekstrakciju fenola. Selektivnost
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vlakna ovisi o vrsti polimernog filma, ali i o debljini filma. Hlapljive otopljene tvari
zahtijevaju deblji film, dok je poluhlapljivim spojevima potreban tanji film.* Prilikom
analize iglom se prolazi kroz tanku opnu na vrhu zatvorene bocice sa uzorkom. Potom
se pomoc¢u nosaca djeluje na vlakno koje se izvlac¢i u bocicu sa uzorkom. Vlakno biva
izlozeno uzorku u razdoblju od 2 do 30 min pri ¢emu dolazi do adsorpcije odnosno do
uspostave ravnoteze izmedu analita i prevlake na vlaknu. Slijedi uvlacenje vlakna
pomocu nosaca te se igla uvodi u GC injektor prilikom ¢ega dolazi do desorpcije analita

i njegove analize.”

1.4. ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Mikroekstrakcija na krutoj fazi je Siroko primjenjiva tehnika koja se koristi u
razli¢itim granama znanosti, ukljucujuéi kemijsku analizu, bioanalizu i farmakologiju.
Ova tehnika omogucuje ucinkovitu pripremu uzorka za daljnju analizu. lako sama
mikroekstrakcija na krutoj fazi ne daje dublji uvid, njen je primarni cilj prikupiti ciljane
spojeve iz kompleksnih mjeSavina kako bi se nastavila njihova daljnja karakterizacija.
Kako bi se osigurala daljnja interpretacija dobivenih rezultata, identifikacija izdvojenih
spojeva najcesce se vrsi kroz vezani sustav plinska kromatografija — spektrometrija

masa.

1.4.1. PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je fizikalna metoda separacije koja temelji na razdjeljivanju
sastojaka izmedu dvije faze. Jedna faza je nepokretna odnosno stacionarna, dok je druga
mobilna i giba se u odredenom smjeru. Mobilna faza moZe biti plin ili teku¢ina odnosno
fluid pri superkriti¢nim uvjetima.”* Modernu plinsku kromatografiju su razvili Martin i
James 1952. godine, te je ova metoda ubrzo postala jedna od najvaznijih i
najprimjenjivanijih analitickih metoda. Plinska kromatografija je danas standardna
analiticka metoda koja se koristi u istraZzivanju, razvoju ali 1 kontroli kvalitete u mnogim

industrijama, ali naro€ito u petrokemijskoj kao i u prehrambenoj industriji.**
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Princip plinske kromatografije se temelji na separaciji komponenata izmedu
stacionarne i mobilne faze. Mobilna faza je u ovom slu¢aju inertan plin poput helija ili
dusika, dok je stacionarna faza selektivna tekucina visoke viskoznosti ili kruti
adsorbent.”* Uredaj u kojem se provodi plinska kromatografija se naziva plinski
kromatograf, a sastoji se od: injektora, kolone, opreme za kontrolu protoka nosaca,

termostatirane pe¢i, detektora i pisaca koji ispisuje kromatograme (slika 8).

injektor
kromatogram

- regulator detektor
mobilna faza tlaka

(plin) {

U !

kolona

/

f

regulator
protoka

e— termostatirana pec

Slika 8. Shematski prikaz plinske kromatografije®

Metoda zapocinje tima da se uzorak isparava, bilo u grijanom ulazu ili u samom
injektoru. 1z tog razloga potrebni su uzorci koji se mogu ispariti bez razgradnje. Primjeri
takvih uzoraka su vecina otapala i pesticida, arome i esencijalna ulja. Ako su uzorci
primjerice amini, amidi, kiseline onda je mora ispuniti njihov zahtjev prethodne
kemijske pretvorbe kako bi im se povecala hlapljivost.24 Daljnja analiza se nastavlja u
termostatiranoj peci €iji je cilj odrZati temperaturu injektora i kolone. U injektoru
ispareni uzorak pomocu plina nosioca ulazi u kolonu. U koloni dolazi do odjeljivanja
spojeva. Na izlasku kolone dobiva se plin nosioc sa analitom koji potom ulaze u
detektor. Detektor ima dva dijela, prvi koji prikuplja uzorke i drugi koji je elektronicka
komponenta. Odnosno detektor daje odziv na neko fizikalno-kemijsko svojstvo analita
pri ¢emu nastaje analogni signal koji elektronicka oprema pretvara u digitalni. Kao

krajnji rezultat analize dobivamo ispisani kromatogram %
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1.4.2.SPEKTROMETRIJA MASA

Spektrometrija masa je Siroko primjenjiva analiticka metoda Ciji principi
pocivaju na ionizaciji i fragmentaciji molekula uzorka koji se nalazi u plinovitom stanju
gdje se dobiveni ioni u konacnici razdvajaju prema masi. Ovom metodom se
identificiraju nepoznati spojevi prema molekulskoj masi. Osim navedenog posebnost
ove metode je u tome Sto zbog posebnog fragmentiranja molekula ista omogucuje i

odredivanje samih molekulskih formula spojeva.

Uredaj u kojem se provodi spektrometrija masa se naziva spektrometar masa, a
sacinjavaju ga: vakuumski sustav, izvor iona, analizator mase, detektor iona i sustav za
snimanje podataka. Bitno je naglasiti kako je cijeli sustav pod vakuumom. Potreba za
vakuumom se javlja kako ne bi doslo do sudara nastalih iona sa neutralnim molekulama
unutar sustava. Posljedica sudara bi bilo smanjenje osjetljivosti odnosno gubitak naboja
ili bi u krajnjem sluCaju rezultiralo slozenosti spektra $to bi otezalo krajnju

interpretaciju.?®

Kako je ve¢ navedeno u samom pocetku potrebno je provesti ionizaciju. Ista je
potrebna kako bi se ion mogao kretati unutar elektrostatskog i magnetskog polja u
uredaju. Nakon unoSenja uzorka u sustav on biva bombardiran snopom elektrona visoke

energije pri ¢emu dolazi do sljedeceg raspada:
M+e - M +2e”
M* > Mf + MS + -

Vidljivo je da osim ionizacije slijedi i daljnje cijepanje molekule na fragmente, tj. ione
manje molekulske mase. Nastala smjesa iona se ubrzava i nastavlja kroz magnetsko
polje. Magnetsko polje djeluje na ione te dolazi do otklanjanja putanje iona na temelju
mase, to¢nije s obzirom na omjer mase i naboja m/z. U ovisnosti o jakosti magnetskog
polja u analizatoru masa se otklanja se odredeni m/z. Sve u konacnici dolazi na
detektor. Detektor dobivene omjere m/z pretvara u elektricne signale gdje se pomocéu
racunala sve ostvaruje kao spektar masa (slika 9). Tako je dobiveni spektar masa linijski

dijagram koji sadrzava odnos relativnog intenziteta i omjera mase i naboja fragmenta.?®
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Slika 9. Spektar masa %

1.4.3.VEZANI SUSTAV PLINSKA KROMATOGRAFIJA-SPEKTROMETRIJA
MASA

Vezani sustav plinska kromatografijia — spektrometrija masa (engl. gas
chromatography — mass spectrometry, GC-MS) je analiticka tehnika koja obuhvaca
plinsku kromatografiju i masenu spektrometriju u jedan postupak. U dana$nje vrijeme
prepoznata je kao odabrano prva tehnika kad se radi o odredivanju hlapljivih spojeva
premda se njegova upotreba moze proSiriti i na nehlapljive spojeve. Ova tehnika se
istiCe po svojstvima kao S§to su osjetljivost na malu koli¢inu uzorka, velike je
razlucivosti pa tako razdvaja spojeve i ve¢ na temelju sitnih specifi¢nosti, a dobiveni

rezultati su narogito ponovljivi i to¢ni.”’

Metoda se pokazala kao jako uspjesna kad se govori 0 separaciji i kvantifikaciji.
Njene manjkavosti se isticu kad se pojavi kvalitativno odredivanje, ali se u tom slucaju

uvijek moze nadomjestiti sa spektrometrijom masa.?
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Slika 10. Shematski prikaz vezanog sustava plinska kromatografija- spektrometrija

masa®2

Ukupna analiza pocinje injektiranjem uzorka. Uzorak se u tom procesu isparava
te mijesa sa inertnim plinom. Analiza se nastavlja ulaskom analita u kolonu koja je pod
vakuumom. U koloni dolazi do odjeljivanja komponenata. Daljnja analiza se provodi u
spektrometru masa. Unutar spektrometra dolazi dio ionizacije te pomocu krajnjeg
detektora dobivamo spektar masa. U ovom slucaju vrsi se usporedba dobivenog
spektrometra sa bazom spektara te se na taj nacin vrsi identifikacija spojeva. Posebnost
spektrometra masa u vezanom sustavu sa plinskom kromatografijom je u tome $to ima
mogucénost snimanja svih iona prisutnih uh nekom m/z intervalu, ili snimanja samo

odabranih iona omjera m/z (slika 10).%®
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. UZORCI

U eksperimentu je provedeno patvorenje meda pomocu cvjetne peludi, javorovog sirupa
I saharozne probe. Kao uzorci koristeni su cvjetna pelud i poliflorni med sa podrucja
Slavonskog Broda. Melisopalinoloska analiza je provedena na Agronomskom fakultetu
Sveucilistu u Zagrebu. (slika 11.).

Slika 11. Cvjetna pelud (lijevo) i poliflorni med (desno) koristeni u eksperimentu

(vlastita fotografija)

Za uzorak javorovog sirupa uzet je komercijalni sirup. Saharozna proba je za potrebe

eksperimentalnog rada izradena u laboratoriju pomoc¢u komercijalnog Secera.
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2.2. APARATURA

e Aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi
e Magnetska mijesalica (Heidolph MR Her-Standard (100-1400 o/min))
e Termostat (Heidolph EKT 3001, Njemacka)
e Sivo vlakno s ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS) duzine 5 cm (Supelco Co., SAD)
e Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)
o plinski kromatograf (Agilent Technologies, SAD), model 7890A
e maseni detektor (Agilent Technologies,SAD), model 5975C

e Kapilarna kolona HP-5MS ((5% fenil)-metilpolisiloksan, J&W, SAD),

2.3. PRIPREMA UZORAKA ZA ANALIZU

Ovaj eksperiment se bazira na hlapljivim spojevima i njihovoj analizi. Kako je ve¢
prije objasnjeno boja peludi varira ovisno o bilju od koje pelud potjece. Dakako
razli¢ito podrijetlo oznacava i razli¢ite hlapljive spojeve te peludi. Radi dobivanja
reprezentativnijih rezultata u analizi pelud je podijeljena u 6 skupina. Boja peludi po
skupinama varira od svijetlo Zute do gotovo crne. Tokom uzimanja uzorka peludi iz

svake od 6 skupina peludi su uzeta po 2 zrna (slika 12).

Slika 12. Prikaz peludnih zrna separiranih po skupinama u ovisnosti o boji

Patvorenje meda, kao §to je ve¢ navedeno, najcesce se provodi pomocu Sec¢ernih
sirupa. U ovom eksperimentu ulogu Secernih sirupa su preuzeli komercijalni javorov

sirup (slika 13), te saharozna proba napravljena u laboratoriju ( slika 14).
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Slika 13. Javorov sirup koriSten u eksperimentu (vlastita fotografija)

Saharozna proba je bila drugi Seerni sirup i napravljena je uz pomoé
komercijalnog Secera, sode bikarbone, limunske kiseline te vode. Postupak proizvodnje

saharozne probe odraden je prema sljede¢em receptu:
Potrebni sastojci:

e 70 gSeCera
¢ 30 ml kipuce vode
e 1 g limunske kiseline

e 0,8 g sode bikarbone

Postupak:

U posudu dodati $ecer i razrijediti kipucom vodom. Dobivena viskozna masa zagrijava
se u vodenoj kupelji na 80 °C. Za ubrzavanje postupka dodaje se kiselina. Smjesa se
drZi na konstantnu temperaturu 2 sata uz stalno mijesanje sirupa kako se Secer ne bi
nakupio. Da bi se kiselina neutralizirala, dodaje se soda bikarbona. Na kraju je potrebno

ohladiti gotov sirup-saharoznu probu (slika 14).
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Slika 14. Saharozna proba napravljena u laboratoriju (vlastita fotografija)

Patvorenje meda je provedeno na nacin da se cvjetna pelud otapala u Se¢ernim sirupima.
Stoga su ispitivani uzorci smjesa cvjetne peludi i javorovog sirupa te smjesa cvjetne
peludi i saharozne probe. Dakako kako bi se utvrdilo podrijetlo tih spojeva potrebni su i
uzorci pocetnih tvari §to su cvjetna pelud, javorov sirup i saharozna proba. U konacnici
kako se patvoreni med usporeduje sa prirodnim medom potrebna je i njegova analiza.
Zaklju¢no, uzorci su: cvjetna pelud, med, javorov sirup, smjesa cvjetne peludi i
javorovog sirupa, saharozna proba te smjesa cvjetne peludi i saharozne probe. Na slici
15 usporedno su prikazani uzorci cvjetne peludi, javorovog sirupa, smjese cvjetne

peludi i javorovog sirupa te saharozne probe i smjese cvjetne peludi i saharozne probe.

Slika 15. Prikaz uzoraka sa javorovim sirupom (lijevo) i uzoraka sa saharoznom probom
(desno) (vlastita fotografija)
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2.4. MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA KRUTOJ FAZI

19 od svakog uzorka (Sest uzoraka) se stavi u staklenu posudu od 15 mL. Posuda
se hermeticki zatvori PTFE/silikon septom te postavi u vodenu kupelj (40 °C). Na slici

16 prikazana je koriStena aparatura za mikroekstrakciju vrs$nih para na krutoj fazi (HS-
SPME). ¥

Slika 16. Aparatura za mikroekstrakciju vrsnih para na krutoj fazi (HS-SPME) (vlastita
fotografija)
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Prije upotrebe, u skladu s uputama proizvodaca, sivo vlakno je aktivirano
kondicioniranjem 60 min na 270 °C i to postavljanjem SPME igle u injektor plinskog
kromatografa. Nakon kondicioniranja, vlakno je odmah koristeno za ekstrakciju vrsnih

para uzoraka.*

Preliminarnim istrazivanjem utvrdeno je najpogodnije vlakno za ekstrakciju
vr$nih para uzoraka peluda s obzirom na ukupni broj identificiranih spojeva u vr$nim
parama sivo vlakno s ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS) duzine 5 cm (slika 17).

SAAAA W "
; ity

Slika 17. Vlakno sa ovojnicom DVB/CAR/PDMS (sivo vlakno)®

Nakon kondicioniranja uzorka (15 min), SPME igla je postavljena u posudu, a
vlakno se izvla¢i te se provodi ekstrakcija vrSnih para u vremenu od 45 min, uz
konstantnu brzinu mijesanja otopine uzorka peluda (1000 o/min). Nakon uzorkovanja,
SPME vlakno je vraceno u iglu, izvuceno iz posude i odmah postavljeno u GC-MS
injektor (250 °C, 7 min), gdje je provedena toplinska desorpcija ekstrahiranih spojeva

izravno u GC kolonu.*®
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2.5. GC-MS ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Analiza izoliranih isparljivih spojeva provedena je spregnutom tehnikom plinska
kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS), koriste¢i plinski kromatograf u
kombinaciji s masenim detektorom spojenim na raCunalo (Slika 18). Separacija
komponenti provedena je na kapilarnoj koloni: HP-5MS ((5% fenil)-metilpolisiloksan;
30 m x 0,25 mm,; debljina sloja stacionarne faze 0,25 pm).

Slika 18. Vezani sustav plinska kromatografija- spektrometrija masa (GC-MS) (vlastita

fotografija)
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Uvjeti rada plinskog kromatografa za HP-5MS kolonu:

e temperaturni program kolone: 2 min izotermno na 70 °C, zatim porast
temperature od 70 °C do 200 °C za 3 °C min™,

e temperatura injektora: 250 °C,
e omijer cijepanjaje 1 : 50,

e plin nositelj: helij s protokom 1 mLmin™.

Uvjeti rada spektrometra masa:

e energija ionizacije: 70 eV,
e temperatura ionskog izvora: 280 °C,

¢ interval snimanja masa: 30-350 masenih jedinica.

Za svaki analizirani uzorak, kao rezultat GC-MS analize dobiveni su sljedeci podaci:

e naziv spoja ili spojeva €iji spektar ili spektri su najslicniji spektru nepoznate
komponente pojedinog pika iz kromatograma ukupne ionske struje; slicnosti
spektara koji se usporeduju izrazeni su vjerojatnoscu u postotcima,

e vrijeme zadrZavanja pojedine komponente,

e relativni udio pojedine komponente izraZzen u postotcima.

Injektiranje uzorka provedeno je ru¢no pomocu drzaca za SPME vlakno (slika 19).

Slika 19. Uredaj za mikroekstrakciju (vlastita fotografija)
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3. REZULTATI

Hlapljivi spojevi uzoraka cvjetne peludi, poliflornog meda, javorovog sirupa,

saharozne probe, smjese cvjetne peludi i javorovog sirupa te smjese cvjetne peludi i

saharozne probe analizirani su vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija

masa GC-MS na koloni HP-5MS. Dobiveni rezultati ispitivanja prikazani su u

tablicama 1-6.

Tablica 1. Kemijski sastav hlapljivih spojeva cvjetne peludi izoliran pomocu sivog
vlakna s ovojnicom (divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS)

duzine 5 cm)

red. broj | spoj RI povrsina pika (%)
1. octena kiselina <900 56,51
2. 3-metilbutanal™* <900 1,56
3. dimetil-sulfid* <900 3,63
4, etil-acetat <900 3,45
5. pentanal <900 1,85
6. butanska Kiselina <900 2,46
7. butan-2,3-diol <900 1,11
8. heksanal <900 1,62
9. (E)-heks-2-enal <900 5,00
10. 2-furankarboksaldehid (furfural)* <900 0,97
11. heksen-1-ol <900 511
12. benzaldehid® 965 1,59
13. heksanska kiselina 985 2,54
14. 6-metil-hept-5-en-2-on 989 1,43
15. 1,8-cineol 1038 1,12
16. (E,E)-okta-3,5-dien-2-on 1075 0,21
17. oktan-1-ol 1080 0,78
18. (E,Z)-okta-3,5-dien-2-on 1093 0,36
19. nonanal 1105 1,26
20. aldehid jorgovana (izomer 1**) 1156 0,80

RI

retencijski indeks na HP-5MS koloni; @

identifikacija potvrdena pomocu

referentnog spoja; * = spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektra masa); ** =
to¢an izomer nije identificiran
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Tablica 2. Kemijski sastav hlapljivih spojeva poliflornog meda izoliran pomoc¢u sivog
vlakna s ovojnicom (divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS)

duzine 5 cm)

red. broj | spoj RI povrsina pika (%)
1. 3-metilbutanal* <900 | 2,48
2. 2-metilbutanal* <900 | 2,61
3. dimetil-sulfid* <900 | 2,53
4. etil-acetat <900 | 2,38
5. 2,5-dimetilfuran <900 | 2,26
6. oktan <900 | 5,00
7. dimetil-disulfid* <900 |1,12
8. 2-furankarboksaldehid (furfural)* <900 |454
Q. heksen-1-ol <900 |5,11
10. heptanal 901 0,47
11. a-pinen 942 1,62
12. benzaldehid® 965 16,03
13. oktanal 1006 | 1,13
14, pent-1-in-4-en-3-ol 1010 | 2,51
15. limonen 1035 | 0,56
16. benzil-alkohol 1037 | 0,96
17. 2-fenilacetaldehid 1048 | 1,31
18. trans-linalool oksid (furanski tip) 1076 | 1,46
19. cis-linalool oksid (furanski tip) 1091 | 8,63
20. linalool 1101 | 2,96
21. hotrienol 1106 | 7,46
22. 2-feniletanola 1116 | 0,6
23. aldehid jorgovana (izomer 1**) 1156 | 1,21
24. aldehid jorgovana (izomer 11**) 1170 | 1,2
25. 3,7-dimetilokt-1,5-dien-3,7-diol 1191 | 0,47
26. dekanal 1207 | 0,66
27. nonanska kiselina 1273 0,59

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni; a = identifikacija potvrdena pomocu
referentnog spoja; * = spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektra masa); ** =
toc¢an izomer nije identificiran
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Tablica 3. Kemijski sastav hlapljivih spojeva javorovog sirupa izoliran pomocu sivog
vlakna s ovojnicom (divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS)

duzine 5 cm)

red.broj | spoj RI povrsina pika(%0)
1. 3-metil-3-buten-2-on <900 | 3,00
2. 2-furankarboksaldehid (furfural)* <900 |3,15
3. 2-furanmetanol <900 |20,78
4. 2-metil-2-ciklopenten-1-on 908 1,07
5. 2-etil-heks-1-ol 1035 | 3,32
6. 2-hidroksi-3-metil-2-ciklopenten-1-on 1036 | 1,67
7. 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H- 1144 | 8,79
piran-4-on*

8. 5-hidroksimetilfurfural 1230 | 19,72
9. nonanska kiselina 1273 | 2,21
10. dekanska kiselina 1371 | 5,80
11. sirinaldehid 1665 | 1,06

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni; a = identifikacija potvrdena pomocu

referentnog spoja; * = spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektra masa); ** =

tocan izomer nije identificiran
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Tablica 4. Kemijski sastav hlapljivih spojeva javorovog sirupa i cvjetne peludi izoliran

pomocu

sivog vlakna s

(DVB/CAR/PDMS) duZine 5 cm)

ovojnicom  (divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan

red.broj | spoj RI povrsina pika(%0)
1. octena kiselina <900 8,51
2. etil-acetat <900 5,54
3. 2-furankarboksaldehid (furfural)* <900 4,02
4. 2-furanmetanol <900 17,53
5. (E,E)-okta-3,5-dien-2-on 1075 2,39
6. metil-oktanoat 1128 3,55
7. 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H- 1144 8,32
piran-4-on*

8. 5-hidroksimetilfurfural 1230 25,72
9. nonanska kiselina 1273 1,81
10. dekanska kiselina 1371 4,22
11. sirinaldehid 1665 1,58

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni; a = identifikacija potvrdena pomocéu

referentnog spoja; * = spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektra masa); ** =

toc¢an izomer nije identificiran
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Tablica 5. Kemijski sastav hlapljivih spojeva saharozne probe izoliran pomocéu sivog
vlakna s ovojnicom (divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS)

duzine 5 cm)

red. broj Spoj RI povrsina pika(%)
1. 2-furankarboksaldehid (furfural)* <900 47,8
2. 2-furanmetanol <900 11,97
3. nonanal 1105 3,54
4. 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H- 1144 5,01
piran-4-on*
5. 5-hidroksimetilfurfural 1230 4,25
6. nonanska kiselina?® 1273 2,64

RI1 = retencijski indeks na HP-5MS koloni; ® = identifikacija potvrdena pomo¢u

referentnog spoja; * = spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektra masa); ** =

to¢an izomer nije identificiran
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Tablica 6 Kemijski sastav hlapljivih spojeva saharozne probe i cvjetne peludi izoliran

pomoc¢u sivog vlakna s ovojnicom (divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS) duzine 5 cm)

red. broj Spoj RI povrsina pika (%)
1. octena kiselina <900 23,35

2. dimetil-sulfid* <900 4,97

3. etil-acetat <900 4,67

4. pentanal <900 7,56

5. dimetil-disulfid* <900 0,95

6. 2-furankarboksaldehid (furfural)* | <900 8,67

7. 2-furanmetanol <900 7,97

8. benzaldehida 985 1,27

9. 6-metil-hept-5-en-2-on 989 6,03

10. 1,8-cineol 1038 1,80

11. (E,E)-okta-3,5-dien-2-on 1075 1,22

12. (E,Z)-okta-3,5-dien-2-on 1093 0,94

13. nonanal 1105 3,04

14. 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6- 1144 4,14

metil-4H-piran-4-on*

15. aldehid jorgovana (izomer 1**) 1156 1,18

16. 5-hidroksimetilfurfural 1230 1,52

17. nonanska kiselina 1273 2,64

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni; a = identifikacija potvrdena pomocéu

referentnog spoja; * = spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektra masa); ** =

tocan izomer nije identificiran
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4. RASPRAVA

Proizvodnja meda danas u svijetu iznosi oko 1 400 000 t godiSnje, a kao najveci
proizvodaci izdvajaju se: Rusija, SAD, Kina, Meksiko, Argentina. Podaci o potrosnji
meda ukazuju na velike potroSnje. Primjerice prosje¢na potro$nja meda po stanovniku,
u Grckoj iznos 1,7 kg dok je u Njemackoj 1,2 kg. Kako to obi¢no biva doslo je do
povecane potroSnje i sve manje proizvodnje. Iz tog razloga med je postao tre¢a najvise
patvorena namirnica na svijetu. Patvorenje se najeSce provodi razrjedivanjem ili

ey . . . 15
mijeSanjem sa slatkim sirupima

Cilj ovog diplomskog rada bio je odrediti sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva u
uzorku cvjetne peludi, poliflornog meda, javorovog sirupa, smjese cvjetne peludi i
javorovog sirupa, saharozne probe, smjese saharozne probe i cvjetne peludi. Kako bi se
izolirali spojevi koriStena je metoda ekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi. Dobiveni
spojevi su analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija — spektrometrija masa
na HP-5MS koloni.

Hlapljivi spojevi cvjetne peludi, odnosno kemijski sastav i udio hlapljivih
spojeva izoliranih pomo¢u metode mikroekstrakcije vrsnih para na krutoj fazi sa sivim
vlaknom (DVB/CAR/PDMS) prikazan je u Tablici 1. 1zolirano je ukupno 20 spojeva. U
uzorku dominira octena kiselina (56,51%), a slijedi je heksen-1-ol sa udjelom od 5,11%.
Niz nastavljaju dimetil- sulfid sa udjelom od 3,63% i etil-acetat sa udjelom od 3,45%.

Ostali spojevi se nalaze u udjelima manjim od 3%.

Kod analize podataka za samu cvjetnu pelud uocljivo je da najvec¢i udio
posjeduje octena kiselina. Octena kiselina ne ¢ini standardni sastav meda te se smatra da
je posljedica oksidacije. Odnosno kako je u eksperimentu provodeno separiranje
peludnih zrna prema boji 1 veli¢ini, peludna zrna su duzi period bila izloZena
atmosferskim uvjetima §to je dovelo do suSenja peludi te do moguceg pocetka
fermentacije. Spojevi koji se u Tablici 1. redom nalaze od jedanaestog do dvadesetog
mjesta su tipicni spojevi peludi te se u veéem ili manjem udjelu mogu pronaci u

rezultatima analize peludi bilo koje biljne vrste.

Tablica 2 prikazuje kemijski sastav hlapljivin spojeva poliflornog meda.
Analizom je uspjesno identificirano 27 spojeva. Okvirno se da primijetiti da rijetki

spojevi prelaze udio ve¢i od 3%. Najveci udio posjeduje benzaldehid, tocnije 16,03%.
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Spoj cis-linalool oksid (furanski tip) zastupljen je udjelom od 8,63%, dok ponesto
manje ima hotrienola (7,46 %). Bliske udjele imaju heksen-1-ol (5,11%) te oktan (5%).
Posljednji u nizu spojeva koji ima udio veci od 3% je 2-furankarboksaldehid (furfural)*

sa tocnim udjelom od 4,54%.

Analizom uzorka poliflornog meda potvrdeno je prisustvo spojeva 3-
metilbutanal i 2-metibutanal, kako je prikazano u Tablici 2. Oba spoja su posljedica
izlaganja uzorka toplinskoj obradi i procesima oksidacije, odnosno oba su Streckerovi
aldehidi. Spoj 3-metilbutanal se nalazi i u uzorku cvjetne peludi, ali u nesto manjem
udjelu. Osim 3-metilbutanala, postoji jo§ nekoliko spojeva koji su detektirani u uzorku
cvjetne peludi, ali i u uzorku meda. To su redom: heksen-1-ol, benzaldehid i aldehid

jorgovana®!

Isto kako pelud ima standardne spojeve koje je moguce pronaéi u gotovo
svakom uzorku peludi isto je i sa medom. Standardni spojevi za med su: limonen,
nonanal, fenilacetaldehid, dekanala i1 beznaldehid. Ispitivani uzorak meda sadrzi:
limonen, 2-fenilacetaladehid te benzaldehid. Najveci udio od navedenih ima bezaldehid
1to uiznosu od 16,03%. Benzaldehid se nalazi 1 u uzorku peludi samo u znacajno nizem

udjelu, toénije 1,59%.%

U Tablici 2. se mogu uociti dva izomera aldehida jorgovana, ali i linalool.
Aldehidi jorgovana nastaju iz linalola pomocu izravne hidroksilacije na Cg atomu gdje
ponajprije nastaje (E)-8-hidrokisilanool, a dalje se (E)-8-oksolinalool pretvara u alkohol
jorgovana te potom oksidira u aldehid jorgovana.. Takoder epoksidacijom iz linaloola
nastaje 6,7-epoksilinalool koji oksidacijom daje dva tipa furanskih linalool oksida,
tocnije cis- 1 trans-linalool oksid. Oba se nalaze u Tablici 2. u gotovo jednakim
udjelima, dok je udio aldehida jorgovana u uzorku cvjetne peludi nesto manji nego u

medu i pojavljuje su u obliku samo jednog izomera.*

Udio hotrienola pri analizi hlapljivih spojeva meda iznosi 7,46%. Hotrienol je spoj koji
nastaje toplinskom razgradnjom 2,6-dimetil-3,7-oktadien-2,6-diola ili (E)-i-(Z)-8-
hidroksilinalola (slika 20). Navedeni prekursori hotrienola nisu pronadeni u
analiziranom uzorku poliflornog meda. Buduéi da uzorak meda nije prilikom izolacije

termicki tretiran, hotrienol je vjerojatno nastao tijekom zrenja meda.*
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3,7-dimetilokt-1,7-dien-3,6-diol (E)-8-hidroksilinalool  (Z)-8-hidroksilinalool

Slika 20. Nastajanje hotrienola®

Tablica 3. sadrzi sastav hlapljivih spojeva javorovog sirupa koji su analizirani na
isti nacin kao i spojevi cvjetne peludi. Analizom je izolirano 11 spojeva. Spoj koji je
prisutan u najvecem postotku je 2-furanmetanol (20,78%), dok ga u nesto nizem udjelu
slijedi 5-hidroksimetilfurfural (19,72%). Osim navedenih spojeva kvantitativno znacajni
spojevi su i 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on* (8,79%), 2-etil-heks-1-ol
(3,32%) , 2-furankarboksaldehid (furfural)* (3,15%) te na kraju niza 3-metil-3-buten-2-
on (3%). Kao i u prethodnom slucaju ostali spojevi se nalaze u udjelima manjim od 3

%.

Spoj koji se posebno istiCe u analizi hlapljivih spojeva javorovog sirupa je 5-
hidroksimetlfurfural. To je spoj koji nastaje zagrijavanjem Secera i amina te uzrokuje

promjenu arome i boje samog uzorka. Uglavnom je produkt Maillardovih reakcija i
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Streckerovih degradacija. Put nastanka 5-hidroksimetilfurfurala dijele i 2-
furankarboksaldehid te 2-furanmetanol. Oba su detektirana u analiziranom uzorku

javorovog sirupa.*

H HO H
HO HO- HO
OH OH
o - R-NH; —— OH
HO
- HO HO:
OH OH OH
%, , R—HN R—N=—
amin H o
heksoaldoza
+ Hy0
HO HO
OH
HO HO oH
oH OH HO
HO —_— HO -_
OH
o oH
R—N R—N il
) : ;

aminodeoksiketoza
(Amadori meduprodukt)

HO H
furani 1 furanoni
HO! HO
NHs
o oH piroli
HO! \ 0
oH o HoS
R—N RNH, tiofeni i tiazoli
H dehidroredukton

Strecker-ova degradacija

aminokiselina retroaldolna kondenzacija

o hidroksiaceton
pirazini i piridini acetoin
glioksal

Slika 21 Op¢a shema Maillardove reakcije *°

Temelj Maillardovih reakcija (slika 21) je kondenzacija uglavnom reducirajucih
ugljikohidrata s a-amino skupinom slobodnih aminokiselina pri ¢emu nastaju nestabilne
aminodekstroze. One se dalje deaminiraju i dehidratiziraju dajuci razlicite reaktivne
produkte kao §to su: hidroksiketoni, dikarbonilni spojevi, derivati furfurala i furanona i
drugo, a koji dalje mogu biti reaktanti kod Strecker-ovih degradacija aminokiselina.
Strecker-ova degradacija aminokiselina temelji se na dekarboksilaciji i deaminaciji
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aminokselina u prisutnosti dikarbonilnih spojeva pri ¢emu nastaje Strecker-ov aldehid i
aminoketon. S obzirom na ¢injenicu da se javorov sirup dobiva ukuhavanjem prisustvo
spojeva kao $§to su 5-hidroksimetilfurfural, 2-furankarboksaldehid i 2-furanmetanol je

najvjerojatnije posljedica navedenog procesa dobivanja.

Spojevi specifi¢ni za javor su sirinaldehid i 2-hidroksi-3-metil-2-ciklopenten-1-
on. Sirinaldehid je spoj koji se dobiva kao produkt degradacije lignina. Odnosno
javorov sirup ima takav nacin sakupljanja da se u drvo zabijaju posebni lijevci te tako
degradiraju lignin koji se nalazi u kori drveta. Spoj koji je definicija okusa javora je 2-
hidroksi-3-metil-2-ciklopenten-1-on, odnosno on daje onu aromu zbog koje svi
prepoznaju javorov sirup. Osim prethodnih, literaturno definiranih, spojeva postoje i
odredeni spojevi koje je Cesto mogucée pronaci u javorovom sirupu, a ne potjecu izvorno
iz sirupa. To su 2-etil-heks-1-ol kojeg sirup sadrzi 3,32% i nonanska ksielina sa 2,21%.
Dokazano je da su ti spojevi posljedica dodataka koji sprjeavaju pjenjenje tijekom

ukuhavanja sirupa. *

U tablici 4 prikazani su rezultati analize smjese javorovog sirupa i cvjetne
peludi. U smjesi je identificirano ukupno 11 spojeva, od kojih su najzastupljeniji 5-
hidroksimetilfurfural (25,72%) i 2-furanmetanol (17,53%). U udjelu manjem od 10%
prisutni su slijedeci spojevi: octena kiselina (8,51%), 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-
4H-piran-4-on*  (8,32%), etil-acetat (5,54%), dekanska kiselina(4,22%), 2-
furankarboksaldehid (furfural)* (4,02%), metil-oktanoat (3,05%). Ostali detektirani

spojevi su prisutni u udjelu manjem od 3%.

Prema literaturnim podacima spoj 2,3,-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H-piran-
4-on, ili derivat furana, koji je identificiran u analiziranoj smjesi prisutan je u samom
javorovom sirupu te u smjesi javorovog sirupa i cvjetne peludi. Obzirom da je u ovom
radu spoj detektiran u javorom sirupu i smjesi javorovog sirupa i cvjetne peludi u
priblizno jednakom udjelu moze se pretpostaviti da je razlog njegovog prisustva pri

toplinskoj proizvodnji javorovog sirupa i nastajanje derivata furana.*

Usporedbom podataka dobivenih analizom cvjetne peludi te smjese javorovog
sirupa i cvjetne peludi vidljivo je da su odredeni spojevi detektirani u obje analize. Tako
je octenu kiselinu i etil-acetat moguce pronaci u analizi spojeva cvjetne peludi, ali i u
analizi smjese cvjetne peludi i javorovog sirupa. Octena kiselina se pojavljuje kod

analize cvjetne peludi u udjelu od 56,51%, dok u smjesi cvjetne peludi i javorovog
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sirupa njen sadrzaj iznosi 8,51 %. Osim navedenih spojeva u obje je analize detektiran i
spoj (E,E)-okta-3,5-dien-2-on. Njegov udio kod analize cvjetne peludi iznosi 0,36% dok
se je u slucaju analize smjese cvjetne peludi i javorovog sirupa taj udio veci, tocnije

2,39%.

Hlapljivi spojevi saharozne probe, tocnije kemijski sastav i udio hlapljivih
spojeva izoliranih metodom mikroekstrakcije vrSnih para na krutoj fazi sa sivim
vlaknom (DVB/CAR/PDMS) iskazan je u Tablici 5. Vidljivo je izolirano samo 6
spojeva. Prema udjelu, ispred svih, uvelike prednjac¢i 2-furankarboksaldehid (furfural)*
sa udjelom od 47,8%. Udio iznad 10%, to¢nije udio od 11,97% ima 2-furanmetanol dok
sve ostale komponente imaju manji udio. Slijedom su to spojevi: 2,3-dihidro-3,5-
dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on* (5,01%), 5-hidroksimetilfurfural (4,25%), nonanal
(3,54%) te naposljetku nonanska kiselina (2,64%).

Analizom uzorka saharozne probe detektirani su  spojevi:  2-
furankarboksialdehid, 2-furanmetanol, 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-
on, 5-hidroksimetilfufural. Uzorak saharozne probe izraden je u laboratoriju i to tako $to
je provedeno visesatno ukuhavanje sastojaka. S obzirom na nacin priredivanja uzorka
smatra se da su navedeni spojevi posljedica Maillardovih reakcija. Spojevi koji su
identificirani u uzorku saharozne probe, a ne potjecu iz Maillardovih reakcija su

nonanal i nonanska kiselina.

Posljednji analizirani uzorak ¢inila je smjesa saharozne probe i cvjetne peludi.
Rezultati analize prikazani su u Tablici 6. Identificirano je ukupno 17 spojeva. Kao i
kod prethodne analize smjese javorovog sirupa i cvjetne peludi, najve¢i udio se
pripisuje octenoj kiselini (23,25%). NeSto istaknutiji spojevi prema udjelu su 2-
furankarboksaldehid (furfural)* (8,67%), 2-furanmetanol (7,97%), pentanal (7,56%) te
6-metil-hept-5-en-2-on (6,03%). Preostali spojevi se nalaze u udjelima manjim od 5%, a
niz zapocinju dimetil-sulfid i etil-acetat ¢iji su udjeli vrlo bliski. Odnosno dimetil-sulfid
ima udio od 4,97%, dok etil-acetat ima udio od 4,67%. NesSto manji udio ima 2,3-
dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on*, to¢nije 4,14. Posljednji spoj u nizu sa

istaknutijim udjelom je nonanal i to u udjelu od 3,04 %.

Usporedbom spojeva dobivenih analizom uzorka saharozne probe i uzorka
smjese cvjetne peludi i saharozne probe vidljivo je da se svih 6 spojeva pronadenih kod

uzorka saharozne probe nalazi i u sastavu uzorka smjese cvjetne peludi i saharozne
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probe. Ostatak spojeva detektiranih analizom smjese cvjetne peludi i saharozne probe
podudara se sa spojevima pronadenim tijekom analize uzorka cvjetne peludi. Sumarno
se da zakljuciti da stvaranjem smjese cvjetne peludi i saharozne probe nije doslo do
nastanka novih spojeva ve¢ je samo doSlo do promjena udjela spojeva s obzirom na

uzorke cvjetne peludi i uzorke saharozne probe.
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5. ZAKLJUCAK

Razmatrajuci dobivene rezultate analize moze se izvesti sljedece zakljucke:

e uzorak cvjetne peludi sadrzi visoki udio octene kiseline (56,51%) kao
posljedicu suSenja uzorka te isto svojStvo prenosi na ispitivane
uzorke smjese cvjetne peludi i javorovog sirupa te smjese cvjetne
peludi i saharozne probe,

e uzorak poliflornog meda sadrzi karakteristiéne spojeve (hotrienol,
3,7-dimetilokt-1,5-dien-3,7-diol,..) kao i drugi medovi Kkoji su
ispitivani na ovakav nacin a nisu nadeni u uzorcima javorovog sirupa
I saharozne probe,

e Uuzorci javorovog sirupa i saharozne probe sadrze veéi udio spojeva
Maillardovih reakcija $to ukazuje na zagrijavanje i patvorenje,

e spoj koji se pojavljuje u svim analiziranim uzorcima je 2-
furankarboksialdehid,

e uzorci javorovog sirupa sadrze spojeve koji su posljedica nacina
proizvodnje javorovog sirupa,

e u patvorenom medu nadinjenom od smjese cvjetnog peluda 1
javorovog sirupa te smjese cvjetnog peluda i saharozne probe

detektirani su spojevi koji su produkt Maillardove reakcije.
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6. KRATICE

HS-SPME = mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (engl. headspace- solid phase
microextraction)

GC-MS = vezana tehnika plinske kromatografije- spektrometrije masa (engl. gas
chromatography-mass spectrometry)

GC-FID = plinska kromatografija s fotoionizacijskim detektorom (engl. gas
chromatography with flame-ionization detection)

HPLC = tekué¢inska kromatografija visoke uéinkovitosti (engl. high performace liquid
chromatography)

FTIR = infracrvena spektrospoija sa Fourierovom transformacijom (engl. Fourier
transform infrared spectoscopy)

SPME = mikroekstrakcija na krutoj fazi (engl. solid-phase microextraction)

GC = plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography)

DVB/CAR/PDMS = divinilbenzen/karboksen/polidimetiloksan (engl.
Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane)

PDMS = polidimetiloksan (engl. polydimetilsiloxane)

PA = poliakrilat (engl. polyacrylate)

EMA- ekonomski motivirano krivotvorenje (engl. economically motivated adulteration)

pum = mikrometar

°C = stupanj Celsius

mS = miliSiemens

cm = centimetar

ppm= dijelovi po milijunu

m/z = omjer mase i naboja

kg = kilograam
mL = mililitar
min = minuta

o/min = okretaja po minuti
m = metar

mm = milimetar

mL/min = mililitar po minuti

eV = elektronvolt
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