Hlapljivi spojevi meda s dodatkom soka od maline

Siroglavi¢, Dominik

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, Faculty of Chemistry and Technology / Sveuciliste u Splitu, Kemijsko-tehnoloski
fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:167:392128

Rights / Prava: In copyright/Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-18

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of chemistry and
technology - University of Split

AN

zir.nsk.hr

é UNIVERSITY OF SPLIT i i O i ;O r

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:167:392128
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.ktf-split.hr
https://repozitorij.ktf-split.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ktfst:698
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/ktfst:698
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ktfst:698

SVEUCILISTE U SPLITU

KEMIJSKO-TEHNOLOSKI FAKULTET

HLAPLJIVI SPOJEVI MEDA S DODATKOM SOKA OD MALINE

ZAVRSNI RAD

DOMINIK SIROGLAVIC

Maticni broj: 15

Split, rujan 2019.



SVEUCILISTE U SPLITU
KEMIJSKO-TEHNOLOSKI FAKULTET
PREDDIPLOMSKI STUDIJ

PREHRAMBENA TEHNOLOGIJA

HLAPLJIVI SPOJEVI MEDA S DODATKOM SOKA OD MALINE

ZAVRSNI RAD

DOMINIK SIROGLAVIC

Mati¢ni broj: 15

Split, rujan 2019.



UNIVERSITY OF SPLIT
FACULTY OF CHEMISTRY AND TECHNOLOGY

UNDERGRADUATE STUDY OF FOOD TECHNOLOGY

VOLATILE COMPOUNDS OF HONEY WITH THE ADDITION OF
RASPBERRY JUICE

BACHELOR THESIS

DOMINIK SIROGLAVIC

Parent number: 15

Split, september 2019






TEMELJIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

ZAVRSNI RAD
Sveuciliste u Splitu
Kemijsko-tehnoloski fakultet u Splitu
Preddiplomski studij Prehrambene tehnologije
Znanstveno podrudje:  Biotehni¢ke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija
Tema rada: je prihvacena na 19. sjednici Fakultetskog vije¢a Kemijsko-tehnoloskog
fakulteta
Mentor: Doc. dr. sc. Zvonimir Marijanovi¢

HLAPLJIVI SPOJEVI MEDA S DODATKOM SOKA OD MALINE
Dominik Siroglavi¢, 2063
SaZetak:

Mnostvo bioloskih spojeva u medu nisu stabilni, narocito hlapljive tvari, a njihove se strukture
mogu transformirati tijekom zrenja meda, skladiStenja te u procesu dobivanja proizvoda od meda usljed
djelovanja visoke temperature. Cilj ovog rada je bio identificirati hlapljive i poluhlapljive spojeve unutar
proizvoda od meda. Spojevi su izolirani ultrazvuénom ekstrakcijom (USE) koriste¢i otapala pentan :
dietil-eter (1:2 v/v) i diklormetan. Druga koriStena metoda je mikroekstrakcija vr§nih para na krutoj fazi
(HS-SPME). lzolirani spojevi su analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija
masa (GC-MS). Najzastupljeniji spojevi u istrazivanom medu uzorka su bili: 5-hidroksimetilfurfural
(21,9-43,9%), 2-furankarboksaldehid (furfural; 16,3%), mnogi terpeni i derivati benzena. Specifi¢an spoj
izoliran ultrazvu¢nom ekstrakcijom koriste¢i diklormetan kao otapalo je tzv. malina keton (4-(4-
hidroksifenil)butan-2-on (0,9%)).

Kljuéne rijeci: med, hlapljivi spojevi, sok od maline, GC-MS, HS-SPME, USE
Rad sadrzi: 44 stranice, 20 slika, 6 tablica, 36 literaturne reference
Jezik govornika: hrvatski

Sastav povjerenstva za obranu:

1. Izv. prof. dr. sc. Ani Radoni¢ predsjednik
2. lzv. prof. dr. sc. Vesna Sokol ¢lan
3. Doc. dr. sc. Zvonimir Marijanovié¢ ¢lan - mentor

Datum obrane: 26.09.2019.

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u Knjiznici Kemijsko-tehnoloskog
fakulteta Split, Rudera Boskovica 35.



BASIC DOCUMENTATION CARD
BACHELOR THESIS
University of Split
Faculty of Chemistry and Technology Split
Undergraduate study Food Technology

Scientific area: Biotechnical sciences

Scientific field: Food technology

Thesis subject was approved by Faculty Council of Faculty of Chemistry and
technology, session no. 19™

Mentor: Zvonimir Marijanovi¢, PhD, assistant professor

VOLATILE COMPOUNDS OF HONEY WITH THE ADDITION OF RASPBERRY JUICE
Dominik Siroglavi¢, 2063
Abstract:

Many compounds of biological origin in honey are not stable, particulary volatile substances, and
their structures can be transformed during honey maturation, storage and in the process of obtaining
various honey products due to the action of high temperature. The aim of this paper was to identify
volatile and semi-volatile compounds inside honey product. The compounds were isolated by ultrasound
assisted solvent extraction (USE) using pentane : diethyl-ether (1:2 v/v) and dichloromethane as solvent.
The second method is headspace solid-phase microextraction (HS-SPME). The isolated compounds were
analyzed by gas chromatography — mass spectrometry (GC-MS). Most common volatile compounds
were: 5-hydroxymethylfurfural (21.9-43.9%), 2-furancarboxyaldehyde (furfural:16.3%), many terpenes
and benzene derivatives. Specific volatile compound isolated with dichloromethane as solvent was
»raspberry ketone* (4-(4-hydroxyphenyl)-butan-2-one (0.9%)).

Keywords: honey, volatile compounds, raspberry juice, GC-MS, HS-SPME, USE
Thesis contains: 44 pages, 20 figures, 6 tables, 36 references
Original in: Croatian

Defence committee:

1. Ani Radoni¢ - PhD, associate prof. chair person
2. Vesna Sokol- PhD, associate prof. member
3. Zvonimir Marijanovi¢ - PhD, assistant prof. supervisor

Defence date: 26.09.2019.

Printed and electronic (pdf format) version of thesis is deposed in Library of Faculty of Chemistry
and Technology Split, Rudera Boskovica 35.



Zavrsni rad je izraden u Zavodu za Prehrambenu tehnologiju i biotehnologiju,
Kemijsko-tehnoloskog fakulteta u Splitu pod mentorstvom doc. dr. sc. Zvonimira

Marijanovica, u razdoblju od sijecnja do rujna 2019. godine.



ZAHVALA

Veliku zahvalnost dugujem svom mentoru doc. dr. sc. Zvonimiru Marijanoviéu koji mi je
omogucio rad u laboratoriju i pomogao svojim savjetima tijekom izrade ovog zavrsnog

rada, te sto je uvijek imao vremena za moje upite.

Zahvaljujem se svim svojim prijateljima, koji su bili uz mene i omogucili mi lako i

zabavno studiranje.

Posebnu zahvalnost iskazujem svojoj obitelji i djevojci na podrsci tokom studiranja,

hvala na povjerenju, razumijevanju i strpljenju.



ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak ovog zavr$nog rada je odrediti profil hlapljivih spojeva iz uzorka meda te na taj

nacin odrediti specificne komponente.
U tu svrhu potrebno je izvrsiti sljedece korake:

1. Izolirati hlapljive spojeve pomocu ultrazvuéne ekstrakcije (USE) s
organskim otapalima diklormetan te smjesom pentana i dietil-etera u
volumnom omjeru 1:2.

2. lIzolirati hlapljive spojeve uzorka meda mikroekstrakcijom vr$nih para na
krutoj fazi (HS-SPME) koriste¢i sivo vlakno obavijeno tankim polimernim
filmom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (PVB/CAR/PDMS).

3. Analizirati izolirane spojeve vezanim sustavom plinska kromatografija —
spektrometrija masa (GC-MS), te uociti prisutnost specifiénih hlapljivih

spojeva za ovakvu vrstu proizvoda od meda.



SAZETAK

Mnostvo bioloskih spojeva u medu nisu stabilni, narocito hlapljive tvari, a njihove
se strukture mogu transformirati tijekom zrenja meda, skladiStenja te u procesu
dobivanja proizvoda od meda usljed djelovanja visoke temperature. Cilj ovog rada je
bio identificirati hlapljive i poluhlapljive spojeve unutar proizvoda od meda.

Spojevi su izolirani ultrazvu¢nom ekstrakcijom (USE) koristeci otapala pentan :
dietil-eter (1:2 v/v) i diklormetan. Druga koristena metoda je mikroekstrakcija vrsnih
para na krutoj fazi (HS-SPME). lzolirani spojevi su analizirani vezanim sustavom

plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS).

Najzastupljeniji  spojevi u istrazivanom medu uzorka su bili:  5-
hidroksimetilfurfural (21,9-43,9%), 2-furankarboksaldehid (furfural; 16,3%), mnogi
terpeni i derivati benzena. Specifi¢an spoj izoliran ultrazvuénom ekstrakcijom koristeci

diklormetan kao otapalo je tzv. malina keton (4-(4-hidroksifenil)butan-2-on (0,9%)).



SUMMARY

Many compounds of biological origin in honey are not stable, particulary volatile
substances, and their structures can be transformed during honey maturation, storage
and in the process obtaining honey products due to the action of high temperature. The
aim of this paper was to identify volatile and semi-volatile compounds inside honey

product.

The compounds were isolated by ultrasound assisted solvent extraction (USE)
using pentane : diethyl-ether (1:2 v/v) and dichloremethane as solvent. The second
method is headspace solid-phase microextraction (HS-SPME). The isolated compounds

were analyzed by gas chromatography — mass spectrometry (GC-MS).

Most common volatile compounds were: 5-hydroxymethylfurfural (21.9-43.9%),
2-furancarboxyaldehyde (furfural; 16.3%), many terpens and benzene derivatives.
Specific volatile compound isolated with dichloremethane as solvent was ,raspberry

ketone* (4-(4-hydroxyphenyl)-butan-2-one (0.9%)).
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UvOoD



Prema pravilniku o medu iz 2015. godine, 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.
Pcele dodaju vlastite specificne tvari, pohranjuju, izdvajaju vodu i odlazu takav nezreo

med u stanice saca sve do sazrijevanja. (1)

Kemijski sastav meda usko je povezan s njegovim botanickim porijeklom te sa
znaCajkama zemljopisnog podrucja gdje je med proizveden, jer tlo i klimatski uvjeti
odreduju medonosnu floru. Upravo zbog toga je odredivanje kemijskog profila od
velikog znacaja jer direktno utjeCe na procjenu kvalitete 1 vrijednosti meda. Od najveceg
su interesa analize isparljivin spojeva s ciljem identifikacije specificnih botanickih

markera ¢ija prisutnost potvrduje porijeklo meda. (2)

Cilj rada je odrediti kemijski profil hlapljivin spojeva meda od bagrema s
dodatkom maline uz pomo¢ metode mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi te
metode ultrazvucne ekstrakcije koriste¢i organska otapala. Koriste¢i vezani sustav
plinska kromatografija — spektrometrija masa dobit ¢emo kompletnu analizu izoliranih

spojeva.



1. OPCI DIO

2



11 MED

Od davnina su med i drugi pcelinji proizvodi pratili covjeka tokom evolucije te
mu sluzili prvenstveno kao hrana, a zatim kao lijek 1 vjerski simbol. Jo$ u starom Egiptu
se med koristio u medicini vjerujuc¢i da je dar od Boga koji lijeci sve bolesti. Koristio se

kao hrana, lijek, kozmeticki preparat ili kao dio religijskih ceremonija.

Moguénost mumija da se ne raspadnu se dijelom pripisuje drugim pcelinjim
proizvodima poput propolisa kojeg su dodavali u ogromnim koli¢inama preparatima za
proces mumificiranja. Sve ove povijesne Cinjenice su istinite zahvaljuju¢i pisanim

tragovima i slikama pronadenim unutar hramova i grobnica. (3)

1.2 KLASIFIKACIJA MEDA

Prema podrijetlu se med dijeli na nektarni ili cvjetni med, koji nastaje od nektara
cvjetova medonosnih biljaka razlic¢itih vrsta (bagrem, lipa, lavanda, kadulja i dr.), a
moze biti monoflorni i poliflorni. Osim nektarnog, dijeli se i na medljikovac, koji
nastaje od medne rose bjelogori¢nih 1 crnogori¢nih biljaka ili iz izlu€evina kukaca roda

Hemiptera koji sisu Zive dijelove biljaka. (4)
Prema nacinu proizvodnje i/ili predstavljanja med dijelimo na:

o med u sacu — pcele ga skladiSte u svjeZe izgradene stanice saca koje ne
sadrze legla ili u listove tankog saca koje je napravljeno iskljucivo od
pcelinjeg voska. Ovakav se med stavlja u prodaju u cijelom komadu ili u
dijelovima saca

. med u komadima ili dijelovima saa — ovakav med sadrzi jedan ili viSe
komada rezanog saca

o cijedeni med — dobiva se cijedenjem otvorenih sac¢a u kojima se nalazi med,
alineilegla

. vrcani med — dobiva se vrcanjem (centrifugiranjem) otvorenih saca u kojima
se nalazi med, ali ne i legla

o presani med — dobiva se postupkom hladnog gnjecenja saca koje ne sadrze

legla uz moguénost primjene umjerenog zagrijavanja najvise do 45°C



o filtrirani med — dobiva se procesom odstranjivanja stranih organskih ili

anorganskih tvari prilikom ¢ega se uklanja znacajan dio peludi

1.2.1  Nektarni med — pcele ga proizvode od nektara, tekuéine slatkog okusa
koju izlucuju biljne zlijezde kako bi privukle kukce u vrijeme oprasivanja stoga
zaklju¢ujemo da je koli¢ina nektara na povrSini medonosne biljke najveca za vrijeme
oprasivanja biljaka. Koliko ¢e biljka izluciti nektara ovisi o biljnoj vrsti (sorta, koli¢ina
cvjetova, faza razvoja cvijeta, veli¢ini i povrSini same biljke) te o vremenskim

¢imbenicima (temperatura okoline, vlaznost zraka, svojstvo tla, duzina dana i sl.).

Po kemijskom sastavu nektar spada u vodenu otopinu raznoraznih ugljikohidrata
gdje dominira glukoza, fruktoza i saharoza. Odnos ovih ugljikohidrata u nektaru
prvenstveno ovisi o vrsti biljke koja ga izlucCuje te o vremenskim, geografskim 1 sl.
uvjetima. U nektaru se osim ugljikohidrata nalaze i razni spojevi poput fosfornih i
dusikovih spojeva, vitamini, minerali, enzimi, pigmenti, aromatski spojevi,

aminokiseline, organske kiseline i dr.

U svijetu postoji nekoliko tisuéa vrsta biljaka koje luce nektar i stvaraju pelud, ali
samo dio njih ima znacaj za pcelarstvo. Naj¢esce se medu daje ime po biljci od koje su
pcele skupljale nektar, ako se radi o poliflornom medu onda se daju nazivi poput livadni

med, voéni med i sl. (4)

1.2.2  Medljikovac — lisne i stitaste usi izlucuju slatku tvar (medna rosa) kroz
analni otvor u obliku sitnih kapljica medljike koje kasnije budu skupljene od strane
medonosnih pcela. Kukci uz pomo¢ specificnog rila izvlace kvalitetne biljne sokove te
ih iskoriStavaju. Medljikovac sadrzi vise mineralnih tvari 1 oligosaharida u odnosu na

nektarni med, ali manje organskih kiselina te mu je pH vrijednost veca. (5)

Bagremov med - izrazito svijetle zute, limun bijele ili Zutozelene boje, a ako
med sadrZi veci postotak peludnih zrnaca bagremovog podrijetla, boja meda moze biti
vrlo prozirna kao $to je prikazano na slici 1. Okus bagremovog meda je blag, vrlo je
slatkast, blago kiselkast te vrlo postojan. Zbog svojeg laganog okusa, dobar je za djecu i
idealno se uklapa u ostala jela. Zbog visokog sadrzaja fruktoze, ovakav med jako sporo
kristalizira te time ostaje mjesecima u pocetnoj tekucoj fazi. Bagremova pasa je

kratkotrajna (10-12 dana), ali jedna od najizdas$nijih pasa u kontinentalnim dijelovima
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Hrvatske prilikom ¢ega se moze dobiti i do 70 kg po kosnici. Ovisno 0 nadmorskoj
visini bagremove pase, ona cvjeta krajem svibnja i poCetkom lipnja. Zbog nepovoljnih
vremenskih uvjeta moze do¢i do vrlo slabog prinosa Sto se Cesto dogada u
kontinentalnim dijelovima drZave pogotovo u Hrvatskom Zagorju, Moslavini, Baranji i

Podravini. (6)

Jedna od najvecih prednosti ovakve vrste meda je ta Sto se bagrem ne zaprasuje
pesticidima, pa prilikom punog cvata dolazi do otpustanja toliko jakog mirisa da pcele
pocinju skupljati samo bagremov nektar ¢ime se postiZze nevjerojatna Cistoca nektara i
meda. Vrlo je djelotvoran kod smanjenja stresa te pozitivno djeluje na ziv€ani sustav

radi Cega je medicinski preporucljiv za konzumaciju u svako doba godine. (7)

ACACIA

CLEAR HONEY!
% :PUNE AND NATU!
1202340

Slika 1. Med (8)

1.3 KEMIJSKI SASTAV MEDA

Med kao prirodan proizvod je smjesa slozenog kemijskog sastava s vise od 70
razli¢itih jednostavnih 1 sloZenih komponenti. Dio tih komponenti je prenesen iz
medonosne biljke dok je ostatak dospio putem metabolizma pcele te dio u procesu
zrenja i skladiStenja meda. Dragocjeno svojstvo meda je varijabilnost te ne postoje u

praksi dva uzorka meda koja su u potpunosti identi¢na.



Kemijski sastav prvenstveno ovisi od koje je medonosne biljke med dobiven.
Takoder ovisi o biljnom i geografskom podrijetlu, klimatskim uvjetima, pasmini pcele
te mogucnostima i Sposobnostima samog péelara. Glavni dio mase meda ¢ine u vodi
topljivi Seceri gdje glavnu ulogu imaju glukoza i fruktoza. Voda zajedno s
ugljikohidratima ¢ini 99% ukupne smjese meda, dok pod ostatak spada veliki broj
kemijskih spojeva poput proteina (ukljucujuéi enzime), mineralne tvari, organske

kiseline, vitamini, fenolni spojevi, tvari arome. (9)

Unato€ ¢injenici da svi ovi ostali spojevi ¢ine manje od 1% ukupnog sastava
meda, vrijedi napomenuti da su oni glavni odgovorni za senzorska i nutritivna svojstva
meda. Obzirom da svaka vrsta meda ima svoj specifi¢ni kemijski sastav, tesko je re¢i u

kojim su postotcima prisutne odredene tvari U medu.

U tablici br.1 je prikazana prisutnost tvari i njihov postotak unutar cvjetnog meda.
Osim toga, unutar tablice su prikazane iste tvari, ali za med od bagrema. (10)

Tablica 1. Prisutnost sastojaka u cvjetnom medu te u medu od bagrema

CVJETNI MED MED OD BAGREMA
PROSJECNA PROSJECNA
SASTOJAK MIN-MAX MIN-MAX
VRIJEDNOST VRIJEDNOST
9/100g g9/100g
9/100g 9/100g
VODA 17,2 15,0-20,0 15,9 14,7-17,9
GLUKOZA 38,2 30,0-45,0 32,2 27,1-36,9
FRUKTOZA 31,3 24,0-40,0 42,7 34,7-46,8
SAHAROZA 0,7 0,1-4,8 0,8 0-2,0
MINERALI 0,2 0,1-0,5 / /
AMINOKISELINE 0,3 0,2-0,4 / /
ORGANSKE KIS. 0,5 0,2-0,8 / /

1.3.1  Ugljikohidrati — predstavljaju glavni sastojak meda te njihov udio iznosi
73-83%, $to med prezentira kao prezasi¢enu otopinu Secera. Iz tablice priloZzene iznad,
moze se uociti da fruktoza dominira kao glavni ugljikohidrat unutar bagremovog meda s
udjelom i do 46%. Uz fruktozu, glavni predstavnik je glukoza s udjelom i do 36,7%. U
cvjetnom medu glukoza ima ve¢i udio u odnosu na fruktozu, dok je bagremov med
specifican po veéem udjelu fruktoze. Ova dva monosaharida uz saharozu (slika 2) i
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maltozu odreduju slatkocu, energetsku vrijednost te znatno utjecu na fizikalna svojstva

poput gustoce, viskoznosti, ljepljivosti, kristalizacije te higroskopnosti meda. (11) (12)

CH,OH
CH,OH
O o
OH HO
OH o CH,OH
OH OH

Slika 2. Struktura saharoze (13)

1.3.2 Voda — poslije ugljikohidrata ¢ini drugi najzastupljeniji sastojak meda
prilikom c¢ega njezin udio iznosi izmedu 14 i1 21%. Voda je najvazniji parametar
kakvoc¢e meda jer direktno utjece na stabilnost meda te njegovu otpornost na kvarenje
tijekom skladiStenja. Prilikom cuvanja meda, neée do¢i do fermentacije ukoliko se
odrzava udio vode ispod 17,1% iako ni to nije to¢na vrijednost jer moguénost kvarenja
takoder ovisi 1 o0 koli€ini kvasaca u medu 1 temperaturi. Naj¢esca rutinska kontrola vode

unutar meda se izvodi pomocu refraktometra. (14)

1.3.3  Aminokiseline — porijeklo aminokiselina unutar meda moze biti i biljnog
I animalnog karaktera. Prolin je glavni predstavnik aminokiselina unutar meda te ¢ini i
do 85% udjela svih aminokiselina. Prvenstveno potjec¢e od pcela i akumulira se u med
tokom procesa prerade nektara u med, a njegov udio moze biti indikator zrelosti te nam
njegova koli¢ina u medu mozZe biti glavna stavka da bi med procijenili kao patvoreni.

(15)

1.3.4  Vitamini — prisutnost vitamina u medu je dokazana i odredena, ali zbog
malih koli¢ina ne mozZe se reci da je med dobar izvor vitamina za ljudsku prehranu. Koji
¢e vitamini biti prisutni 1 u kojim koli¢inama prvenstveno ovisi 1 botanickom podrijetlu
meda. Glavni vitamini u medu su vitamini B skupine (tiamin, riboflavin, nikotinamid,

piridoksin, pantotenska kiselina, biotin i folna kiselina), vitamin C te vitamin K. Unutar



meda od bagrema, najzapazeniji je tiamin (B1) te se njegova vrijednost krece izmedu

0,51 1,5 mg na 100g meda. (16)

1.3.5 Enzimi - prisutnost ovih kemijski slozenih tvari unutar meda moze biti
rezultat prerade nektara u med ili potjecu iz peludi, kvasaca i bakterija koje se nalaze u
medu. Obzirom da se enzimi teSko mogu proizvesti i nakon toga ubaciti u med te na taj
nacin patvoriti med, oni postaju vazan parametar za odredivanje kakvoce i podrijetla

meda. U tablici br. 2 su prikazani enzimi koji su prisutni u medu te njihova uloga. (14)

Tablica 2. Prisutnost enzima unutar sastava meda

TRIVIJALAN KEMIJSKI NAZIV
ULOGA ENZIMA
NAZIV ENZIMA ENZIMA
B ) _ ) razgraduje Skrob na jednostavnije
dijastaza (amilaza) a- i B-amilaza o
ugljikohidrate
) ] razgraduje saharozu na glukozu i
invertaza a-glukozidaza
fruktozu
glukoza-oksidaza grupa peroksidaza razgraduje glukozu u glukonolakton
katalaza grupa oksidoreduktaza razgraduje peroksid na vodu i kisik
) iz organskih fosfata uklanja fosfatnu
kisela fosfataza / _
skupinu
proteaza grupa protein hidrolaza hidrolizira proteine i polipeptide
esteraza / razgraduje estersku vezu

1.3.6  Hidroksimetilfurfural (HMF) — spada u skupinu cikli¢kih aldehida ¢ija
je struktura sacinjena od 6 ugljikovih atoma (slika 3) te sadrzi alkoholnu i aldehidnu
funkcionalnu skupinu. Ovaj spoj nastaje dehidratacijom heksoza poput fruktoze i
glukoze unutar kiselog medija. Brzini reakcije pogoduju povisena temperatura, vrijeme

izlaganja povisenoj temperaturi, uvjeti skladistenja te kiseli medij. (17)

HMF je prirodno prisutan u medu, no u malim koli¢inama 1 iznosi ispod 1mg/kg.
Medutim, taj udio raste ako je barem jedan faktor zadovoljen S§to najceS¢e bude

povisena temperatura. Dopustena vrijednost ovog spoja unutar meda je 40 mg/kg osim




za med Koji se izvozi u zemlje tropskih klima pa u takvom medu udio HMF bude i do
80 mg/kg.

Ho. / \ O
0

Slika 3. Struktura 5-hidroksimetilfurfurala (18)

1.4 FIZIKALNA SVOJSTVA MEDA

Fizikalna svojstva meda su vrlo usko povezana sa samim kemijskim sastavom te
stoga vrijednosti fizikalnih svojstava mogu imati specifi¢ne iznose za odredene vrste
meda. Elektri¢éna provodnost je fizikalno svojstvo koje ovisi o udjelu minerala i
kiselina u medu, $to je udio veéi, veca je i provodnost. Odredivanje ovog svojstva

omogucuje identifikaciju botanickog podrijetla meda.

Osobinu meda da, ovisno o relativnoj vlaznosti zraka i udjelu vode u medu, na
sebe privladi ili otpusta vodu zovemo higroskopnost. Kako bi izbjegli kvarenje meda
uzrokovano viSim udjelom vode od preporucene, pozeljno je skladistiti med u suhim

prostorijama te dobro zatvorenim u prikladnu ambalazu.

lako kristalizacija ne¢e uzrokovati gubitak kvalitetnih osobina meda, zbog
odbojnosti potroSaca prema medu koji je kristalizirao ona se nastoji izbjec¢i. Ovaj proces
je izazvan prelaskom glukoze u kristalni oblik nakon S§to je otpustila vodu te je time
ugrozena stabilnost meda prema fermentaciji i kvarenju zbog slobodne vode. Bagremov

med je prepoznatljiv po nizem udjelu glukoze i samim time tesko i sporo kristalizira.

Med posjeduje svojstvo skretanja ravnine polarizirane svjetlosti zbog razli¢itog
sastava ugljikohidrata pa tako fruktoza skrece ravninu polarizirane svjetlosti ulijevo, a
glukoza i ostali ugljikohidrati udesno. Optic¢ka aktivnost meda nam omogucuje lakse

odredivanje botanickog podrijetla meda. (19)

Osim ovih opisanih fizikalnih svojstava jo§ se istiu viskoznost, indeks

refrakcije i specifi¢cna masa.



1.5 KEMIJSKI SASTAV MALINE (Rubus idaeus L.)

Osim $to sadrzi veliki udio vode (veé¢i od 70%), plodovi maline sadrze malo
proteina (manje od 3,5%) i vrlo malo masti (manje od 0,5%). Plodovi maline su dobar
izvor energije jer sadrze veliki udio ugljikohidrata koji su prisutni u obliku Secera
(glukoze i fruktoze), probavljivog $kroba, neprobavljive celuloze te vlakana. Malina
ima visoku razinu fitokemikalija od kojih su vecina fenolne molekule. Te fitokemikalije
ukljucuju razlic¢ite korisne spojeve, kao $to su minerali, vitamini, masne Kiseline te

dijetalna vlakna.

Plodovi su vazan izvor provitamina A, vitamina C te vitamina B kompleksa. Neki
od poznatih kemoprevencijskih sredstava prisutni u malinama ukljucuju vitamine A, C i
E te folnu kiselinu. Osim navedenih kemijskih tvari, malina je bogata karotenom,
luteinom, fitosterolima poput sitosterola i stigmasterola, fenolnim molekulama kao $to

su antocijani, flavonoli, flavanoli, proantocijanidini i fenolne kiseline. (20)

Velika korist fenolnih spojeva omogucava obranu biljke od raznih parazita,
ultraljubiCastog zracenja i toksi¢nih metala. Sveukupni prikaz kemijskog sastava je

predocen u tablici 3.

Tablica 3. Op¢i kemijski sastav maline u 100 g svjezeg ploda

Voda () 85,8
Energetska vrijednost (kcal) 52
Proteini (g) 1,2

Ukupni lipidi (g) 0,65
Ugljikohidrati (g) 11,9
Ukupna vlakna (g) 6,5
Ukupni Seceri (g) 4,42

Malina ima specifi¢an kemijski sastav koji ovisi o velikom broju ¢imbenika poput

vrste tla, nacinu uzgoja te stupnju zrelosti u trenutku berbe.
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1.6 METODE I1ZOLACIJE HLAPLJIVIH SPOJEVA

Istrazivanje i1 razvoj metoda za odredivanje hlapljivog profila zapocelo je u drugoj
polovici proslog stolje¢a. Med ima specifi¢ni kemijski sastav ¢iji hlapljivi spojevi
predstavljaju njegov ,(fingerprint“ 1 samim time pomazu u lakSem odredivanju

botanickog i zemljopisnog porijekla. (15)

Hlapljivi spojevi imaju relativno male molekulske mase i prisutni su u izrazito
niskim koncentracijama u medu. Svi ti hlapljivi spojevi u med mogu dospjeti na mnogo
nacina prilikom ¢ega je dokazano da vecina tih spojeva potjece od biljke koja stvara

nektar. Neki od nac¢ina kako hlapljivi spojevi dospiju u med su:

o dospijevaju u med direktno iz biljke
. nastaju u procesima pretvaranja nektara u med od strane pcela
o pretvorbama spojeva tokom zrenja meda

o dodatnim postupcima obrade.

1.6.1  Ultrazvuéna ekstrakcija organskim otapalom (USE) - ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom priznata je kao ucinkovita metoda za ekstrakciju spojeva te
se njome znatno skracuje vrijeme trajanja procesa. Ultrazvuk visoke snage omogucuje
djelovanje kavitacije na stani¢nu stijenku te time veée i jaCe prodiranje otapala u
materijal prilikom cega se povecava prijenos mase. Obzirom da dolazi do direktnog
kontakta izmedu unutarstanicnog sadrzaja i samog otapala, vrijeme ekstrakcije se

smanjuje a njena efikasnost povecava. (21)

Uc¢inak ultrazvuka je puno korisniji ako koristimo nize frekvencije (18-40 kHz)
jer kod takvih frekvencija dominiraju ucinci fenomena kavitacije kao Sto je strujanje

tekucine 1 turbulencija.

Prilikom Sirenja zvucnog vala kroz teku¢i medij dolazi do tvorbe longitudinalnih
valova prilikom ¢ega nastaju izmjeni¢ni ciklusi kontrakcije i ekspanzije kao i nastajanje
ekspanzivnih vrtloga. U odredenom trenutku kao Sto je prikazano na slici 4, mjehuri¢
dosegne kritinu veli€inu te ne moZe viSe apsorbirati energiju. Obzirom da se Supljina

ne moze odrzati bez konstantne ulazne energije, dolazi do samourusavanja mjehurica.
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Osim o frekvenciji i intenzitetu ultrazvuka, moguénost nastanka kavitacije ovisi o

svojstvima proizvoda poput viskoznosti, gustoéi, povrSinskoj napetosti itd. (22)

Kompresija

Akusticni
pritisak
_ Ekspanzija Implozija
=
=
.: —
g Val
D
=
@ - Brzo hladenje
z _—
= Formiranje
Z

Vrijeme (ps)

Slika 4. Djelovanje kavitacije (23)

1.6.2 Mikroekstrakcija vrsnih para na krutoj fazi (HS-SPME) - spada u
vrlo jednostavnu i djelotvornu ekstrakcijsku metodu koja ne koristi otapalo u procesu.
Otkrivena je od strane poljskog analiticara Janusza Pawliszynskog 1989. godine.
Najces¢e se koristi u kombinaciji s vezanim sustavom plinska kromatografija-

spektrometrija masa 1 uspjesno se primjenjuje na veliki broj hlapljivih spojeva.

Prednost ovakve metode ekstrakcije nalazi se u tome S$to su klasi¢ni koraci
uobiCajene ekstrakcije integrirani u jedan korak te samim time pojednostavljuju
postupak izolacije. Aparatura za mikroekstrakciju na krutoj fazi je vrlo jednostavna,

sastoji se od nosaca, igle i opti¢kog vlakna te je prikazana na slici 5. (24)

Vlakno koje se koristi kod mikroekstrakcije je obavijeno tankim polimernim
filmom koji apsorbira i koncentrira organske spojeve. Prije uporabe vlakno moramo

kondicionirati, izloziti ga djelovanju visoke temperature tijekom 0,5-4 h.

12



Hs-5FME

Slika 5. Aparatura za mikroekstrakciju (25)

1.7 ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Analiza hlapljivih spojeva se pretezno provodi vezanim 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.

1.7.1  Plinska kromatografija (GC) — jedna od najcesce koriStenih metoda
kod odjeljivanja smjesa hlapljivih spojeva. Plinski kromatograf se sastoji od

injekcijskog bloka, kromatografske kolone, detektora i pisaca (slika 6).

Prilikom rada plinskog kromatografa dolazi do brzog i potpunog isparivanja
uzorka u injektoru. Mobilna faza je plin nosioc, obi¢no inertni plin (He, Ar, N2) koji ne
utjeCe na proces odjeljivanja sastojaka smjese. Stacionarna faza je najceSce
mikroskopski sloj teku¢ine nanesen na inertnu krutu podlogu unutar metalne kapilare

nazvane kapilarna kolona. (26)

Zbog razli¢ite hlapljivosti i polarnosti, pojedine komponente smjese imaju
razli¢iti koeficijent razdvajanja, pa razli¢itim brzinama putuju kolonom te na kraju
izlaze iz nje kao Ciste komponente. Obzirom da je kolona vezana za detektor i pisa¢
dolazi do biljeZenja promjena na osnovu promjene vodljivosti plina koji nosi

komponentu.
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termostatirani prostor

Slika 6. Shema uredaja za plinsku kromatografiju (27)

Komponente koje su odijeljene na kromatografskoj koloni te iznesene plinom

nositeljem, moraju se registrirati tj. detektirati, a neki od najces¢ih detektora su:

o plamenoionizacijski detektor (engl. ,,Flame lonization Detector®, FID)
o fotoionizacijski detektor (engl. ,,Photo-ionization Detector*, PID)
o detektor toplinske vodljivosti (engl. ,,Thermal Conductivity Detector, FPD)

o detektor apsorpcije elektrona (engl. ,,Electron Capture Detector®, ECD)

1.7.2  Spektrometrija masa - spada u analiticke tehnike u kojoj se molekule
ioniziraju, a zatim se nastali ioni razdvajaju prema njihovoj masi. U izvoru iona dolazi
do bombardiranja spoja s elektronima velike energije prilikom ¢ega dolazi do ionizacije
molekula uzorka. Ova metoda uklju¢uje dva vazna postupka, a to su ionizacija uzorka te

razdvajanje i odredivanje iona. (4)

Kako bi izveli proces moramo u komoru za bombardiranje uvesti malu koli¢inu
uzorka u plinovitom stanju uz uvjet da je komora pod vakuumom Ssto olakSava ionima
put od izvora do senzora bez da se sudare s ostalim molekulama. Prilikom
bombardiranja s elektronima nastaje pozitivni ion M* koji se fragmentira prema

sljedec¢oj jednadzbi:

M+e —» M+ 2¢e
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M* — M1+ Mo™ + Ms™. .

Na prikazan nacin nastaju razliciti fragmenti koji se kasnijom analizom mogu
identificirati i na taj nacin omoguciti odredivanje kompletne kemijske strukture
doti¢nog spoja te vrijednost njegove molekulske mase. Nastali ioni se razvrstavaju u
analizatoru prema intenzitetu i veli¢ini m/z. Obzirom da se ioni na analizatoru
registriraju kao elektri¢ni signal, nastaje spektar masa prikazan kao linijski dijagram s

odnosom intenziteta i omjera mase i naboja fragmenata (m/z), (slika 7). (24)

relative
abundance

L
90 82 84 86 898 100 102 iz

Slika 7. Spektar masa (28)

1.7.3  Vezani sustav plinska kromatografija - spektrometrija masa (GC-
MS) — vezani sustav plinska kromatografija - spektrometrija masa (engl. gas
chromatography-mass spectrometry, GC-MS) je instrumentalna tehnika koja
omogucava dobivanje velikog broja podataka uz koriStenje minimalne koli¢ine uzorka.
Spektrometar masa djeluje kao vrlo osjetljiv detektor za plinsku kromatografiju i moze
djelovati tako Sto ¢e detektirati sve fragmente u zadanom intervalu ili ¢e djelovati

selektivno i detektirati samo odredene fragmente. (29)

Uz pomo¢ plinskog kromatografa postizemo vrhunsku separaciju i1 kvantizaciju, ali nije
dovoljno dobra za kvalitativno odredivanje, gdje je spektrometrija masa gotovo
savrSena. Kombinacijom ovih dviju metoda moZemo posti¢i veliku brzinu i1 visoku

osjetljivost unato¢ velikom broju hlapljivih komponenti. (30)

Uzorak se prvo odjeljuje u termostatiranoj koloni plinskog kromatografa te dobivene
komponente odlaze plinom nositeljem u detektor tj. spektrometar masa (slika 8). Nakon
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Sto se dobije spektar masa, racunalo vrsi usporedbu s bazom podataka svih spektara

masa te se odreduje postotak slaganja na osnovu ¢ega mozemo identificirati spoj. (15)

gas chromatograph mass spectrometer
injector

= 1 ¢ - ion
source mass filter
£/ ( detector
: - siassts | AT o e 7
K ( column N A 1
/ (

\. j ; l
 \

\‘ \\\\ ;

\\ o B2 evacuated chamber

heated oven

Slika 8. Shematski prikaz vezanog sustava GC-MS (31)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO
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2.1 UZORAK MEDA S DODATKOM SOKA OD MALINE

Sastojci:

med bagrem — 93%

koncentrirani voéni sok maline — 7%
Zemlja porijekla: Hrvatska
Cuvati na sobnoj temperaturi.
Rok upotrebe otisnut na ambalazi.

Neto: 450 g

Slika 9. Uzorak meda koji je analiziran

Prosje¢na hranjiva vrijednost u 100 g proizvoda:

o energetska vrijednost — 1252 kJ / 299 Kcal

o masti — 0,0 g ; od toga zasi¢ene masne kiseline 0,0 g
o ukupni ugljikohidrati — 79,8 g ; od toga Seceri 79,5 g
o vlakna-0,3 g

o bjelan¢evine — 0,5 g

o sol-0,09
Proizvodi: Péelarstvo Daruvar d.o.0., 43500 Daruvar
Karakteristike meda:

o boja — tamno crvena boja s upecatljivim tonom boje ploda maline
. miris — karakteristi¢an, s vo¢nom nijansom ploda maline

o okus — blago kiselkast, osjeti se karakteristican okus maline
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2.2 APARATURE

Prilikom izvodenja ovog eksperimentalnog rada koristene su slijedece aparature:

Aparatura za ultrazvuc¢nu ekstrakciju organskim otapalom:
» tehnicka vaga - Kern 572
» ultrazvuéna kupelj - Transsonic Typ 310/H, Njemacka

= centrifuga - Centric 322A, Tehtnica, Slovenija

Aparatura za jednostavnu frakcijsku destilaciju s Vigreauxovom kolonom

Aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME)
= vodena kupelj s termostatom - Heidolph EKT 3001, Njemacka
= drza¢ za mikroekstrakciju - Supelco Co., SAD
* sivo vlakno duzine 5 cm s ovojnicom divinilbenzen/
karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS) (Supelco Co.,
SAD)
Vezani sustav plinska kromatografija - spektrometrija masa (GC-MS)
= GC 7820A, Agilent Technologies, SAD
= MSD 5977E, Agilent Technologies, SAD
= GC kapilarna kolona HP-SMS, J&W, SAD; Stacionarna faza: 5%
difenil, 95% dimetilpolisilksan

2.3 KEMIKALIJE

Naziv: Proizvodac¢:

CH:CI> (diklormetan) Kemika, Zagreb

CsH12 (pentan) Kemika, Zagreb

(C2Hs)20 (dietil-eter) Kemika, Zagreb

MgSO4 (magnezijev sulfat) Fluka Chemie, p.a, Svicarska

19



2.4 IZOLACIJA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Postupci izolacije hlapljivih i poluhlapljivih spojeva ukljucuju ultrazvuénu
ekstrakciju organskim otapalima te mikroekstrakciju vrS$nih para na krutoj fazi. Nakon
Sto smo proveli izolaciju na slijede¢e nacine, vrSimo analizu izoliranih spojeva uz

pomo¢ vezanog sustava plinska kromatografija — spektrometrija masa.

2.4.1 Izolacija hlapljivih spojeva ultrazvuénom ekstrakcijom (USE) - ova
metoda se izvodila uz pomo¢ ultrazvuéne kupelji uz djelovanje indirektne sonifikacije
pri frekvenciji 35 kHz i temperaturi 25+3 °C. Ultrazvu¢na ekstrakcija (USE) se
provodila s organskim otapalima pentan : dietil-eterom= 1:2 (v/v) te diklormetanom.

U Erlenmeyerovu tikvicu od 100 mL s bruSenim ¢epom se odvaze 40 g meda uz
dodatak destilirane vode u koli¢ini od 22 mL. Zatim se odvaze 1,5 g MgSO4 i
postepeno dodaje u otopinu uz intenzivno mijesanje. Uzorak je ekstrahiran tri puta s

pentan : dietil-eterom (1:2 v/v) te tri puta s diklormetanom i to na sljedec¢i naéin.

Pripremljenoj homogenoj smjesi meda doda se 20 mL otapala te se tako
pripremljena tikvica uroni u ultrazvucénu kupelj i spoji s povratnim hladilom kao §to je

prikazano na slici 10.

Slika 10. Ultrazvuc¢na ekstrakcija

Vrijeme sonifikacije je 30 minuta na temperaturi 25 °C uz odstupanja do 3 °C.
Nakon §to zavrsi ekstrakCija na opisan nacin, provodi se odjeljivanje organskog sloja uz
pomo¢ kapaljke uz mogucnost da se prvo slojevi odjele pomoc¢u centrifuge (4000
o/min). Kapaljkom se uzima organski sloj te susi filtriranjem preko lijevka s bezvodnim

MgSOs. Nadalje, dodaje se novih 20 mL otapala i nastavlja se proces sonifikacije iduc¢ih
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30 minuta. Organski ekstrakt se odijeli, susi preko lijevka s MgSOys i pridruzi prvom
organskom ekstraktu. Otopina meda se i tre¢i put ekstrahira uz dodavanje otapala, a

daljnji postupak odjeljivanja je identi¢an prethodno opisanom.

ZdruzZeni organski ekstrakti se koncentriraju frakcijskom destilacijom (Vigreaux-
ova kolona) do 1 mL te se Cuvaju u zatvorenim posudama na -20 °C sve do analize
vezanim sustavom plinska kromatografija — spektrometrija masa (GC-MS). Prije
analiziranja uzorci se koncentriraju opreznim uparavanjem do volumena 0,2 mL, a 1 pL

se koristi za analizu vezanim sustavom GC-MS.

2.4.2 lzolacija hlapljivih spojeva mikroekstrakcijom vrSnih para (HS-
SPME) - uz pomo¢ dosadasnjih istrazivanja utvrdeno je da je najpogodnije vlakno,
obzirom na ukupan broj identificiranih spojeva, za apsorpciju vrSnih para meda od
bagrema ,sivo vlakno®“ s ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan

(DVB/CAR/PDMS) duzine 5 cm (Supelco Co., SAD), slika 11. (32)

Slika 11. Sivo vlakno s ovojnicom DVB/CAR/PDMS (24)

Mikroekstakcija vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME) provedena je u sljedeca

Cetiri koraka:

o kondicioniranje vlakna — SPME igla se postavi u GC injektor te ostavi 60
minuta na temperaturi od 270 °C. Nakon kondicioniranja, vlakno se moze
koristiti za apsorpciju hlapljivih komponenti vr$nih para.

o priprema uzorka — 5 mL zasi¢ene vodene otopine meda stavi se u staklenu
bocicu od 15 mL. Posuda se hermetic¢ki zatvori teflonskim PTFE/silikon

septom te postavi u vodenu kupelj na 60 °C, a sadrzaj se u njoj mijesa
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upotrebom magnetske mijesalice (Heidolph MR Her-Standard (1000 o/min),
slika 12.

o adsorpcija hlapljivih spojeva iz uzorka — nakon kondicioniranja uzorka,
SPME igla se postavi u bocCicu s uzorkom te se provodi ekstrakcija vr$nih
para u vremenu od 40 minuta, uz konstantno mijeSanje otopine uzorka
meda.

o desorpcija i analiza — nakon uzorkovanja, SPME vlakno se vrati u iglu i
izvuce iz posude te odmah bude postavljeno u GC injektor (250 °C, 7 min),
gdje se provodi toplinska desorpcija ekstrahiranih spojeva izravno u GC
koloni. Svaki uzorak je ekstrahiran tri puta. Injektiranje uzoraka je

provedeno ru¢no pomocu drzac¢a za HS-SPME.

Slika 12. Aparatura za pripremu uzorka za HS-SPME (32)

2.5 ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA VEZANIM SUSTAVOM
PLINSKA KROMATOGRAFIJA - SPEKTROMETRIJA MASA (GC-MS)

Analiza hlapljivih spojeva provedena je vezanim sustavom plinska
kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS), koriste¢i plinski kromatograf Agilent
Technologies (model 7820A, SAD) u kombinaciji s masenim spektrometrom Agilent
Technologies (model 5977E, SAD), spojenim na racunalo, slika 13. Analize su izvrSene
na HP-5MS nepolarnoj kapilarnoj koloni.
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Karakteristike kolone HP-5MS:

o stacionarna faza — (5% fenil)-metilpolisiloksan
o promjer — 0,25 mm
o duljina—30 m

o debljina sloja stacionarne faze — 0,20 pum
Uvjeti rada plinskog kromatografa (GC):

. temperatura izvodenja plinske kromatografije je programirana 2 minute na
70 °C, a zatim je rasla 3 °C po minuti dok nije postignuta temperatura 200
°C.

o temperatura injektora je bila 250°C

o ,»Solvent delay bio je 3 minute (vrijeme u kojem Sse ne snima spektar jer u
tom vremenu otapalo izlazi)

o koli¢ina injektiranog uzorka bila je 1 pL

o mobilna faza (plin nositelj) — helij protoka 1 mL/min
Uvjeti rada spektrometra masa:

o energija ionizacije — 70 eV
o temperatura detektora — 280 °C

o interval snimanja spektra — 30-300 masenih jedinica

Uzorak se dodao odjednom kako bi trenutno ispario. Spektrometar masa je
koriSten kao detektor, a reproducibilnost je osigurana kada su uspostavljeni stacionarni

uvjeti, stabilizirani protoci i temperatura.

Za svaki analizirani uzorak kao rezultat vezanog sustava plinske kromatografije —

spektrometrije masa (GC-MS) dobivaju se sljedeci podatci:

o kromatogram ukupne ionske struje

. udio pojedine komponente izraZzen u postotcima (udio povrSine pika u
ukupnoj povrsini kromatograma)

. vrijeme zadrzavanja svake komponente (pik na kromatogramu)

o naziv spoja ili spojeva ¢iji je spektra najsli¢niji spektru nepoznate

komponente (slicnosti izrazene u postotcima)
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Identifikacija dobivenih pojedina¢nih komponenti provedena je usporedbom
njihovih masenih spektara s masenim spektrima iz komercijalne biblioteke masenih
spektara (Wiley 9 MS library i NIST14) i/ili usporedbom s masenim spektrima iz

literature.

Racunanje retencijskog indeksa (RI) — retencijski indeks ili indeks zadrzavanja
neke komponente X je logaritam vremena zadrzavanja (tR) interpoliran na homologni
niz n-alkana. Prilagodeno vrijeme zadrzavanja je vrijeme potrebno razmatranoj
komponenti za dolazak do detektora na kraju kolone, a nakon Sto je nezadrZzani sastojak
pristigao na detektor. Razlika izmedu ukupnog vremena zadrZavanja (tR) i zadrzanog

vremena (tM) naziva se prilagodeno vrijeme zadrzavanja. (33)
tR=tR-tM

Gdje je:

tM = vrijeme potrebno nezadrzanoj komponenti za prolazak kroz kolonu
Indeks zadrZavanja nekog sastojka X racuna se prema formuli:

RI(X) =100 x logt'R(X) — logt'R(N) / logt' R(N+1) — logt'R(N) + 100 x N
Gdje je:

X = nepoznati sastojak

N i (N+1), = alkani

(N+1) C = alkan.

Slika 13. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)
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3. REZULTATI
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Rezultati dobiveni analizom ekstrakata hlapljivih spojeva pomocéu vezanog
sustava plinska kromatografija — spektrometrija masa, prikazani su tabli¢no i u obliku

kromatograma.

Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva meda s dodatkom maline
izoliranih HS-SPME metodom (vlakno s DVB/CAR/PDMS ovojnicom)

Red. RI? Naziv spoja Udio (%0)
br.

1. <900 dimetil-sulfid 9,3
2. <900 2-furankarboksaldehid (furfural) 16,3
3. 965 benzaldehid 7,0
4. 994 6-metilhept-5-en-2-ol 2,0
5. 1076 trans-linalool oksid 13,9
6. 1087 1-(furan-2-il)-2-hidroksietanon* 2,1
7. 1091 cis-linalool oksid 1,3
8. 1101 linalol 1,9
9. | 1105 nonanal 0,8
10. 1106 hotrienol 4.8
11. 1116 2-feniletanol 3,3
12. 1154 aldehid jorgovana 7,6
13. 1166 pinokarvon 1,7
14, 1193 nonan-1-ol 1,7
15. 1196 etil-heksadekanoat 2,2
16. 1336 3,4,5-trimetilfenol* 12,2
17. 1385 tetradec-len* 1,2
18. 1388 trans-f-damascenon 3,3

Ukupno identificirano 92,6

LRI = retencijski indeks na koloni HP-5M$S
* = tocan izomer nije identificiran
** = gpoj uvjetno identificiran samo analizom preko spektara masa

2= jdentifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Tablica 5. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva meda s dodatkom maline

izoliranih ultrazvu¢nom ekstrakcijom (USE) koristeéi otapalo pentan : dietil-eter (1 : 2

VIV)
Red. RIY Naziv spoja Udio (%)
br.

1. <900 1,4-dimetilbenzen* 1,2
2. <900 stiren 1,6
3. 942 a-pinen 0,8
4. 1000 dekan? 0,5
5. 1035 limonen tr.

6. 1039 1,8-cineol tr.

7. 1040 benzil-alkohol 1,6
8. 1076 trans-linalool oksid tr.

9. 1084 metil-2-furoat* 1,4
10. 1101 linalol tr.

11. 1111 a-tujon 0,7
12. 1116 2-feniletanol 1,2
13. 1162 benzojeva kiselina 8,6
14, 1221 4-vinilfenol** 9,2
15. 1230 5-hidroksimetifurfural 21,9
16. 1300 tridekan? 0,9
17. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 7,2
18. 1369 neril-acetat 0,2
19. 1376 farnezan 0,7
20. 1400 tetradekan? 1,3
21. 1429 4-hidroksifeniletanol 0,1
22. 1483 y-kurkumen 1,0
23. 1500 pentadekan? 1,3
24. 1513 2,4-bis(1,1-dimetiletil)fenol 2,2
25. 1573 4-vinilsiringol** 6,5
26. 1661 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehid 1,8

(siringil-aldehid)
27. 1774 metil-3,5-dimetoksi-4-hidroksibenzoat 6,4
(metil-siringat)?
28. 1790 4-hidroksi-3,5,6-trimetil-4-(3-okso-1- 3,5
butenil)cikloheks-2-en-1-on**
29. 1867 3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-prop-2- 0,3

enska kiselina (feruli¢na kiselina)
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30. | 1963 heksadekanska kiselina (palmitinska 3,1
kiselina)

31. 2084 oktadekan-1-ol 2,3

32. 2181 (2)-oktadec-9-enska kiselina 1,1

33. 2300 trikosan 3,6

Ukupno identificirano 92,6

L RI = retencijski indeks na koloni HP-5MS

* = tocan izomer nije identificiran

** = gpoj uvjetno identificiran samo analizom preko spektara masa

2= identifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Tablica 6. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva meda s dodatkom maline izoliranih

ultrazvucnom ekstrakcijom (USE) koristeci otapalo diklormetan

Red. RI? Naziv spoja Udio
br. (%)
1. 914 1-(2-furanil)etanon 3,1
2. 1040 benzil-alkohol 0,7
3. 1076 trans-linalool oksid tr.
4, 1084 metil-2-furoat* 51
5. 1116 2-feniletanol 0,9
6. 1162 benzojeva kiselina 1,0
7. 1230 5-hidroksimetifurfural 439
8. 1269 2-feniloctena kiselina 1,5
9. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 2,2
10. 1367 (E)-8-hidroksilinalol** 0,8
11. 1397 etil-dekanoat 1,1
12. 1429 4-hidroksifeniletanol 0,5
13. 1496 tetrahidro-6-pentil-2H-piran-2-on 0,5
14, 1513 2,4-bis(1,1-dimetiletil)fenol 2,2
15. 1565 4-(4hidroksifenil)buta-2-on 0,7
16. 1573 4-vinilsiringol** 1,5
17. 1593 etil-dodekanoat 0,5
18. 1617 3-hidroksi-f-damaskon 1,9
19. 1645 4-(4-hidroksifenil)butan-2-on (malina keton) 0,9
20. 1661 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehid 1,8
(siringil-aldehid)
21. 1774 metil-3,5-dimetoksi-4-hidroksibenzoat (metil- 4,9
siringat)?
22. 1789 3-(4-hidroksifenil)-prop-2-enska kiselina 3,7
(4-hidroksicimetna kiselina)
23. 1800 oktadekan 59
24. 1882 heksadekan-1-ol 0,6
25. | 1963 heksadekanska kiselina (palmitinska kiselina) 3,6
26. 1992 etil-heksadekanoat (etil-palmitat) 1,0
217. 2100 heneikosan** 0,6
28. 2162 etil-oktadekanoat (etil-oleat) 0,5
Ukupno identificirano 90,6

LRI = retencijski indeks na koloni HP-5MS

* = toCan izomer nije identificiran

** = gpoj uvjetno identificiran samo analizom preko spektara masa
a = identifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Slika 14. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva meda s dodatkom
maline izoliranih pomoc¢u USE ekstrakcije s organskim otapalom pentan :
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Slika 15. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva meda s dodatkom
maline izoliranih pomoc¢u ultrazvuéne ekstrakcije s organskim otapalom

diklormetan
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Slika 16. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva meda s dodatkom

maline izoliranih pomo¢u HS-SPME sa sivim vlaknom
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4, RASPRAVA
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Posebne odlike prehrambenih proizvoda proizlaze iz vrijednosti njihovih
sastojaka, nac¢inu proizvodnje te podneblju iz kojeg dolaze. U ovom radu su analizirani
hlapljivi i poluhlapljivi spojevi meda bagrema s dodatkom soka od maline s ciljem
odredivanja reprezentativnog kemijskog sastava te identifikacija potencijalnih

biomarkera ove vrste meda koristenog u proizvodnji kao i dodataka medu.

Neki od procesa dobivanja ovakve vrste proizvoda ukljucuju tretman visokom
temperaturom, $to potic¢e mnoge kemijske reakcije te time znatno djeluje na kemijski
sastav gotovog proizvoda. Zagrijavanjem meda (iznad 50 °C) transformiraju se
postojeci ili dolazi do tvorbe novih spojeva koji uzrokuju promjene u okusu, mirisu,
aromi i boji meda. Spojevi koji nastaju djelovanjem visokih temperatura uglavhom su
produkti Maillard-ovih reakcija (slika 17) i reakcija Strecker-ove degradacije
aminokiselina (slika 18). Nastajanje ovih spojeva uvelike ovisi o temperaturi i duljini

zagrijavanja kao i o pH vrijednosti meda te prirodi reaktanata.

Maillard-ove reakcije temelje se na kondenzaciji karbonilne skupine uglavnom
reduciraju¢ih ugljikohidrata s a-amino skupinom slobodnih aminokiselina pri ¢emu
nastaju toplinski nestabilni meduprodukti aminodeoksiketoze. Meduprodukti se dalje
dehidratiziraju i deaminiraju daju¢i razli¢ite reaktivne produkte kao S$to su
hidroksiketoni, dikarbonilni spojevi, derivati furfurala i furanona i drugo, a koji mogu

kao reaktanti sudjelovati u reakcijama Strecker-ove degradacije aminokiselina. (34)
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Slika 17. Op¢a shema Maillard-ove reakcije (32)

Strecker-ova degradacija aminokiselina se temelji

na dekarboksilaciji i

deaminaciji aminokiselina uz prisustvo dikarbonilnih spojeva koji uglavnom nastaju

unutar Maillard-ovih reakcija. Prilikom Strecker-ove degradacije nastaje Strecker-ov

aldehid i aminoketon. Strecker-ov aldehid moze sudjelovati kao reaktivni karbonilni

34



spoj u Maillard-ovim reakcijama, dok aminoketoni sudjeluju u reakcijama ciklizacije
kod tvorbe heterocikli¢kih spojeva (npr. pirazini). (34)

R
R N !
\
R NH, o) Ry H J k‘v
+ —_— RZ
- H0 o o (¢
o OH o R, Q,|
- - - - - - - H
aminokiselina dikarbonilni spoj

(0]

. Strecker-ov aldehid
aminoketon

Slika 18. Op¢a shema Strecker-ove degradacije aminokiselina (32)

Za izolaciju hlapljivih i poluhlapljivih spojeva, koristene su metode ultrazvuéne
ekstrakcije organskim otapalom (USE) te mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi
(HS-SPME). Izolirani spojevi su analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-

spektrometrija masa (GC-MS).

4.1 HLAPLJIVI SPOJEVI UZORKA IZOLIRANI HS-SPME
METODOM

Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi (HS-SPME) je provedena na
temperaturi koja ne prelazi 60°C omogucavajuci izolaciju hlapljivih i poluhlapljivih

spojeva bez stvaranja termickih artefakata $to je bitno za dobivanje pouzdanih rezultata.

Izolirano je ukupno 18 spojeva, a kao najzastupljeniji spoj identificiran je 2-

furankarboksaldehid  (furfural; 16,3%). Derivati benzena su najzastupljenije
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komponente vr$nih para osobito 3,4,5-trimetilfenol (12,2%), benzaldehid (7,0%), 2-
feniletanol (3,3%) i dr. Terpeni su druga grupa spojeva sa najveéim udjelom, osobito
trans-linalol oksid (13,9%), linalol (1,9%) i cis-linalol oksid (1,3%). lako ovom
tehnikom med nije termicki tretiran, izoliran je poznati termicki artefakt hotrienol
(4,8%). Identificirani hotrienol nastaje utjecajem topline no obzirom da tehnika HS-
SPME ne koristi termi¢ku obradu, pretpostavlja se da je hotrienol nastao tijekom

proizvodnje ili tijekom zrenja meda.

O-glukoza OH
\ \
OH OH

OH 2,6-dimetilokt-3,7-dien-

-2,6- diol

toplina
X
OH hotrienol OH
OH ‘
OH HO

3,7-dimetilokt-1,7-dien-3,6-diol (E)-8-hidroksilinalool  (Z)-8-hidroksilinalool

Slika 19. Nastajanje hotrienola (35)

Izoliran je i1 aldehid jorgovana (7,6%), a biogenetska istrazivanja su pokazala da
aldehidi jorgovana nastaju iz linaloola, preko (E)-8-hidroksilinaloola koji se pretvara u

alkohol jorgovana koji dalje oksidira u aldehid jorgovana. (36)

Identificiran je i dimetil-sulfid (9,3%) ¢ija prisutnost vjerojatno ukazuje da su u
procesu proizvodnje koriSteni sumporni derivati u svrhu konzerviranja koncentriranog

soka od maline.
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4.2 HLAPLJIVI SPOJEVI UZORKA IZOLIRANI USE METODOM

Izolacija hlapljivih i poluhlapljivih spojeva uzorka mednoga proizvoda provedena
je ultrazvu¢nom ekstrakcijom s dva otapala razlicite polarnosti (pentan : dietil-eter (1:2

v/v) i diklormetan).

4.2.1 Ekstrakcija pentan : dietil-eterom (1:2 v/v) - analizom je
identificirano ukupno 33 spoja (tablica 4) od kojih je najzastupljeniji 5-
hidroksimetilfurfural (21,9 %) ¢ija prisutnost ukazuje na koristenje toplinskog tretmana
prilikom proizvodnje ili uslijed neadekvatnog skladistenja proizvoda. Od karboksilnih
kiselina 1 estera identificirani su derivati Sikiminske kiseline kao Sto je metil-3,5-
dimetoksi-4-hidroksibenzoat (metil-siringat; 6,4%), benzojeva kiselina (8,6%), feruli¢na
kiselina (0,3%) 1 dr. Ovi spojevi uglavnom potjecu iz nektara i pronalazimo ih i u

drugim vrstama meda. Ipak se moze istaknuti veci postotak benzojeve kiseline.

Kao glavni predstavnik derivata benzena identificiran je 4-vinilfenol (9,2%) uz
ostale derivate: 4-vinil-2-metoksifenol (7,2%), 4-vinilsiringol (6,5%), 2,4-bis(1,1-
dimetiletil)fenol (2,2%), 1,4-dimetilbenzen (1,2%) te 2-feniletanol (1,2%). Od ostalih
spojeva identificirani su: trikosan (3,6%), heksadekanska kiselina (palmitinska kiselina;
3,1%), oktadekan-1-ol (2,3%), 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehid (siringil-aldehid;
1,8%), benzil-alkohol (1,6%), stiren (1,6%), metil-2-furoat (1,4%), tetradekan (1,3%) te
pentadekan (1,3%).

4.2.2  Ekstrakcija diklormetanom - analizom je identificirano ukupno 28
spojeva (tablica 5) od kojih je najzastupljeniji 5-hidroksimetilfurfural (43,9%) koji je
karakteristi¢an spoj za svaku vrstu meda 1 njegov udio raste starenjem meda. Od ostalih

derivata furana najzastupljeniji je metil-2-furoat (5,1%).

Osim derivata furana, veliki udio imaju metil-3,5-dimetoksi-4-hidroksibenzoat
(metil-siringat; 4,9%) te oktadekan (5,9%). Kao glavni predstavnici derivata benzena
identificirani su: 4-vinil-2-metoksifenol (2,2%), 2,4-bis(1,1-dimetiletil)fenol (2,2%), 4-
hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehid (siringil-aldehid; 1,8%) te 4-vinilsiringol (1,5%).

Glavni predstavnik visih masnih kiselina je heksadekanska kiselina (palimitinska

kiselina; 3,6%). Od ostalih spojeva najznacajniji su: 3-(4-hidroksifenil)prop-2-enska
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kiselina (4-hidroksicimetna kiselina; 3,7%), 1-(2-furanil)etanon (3,1%), 3-hidroksi-f-
damaskon (1,9%), 2-feniloctena kiselina (1,5%) i dr.

Specifi¢ni spoj koji je pronaden koristenjem diklormetana kao organskog otapala
je 4-(4-hidroksifenil)-butan-2-on (0,9%). To je tzv. malina keton koji nam ukazuje na
prisutnost ploda maline unutar ovog mednog proizvoda (slika 20). Malina keton se
pojavljuje u razli¢itim plodovima, a najviSe ga ima u bobi¢astom vocu. Nastaje

biosintezom iz kumoroil-CoA.

Slika 20. Strukturna formula 4-(4-hidroksifenil)butan-2-on (malina keton)

Iz rezultata istrazivanja hlapljivog profila uzorka mednog proizvoda ,,med s
koncentriranim vo¢nim sokom od maline* mogu se dobiti razli¢ite informacije o nac¢inu
proizvodnje ovog proizvoda kao i koristenju uniflornih vrsta meda u proizvodnji . Osim
potencijalnih biomarkera za bagremov med, nadeni su i spojevi koji se nalaze u
amorfinom medu (bagremovac) (36). Malina keton se moze smatrati klju¢nim

hlapljivim spojem kojim se moze odrediti dodatak maline u proizvodnji ovog
proizvoda.
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Na osnovu dobivenih rezultata analize kemijskog sastava hlapljivih spojeva

proizvoda od meda moze se zakljuciti sljedece:

Dobiveni rezultati pokazuju veliku raznolikost identificiranih hlapljivih i
poluhlapljivih spojeva ovisno o koriStenim metodama izolacije spojeva.
Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi (HS-SPME) omogucava
Ultrazvucnom ekstrakcijom (USE) se izoliraju hlapljivi 1 poluhlapljivi
spojevi.

Od sveukupnog broja identificiranih spojeva izoliranih iz uzorka, 18 ih je
identificirano u vrSnim parama mikroekstrakcijom na krutoj fazi (HS-
SPME), a najzastupljeniji su: 2-furankarboksaldehid (furfural; 16,3%),
3,4,5-trimetilfenol (12,2%), dimetil-sulfid (9,3%), benzaldehid (7,0%),
aldehid jorgovana (7,6%) i dr. Navedeni spojevi ne mogu se smatrati
specifi¢nim jer se nalaze i u drugim vrstama meda. Za razliku od rezultata
ultrazvucne ekstrakcije, mikroeksrakcijom je izolirana velika koli¢ina
terpena, a neki od glavnih su: trans-linalool oksid (13,9%), linalol (1,9%) i
cis-linalool oksid (1,3%). Izoliran je i hotrienol (4,8%).

Ultrazvuénom ekstrakcijom (USE) koriste¢i smjesu pentan : dietil-eter (1:2
v/v) je identificirano ukupno 33 spoja od kojih su najzastupljeniji: 5-
hidroksimetilfurfural (21,9%), 4-vinilfenol (9,2%), 4-vinil-2-metoksifenol
(7,2%) i 4-vinilsiringol (6,5%). Za razliku od HS-SPME izolirani su derivati
Sikiminske kiseline: benzojeva kiselina (8,6%), metil-3,5-dimetoksi-4-
hidroksibenzoat (metil-siringat; 6,4%) te feruli¢na kiselina (0,3%).
Ultrazvuénom ekstrakcijom (USE) koriste¢i diklormetan identificirano je
ukupno 28 spojeva od kojih su najzastupljeniji: 5-hidroksimetilfurfural
(43,9%), oktadekan (5,9%), metil-2-furoat (5,1%), metil-3,5-dimetoksi-4-
hidroksibenzoat (metil-siringat; 4,9%) te heksadekanska kiselina
(palmitinska kiselina; 3,6%). SpecifiCan spoj izoliran ultrazvu¢nom
ekstrakcijom je 4-(4-hidroksifenil)butan-2-on (0,9%) tzv. malina keton koji
ukazuje na prisustvo ploda maline.

Pregledom rezultata dobivenih metodama izolacije spojeva vjerojatno se

unutar uzorka nalazi i amorfin med (bagremovac) (Amorpha fructicosa L.).
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