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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Izolirati hlapljive spojeve kestenovog meda metodom ultrazvuéne ekstrakcije koristeci
diklormetan kao organsko otapalo te odrediti profil hlapljivih spojeva analizom pomocu plinske

kromatografije-spektrometrije masa.



SAZETAK

Med je slatki proizvod kojeg proizvode pcele slozenom obradom prikupljenog cvjetnog nektara
i sekreta biljnih sokova. U njemu su sadrZani gotovo svi esencijalni sastojci potrebni ljudskom
organizmu. Primjenu nalazi u kulinarstvu, medicini i kozmetici. Aroma predstavlja jedno od
najvaznijih svojstava meda koje doprinosi njegovoj kvaliteti, a nosioci arome u medu su

hlapljivi spojevi.

U ovom zavr$nom radu odreden je profil hlapljivih spojeva meda dobivenog od Zavoda za
ribarstvo, pcelarstvo, lovstvo 1 specijalnu zoologiju Agronomskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu. Na istom Zavodu melisopalinoloskom analizom potvrdena je monoflornost
kestenovog moda. Za izolaciju hlapljivih spojeva koristena je ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom uz diklormetan kao otapalo. Izolirani spojevi iz diklormetanskog ekstrakta,
analizirani su vezanim sustavom plinska kromatografija-masena spektrometrija. Glavni
hlapljivi spojevi u svim ekstraktima meda kestena su 4-hidroksikinolin i p-aminoacetofenon,
uz izuzetak jednog uzorka u kojem je je glavni hlapljivi spoj 2-feniloctena kiselina, a
karakterizira ga i visoki udio 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-ona. Derivati benzena, 2-feniloctena
kiselina i p-aminoacetofenon, glavni hlapljivi spojevi u USE ekstraktima kestenovog meda,
karakteristicni su za med kestena te se mogu smatrati markerima njegovog botanickog
porijekla. Prema rezultatima ovog rada i spoj s dusikom, alkaloid 4-hidroksikinolin bi takoder

mogao biti karakteristi¢ni marker botanickog porijekla kestenovog meda.

Kljuéne rijeci: med kestena, hlapljivi spojevi, ultrazvuéna ekstrakcija, plinska kromatografija,

masena spektrometrija



SUMMARY

Honey is a sweet product produced by bees by complex processing of collected flower nectar
and secretions of plant juices. It contains almost all the essential ingredients needed by the
human body. It is used in cooking, medicine and cosmetics. The aroma is one of the most
important properties of honey that contributes to its quality, and the carriers of aroma in honey

are volatile compounds.

In this thesis, the profile of volatile compounds of honey obtained from the Department of
Fisheries, Beekeeping, Hunting and Special Zoology of the Faculty of Agriculture, University
of Zagreb is determined. At the same Institute, the monoflorality of the chestnut mode was
confirmed by melisopalinological analysis. Ultrasonic assisted extraction with dichloromethane
as solvent was used to isolate the volatile compounds. Isolated compounds from the
dichloromethane extract were analyzed by coupled gas chromatography-mass spectrometry.
The main constituents in all extracts of chestnut honey are 4-hydroxyquinoline and p-
aminoacetophenone, with the exception of one extract in which the main volatile compound is
2-phenylacetic acid, and it is also characterized by a high content of 3-hydroxy-4-phenylbutan-
2-one. Benzene derivatives, 2-phenylacetic acid and p-aminoacetophenone, are characteristic
of the chestnut honey and can be considered as markers of its botanical origin. According to the
obtained results, nitrogen containing compound alkaloid 4-hydroxyquinoline could also be

considered as a potential marker of the botanical origin of chestnut honey.

Keywords: chestnut honey, volatile compounds, ultrasonic extraction, gas chromatography,

mass spectrometry
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UvoD

Med je najsavrSeniji proizvod prirode jer su u njemu sadrzani gotovo svi sastojci koji
grade ljudski organizam. To je proizvod medonosnih pcela koji nastaje sloZzenom
obradom prikupljenog cvjetnog nektara i sekreta biljnih sokova.! Zbog svoje Siroke
primjenjivosti, kojom se malo koji drugi proizvod moze pohvaliti, neizostavan je u
kulinarstvu, medicini, kozmetici i konzerviranju namirnica. Upravo zbog toga opravdava
naziv ,tekuce zlato“. Danas je med iznimno cijenjen prirodni proizvod zbog znanstveno
dokazane kvalitete i mnogobrojnih dobrobiti za ljudski organizam i oCuvanje onog

najvrjednijeg — zdravlja.

Dugo vremena, med je bio jedini zasladivac koji je bio Siroko dostupan ljudima prije
masovne proizvodnje Secera. Povijest meda je zapravo starija od povijesti ¢ovjeka i
svakako starija od povijesti moderne medicine. Covjek skuplja med jo§ od kamenog doba.
Znanstvenici vjeruju da je med joS 1 stariji — smatra se da su pcele 1 tvar nalik medu
postojale jos od prije 100 milijuna godina.? Prvi otkriveni slikovni dokaz o koristenju
meda naden je u Egiptu, a datira iz 7. tisuclje¢a prije Krista. Opisan je u drevnim
egipatskih hijeroglifima, a spominje se i u indijskoj Vedi, zidovskoj Tori, Kuranu i
kineskom Shi Jingu. Grcki lije¢nik Hipokrat, otac moderne medicine, pisao je 0
ljekovitim svojstvima meda i njegovoj primjeni vjerujuéi kako dobro utjece na ten i kozu.
Julije Cezar je navodno prihvatio med kao vrstu valute koja je zamijenila zlato pri
plac¢anju poreza. Osim toga, Rimljani su koristili med kao antiseptik za lije¢enje rana u
svojim bitkama, ali i kao poklon za svoje bogove. Upravo zato, povijest meda pokazuje
da je on vodec¢i antibiotik koji se koristio za otvorene rane i ozljede, Cak i prije otkrica

penicilina. U istu svrhu se koristi i danas.

Med je ¢udesan ponajprije zbog svoje dugovjecnosti. Arheolozi su otkrili 2 000 godina
stare staklenke meda u egipatskim grobnicama i, usudivsi se probati, dosli su do zakljucka
da je med jo$ uvijek ukusan. Dakle, zahvaljuju¢i svom kemijskom sastavu, niskom
sadrzaju vode irelativno visokoj kiselosti, u medu je niski pH (3,2-4,5) koji je neprikladan

za razvoj bakterija i drugih mikoorganizama.®



1. OPCI DIO
1.1. MED

Ministarstvo poljoprivrede i sumarstva u svom Pravilniku o medu (,,Narodne novine*,
br. 30/2015) iznosi definiciju meda (slika 1): ,,Med jest prirodno sladak proizvod $to ga
medonosne pcele (Apis mellifera) proizvode od nektara medonosnih biljaka ili sekreta
zivih dijelova biljaka ili izlu¢evina kukaca koji siSu na zivim dijelovima biljaka, koje
pcele skupljaju, dodaju mu vlastite specifi¢ne tvari, pohranjuju, izdvajaju vodu i odlazu

u stanice sac¢a do sazrijevanja.* *

Slika 1. Med

Zbog tipi€nog kemijskog sastava, med je kalori¢no vrijedna hrana za odrasle 1 djecu.
Kilogram meda daje toliko energije koliko 3 kg svjezeg mesa, 5 litara mlijeka, 3 kg
slatkovodne ribe, kilogram Sunke, 6 kg naranci ili 3 kg banana.® lako predstavlja bolji
izbor od rafiniranog Secera, potrebno ga je umjereno konzumirati. Pretjeranom uporabom
podiZe se razina Secera u krvi ¢ime se poti¢e guSteraca na luCenje inzulina, a tijelo na
skladistenje masti Sto dovodi do debljanja. Time se osoba dovodi u opasnost od razvoja

sréanih bolesti ili bolesti jetre.®

1.1.1. Pcéele

Péele ulazu znatan trud kako bi medu podarili takva ,;magi¢na“ svojstva. Covjeku je
zapravo vazna samo jedna vrsta pcela, a to je medonosna pcela ili pcela medarica (lat.

Apis mellifera, slika 2) iz roda opnokrilaca (Hymenoptera).



Slika 2. Medonosna pcela

One imaju vjerojatno jednu od najvaznijih uloga u ekosustavu. Lete od cvijeta do cvijeta
skupljajuéi vodenastu slatku tekuc¢inu — nektar i pelud koje nose u kosnicu. Usta su im
gradena od prednjeg dijela kojim grizu i straznjeg dijela koji je zapravo rilce pomocu
kojega spremaju nektar. Poznato je 28 razli¢itih rasa medonosnih péela koje se dijele u

Cetiri skupine:

e tamne ili crne pcele sjeverne 1 zapadne Europe te sjeverne Afrike
e pcele Balkana i susjednih podrucja
e pcele Bliskog istoka

e tropske péele.’

Pcele radilice u koSnicu mogu ponijeti nektar u koli¢ini polovice teZine svog tijela.
Tijekom putovanja, dodaju mu vlastite enzime koji po¢inju mijenjati kemijska svojstva
nektara, od sloZenih do jednostavnih Secera. Na taj nacin, one invertiraju vecu koli¢inu
saharoze u glukozu i fruktozu, glavne sastojke meda. Nakon ulaska u ko$nicu, pcela
radilica ZvaCe kap nektara i izlaZze ga zraku. Tim procesom smanjuje se sadrzaj tekucine
iz inicijalno vodenastog nektara. Kako bi jo§ dodatno smanjila sadrzaj vode, pcela radilica
potice kruzenje zraka oko sa¢a intenzivnim mahanjem krilima. Taj se postupak odvija sve
dok se sadrzaj vode ne smanji na oko 19 % te tada nastaje med. Tada pcele zatvaraju

¢eliju tankim slojem svjezeg voska i tako cuvaju med za buducu upotrebu.

Kada ¢e med biti spreman za branje, u prvom redu ovisi o vrsti i obilju cvijeca, usjeva 1
drveca u radijusu od 5 km oko koSnica. S druge stane, vrijeme ispase ovisi o brojnim

drugim faktorima, medu kojima su najvaZnije vremenske prilike.’



1.1.2. Vrste meda

Prema Pravilniku o0 medu (,,Narodne novine®, br. 46/07, 155/08), med se svrstava prema
porijeklu medonosnih biljaka ili medne rose ili prema nacinu proizvodnje i/ili

prezentacije proizvoda.®
Podjela meda prema podrijetlu medonosnih biljaka i medne rose:

e Cyvjetni ili nektarni med

e Medljikovac ili medun.

Nektarni med je proizvod medonosnih péela od raznovrsnih cvjetova medonosnih biljaka
kao $to su lipa, bagrem, kadulja, lavanda i dr. Razlikuje se monoflorni (sortni) i poliflorni
(cvjetni) nektarni med. Da bi se neki med mogao proglasiti monoflornim, udjel peludnih
zrnaca odredene biljne vrste mora imati specifi¢an okus 1 miris oznacene medonosne bilje
i mora biti u skladu s najmanjim propisanim udjelom peludnih zrnaca pojedine biljne
vrste u netopljivom sedimentu koji iznosi 45%. Cvjetni ili poliflorni med predstavlja
mjeSavinu meda razliitih vrsta biljaka. Boja nektarnog meda moze varirati od blijedo

zute do zagasito tamne boje. 37°

Medljikovac ili medun je pcelinji proizvod od medne rose koji ne potjece od nektara
biljaka, ve¢ od sokova koji se nalaze u dubljim dijelovima biljke. Medna rosa se javlja u
bjelogori¢nim i crnogori¢nim Sumama, odakle i naziv za ovu vrstu meda ,.Sumski med*.
Takoder, moze se dobiti iz izluCevina kukaca roda Hempitera koji siSu zive dijelove

biljaka. Boja mu je iznimno tamna, a okus dugotrajan.*°
Podjela meda prema nacinu proizvodnje i/ili prezentacije proizvoda:

e med usacu

e med u komadima saca ili rezano sace
e cijedeni med

e vrcani med

e kremasti med

e topljeni med

e filitrirani med

e industrijski med.3"®



1.1.3. Kemijski sastav meda

Med predstavlja vrlo kompleksnu mjesavinu vise od 70 razli¢itih komponenata koje ¢ine
ugljikohidrati, proteini (ukljucujué¢i enzime), aminokiseline, organske Kkiseline,
polifenole, tvari slicne karotenoidima, proizvodi Maillardove reakcije, vitamini i minerali
(slika 3). Pojedine komponente u med dodaju péele, neke su porijeklom od medonosne

biljke, a neke se stvaraju prilikom zrenja meda u sacu.

Kemijski sastav meda

Ostali ugljikohidrati Minerali, vitamini,
5% enzimi
1%

Voda
18%

Fruktoza

41%
Saharoza

2%

Glukoza
33%

M Fruktoza Glukoza W Saharoza ®Voda M Ostali ugljikohidrati B Minerali, vitamini, enzimi

Slika 3. Kemijski sastav meda
Ugljikohidrati

S obzirom da ugljikohidrati ¢ine 95-97 % suhe tvari u medu, moze se re¢i da med
predstavlja koncentriranu otopinu invertnih Secera u vodi. Najzastupljenije nutritivne
komponente su monosaharidi fruktoza i glukoza, koje ¢ine 85-95 % od ukupnih Secera.
Glukoza 1 fruktoza su najvazniji jer od njih potjeCu slatkoca i energetska vrijednost, a
odreduju i fizikalna svojstva meda poput viskoznosti, gustoce, ljepljivosti, higroskopnosti
i sl. U smjesi omjer fruktoze i glukoze uvijek mora biti veci od 1, a kako fruktoza ima
visoku slatkocu, tako je i med sladi 1,5 puta od konzumnog Secera. Od disaharida, u
najvecoj koli¢ini prisutna je saharoza, zatim maltoza, izomaltoza, maltuloza, furanoza i

dr. U medu se nalazi jos oko 25 oligosaharida.



Voda

Udio vode je promjenjiva komponenta u medu, a kreée se izmedu 15 i 20%. Voda
predstavlja vazan faktor koji utjece na kristalizaciju, viskoznost i gusto¢u meda. Posebnu
vaznost ima kod njegova skladiStenja jer, kako je med higroskopan, udio vode definira
njegovu stabilnost i otpornost na mikrobiolosko kvarenje odnosno fermentaciju. Drugim
rije¢ima, vece koli¢ine vode u medu otezavaju kristalizaciju. Prema hrvatskom Pravilniku
o kakvoc¢u meda 1 drugih pcelinjih proizvoda (,,Narodne novine*, br. 30/2015), med koji

se stavlja na trziSte ne smije imati udio vode vec¢i od 20%.
Organske kiseline

Kiselost meda potje¢e od organskih kiselina kao §to su mravlja, glukonska, oksalna,
limunska, masla¢na, vinska, mlije¢na, jabu¢na, valerijanska, benzojeva, pirogrozdana i
dr. Njihova prisutnost niza je u svijetlim (bagremov i livadni), nego u medovima tamnije
boje. Vrlo nizak pH meda, koji se uglavnom krece u rasponu od 3,2 do 4,5, osigurava

inhibiciju razvoja mnogih mikroorganizama.
Enzimi

Proteini odnosno enzimi u medu potje¢u od pcela, ali ih nalaze se i u peludu i nektaru.
Dospijevaju u med putem pcelinjih Zlijezda slinovnica prilikom prerade nektara i
medljike u vlastitom Zelucu. Od svih prisutnih enzima, najvazniji su invertaza, dijastaza,
katalaza i glukoza oksidaza. Uloga invertaze je hidroliza saharoze do njezinih sastavnica
— glukoze i frutkoze. Dijastaza (amilaza) je najstabilniji od svih enzima u medu pa se
koristi u svrhu ocjene kvalitete meda. Sadrzi a — amilaze koje sudjeluju u razgradnju
Skroba na dekstrine i p — amilaze koje nadalje razgraduju $krob do maltoze. Produkti
reakcije katalizirane glukoza oksidazom su glukonska kiselina i vodikov peroksid koji

ima baktericidna svojstva.
Vitamini

Vitamini su sadrzani u medu u vrlo malim udjelima, nedostatnim za covjekove potrebe,
a potjecu iz peludnih zrnaca. U prvom redu to su vitamini B skupine, poput tiamina (B1),
riboflavina (B2), pantotenske kiseline (Bs), niacina (Bs), piridoksina (Bg), biotina (B7),

folne kiseline (Bo), i vitamin C.



Minerali

Tamni medovi imaju povecéani udio minerala. Najzastupljeniji je kalij, a u manjoj mjeri
sadrze kalcij, silicij, cink, bakar, mangan, selen, fosfor, natrij, magnezij i dr. Koliko ¢e ih
biti ovisi 0 botanickom porijeklu, klimatskim promjenama i sastavu tla §to se naposlijetku
koristi kod utvrdivanja botani¢kog i geografskog porijekla meda. Za bagremove i
suncokretove medove karakteristiCan je mali udio pepela, a vece koli¢ine nalaze se u

kestenovom i livadnom medu te medljikovcu.
Dusikovi spojevi

Dusikovi spojevi u medu prisutni su u tragovima, a nastaju u zlijezdama slinovnica pcela
radilica. Pojavljuju se u obliku aminokiselina, a najzastupljenija je prolin te se udio

prolina koristi kao indikator zrelosti meda i moguceg patvorenja.
Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti biljaka i uglavnom sluZze u obrambenom
mehanizmu biljke. Od fenolnih spojeva u medu nalaze se flavonoidi i fenolne kiseline

poput galne, kumarinske, kafeinske, elaginske i ferulinske te njihovi esteri. 27911

1.1.4. Fizikalna svojstva meda

U fizikalna svojstva meda ubrajaju se viskoznost, specificna tezina, Kristalizacija,
higroskopnost, elektri¢na vodljivost te optiCka svojstva. Svako od tih svojstava je
direktno povezano sa kemijskim sastavom meda. Zbog postojecih razlika u sastavu
pojedinih vrsta medova, opravdano je ocekivati i da ¢e vrijednosti ovih parametara biti

specificne irazli¢ite za odredenu vrstu.
Viskoznost

Med je gusta tekucina koja posjeduje odredeni viskozitet pri odredenoj temperaturi.
Viskoznost je jedno od najvaznijih karakteristika meda koje oznacava stupanj likvidnosti
odnosno tekuceg stanja meda. Prvenstveno utjece na rukovanje s medom tijekom dorade
i samog skladistenja. Vrlo je vazan parametar u proizvodnji i analizi jer utjeCe na
protocnost meda primjerice kod ekstrakcije, taloZenja, procjedivanja, mijeSanja i
pakiranja. Porastom temperature smanjuje se viskoznost meda zbog blazeg molekularnog

trenja i slabijih hidrodinamickih sila. Na viskoznost meda utjecu sadrzaj vode te koli¢ina
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i vrsta prisutnih Secera. Ukoliko med sadrzi ve¢i udio vode, bit ¢e manje viskozan.

Nasuprot tomu, veci udio disaharida i trisaharida doprinosi vecoj viskoznosti.
Gustoca

Gusto¢a meda izrazava se kao specificna tezina. Odreduje se pomocu piknometra,
stavljanjem mase meda i mase iste koli¢ine vode u omjer, a ovisi prvenstveno o udjelu

vode. Med ne smije imati gustoéu pri 20 °C manju od 1,390 g/m. 3
Kristalizacija

Postoji zabluda da je kristalizirani med (slika 4) zapravo pokvaren ili da mu je naknadno
dodavan Secer te je takvog izgleda neprivlacan potrosac¢ima. U stvarnosti, kristalizacija je
najnormalnija prirodna pojava kod stajanja meda te upravo zbog toga mozemo biti sigurni
da takav med nije patvoren. Do te spontane pojave dolazi zbog toga $to je med
prezasi¢ena SeCerna otopina u kojoj glukoza pri odredenoj temperaturi prelazi u
kristalini¢cnu formu glukoza monohidrata, ¢ime stajanjem med prelazi u kruto stanje.
Oslobodena voda odlazi u nekristalizirane dijelove meda ¢ime se povecava sklonost
fermentaciji i kvarenju meda. Dolazi do promjene boje meda, pocinje svijetliti i gubi
prozirnost. Kristalizacija ovisi o sadrzaju vode i o omjeru glukoze i fruktoze. Sto je niza
koli¢ina vode odnosno ako imamo koncentriraniju otopinu glukoze i fruktoze, brzina
kristalizacije ¢e biti veca. Optimalna temperatura kristalizacije je oko 14 °C, a u hladnim
prostorijama med puno brze kristalizira. Procesom pasterizacije moze Se odgoditi

kristalizacija.

Slika 4. Kristalizirani med



Higroskopnost

Higroskopnost je sposobnost meda da, u ovisnosti o relativnoj vlaznosti zraka i udjelu
vode, upija ili otpuSta vodu. Promjene se ocituju uglavnom na povrsini jer velika
viskoznost meda sprje¢ava da apsorbirana voda dospije u unutras$njost. Med pokazuje
visoki stupanj higroskopnosti §to duguje velikoj koli¢ini fruktoze koja je higroskopnija
od glukoze i drugih Secera. 1z tog razloga, prilikom ¢uvanja meda u vlaznim prostorijama

potrebno je paziti da je med dobro zatvoren.
Elektri¢na vodljivost

Elektricna vodljivost je sposobnost neke tvari da provodi elektricnu struju. Ovisna je o
koli¢ini mineralnih tvari i Kiselina, a $to su one prisutnije, visa je i elektricna vodljivost.
Kako med sadrzi malu koli¢inu mineralnih tvari, tako je i elektri¢na vodljivost prili¢no
mala. Vrijednosti variraju kod razli¢itih vrsta medova pa tako kod nektarnih medova mora

biti visa od 0,8 mS/cm, a kod medljikovca i kestenovog meda viSa od te vrijednosti.
Opticka aktivnost

Vazno je spomenuti jo$ jedno svojstvo meda, a to je opticka aktivnost. Vodena otopina
meda je opticki aktivna odnosno ima sposobnost zakretanja ravnine polarizirane
svjetlosti, a kut zakretanja ovisi o vrsti i udjelu ugljikohidrata. Fruktoza zakrec¢e ravninu
polarizirane svjetlosti ulijevo, a glukoza, svi disaharidi i olisaharidi udesno. Tako nektarni
med pokazuje negativnu, radi zastupljenije fruktoze, a medljikovac pozitivhu opti¢ku

aktivnost zbog veéeg udjela olisaharida.” '3

1.1.5. Senzorska svojstva meda

Senzorska analiza predstavlja neizostavnu znanstvenu disciplinu za procjenu kvalitete
hrane koja kao mjerni instrument Koristi ljudska osjetila. Dakle, boja, okus i miris
predstavljaju najvaznija senzorska svojstva meda koja ovise o biljnom porijeklu te o
nacinu prerade i skladiStenja. Rezultati takvih ispitivanja mnogo govore o kakvo¢i samog
meda, a mogu ukazati i na potencijalnu patvorenje i kontaminaciju meda stranim tvarima
poput Secera, hranjenjem pcela Se¢erom ili lazno botanicko porijeklo. Senzorska svojstva

gube na jacini grijanjem ili duljim skladiStenjem na visokim temperaturama.



Boja

Boja meda ovisi 0 njegovoj vrsti, a varira od svijetlozute sve do tamnosmede ili ¢ak crne
(slika 5). lzrazito svijetlu, gotovo bijelu boju ima bagremov, a zagasitu tamnosmedu
kestenov med. Boje ostalih vrsta, kao $to su livadni med i med djeteline, krecu se izmedu
tih dviju krajnosti. Faktori koji utjecu na boju su botanicko porijeklo i skladi$ni uvjeti, a
suspendirane Cestice poput peludi odreduju bistrinu. Takoder, ona ovisi o kemijskom
sastavu — zastupljenosti ugljikohidrata, pepela i nekih minerala kao $to su bakar, zeljezo
i mangan. Kako su kristali glukoze bijeli, kristalizacijom med svijetli, a tijekom Cuvanja
moze i potamniti. Opcenito, proljetni med je uvijek svjetliji, a kasni ljetni tamniji. Boja
se odreduje se u milimetrima po Pfundovoj ljestvici ili, u novije vrijeme, upotrebom

spektrofotometra.

Slika 5. Razlicite boje meda

Miris

U medu je sadrzano vise od pedeset spojeva koji mu daju karakteristican miris. Kod
monoflornog meda, okus je karakteristican za biljku iz koje je dobiven nektar. Mirisne
tvari, nosioci mirisnih svojstava meda, su hlapljive pa starenjem ili zagrijavanjem meda
dolazi do slabljenja odnosno potpunog nestanka mirisa. U prvom redu, mirisni spojevi su
karbonilni spojevi (acetaldehid, aceton), alkoholi (etanol, propanol, fenol) i esteri (metilni

i etilni esteri mravlje, octene, benzojeve kiseline).
Okus

Okus i miris meda usko su povezani. Ovisno o vrsti meda, okus se mijenja od slatkog do
gorkog. Ukoliko dode do njegove fermentacije, med poprima kiselkast okus. Medu
najgor¢im isticu se kestenov, tresnjin i visnjin med. Opcenito, med svijetle boje blagog je

okusa, a tamniji med ima izraZeniji okus. " !*
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1.2. HLAPLJIVI SPOJEVI U MEDU

Aroma je zapravo kombinirana impresija okusa i mirisa koja ujedno predstavlja jedno od
najcjenjenijih svojstava prehrambenih proizvoda, a Cesto je i glavni faktor kod izbora
potrosac¢a.* Opéenito, miris prehrambenih proizvoda ovisi o tvarima nosiocima arome —
hlapljivim spojevima. Ponajprije su to velike skupine organskih molekula kao Sto su
ugljikovodici, alkoholi, fenoli, esteri, aldehidi, ketoni, terpeni, furani i dusikovi spojevi.
Medutim, izolacija hlapljivih spojeva veoma je problemati¢na radi njihove isparljivosti
na visokim temperaturama. Do sada je uspjesno identificirano oko Sesto hlapljivih
komponenata u medu.” Prisutni su u vrlo niskim koncentracijama i imaju relativno male

molekulske mase. Hlapljivi spojevi dospijevaju u med:

e direktnim prijenosom iz medonosne biljke (fitokemikalije),
e transformacijom biljnih spojeva od strane pcela,
e termickim tretiranjem ili duZim stajanjem meda

e onecis¢enjima iz okolisa i dr.

Dakle, postoje ¢imbenici koji mogu doprinijeti razvoju hlapljivih spojeva u medu koji
nisu izravno povezani s preradom od strane pcela ili njegovim botanickim porijeklom.
Naknadnom termickom obradom ili produzenim skladistenjem, termolabilni spojevi
mogu se oksidirati ili unistiti, a hlapljivi spojevi mogu i nastati kao produkti Maillardovih
reakcija i Steckerovih degradacija. Drugim rije¢ima, primjena odredenih metoda koje
koriste toplinu, poput hidrodestilacije (HD) ili simultane destilacije-ekstrakcije (SDE), za
posljedicu moZze imati stvaranje artefakata koji nastaju uglavnom radi toplinske

razgradnje Seéera ili aminokiselina do furana i piranskih derivata.>®

1.2.1. Metode izolacije hlapljivih spojeva

Zbog velikog broja hlapljivih sastojaka u medu, aromati¢ni profil moze posluziti kao tzv.
,fingerprint” koji vodi ka utvrdivanju njegova botanickog porijekla. Za izolaciju takvih
spojeva, potrebno je biti dobro upoznat sa uzorkom i imati pribliznu sliku o tome koje
spojeve ocekivati. U cilju dobivanja $to reprezentativnijeg profila hlapljivih spojeva
potrebno je odabrati optimalnu izolacijsku metodu. Dostupne su razne metode s razli¢itim
stupnjevima selektivnosti i djelotvornosti, a pri izboru je nuZno minimizirati gubitke,

kontaminaciju i smanjiti moguénost nastajanja artefakata. Izabrana metoda trebala bi
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pokazivati jednaku u¢inkovitost za polarne i nepolarne spojeve te ne bi smjela potencirati
termicku degradaciju, oksidaciju, redukciju, promjenu pH ili gubitak isparljivih spojeva.

Uobicajene metode izolacije hlapljivih spojeva su:

e metoda ekstrakcije otapalima
e destilacijske metode
e tehnike ,,vr$nih para®

e sorpcijske tehnike.®®

Najcesce metode su hidrodestilacija (HD), simultana destilacija-ekstrakcija (SDE) u
aparaturi po Likens-Nickersonu, ultrazvuc¢na ekstrakcija (USE) i mikroestrakcija vr$nih
para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME). 1516

1.2.1.1. Ultrazvuéna ekstrakcija organskim otapalom (USE)

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. ultrasound assisted extraction, USE) je
ultrazvukom (20-100 kHz) inducirana tehnika koja omogucuje visoku reproducibilnost u
kracem ekstrakcijskom vremenu, olak$ano rukovanje, nize temperature i Smanjenje
koli¢ine otapala, a kao rezultat ima visokokvalitetne ekstrakte. Koristi se kao

pojednostavljena i u¢inkovita alternativa klasi¢nim ekstrakcijskim tehnikama.

Ultrazvuk je dio zvucnog spektra od 20 kHz do 10 MHz. Generator pretvara napon
istosmjerne struje u visoke frekvencije (oko 25 kHz odnosno 25 000 ciklusa po sekundi)
elektri¢ne energije. Elektri¢na ili mehanicka energija transformira se u energiju zvuka.
Zbog privlacenja polariziranih molekula dolazi do vibracije molekula medija te prijenosa
mehanicke energije titranja na medij. Emisijom ultrazvuénih valova u medij nastaju
longitudinalni valovi §to rezultira promjenjivim ekspanzijama i kompresijama tlaka.
Ekspanzija razdvaja molekule, a kompresija uzrokuje njihovo zdruzivanje. Dolazi do
formiranja milijuna mikroskopskih mjehuri¢a koji zbog tla¢nih oscilacija 1 sami
osciliraju. Mjehuri¢i bubre pod utjecajem negativnog tlaka u fazi ekspanzije, a kada
dosegnu neku kriti¢nu veli¢inu kod koje ne mogu uc¢inkovito apsorbirati energiju, dolazi
do njihovog urusavanja. Citav proces formiranja, bubrenja i urusavanja mjehuri¢a naziva
se akusti¢na kavitacija. Na taj nacin ultrazvuk ,,uznemirava“ ekstrakcijsko otapalo
stvaraju¢i vecu kontaktnu povrSinu, direktni kontakt uslijed pucanja te brzu difuziju

otapala u uzorak ¢ime se ubrzava prijenos mase.
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Pri tom, vrlo je vazno odabrati pogodno ekstrakcijsko otapalo. U prvom redu, otapala su
cjenovno skupa i mnoga su toksi¢na za ljudsko zdravlje. Otapalo mora vriti na dovoljno
niskoj temperaturi kako bi se lako uklonilo, a da pritom ne dolazi do gubitaka zeljenih
spojeva. Takoder, otapalo moze ekstrahirati neisparljive spojeve §to otezava analizu
hlapljivih spojeva plinskom kromatografijom jer neisparljivi spojevi kontaminiraju
kolonu plinskog kromatografa. Nadalje, neki se analiti mogu maskirati otapalom i sto
onemogucava njihovu identifikaciju. Najc¢es¢a otapala koja se koriste su heksan, aceton,
kloroform, diklormetan, dietil-eter, metanol, pentan, smjesa pentana i dietil-etera (1:2,
v/v). Metoda ekstrakcije potpomognute ultrazvukom provodi se pri relativno niskim
temperaturama (oko 25 °C), a ako su prisutne termicki nestabilne tvari moze se i sniziti.
Uz otapalo, temperaturu 1 tlak, za optimizaciju procesa potrebno je voditi rauna 1 o
drugim faktorima poput frekvencije, vremena obrade, snage ultrazvuka te distribucije

ultrazvucénih valova.
Postoje dvije vrste sustava za ultrazvucnu ekstrakciju:

v’ lzravna, s ultrazvu¢nim sondama koje se uranjaju u otopinu s uzorkom (slika 6)

v" Neizravna, s ultrazvu¢nom kupelji (slika 7)*>"1°

('ﬂj

2]

Slika 6. Ultrazvu¢éna sonda

Slika 7. Ultrazvuéna kupelj s uzorkom u tikvici
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1.2.2. Analiza hlapljivih spojeva

Jednom kada se hlapljivi spojevi uspjesno izoliraju, potrebno ih je analizirati. Upravo je
korelacija senzorske analize s instrumentalnim podacima stekla kredibilitet posljednjih
godina jer omogucuje kategorizaciju meda prema odredenim kriterijima i predvidanje
osjetilne kvalitete meda. Pod analizom hlapljivih spojeva, podrazumijeva se identifikacija
pojedinih komponenata sloZzene smjese, odnosno kvalitativna analiza te odredivanje

udjela identificiranih sastojaka u smjesi, odnosno kvantitativna analiza.?

1.2.2.1. Plinska kromatografija (GC)

Kromatografija (gré. chroma; boja graphein; pisati) je analiticka tehnika odjeljivanja
komponenata smjese s obzirom na njihovu razliCitu raspodjelu izmedu dviju faza,
nepokretne (stacionarne) i1 pokretne (mobilne) faze. Zbog razli¢itih afiniteta vezivanja
prema nepokretnoj fazi, analiti pokazuju razli¢itu pokretljivost u kromatografskom

sustavu Sto rezultira njihovim razdvajanjem.

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC) je naj¢esc¢e koristena tehnika u
odjeljivanje hlapljivih spojeva. Uzorci za analizu moraju biti isparljivi kako bi se preveli
u injektoru u plinovito stanje i otporni na visoke temperature zagrijavanja kromatografske
kolone. Postoje dvije vrste plinske kromatografije koje imaju zajedni¢ku mobilnu fazu -

plin, a razlikuju se u vrsti stacionarne faze pa se sukladno tome dijele na:

1) adsorpcijska, gdje je stacionarna faza Cvrsta tvar velike specifiéne povrsine
2) razdjelna, gdje je stacionarna faza nehlapljiva tekucina vezana na ¢vrsti nosac

adsorpcijskim ili kemijskim vezama.
Uredaj za plinsku kromatografiju se naziva plinski kromatograf (slika 8), a sastoji se od:

e plina nositelja s regulatorom tlaka i mjeracem protoka
e injekcijskog bloka (injektora)
e kromatografske kolone sa stacionarnom fazom u termostatiranoj peci

e detektora, pojacala i racunala.
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Slika 8. Shematski prikaz plinskog kromatografa

Kao pokretna faza koristi se kemijski inertan plin kao $to je argon, helij, dusik ili ugljikov
dioksid kako ne bi reagirao s uzorkom ili nepokretnom fazom. Mjesto za ubrizgavanje
uzorka pomoc¢u mikrolitarske Sprice zagrijano je na nesto viSu temperaturu nego sama
kromatografska kolona kako bi se omogucilo potpuno uplinjavanje uzorka i sprijecilo

potencijalno ukapljivanje uzorka prilikom dolaska na detektor.

U plinskoj kromatografiji koriste se punjene i kapilarne kolone. Kolona je smjestena u
termostatiranom prostoru, a zbog boljeg razluCivanja smjese, temperatura kolone nije
konstanta, ve¢ se ona mijenja uglavnom linearnim porastom do neke maksimalne radne

temperature (temperaturna rampa).

Funkcija mirujuce faze jest separacija razli¢itih komponenti, zbog Cega svaka izlazi iz
kolone u razli¢ito vrijeme. Vrijeme zadrzavanja odnosno retencijsko vrijeme (tr) je
zabiljezeno vrijeme od trenutka injektiranja uzorka do odziva detektora. Detektori su
uredaji koji temeljem odredenih fizikalnih ili kemijskih svojstava mogu zabiljeziti
prisutnost i kvalitativno i kvantitativno odrediti eluirane komponente uzorka. Izmjereno
vrijeme zadrzavanja, koje je karakteristi¢no za svaku komponentu, moZe se usporediti s
vremenom zadrZavanja standarda Ciste tvari te time potvrditi kvalitativnu analizu.
Detektori koji se koristi u plinskoj kromatografiji su plamenoionizacijski (FID), detektor
toplinske vodljivosti (TCD), plamenofotometrijski (FPD), fotoionizacijski detektor
(PID), detektor apsoprcije elektrona (ECD) i spektrometar masa (MS).
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Spektrometrija masa (engl. mass spectormetry, MS) je analiticka metoda kojom se
dobivaju vrijedni podatci o relativnoj molekulskoj masi spoja. S obzirom da detektor
spektrometar masa pruza vise nego zadovoljavaju¢u brojnost podataka za identifikaciju i
odredivanje strukturnog identiteta spojeva uz koristenje minimalne koli¢ine materijala,
upravo je on najcesc¢i izbor. Stoga, najbolja separativna instrumentna tehnika za analizu
hlapljivih spojeva je spregnuta plinska kromatografija — spektrometrija masa (engl. gas
chromatography-mass spectrometry, GC-MS). Njihovo vezivanje u jedinstven sustav
omogucuje visoku osjetljivost te dobivanje slozenog kromatografskog profila s
visestrukim pikovima razli¢itih visina i §irina.'® Uz pomo¢ plinske kromatogafije moguée
je fizicko odvajanje razli¢itih spojeva, dok masena spektrometrija omogucava
odredivanje njihovih specificnih masa koje omogucuju njihovu identifikaciju i

klasifikaciju putem raznih biblioteka spojeva.?
Prednosti uparivanja plinske kromatografije (GC) s masenim spektrometrom (MS) su:

v’ velika u¢inkovitost odvajanja

visoka osjetljivost

velika selektivnost

mogucnost obnove masenih spektara

jednostavnost pri uporabi

AN NN N

cijena.?t23
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Kestenov med

Sumski pitomi kesten (lat. Castanea sativa) je samonikla biljka iz porodice bukovki roda
Castanea. Plodovi pitomog kestena bili su jedni od prvih namirnica kojima se ¢ovjek
hranio za §to postoje i arheoloski dokazi. Najvise raste u Europi i Sredozemlju, a smatra

se da je izvorno potekao iz Greke.?

Kestenov med (slika 9) karakterizira jedinstven gorko — sladak i drveni okus. Dobiva se
od nektara cvjetova pitomog kestena koji cvatu u lipnju, a ima tamnu crveno — smedu
boju. Svoju trzi$nu cijenu opravdava brojnim ljekovitim svojstvima. Smatra se da je zbog
bogatog mineralnog (zZeljezo, bakar, mangan) i vitaminskog sadrzaja (vitamini B i C),
antioksidativnih i antibakterijskih svojstava jedan od najzdravijih vrsta meda. Pomaze
kod grlobolje, kardiovaskularnih bolesti, nesanice, anemije, povoljno djeluje na probavni
sustav 1 potice rad crijeva. Takoder, svakodnevna konzumacija ovog meda pomaze pri
gubitku kilograma i odrzavanju tjelesne tezine. Poznat je diljem Mediterana pa je tako u

Toskani dio tradicionalnog jela sa sirom pecorinom i krugkom.?

Slika 9. Kestenov med
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2.2. Kemikalije i aparatura
Kemikalije:

e natrijev sulfat, bezvodni, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e destilirana voda

e diklormetan, p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska
Aparatura:

e tehniCka vaga, Kern model 572, Njemacka

e ultrazvucna kupelj, EIma D-78224, Njemacka

e aparatura za frakcijsku destilaciju s Vigreauxovom kolonom, Deotto lab d.o.o.,
Hrvatska

e vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa, Agilent Technologies,
SAD: plinski kromatograf model 7820A i spektrometar masa model 5977E.

2.3. Izolacija i analiza hlapljivih spojeva

Hlapljivi spojevi kestenovog meda izolirani su metodom ultrazvu¢ne ekstrakcije (USE),
nakon cega je provedeno njihovo koncentriranje frakcijskom destilacijom u svrhu
uklanjanja otapala. Naposlijetku, uzorci su analizirani i identificirani vezanim sustavom

plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS).

2.3.1. Ultrazvucna ekstrakcija (USE)

Ultrazvuéna ekstrakcija je postupak kojim se uzorak ekstrahira pomocu ultrazvuénih
valova. Kao organsko otapalo koriSten je diklormetan. Aparatura za ultrazvu¢nu
ekstrakciju sastojala se od Erlenmayerove tikvice, povratnog Liebigovog hladila i

ultrazvuéne kupelji (slika 10)

U Erlenmayerovu tikvicu je odvagano 40 g meda i otopljeno u 22 ml destilirane vode uz
intenzivno mijesanje. Potom je odvagano 1,5 g bezvodnog natrijevog sulfata (Na2SOs) i
postepeno dodano u tikvicu. Kada se med u potpunosti otopio, u tako pripremljenu
otopinu dodano je 20 ml ekstrakcijskog otapala diklormetana. Erlenmayerova tikvica, na

koju je pri¢vrs¢eno Liebigovo hladilo, uronjena je u vodom napunjenu ultrazvuénu
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kupelj. Tada ekstrakcija zapoc¢ima. Sonifikacija se provodi 30 minuta pri temperaturi od
25 + 3 °C. Nakon zavrsetka ekstrakcije, tikvica se ukloni iz kupelji, a sadrzaj tikvice se
prenese u kivetu. S ciljem dobivanja §to jasnijih granica izmedu donjeg sloja - otapala i
gornjeg sloja - vodene otopine meda, potrebno je provesti centrifugiranje. Kada se slojevi
razdvoje, pomoc¢u kapaljke odvaja se gornji sloj (vodena otopina meda). Postupak
ultrazvucne ekstrakcije se ponavlja uz dodatak svjezeg otapala. Donji sloj, diklormetanski
ekstrakt, se filtrira preko lijevka u kojem se nalazi pamucna vata iznad loje je sloj
bezvodnog natrijevog sulfata. Citav postupak, ultrazvuéna ekstrakcija, centrifugiranje i
odjeljivanje slojeva, se ponavlja sveukupno tri puta po jednom uzorku. Dobiveni organski

ekstrakti se udruzuju i dalje obraduju frakcijskom destilacijom.

Slika 10. Aparatura za ultrazvu¢nu ekstrakciju

2.3.2. Koncentriranje frakcijskom destilacijom

ZdruZeni diklormetanski ekstrakti su su koncentrirani do oko 1 mL frakcijskom
destilacijom s Vigreauxovom kolonom (slika 11). Nakon otparavanja otapala uzorak je
prebacen u male bocice, tzv. vijalice, dobro zaéepljen i ¢uvan u hladnjaku do GC-MS

analize.
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termometar

Vigreauxova
kolona
(_B ulaz vode

plamenik
destilat

Slika 11. Aparatura za frakcijsku destilaciju

izlaz vode

2.3.3. Plinska kromatografija — masena spektrometrija (GC-MS)

Dobiveni diklormetanski ekstrakti s izoliranim hlapljivim spojevima su analizirani
pomocu vezanog sustava plinska kromatografija — spektrometrija masa (GC-MS, slika
12)

Slika 12. GC-MS u Zavodu za organsku kemiju KTF-a
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Analize su provedene na HP-5MS koloni proizvodaca Agilent Technologies s
nepolarnom stacionarnom fazom kemijskog sastava: 5 % difenil i 95 %
dimetilpolisiloksan. Dimenzije kolone su 30 m x 0,25 mm, a debljina sloja stacionarne
faze je 0,25 pum. Plin nositelj je helij protoka od 1 mm/min. Omjer cijepanja je 1:50,
temperatura injektora iznosila je 250 °C, temperatura detektora 280 °C, a energija

ionizacije 70 eV. Temperatura peci je programirana kako slijedi:

- 3,5minna 70 °C,

- potom zagrijavanje od 70 do 200 °C brzinom od 3 °C/min i

- zadrzavanje 20 min na 200 °C.
Identifikacija pojedinacnih spojeva provedena je usporedbom njihovih vremena
zadrzavanja/retencijskih indeksa S vremenima zadrzavanja/retencijskim indeksima vec¢
poznatih spojeva iz raznih smjesa hlapljivih spojeva prethodno analiziranih GC-MS
sustavom u Zavodu za organsku kemiju Kemijsko-tehnoloskog fakulteta u Splitu. Osim
navedenoga identifikacija je provedena i usporedbom masenih spektara tih spojeva s
masenim spektrima iz komercijalnih biblioteka masenih spektara Wiley 9 (Wiley MS
library) i NIST17 (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, SAD)

i/ili usporedbom s masenim spektrima iz literature.
Za svaki analizirani uzorak, kao rezultat GC-MS analize dobiveni su sljede¢i podaci:
e kromatogram ukupne ionske struje (TIC),

e naziv spoja ili spojeva €iji je spektar najslicniji spektru nepoznatog spoja koji je

predstavljen pikom na kromatogramu,
e vrijeme zadrzavanja pojedinog sastojka u minutama,
e udio pojedinog sastojka u postotcima, %.

Retencijski indeksi svakog sastojka izracunati su pomocu formule unesene u program
Excel, a predstavljaju logaritam vremena zadrzavanja (t;) interpoliran na vremena

zadrzavanja homolognog niza n-alkana.
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3. REZULTATI

Pet uzoraka monoflornog meda kestena ekstrahirano je diklormetanom uz pomo¢

ultrazvuka (ultrazvuc¢na ekstrakcija, USE). Na taj nacin je dobiveno pet diklormetanskih

ekstrakata (oznacenih 1 — 5) koji, pored ostalih spojeva, sadrze i hlapljive (i poluhlapljive)

spojeve. Analiza ekstrakata provedena je vezanim sustavom plinska kromatografija-

spektrometrija masa, GC-MS. Rezultati analiza, odnosno kemijski sastav i udio hlapljivih

(i poluhlapljivih) spojeva, prikazani su u tablicama 1 - 5. Spojevi u tablicama poredani su

prema redoslijedu eluiranja, odnosno vremenu zadrzavanja, sa kolone HP-5MS. Maseni

udio svakog spoja u uzorku izraZen je u % 1 predstavlja udio povrsine pika tog spoja u

ukupnoj povrsini svih pikova.

Znacenje simbola u tablicama je:
tr — vrijeme zadrzavanja u minutama
RI — retencijski indeks
- — nije identificiran

* — tocan izomer nije odreden

& — spoj identificiran samo na temelju masenog spektra, odnosno usporedbom

masenog spektra sa spektrima iz Wiley9 i NIST17 biblioteka masenih spektara

Tablica 1. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u medu kestena — uzorak 1

Redni Ime spoja tr Udio
brel mi | ] o
1. 3-metilbutanska kiselina 3,130 | <900 0,22
2. furfural 3,300 | <900 0,22
3. 2-metilbutanska kiselina 3,279 | <900 0,38
4. okt-1-en-3-ol 6,098 982 1,22
5. benzil-alkohol 7,839 1041 2,33
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6. 2-pirolidinon? 8,865 | 1071 1,97
7. metil-2-furoat 9,448 1086 0,70
L it | 11699 | 11498 | 230
9. benzojeva kiselina 12,798 | 1174 1,44
10. 2-piperidinon? 13,287 | 1186 0,91
11. terpendiol | 13,650 | 1193 0,57
12. 5-hidroksimetilfurfural 15,171 | 1209 0,46
13. 2-feniloctena kiselina 16,151 1256 1,71
14. 0-aminoacetofenon 18,213 | 1302 1,79
1> 1'(3'h:)jirrz‘l<isdig:§pi')'2' 22618 | 1409 | 1,88
16. (E)-cimetna kiselina* 23,476 | 1432 0,88
17. N,N-dimetil-1-dodekanamin® | 26,560 | 1,507 0,78
18. p-aminoacetofenon 27,103 | 1522 18,36
19. 5-aminoindan-1-on 29,690 | 1589 1,68
20. heksadekan 30,218 | 1602 0,53
21. 8-hidroksikinolin®* 33,792 | 1699 9,16
22. heptadekan 34,257 | 1713 0,51
23. (E)-koniferil-alkohol 35,225 | 1741 0,70
24. benzil-benzoat 36,163 | 1768 1,77
25. vomifoliol 37,219 | 1797 2,70
26. heksadekan-1-ol 40,107 | 1884 2,49
27. deoksivazikinon? 42,187 | 1948 7,68
28. heksadekanska kiselina 42,829 | 1968 4,07
29. 4-hidroksikinolin®* 43,281 | 1982 15,39
30. (2)-9-oktadecen-1-ol 45,771 | 2060 1,14
31. oktadekan-1-ol 46,619 | 2086 3,64
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Tablica 2. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u medu kestena — uzorak 2

Redni Ime spoja tr Udio
brel min || o
1. furfural 3,300 | <900 0,78
2. okt-1-en-3-ol 6,098 982 1,04
3. benzil-alkohol 7,839 1041 1,58
4. 2-pirolidinon? 8,865 | 1071 1,07
5. metil-2-furoat 9,448 1086 1,58
6. 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-
metil-4H-piran-4-on 11,699 1148 201
7. benzojeva kiselina 12,798 | 1174 1,80
8. terpendiol | 13,650 | 1193 4,94
9. 2,3-dihidrobenzofuran? 14,859 | 1200 0,75
10. 5-hidroksimetilfurfural 15,171 | 1209 2,72
11. 2-feniloctena kiselina 16,151 | 1256 4,64
12. 0-aminoacetofenon 18,213 | 1302 1,58
13. 2-metoksi-4-vinilfenol 18,779 | 1318 0,58
14. 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on | 20,064 | 1350 3,25
15. (E)-8-hidroksilinalol? 20,823 | 1368 0,49
16. 1-(3-hidroksipropil)-2-
sirolidon? 22,618 | 1409 0,98
17. N,N-dimetil-1-dodekanamin® | 26,560 | 1,507 0,54
18. p-aminoacetofenon 27,103 | 1522 12,08
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19. siringaldehid 32,471 | 1665 1,74
20. 8-hidroksikinolin®* 33,792 | 1699 1,71
21. benzil-benzoat 36,163 | 1768 0,85
22. metil-siringat 36,495 | 1777 1,52
23. vomifoliol 37,219 | 1797 4,91
24. heksadekan-1-ol 40,107 | 1884 0,83
25. deoksivazikinon? 42,187 | 1948 2,20
26. dibutil-ftalat 42,775 | 1967 0,67
27. 4-hidroksikinolin®* 43,281 | 1982 34,48
28. oktadekan-1-ol 46,619 | 2086 1,15

Tablica 3. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u medu kestena - uzorak 3

Redni Ime spoja tr Udio
brel min || o
1. furfural 3,300 | <900 0,29
2. okt-1-en-3-ol 6,098 982 1,14
3. benzil-alkohol 7,839 1041 1,43
4, 2-pirolidinon? 8,865 1071 0,85
5. metil-2-furoat 9,448 1086 0,77
6. 2-feniletanol 10,638 | 1119 0,51
7. 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-
metil-4H-piran-4-on 1,699 | 1148 L8
8. benzojeva kiselina 12,798 | 1174 0,48
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9. terpendiol | 13,650 | 1193 0,61
10. 5-hidroksimetilfurfural 15,171 | 1209 0,86
11. 2-feniloctena kiselina 16,151 | 1256 5,12
12. o-aminoacetofenon 18,213 | 1302 1,42
13. 2-metoksi-4-vinilfenol 18,779 | 1318 0,77
14. 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on | 20,064 | 1350 3,25
15. (E)-8-hidroksilinalol 20,823 | 1368 0,49
16. 1-(3-hidroksipropil)-2-
Jirolidort 22,618 | 1409 0,98
17. N,N-dimetil-1-dodekanamin®* | 26,560 | 1,507 0,54
18. p-aminoacetofenon 27,103 | 1522 12,08
19. siringaldehid 32,471 | 1665 1,74
20. 8-hidroksikinolin®* 33,792 | 1699 1,71
21. benzil-benzoat 36,163 | 1768 0,85
22. metil-siringat 36,495 | 1777 1,52
23. vomifoliol 37,219 | 1797 4,91
24. heksadekan-1-ol 40,107 | 1884 0,83
25. deoksivazikinon? 42,187 | 1948 2,20
26. dibutil-ftalat 42,775 | 1967 0,67
27. 4-hidroksikinolin®* 43,281 | 1982 34,48
28. oktadekan-1-ol 46,619 | 2086 1,15
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Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u medu kestena — uzorak 4

Redni Ime spoja tr Udio
Prol min || o
1. 3-metilbutanska kiselina 3,130 | <900 0,24
2. 2-metilbutanska kiselina 3,279 | <900 0,42
3. benzil-alkohol 7,839 1041 1,40
4. 2-pirolidinon? 8,865 1071 0,99
5. metil-2-furoat 9,448 1086 0,42
6. 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-

metil-4H-piran-4-on 11,699 1148 198
7. benzojeva kiselina 12,798 | 1174 0,23
8. terpendiol | 13,650 | 1193 0,83
9. 2-feniloctena kiselina 16,151 | 1256 1,14
10. 0-aminoacetofenon 18,213 | 1302 1,24

11. 3-fenilprop-2-en-1-ol
18,437 | 1308 0,45

(cinamil-alkohol)

12. 2-metoksi-4-vinilfenol 18,779 | 1318 0,61
13. 8-p-menten-1,2-diol? 19,888 | 1345 2,16
14. 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on | 20,064 | 1350 1,45
15. N,N-dimetil-1-dodekanamin® | 26,560 | 1,507 1,03
16. p-aminoacetofenon 27,103 | 1522 15,58
17. 5-aminoindan-1-on 29,690 | 1589 1,24
18. 8-hidroksikinolin®* 33,792 | 1699 4,43
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19. (E)-koniferil-alkohol 35,225 | 1741 0,91
20. benzil-benzoat 36,163 | 1768 0,81
21. vomifoliol 37,219 | 1797 2,30
22. deoksivazikinon? 42,187 | 1948 3,83
23. heksadekanska kiselina 42,829 | 1968 0,55
24. 4-hidroksikinolin®* 43,281 | 1982 44,61
25. oktadekan-1-ol 46,619 | 2086 0,85

Tablica 5. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u medu kestena — uzorak 5

Redni Ime spoja tr Udio
brol min || o
1. 3-metilbutanska kiselina 3,130 | <900 0,79
2. okt-1-en-3-ol 6,098 982 0,83
3. benzil-alkohol 7,839 1041 1,59
4. 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-
metil-4H-piran-4-on 1,699 | 148 Lo
5. benzojeva kiselina 12,798 | 1174 1,79
6. terpendiol | 13,650 | 1193 1,44
7. 5-hidroksimetilfurfural 15,171 | 1209 0,48
8. 2-feniloctena kiselina 16,151 | 1256 27,32
9. 0-aminoacetofenon 18,213 | 1302 1,71
10. 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on | 20,064 | 1350 12,76
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11. N,N-dimetil-1-dodekanamin® | 26,560 | 1,507 1,12
12. p-aminoacetofenon 27,103 | 1522 13,16
13. 5-aminoindan-1-on 29,690 | 1589 0,58
14, siringaldehid 32,471 | 1665 0,95
15. 8-hidroksikinolin®* 33,792 | 1699 2,59
16. (E)-koniferil-alkohol 35,225 | 1741 0,63
17. vomifoliol 37,219 | 1797 3,49
18. heksadekan-1-ol 40,107 | 1884 1,14
19. deoksivazikinon? 42,187 | 1948 2,74
20. heksadekanska kiselina 42,829 | 1968 2,52
21. 4-hidroksikinolin®* 43,281 | 1982 11,29
22. oktadekan-1-ol 46,619 | 2086 1,58
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4. RASPRAVA

Zadatak ovog rada bio je izolirati i identificirati hlapljive spojeve, nositelje arome
monoflornog meda kestena. Pet uzoraka meda kestena (1 — 5) dobivenih od podvrgnuto
je ultrazvucnoj ekstrakceiji diklormetanom radi izolacije hlapljivih spojeva. Na taj je nacin
dobiveno pet diklormetanskih ekstrakata, 1 — 5. Diklormetanski ekstrakti su, nakon
koncentriranja, odnosno otparavanja otapala, analizirani vezanim sustavom plinska
kromatografija-spektrometrija masa, GC-MS. Za analizu je koriStena kapilarna kolona sa
nepolarnom stacionarnom fazom - HP-5MS kolona. Kemijski sastav i udio identificiranih
hlapljivih i poluhlapljivih (teze hlapljivih) spojeva u ekstraktima prikazan je u tablicama
1-5.

4.1. Hlapljivi spojevi kestenovog meda

U diklormetanskom ekstraktu dobivenom iz uzorka meda oznacenog s 1 identificiran je
31 hlapljivi (ili poluhlapljivi spoj). Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u tom
ekstraktu dan je u tablici 1. Glavni hlapljivi spoj u ekstraktu je p-aminoacetofenon (18,36
%), a slijedi 4-hidroksikinolin (15,39 %). Kvantitativno zna¢ajni hlapljivi spojevi su jo$
i 8-hidroksikinolin (9,16 %) te deoksivazikonon (7,68 %). S udjelima iznad 2,0 % u
ekstraktu su identificirani sljede¢i spojevi: heksadekanska kiselina (4,07 %), oktadekan-
1-ol (3,64 %), vomifoliol (2,70 %), heksadekan-1-ol (2,49 %) i 2,3-dihidro-3,5-
dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on (2,30 %).

Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u ekstraktu kestenovog meda 2 prikazan je u
tablici 2. U ekstraktu je identificirano 28 hlapljivih spojeva medu kojima dominira 4-
hidroksikinolin (34,48 %). Udio p-aminoacetofenona u ovom uzorku je 12,08 %. U
kvantitativnom smislu treba spomenuti jo§ i: terpendiol I (4,94 %), vomifoliol (4,91 %),

2-feniloctenu Kiselinu (4,64 %) i 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on (3,25 %).

U tablici 3 prikazan je kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u ekstraktu 3. Identificiran
je isti broj spojeva kao iu ekstraktu 2, 28 spojeva. Sto se ti¢e glavnih hlapljivih sastojaka
u ekstraktu, i u ovom ekstraktu to su isti spojevi kao i u ekstraktu 2, 4-hidroksikinolin
(35,75 %) i p-aminoacetofenon (15,70 %). Ostali hlapljivi sastojci ovog ekstrakta,
prisutni u ve¢im koli¢inama (udjelima) su: 2-feniloctena kiselina (5,12 %), 8-
hidroksikinolin (4,67 %), vomifoliol (3,19 %) i deoksivazikonon (3,11 %).
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Dvadeset i pet hlapljivih spojeva identificirano je u diklormetanskom ekstraktu 4, a njihov
kemijski sastav i udio prikazan je u tablici 4. Najzastupljeniji hlapljivi spoj u ekstraktu,
isto kao i u ekstraktima 2 i 3, je 4-hidroksikinolin ¢iji udio je 44,61 %. Takoder kao i u
ekstraktima 2 i 3, slijedi p-aminoacetofenon (15,58 %). U nesSto ve¢im koli¢inama

prisutna su jo§ samo dva spoja, 8-hidroksikinolin (4,43 %) i deoksivazikinon (3,83 %).

Najmanji broj hlapljivih spojeva identificiran je u ekstraktu 5 — dvadeset i dva (22) spoja.
Sastav i udio tih spojeva prikazan je u tablici 5. Vidljivo je da se ekstrakt 5 razlikuje od
prethodnih ekstrakata. Naime glavni hlapljivi spoj ovog ekstrakta je 2-feniloctena kiselina
(27,32 %) koja je identificirana u ostalim ekstraktima, ali u manjim udjelima (1,71 - 5,12
%). Najveca razlika u usporedbi s ekstraktima 1 - 4 je u sadrzaju 3-hidroksi-4-fenilbutan-
2-ona. 3-Hidroksi-4-fenilbutan-2-on je kvantitativno vazan hlapljivi sastojak ekstrakta 5
s udjelom od 12,76 %. 4-Hidroksikinolin i p-aminoacetofenon, glavni hlapljivi spojevi
ostalih ekstrakata, kvantitativno su znaCajni sastojci 1 ekstrakta 5. Udio p-
aminoacetofenona u ekstraktu jel 3,16 %, a 4-hidroksikinolina 11,29 %. Udjeli
vomifoliola, deoksivazikinona i 8-hidroksikinolina u ovom ekstraktu su 3,49 %, 2,74 % i
2,59 %.

Usporedbom kemijskog sastava hlapljivih spojeva identificiranih u diklormetanskim
ekstraktima kestenovog meda (tablice 1 — 5) mogu se izdvojiti spojevi koji su zajednicki
svim ekstraktima: benzil-alkohol, 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on,
benzojeva kiselina, terpendiol 1, 2-feniloctena Kkiselina, o0-aminoacetofenon, p-
aminoacetofenon, 8-hidroksikinolin, vomifoliol, deoksivazikinon 4-hidroksikinolin i
oktadekan-1-ol. Glavni hlapljivi spojevi u diklormetanskim ekstraktima su 4-
hidroksikinolin i p-aminoacetofenon (slika 13). lzuzetak je ekstrakt 5 u kojem je glavni
hlapljivi spoj 2-feniloctena Kiselina, a karakterizira ga i visoki udio 3-hidroksi-4-

fenilbutan-2-ona.

OH
X
/
N
NH,
p-aminoacetofenon 4-hidroksikinolin

Slika 13. Glavni hlapljivi spojevi u ekstraktima kestenovog meda
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Hlapljivi organski spojevi (VOCs, od engl. volatile organic compounds) identificirani u
razli¢itim vrstama meda klasificiraju se na dva nacina. S obzirom na funkcijske skupine,
VOCs, pripadaju razli¢itim skupinama organskih spojeva. To su: ugljikovodici, alkoholi,
aldehidi, ketoni, kiseline, esteri, derivati benzena te derivati furana i pirana. Osim na
navedeni na¢in VOCs meda klasificiraju se i u razli¢ite skupine prirodnih organskih
spojeva kao $to su terpeni i norizoprenoidi. VOCs identificirani u razli¢itim vrstama meda
predstavljaju tzv. fingerprint odredenog meda i mogu posluziti za medusobno
razlikovanje monoflornih vrsta meda 1 pruziti vrijedne podatke o botanickom 1
zemljopisnom porijeklu meda. Medutim, samo VOCs 1 njthovi metaboliti koji su u med
dospjeli iz biljaka mogu se koristiti kao markeri botanickog porijekla meda. U tom smislu
se u literaturi navode spojevi koji spadaju u tri skupine organskih spojeva, terpene,

norizoprenoide i derivate benzena.?®

Prema tome, glavni hlapljivi spojevi u diklormetanskim USE ekstraktima kestenovog
meda su alkohol 4-hidroksikinolin i keton p-aminoacetofenon (slika 13). Nadalje, 4-
hidroksikinolin je alkaloid, a p-aminoacetofenon je derivat benzena. U skupinu derivata
benzena spadaju i glavni hlapljivi spoj ekstrakta 5, Kiselina 2-feniloctena kiselina, kao i
keton 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on te benzil-alkohol, benzojeva kiselina i keton o-

aminoacetofenon (slika 14).

OH
O
g
CHz_C<
OH 0

2-feniloctena kiselina 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on
OH o) OH o) CH,
: /: ?E 5/NH2
benzil-alkohol benzojeva kiselina 0-aminoacetofenon

Slika 14. Derivati benzena u ekstraktima meda kestena
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Alkohol terpendiol I i keton vomifoliol (slika 15) spadaju u veliku i raznoliku skupinu

prirodnih organskih spojeva — terpene.

OH
OH OH OH
0
terpendiol | vomifoliol

Slika 15. Glavni terpenski spojevi u ekstraktima meda kestena

U svim ekstraktima meda kestena identificirana su, osim 4-hidroksikinolina, jo§ dva

alkaloida: alkohol 8-hidroksikinolin i keton deoksivazikinon (slika 16).

o
(;iﬁ ©f‘j:>
= =
N N
OH

deoksivazikinon
8-hidroksikinolin

Slika 16. Alkaloidi u ekstraktima meda kestena

U derivate pirana, to¢nije 4H-piran-4-ona (4-pirona ili 4-piranona) spada 2,3-dihidro-3,5-
dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on (slika 17). Taj spoj nastaje zagrijavanjem meda,
odnosno toplinski je artefakt. Zagrijavanjem meda ve¢ pri temperaturi od 50 °C nastaju
hlapljivi spojevi, koji nisu originalno prisutni u medu. Njihovo nastajanje najvise ovisi 0
temperaturi i duljini zagrijavanja, ali i o pH vrijednosti meda te o vrsta ugljikohidrata i
aminokiselina ili proteina prisutnih u medu. U svim ekstraktima meda kestena
identificiran je jedan visi alifatski alkohol, oktadekan-1-ol, trivijalnog imena stearil-
alkohol.

HO OH
0]

Slika 17. 2,3-Dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on
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Odredivanje kemijskog sastava i udjela hlapljivih spojeva meda predstavlja tzv.
fingerprint tog meda. Fingerprint meda i, posebno, identifikacija hlapljivih spojeva
karakteristi¢nih za taj med korisni su za odredivanje botanickog porijekla meda. Hlapljivi
spojevi karakteristi¢ni za pojedinu vrstu meda mogu posluziti kao markeri njegovog
botani¢kog porijekla. Prof. Jerkovica i suradnici objavili su niz radova u kojima su kao
prikladne metode za izolaciju hlapljivih markera botanickog porijekla meda i dobivanje
tipi¢nih kemijskih profila meda istakli ultrazvu¢nu ekstrakciju otapalom (USE) i
mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME).

U ovom radu je utvrdeno da su glavni sastojci USE ekstrakata meda kestena 4-
hidroksikinolin i p-aminoacetofenon. Izuzetak je ekstrakt 5 kojeg, uz 4-hidroksikinolin i
p-aminoacetofenon, karakterizira visoki udio 2-feniloctene kiseline i 3-hidroksi-4-
fenilbutan-2-ona. U literaturi se kao specifi¢ni hlapljivi markeri meda kestena navode p-
aminoacetofenon i o0-aminoacetofenon.??" Jerkovi¢ i suradnici su u USE ekstraktima
monoflornog kestenovog meda identificirali 2-feniloctenu Kiselinu i predlozili ga kao
novi hlapljivi marker mada kestena.?® U ovom radu utvrdeno je da je alkaloid 4-
hidroksikinolin takoder jedan od glavnih hlapljivih spojeva meda kestena. Poznato je da
neke vrste meda sadrze znacajne koli¢ine spojeva s duSikom koji mogu biti korisni kao
markeri botani¢kog porijekla meda.?® Tako su Oelschlaegel i suradnici utvrdili prisustvo
4-hidroksikinolina u medu razlicka, a Khallouki i suradnici u medu divlje Zizule (Ziziphus
lotus L.).3°3! Dakle, 2-feniloctena kiselina, p-aminoacetofenon, i o-aminoacetofenon
karakteristicni su za med kestena te se mogu smatrati markerima njegovog botanickog
porijekla. Prema rezultatima ovog rada 4-hidroksikinolin bi takoder mogao biti

karakteristicni marker botanickog porijekla kestenovog meda.
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5. ZAKLJUCAK

* Ultrazvu¢nom ekstrakcijom (USE) organskim otapalom, diklormetanom, izolirani su
hlapljivi spojevi iz pet uzoraka monoflornog meda kestena, a njihov kemijski sastav i
sadrzaj u dobivenim ekstraktima odreden je vezanim sustavom plinska kromatografija-
spektrometrija masa (GC-MS). U svim ekstraktima identificirani su sljedeéi spojevi:
benzil-alkohol, 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on, benzojeva kiselina,
terpendiol 1, 2-feniloctena Kiselina, o0-aminoacetofenon, p-aminoacetofenon, 8-

hidroksikinolin, vomifoliol, deoksivazikinon 4-hidroksikinolin i oktadekan-1-ol.

* Glavni hlapljivi spojevi u svim ekstraktima meda kestena su 4-hidroksikinolin i p-
aminoacetofenon, uz izuzetak jednog uzorka u kojem je je glavni hlapljivi spoj 2-

feniloctena kiselina, a karakterizira ga i visoki udio 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-ona.

* Poznato je da hlapljivi spojevi karakteristi¢ni za pojedinu vrstu meda mogu posluziti
kao markeri njegovog botanickog porijekla. Derivati benzena, 2-feniloctena kiselina i p-
aminoacetofenon, glavni hlapljivi spojevi u USE ekstraktima kestenovog meda,
karakteristicni su za med kestena te se mogu smatrati markerima njegovog botanickog
porijekla. Prema rezultatima ovog rada i spoj s duSikom, alkaloid 4-hidroksikinolin bi

takoder mogao biti karakteristi¢ni marker botanickog porijekla kestenovog meda.
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