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SAZETAK

Bioorgansko istrazivanje 8 razli¢itih uniflornih vrsta meda je temeljeno na primjeni plinske
(GCO) 1 tekuc¢inske kromatografije (HPLC) s ciljem odredivanja kemijskih profila i ciljanih
organskih spojeva, medu kojima su istaknuti potencijalni markeri botani¢kog podrijetla.
Primjena komplementarnih metoda ekstrakcije (HS-SPME, mikroekstrakcija vrs$nih para na
krutoj fazi; USE, ultrazvucna ekstrakcija organskim otapalima; SPE, ekstrakcija na krutoj fazi)
je omogucila dobivanje potpunijih kemijskih profila isparljivih i poluisparljivih spojeva. Glavni
spojevi identificirani u vr$nim parama Taraxacum officinale Weber meda su nitrili, posebice 3-
metilpentanonitril (do 29,9%) i fenilacetonitril (do 20,9%). Pored nitrila, drugi znacajni spojevi
vr$nih para identificirani U manjem postotku su razgranate alifatske kiseline i norizoprenoidi.
Glavni spojevi identificirani u ekstraktima, feniloctena kiselina (do 24,0%) i dehidrovomifoliol
(do 19,3%), nisu prethodno pronadeni u ovoj vrsti meda. Za razliku od feniloctene kiseline,
dehidrovomifoliol se moze smatrati karakteristi¢nim spojem za med od maslacka. U kemijskim
profilima isparljivin/poluisparljivih spojeva meda Coriandrum sativum L., identificirano je
nekoliko korisnih kemijskih markera, posebno cis/trans-anhidrolinalool oksidi (ukupno 5,9%)
u vrSnim parama i 3,4,5-trimetoksibenzil-alkohol (do 26,3%) u ekstraktima. 3,4,5-
Trimetoksibenzil-alkohol se moze istaknuti kao specifi¢an kemijski marker, budu¢i da do sada
nije pronaden u drugim vrstama meda. Glavni spojevi vr$nih para meda Trifolium pratense L.
su izomeri aldehida jorgovana (7,6%-21,4%), nakon kojih slijede fenilacetaldehid (10,1-31,2%)
i benzaldehid (7,0-15,7%). Profil vrsnih para je vazan za karakterizaciju navedene vrste meda,
buduc¢i da se glavni spojevi ekstrakata, visi alifatski alkoholi i ugljikovodici, mogu povezati sa
okolisem i sastavom saca. Glavni spojevi vr$nih para meda Satureja subspicata Vis. su
fenilacetaldehid (30,2%) i benzaldehid (23,8%). Spojevi identificirani u ekstraktima
(pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v); diklormetan) meda Satureja subspicata Vis. su metil-siringat
(46,7%; 53,0%,), manji postotak drugih isparljivih derivata prefenata, te visi alifatski spojevi.
Primjecena je znacajna sli¢nost sa kemijskim profilom ekstrakata (pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v))
meda Satureja montana L., u kojima je glavni spoj metil-siringat (53,8%), a potom
siringaldehid (18,9%) i benzojeva kiselina (5,6%). Hotrienol je glavni spoj identificiran u
vrsnim parama (75,9-81,7%). U vrsnim parama meda Satureja hortensis L. identificirani su,
hotrienol (22,8%) i drugi derivati linaloola, benzaldehid (6,1%), fenilacetaldehid (4,9%) i
nekoliko norizoprenoida, medu kojima je safranal (7,6%) glavni spoj. Glavni spoj identificiran
u ekstraktu (pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v)), uz ostale derivate benzena, je metil-siringat (54,7%).

HPLC-DAD se pokazala kao korisna metoda koja nadopunjuje dobivene GC-MS/FID rezultate
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kemijskog profiliranja uzoraka meda Satureja vrsta. HPLC-DAD analizom, u uzorcima meda
Satureja subspicata Vis. je pronaden 3-4 puta visi sadrzaj metil-siringata u usporedbi sa drugim
Satureja vrstama meda. U Coffea spp. medu identificirani su glavni derivati ksantina
(teobromin i kofein HPLC-DAD analizom i kofein GC-MS/FID analizom). Fenilacetaldehid je
glavni spoj vrSnih para meda Coffea spp. Enantioselektivnom HPLC analizom ekstrakata
Galactites tomentosa Moench. meda odreden je Vvisok enantiomerni visak (—)-3-fenilmlijecne
kiseline (e.v. > 95%). Visoka enatiomerna Cisto¢a ovog kemijskog markera moze posluziti u

karakterizaciji i utvrdivanju botani¢kog podrijetla Galactites tomentosa Moench. meda.

Kljucne rijeci:
uniflorni med, botanicko podrijetlo, kemijski profili, kemijski biomarkeri, ultrazvuc¢na
ekstrakcija organskim otapalom (USE), mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi (HS-
SPME), ekstrakcija na krutoj fazi (SPE), GC-MS/FID analiza, HPLC-DAD analiza,
enantiomeri, enantioselektivha HPLC analiza, CD/UV detektor, polarimetrijski (OR) detektor,

enantiomerni viSak
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ABSTRACT

Bioorganic research of 8 different unifloral honeys was based on gas chromatography (GC) and
liquid chromatography (HPLC) in order to determine chemical profiles and targeted organic
compounds, among which potential markers of botanical origin were highlighted. The
application of complementary extraction methodologies (HS-SPME, headspace solid-phase
mixroextraction; USE, ultrasonic solvent extraction; SPE, solid-phase extraction) enabled
comprehensive chemical profiles of volatile and semivolatile compounds. The dominant
compounds of Taraxacum officinale Weber headspace were nitriles, particularly 3-
methylpentanenitrile (up to 29.9%) and phenylacetonitrile (up to 20.9%). Besides nitriles, lower
methyl branched aliphatic acids and norisoprenoids were relevant minor constituents of the
headspace. Major compounds identified in the extracts, phenylacetic acid (up to 24.0%) and
dehydrovomifoliol (up to 19.3%), were not previously found in this honey type.
Dehydrovomifoliol can be considered as characteristic compound of dandelion honey in
distinction from phenylacetic acid. In volatile/semivolatile chemical profiles of Coriandrum
sativum L. honey, several useful chemical markers were identified, particularly cis/trans-
anhydro-linalool oxides (total 5.9%) found in the headspace and 3,4,5-trimethoxybenzyl
alcohol (up to 26.3%) found in the extracts. 3,4,5-Trimethoxybenzyl alcohol can be emphasized
as a specific chemical marker, as it has not so far been found in other honey types. Lilac
aldehyde isomers dominated in the headspace (7.6%-21.4%) of Trifolium pratense L. honey,
followed by phenylacetaldehyde (10.1-31.2 %) and benzaldehyde (7.0-15.7 %). The HS-SPME
profile is valuable for characterization of this honey type, as predominant constituents of the
honey extracts, higher aliphatic alcohols and hydrocarbons, could be associated with the comb
environment. Major compounds of Satureja subspicata Vis. honey headspace were
phenylacetaldehyde (30.2%) and benzaldehyde (23.8%). The extracts (pentane:diethyl ether,
1:2 (v/v); dichloromethane) from Satureja subspicata Vis. honey contained methyl syringate
(46.7%, 53.0%,) and minor abundance of other volatile prephenate derivatives, as well as higher
aliphatic compounds. Significant composition similarity is noticed with the chemical profile of
the extracts from S. montana L. honey samples, with methyl syringate (53.8% ) as predominant
compound, followed by syringaldehyde (18.9%) and benzoic acid (5.6%). Hotrienol was
identified in headspace as the dominant compound (75.9-81.7%). Hotrienol (22.8 %) along
with other linalool derivatives, benzaldehyde (6.1 %), phenylacetaldehyde (4.9 %) and few
norisoprenoids (safranal (7.6 %) as the major) were identified in Satureja hortensis L. honey

headspace. Dominant compound identified in the extract, along with other benzene derivatives,
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was methyl syringate (54.7%). HPLC-DAD was useful method which supplements the results
obtained by GC-MS/FID chemical profiling of Satureja honey types. HPLC-DAD analysis of
the samples of S. subspicata Vis. honey revealed 3—4 times higher amount of methyl syringate
compared with other Satureja honey types. In Coffea spp. honey dominant xanthine derivatives
were identified (theobromine and caffeine with HPLC-DAD and caffeine by USE/GC-
MS/FID). Phenylacetaldehyde was the major headspace compound of Coffea spp. honey. Using
enantioselective HPLC analysis of Galactites tomentosa Moench. honey extracts high
enantiomeric excess of (—)-3-phenyllactic acid (ee > 95%) was determined. High enantiomeric
purity of this chemical marker can be useful for Galactites tomentosa Moench. honey

characterization and determination of its botanical origin.

Key words:

unifloral honey, botanical origin, chemical profiles, chemical biomarkers, ultrasonic solvent
extraction (USE), headspace solid-phase microextraction (HS-SPME), solid-phase extraction
(SPE), GC-MS/FID analysis, HPLC-DAD analysis, enantiomers, enantioselective HPLC
analysis, CD/UV detector, polarimetric (OR) detector, enantiomeric excess
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Zbog razlike u botanickom podrijetlu, razlic¢ite vrste meda se odlikuju karakteristiénim
organoleptickim svojstvima i kemijskim sastavom [1]. Organski spojevi u medu, podrijetiom
iz biljaka, mogu posluziti za razlikovanje botani¢kog izvora razli¢itih vrsta meda [2]. Stoga,
bioorganska istrazivanja meda koja su uglavnom usmjerena prema fitokemikalijama i njihovim
transformacijama mogu znacajno doprinijeti ispitivanju autenti¢nosti meda [3]. Za odredivanje
botani¢kog podrijetla meda tradicionalno se koristi melisopalinolos§ka analiza. Medutim,
navedena metoda ponekad nije pouzdana, osobito u slu¢ajevima analize medljikovaca ili vrsta
meda koje sadrZze malu koli¢inu peludi ili veoma sli¢na peludna zrnca [4,5]. Kako bi se postigao
Sto ispravniji zakljucak o botaniC¢kom podrijetlu meda, obi¢no se uz melisopalinolo§ku analizu
provodi senzorska analiza, kao i rutinsko odredivanje fizikalno-kemijskih parametara utvrdenih
propisima EU i Codex Alimentarius standardima, kao i nacionalnim Pravilnicima. U novije se
vrijeme ove klasiéne metode pokuSavaju upotpuniti razli¢itim metodama kemijskog
profiliranja. Kemijsko profiliranje te potraga za specifi¢nim (karakteristi¢ni samo za jednu vrstu
meda) i nespecifiénim (prisutni u viSe vrsta meda) kemijskim markerima, mogu znacajno
doprinijeti karakterizaciji meda, a time olakSati i prepoznavanje patvorenja. Detekcija i
identifikacija artefakata (uglavnom produkata Maillardovih reakcija i Streckerovih degradacija)
nastalih uslijed skladiStenja, termicke obrade meda 1 predobrade uzorka je od velikog znacaja.
Identifikacija artefakata je vazna kako ne bi dobili pogresnu predodzbu 0 izvornom sastavu
uzorka ili ih pogresno oznacili kao kemijske biomarkere. Nadalje, medu identificiranim
spojevima meda mogu se pronaci tvari (npr. fitokemikalije) s korisnom bioloskom aktivnosti (S
antioksidacijskim i/ili antimikrobnim djelovanjem i sl.). Stoga, med moze predstavljati prirodni

izvor bioaktivnih spojeva, ¢ime se pojedinim vrstama meda dodatno povecava vrijednost.

Ovo istrazivanje je provedeno u okviru istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za znanost
IP-11-2013-8547 naziva “Research of Natural Products and Flavours: Chemical Fingerprinting
and Unlocking the Potential”. Temeljni cilj istraZivanja je odredivanje novih kemijskih profila
i ciljanih organskih spojeva prisutnih u medu te identifikacija specifi¢nih i/ili nespecifi¢nih
kemijskih markera. Bioorganska istrazivanja su provedena na odabranim nedovoljno istrazenim
(ili potpuno neistrazenim) uniflornim vrstama meda Taraxacum officinale Weber, Coriandrum
sativum L., Satureja montana L., Satureja hortensis L., Satureja subspicata Vis., Coffea spp. i
Galactites tomentosa Moench. Uzorci su obradeni komplementarnim preparativnim metodama
u cilju dobivanja detaljnih kemijskih profila isparljivih i poluisparljivih spojeva primjenom

plinske kromatografije i visokodjelotvorne tekuéinske kromatografije.
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2.1. Med

Definicija meda, vrste meda, zahtjevi kakvoce te metode analize meda utvrdeni su
propisima Codex Alimentarius, EU te nacionalnim pravilnicima. Med je prirodno sladak
proizvod §to ga medonosne pcele (Apis mellifera) proizvode od nektara medonosnih biljaka ili
sekreta zivih dijelova biljaka ili izluCevina kukaca koji siSu na Zivim dijelovima biljaka, koje
pcele skupljaju, dodaju mu vlastite specificne tvari, pohranjuju, izdvajaju vodu i odlazu u
stanice saca do sazrijevanja. Osnovne vrste meda, s obzirom na botanicko podrijetlo, su cvjetni
ili nektarni med i medljikovac ili medun. Cvjetni ili nektarni med péele proizvode od nektara
medonosnih biljaka, dok medljikovac ili medun proizvode uglavnom od izlu¢evina kukaca

(Hemiptera) koji zive na zivim dijelovima biljaka ili od sekreta zivih dijelova biljaka [6-8].

Slika 1. P¢ela na cvijetu tre$nje

Med nikada ne potjece iz jednog biljnog izvora. Pojam unifloran (monofloran) se koristi
za med koji je dobiven vec¢inom iz jedne biljne vrste [9], dok poliflorni (multiflorni) med potjece
iz nekoliko botanickih izvora, od kojih ni jedan nije prevladavajuc¢i [10]. U odredbama
Direktive Vije¢a EU o medu istaknuto je da se naziv proizvoda moze dopuniti podacima Koji
se odnose na cvjetno ili biljno podrijetlo ukoliko proizvod potjece potpuno ili veéinom od
navedenog izvora i posjeduje organolepticka, fizikalno-kemijska i mikroskopska svojstva tog
izvora [8]. Prema Pravilniku o kakvo¢i meda i drugih pcelinjih proizvoda med se smatra
uniflornim ako u netopljivom sedimentu sadrzi najmanje 45% peludnih zrnaca iste biljne vrste
[11]. Zastupljenost peludi ovisi o uniflornom izvoru od kojeg med potjeCe; primjerice za

utvrdivanje uniflornosti meda agruma (Citrus spp.), maslacka (Taraxacum officinale s.l.),
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planike (Arbutus unedo L.) i lipe (Tilia spp.) taj postotak je 10% i manji, dok za med kestena
(Castanea sativa Mill.) i eukaliptusa (Eucalyptus camaldulensis Dehnh.) iznosi iznad 90%
[12-14].

2.1.1. Osnovne znacajke meda

Opcenito, med je sastavljen prvenstveno od ugljikohidrata (uglavhom fruktoze i
glukoze) koji ¢ine preko 95% suhe tvari i odgovorni su za osnovna fizikalna svojstva meda.
Medutim, kemijski sastav meda je mnogo sloZeniji i iznimno varijabilan i ovisi 0 mnogim
¢imbenicima, prvenstveno 0 njegovom botanickom i zemljopisnom podrijetlu. U medu se
nalazi viSe od 20 razlicitih slozenih ugljikohidrata, koji su nastali razli¢itim vezivanjem
fruktoze i glukoze [15]. Prisutni su i mnogi drugi spojevi kao §to su organske kiseline, enzimi,
vitamini, minerali, pigmenti te Siroki spektar aromati¢nih spojeva [16]. Neobradeni med sadrzi
pelud, nesto voskova, kvasce i Cesto kristale glukoze monohidrata. Prilikom pripreme za
komercijalnu upotrebu med se zagrijava i filtrira kako bi se odgodila njegova kristalizacija,
smanjila viskoznost i izbjegla fermentacija (uniStavanjem kvasaca). TermiCka obrada meda
zahtijeva strogu kontrolu temperature i trajanja zagrijavanja [15,17], budu¢i da nekontroliranim
zagrijavanjem kao i produljenim skladistenjem meda dolazi do odredenih promjena u

kemijskom sastavu i senzorskim svojstvima [18].

Med, sa svjetskom godi$njom proizvodnjom od priblizno 1,4 milijuna tona, koristi se
uglavnom kao zasladiva¢ i namaz. Njegova vazna neizravna upotreba je U proizvodnji Zitnih
pahuljica, bombona, alkoholnih pi¢a, farmaceutskih pripravaka te u pekarstvu [15,16]. Osim
kao izvor energije, med je popularan zbog svojih ljekovitih svojstava. Terapeutski, kao i ostali
blagotvorni uc¢inci meda na zdravlje proizlaze iz antioksidacijskog, antibakterijskog,
protuupalnog i antimutagenog djelovanja razlicitih sastojaka, osobito fenolnih spojeva, kao sto

su flavonoidi i fenolne kiseline [19].

2.1.2. Fizikalna svojstva

Med je viskozan i higroskopan proizvod. Glukoza iz meda, pri sobnoj temperaturi,
spontano kristalizira u obliku glukoza monohidrata. Budu¢i da je topljivost glukoze u vodi

manja nego fruktoze, omjer fruktoze i glukoze (F/G) ukazuje na sklonost meda kristalizaciji.
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Takoder, omjer glukoze i vode (G/M) je koristan parametar za predvidanje kristalizacije meda.
Kada je G/M omjer ispod vrijednosti od 1,7, med sporo kristalizira [20]. Kristalizacija meda je
nepozeljna jer utjeCe na teksturu meda i ¢ini ga manje privlaénim za potroSaca [21]. Viskoznost
meda ovisi 0 botani¢kom podrijetlu meda, sadrzaju vode i temperaturi. Viskoznost je vazan
parametar u tehnologiji meda koji utjece na procese ekstrakcije, filtracije, mijesanja, punjenja i
dr. [22] Tijekom tehnoloskih operacija i skladistenja meda treba uzeti u obzir njegovu
higroskopnost budu¢i da povecéan sadrzaj vode povecava sklonost fermentaciji. Kada je udio
vode u medu manji od 17% fermentacija je neznatna. Sadrzaj vode i aktivitet vode su glavni
¢imbenici koji utjecu na trajnost proizvoda tijekom skladistenja [21,23]. Gustoca meda (pri
20°C) ovisi o sadrzaju vode i krece se u rasponu od 1,4404 (14% vode) do 1,3550 (21% vode)
[17]. Prema Codex Alimentarius (CA) standardima, EU Direktivi i Pravilniku o medu, sadrzaj

vode u medu ne smije prelaziti 20% (w/w).

Tablica 1. Fizikalna svojstva meda (preuzeto i prilagodeno iz Arvanitoyannis i sur., 2005.) [24]

Fizikalne karakteristike Vrijednost (raspon)

Specifi¢na toplina 0,54-0,60 cal/g/°C (za tekuéi med)
0,73 cal/g/°C (za kristalizirani med)

Tocka ledista -1,42 do-1,53 °C (15%-tna otopina meda)
-5,8 °C (68%-tna otopina meda)

Specifi¢na tezina (20 °C) 1,4350 (15% H.0)
1,4171 (18% H0)

Indeks refrakcije (20 °C) 1,4966 (16% H20)
1,4927 (17,5% H.0)
1,4900 (18,6% H-0)

Aktivitet vode (4-37 °C) 0,5 (16% H-0)
0,6 (18,3% H,0)

pH 3,9

Boja bezbojan med (proziran) (<8 mm prema Pfund
ljestvici) do gotovo crn (>114 prema Pfund
ljestvici)

Elektricna vodljivost je izuzetno vazan parametar kakvoce koji se koristi za klasifikaciju

monoflornih vrsta meda i ovisi o sadrzaju minerala, organskih kiselina, proteina i nekih



3. OPCI DIO

ugljikohidrata [25]. U Codex Alimentariusu, Direktivi Vije¢ca EU te Pravilniku o medu
navedene su vrijednosti ovog parametra za cvjetni med (< 0,8 mS cm™) i medljikovac (> 0,8
mS cm) koje sluze za njihovo razlikovanje. Medutim, navedene su i iznimke od ovog pravila
i odnose se na vrste meda Arbutus unedo L., Erica cinerea L., Eucalyptus spp., Tilia spp.,

Calluna vulgaris (L.) Hull., Leptospermum spp. te Melaleuca spp. [6].

Boja je fizikalno svojstvo koje predstavlja koristan kriterij za klasifikaciju monoflornih
vrsta meda. Boja meda varira od izrazito svijetle, preko boje poput jantara do gotovo crne sa
karakteristiénim svijetlozutim, zelenim ili crvenim nijansama [26]. Naj¢es¢e metode koje se
upotrebljavaju za odredivanje boje meda se zasnivaju na jednostavnoj optickoj usporedbi,
upotrebom Pfund i Lovibond instrumenata. Med se prema boji uobiéajeno klasificira koristeci
Pfund ljestvicu (slika 2) [13,26]. Boja meda prvenstveno ovisi o njegovom botanickom
podrijetlu [20]. Takoder ovisi i o sadrzaju fenola, hidroksimetilfurfurala, peludi i minerala [21].
Tamne vrste meda imaju veci mineralni sadrzaj i vecu elektricnu vodljivost od svjetlijih vrsta
meda [27]. Boja meda je prepoznata kao dobar pokazatelj njegove antioksidacijske aktivnosti
[28]. Mnoga istrazivanja pokazuju da tamnije vrste meda imaju veéi sadrzaj ukupnih fenola i
bolju antioksidacijsku aktivnost u usporedbi sa svijetlim vrstama meda [29-31]. Boja je jedan
od parametara koji odreduje cijenu meda na trzistu. Opcenito, svijetle vrste meda su skuplje,

dok su u nekim zemljama cjenjenije tamne vrste meda [26,32].

10mm 20mm 30mm 40mm 50mm 60mm 70mm 80mm 90mm 100mm 110mm 120mm 130mm 140mm

Slika 2. Razlicite boje meda prema Pfund ljestvici (mm)

Med ima svojstvo zakretanja ravnine polariziranog svijetla. Ukupna opti¢ka rotacija ovisi
o vrsti i koncentraciji ugljikohidrata prisutnin u medu. Odredivanje specifi¢ne opticke rotacije
se prvenstveno Kkoristi za razlikovanje cvjetnog meda (zakretanje u lijevo, negativne vrijednosti)
od medljikovca (zakretanje u desno, pozitivne vrijednosti) [26]. U cvjetnom medu previadava

fruktoza, koja ima negativnu vrijednost specifi¢ne rotacije ([a3°] = —92,4°), a glukoza pozitivnu
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vrijednost ([a’] = +52,7°). Sadrzaj fruktoze u medljikovcima je obi¢no manji, a sadrze
melicitozu ([a3’] = +88,2°) ili erlozu ([«?°] = +121,8°) koje zajedno sa glukozom, obi¢no daju

pozitivnu ukupnu opticku rotaciju [20].

2.1.3. Kemijski sastav

Raznolikost u sastavu uzoraka meda odraz je razli¢itog botanickog i geografskog
podrijetla, klimatskih uvjeta i péelarske prakse [15]. Priroda, koli¢ina i kombinacija razli¢itih
komponenti daju svakom medu karakteristi¢éna organolepti¢ka i nutraceutska svojstva [33]. Dio
komponenti meda nastaje tijekom dozrijevanja meda, neke potjecu od pcela, a odredeni spojevi
iz biljaka [34]. Med sadrzi oko 200 sastojaka, a najzastupljeniji su fruktoza (38%), glukoza
(32%) i voda (18%). Ugljikohidrati prisutni u medu uklju¢uju monosaharide (oko 70%),
disaharide (10-15%) te manju koli¢inu drugih ugljikohidrata [35,36]. Osim saharoze (oko 1%),
u medu je identificirano preko 25 drugih oligosaharida kao $to su disaharidi (maltoza, kojibioza,
turanoza, palatinoza), trisaharidi (erloza, izopanoza, panoza), tetrasaharidi (izomaltotetraoza,
maltotetraoza, nistoza) i dr. [15,37,38]. Slozeni ugljikohidrati u medu nastaju uglavnom

djelovanjem enzima tijekom zrenja meda [19]. Prosje¢ni kemijski sastav meda prikazan je na
slici 3.
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Slika 3. Prosjecan kemijski sastav meda (izrazen u g/100 g) (preuzeto i prilagodeno iz

Alvarez-Suarez i sur., 2010.) [37]
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Glavni proteini u medu su globulin i albumin koji potjecu iz faringealnih zlijezda péela
[39]. Prolin je najzastupljenija aminokiselina u medu (50-85%), koja u med dospijeva
uglavnhom od pcela i sluzi kao kriterij procjene zrelosti meda [26]. Osim esencijalnih
aminokiselina, u medu su identificirane i druge aminokiseline kao $to su y-aminomasla¢na
kiselina, ornitin, a-aminoadipinska kiselina, homoserin i dr. [40,41]. Glavni enzimi u medu su
a-glukozidaza (invertaza), glukoza oksidaza te smjesa a- i B-amilaza (dijastaza) koje pcele
dodaju u med tijekom njegovog nastajanja. Ostali enzimi prisutni u medu su katalaza i kisela
fosfataza za koje se smatra da potjecu iz nektara i peludi [1]. Invertaza katalizira hidrolizu
saharoze na glukozu i fruktozu, kao i reakcije transglukozilacije kojima nastaju slozeni
ugljikohidrati poput kojibioze, nigeroze, maltoze, izomaltoze, turanoze, a- i B-trehaloze i erloze
[15]. Aktivnost dijastaze i invertaze se smanjuje uslijed zagrijavana i dugotrajnog skladistenja.
Stoga, odredivanje aktivnosti navedenih enzima, kao i sadrzaja 5-hidroksimetilfurfurala, sluzi
za procjenu svjezine meda [15,20]. Glukoza oksidaza ima vaznu ulogu u antibakterijskoj
aktivnosti meda, budu¢i da vodikov peroksid, nastao enzimskom oksidacijom glukoze,
predstavlja antibakterijsko sredstvo i djelomicno je odgovoran za antibakterijska svojstva meda.
Navedenom enzimskom reakcijom nastaje i glukonska kiselina, glavna kiselina u medu [17,19].
Postotak organskih kiselina u medu je manji od 0,5% (w/w) [1]. Kiseline utjecu na odredena
organonolepticka (boja, aroma) i fizikalno-kemijska (pH, kiselost, elektriéna vodljivost)
svojstva meda te doprinose otpornosti meda prema djelovanju mikroorganizama [19,42]. Osim
glukonske kiseline, u medu su identificirane i druge alifatske organske kiseline kao §to su
mravlja, octena, masla¢na, mlijeCna, oksalna, jantarna, vinska, maleinska, pirogrozdana,
piroglutaminska, a-ketoglutarna, glikolna, limunska, jabuéna, 2- ili 3-fosfoglicerinska kiselina,
malonska i dr. [9,19,42]. Fenolne kiseline (derivati benzojeve, feniloctene i hidroksicimetne
kiseline) zajedno sa flavonoidima (flavanoli, flavoni, flavonoli i flavanoni) ¢ine vazne klase
fenolnih spojeva prisutnih u medu [19,43]. Sadrzaj fenolnih spojeva u medu iznosi 0,1-0,5% i
odgovorni su za mnoga bioaktivna svojstva meda. [1,43]

Sadrzaj minerala u medu je varijabilan i kre¢e se u rasponu od 0,02 do 1,03 g/100 g.
Kalij je najzastupljeniji element u medu 1 zauzima oko jedne tre¢ine ukupnog mineralnog
sadrzaja. Osim makroelemenata (Na, K, Ca, Mg, P, S, Cl ), u medu su prisutni i drugi, manje
zastupljeni elementi poput Al, Cu, Pb, Zn, Mn, Cd, TI, Co, Ni, Fe, Cr i dr. Teski metali (Pb,
Cd, Hg, Cu, Mn, Zn, Ag) u medu imaju vaznu ulogu kao bio-indikatori zagadenja okolisa.

[44,45]
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U medu su, u veoma niskim koncentracijama, prisutni i isparljivi spojevi. Oni
predstavljaju vise ili manje sloZene smjese spojeva relativno malih molekulskih masa, razlic¢itih
fizikalno-kemijskih svojstava i stupnjeva stabilnosti te znacajno doprinose aromi meda [46,47].
Istrazivanje isparljivih spojeva meda zapocelo je poc¢etkom 1960-tih godina, a do sada je u
ekstraktima 1 vrSnim parama razli¢itth vrsta meda identificirano vise od 1000 razli¢itih
organskih spojeva. Identificirani isparljivi spojevi nastaju razli¢itim biosintetskim putovima i
ukljucuju razlicite funkcijske skupine [48]. Isparljivi spojevi u medu mogu potjecati od: 1)
izravnog prijenosa iz biljke ili nektara (fitokemikalije); 2) pretvorbe fitokemikalija od strane
pcela; 3) péela; 4) pretvorbe spojeva tijekom zrenja meda; 5) zagrijavanja i skladistenja meda;
6) primijenjene metode izolacije (artefakti) te 6) mikrobioloske i/ili druge kontaminacije [49].
Med takoder sadrzi i mali postotak hidroksimetilfurfurala (HMF), furfurala, melanoidina,
akrilamida, glioksala i metilglioksala koji su veoma dobro poznati produkti Maillardove
reakcije [1,28].

2.2. Utjecaj toplinske obrade na kemijski sastav meda

Visoke koncentracije ugljikohidrata i mnostvo slobodnih aminokiselina u medu stvaraju
uvjete za odvijanje Maillardove reakcije. Odredeni produkti Maillardove reakcije, poput 5-
hidroksimetilfurfurala (HMF) su pokazatelji kvalitete meda i njegove svjezine buduéi da
njihova koncentracija raste tijekom zagrijavanja i skladistenja meda [28]. U Codex
Alimentariusu i EU standardima utvrdena je maksimalna dozvoljena koli¢ina HMF-a od 40 mg
kg, te 80 mg kg za vrste meda iz regija tropske klime [50]. Maillardova reakcija je veoma
slozena reakcija koja u prvom stupnju ukljucuje kondenzaciju karbonilne skupine reducirajuceg
ugljikohidrata s amino skupinom aminokiseline, peptida ili proteina daju¢i Schiffovu bazu, a
zatim glikolzilamin. Daljnji koraci ukljucuju pregradnje (Amadori/Heyns pregradnja),
dehidratacije i deaminacije dajuci razliCite produkte kao Sto su hidroksiketoni, dikarbonilni
spojevi te derivati furfurala i furanona. Iz relativno jednostavnih pocetnih spojeva moze brzo
nastati Siroki raspon reaktivnih spojeva. Streckerovom degradacijom aminokiselina dolazi do
dekarboksilacije i deaminacije aminokiselina u prisustvu dikarbonilnog spoja (koji moze
potjecati iz Maillardove reakcije) te formiranja Streckerova aldehida i a-aminoketona [51].
Hidroksifurfurali i dikarbonili, metilglioksal i glioksal su dobro poznati produkti Maillardove
reakcije prisutni u medu. Tijekom Streckerove degradacije prolina i metilglioksala, nastaje 2-

acetil-1-pirolin (2-AP). Navedeni aromati¢ni spoj, zajedno sa metilglioksalom moze biti
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koristan parametar za kontrolu kvalitete manuka meda [52]. Konaé¢ni stupanj Maillardove
reakcije je karakteriziran nastankom smedih pigmenata sa dusSikom — melanoidina [28].
Produkti Maillardovih reakcija utjeCu na aromati¢ni profil [18,53], kao i na boju meda [54].
Takoder, Maillardova reakcija predstavlja izvor novih spojeva, koji mogu imati korisne ali i

nepozeljne ucinke [28].

2.3. Bioloska aktivnost

Osim kao hrana, med se u mnogim kulturama tradicionalno upotrebljava u terapeutske
svrhe, npr. u lijeenju opeklina i rana. Med stvara zastitnu barijeru i zahvaljujuci svojoj velikoj
osmolarnosti stvara vlaznu sredinu u obliku otopine koja se ne lijepi za oStec¢eno tkivo.
Istrazivanja pokazuju da med ublaZzava upalne procese na kozi, smanjuje otekline i stvaranje
eksudata te pospjesuje zacjeljivanje rana, ublazava oziljke i stimulira obnovu tkiva [37].
Imunoloska aktivnost meda je takoder vazna u zacijeljivanju rana, stvaraju¢i istovremeno pro-
i antiinflamatorne ucinke [10]. Med sadrzi mnostvo spojeva, narocito fenolnih derivata, koji
mogu, samostalno ili u kombinaciji, imati vaznu ulogu u antitumorskim i antiinflamatornim
ucincima [37]. Smatra se da med moze posluziti kao sredstvo prijenosa mnogih ljekovitih tvari
biljke iz koje potjece [10,37]. Prema podrijetlu, med se moze svrstati u razliite skupine od
kojih su uniflorne vrste meda obecavajuce i zanimljive [10]. Na primjer, uniflorni manuka
(Leptospermum scoparium J. R. et G. Forst) med poznat je po antibakterijskim i

antioksidacijskim svojstvima [10].

Cimbenici odgovorni za antimikrobnu aktivnost meda su velika viskoznost, kiselost i
osobito vodikov peroksid koji nastaje djelovanjem enzima glukoza oksidaze tijekom zrenja
meda. Kada se vodikov peroksid ukloni djelovanjem katalaze, odredene vrste meda i dalje
pokazuju znacajnu antibakterijsku aktivnost, a ta se aktivnost naziva neperoksidna
antibakterijska aktivnost. Osim spomenutih, neperoksidne komponente meda ukljucuju i
lizozim, fenolne kiseline i flavonoide [37]. Ostali antimikrobni spojevi u medu su pcelinji
defenzin-1 (peptid) i slozeni ugljikohidrati [10]. Med pokazuje baktericidnu aktivnost prema
mnogim enteropatogenim organizmima, ukljucujuci Salmonella i Shigella vrste te E. colli [37].
Postoje razlike u antibakterijskoj aktivnosti razli¢itih uniflornih vrsta meda. Botanicko
podrijetlo je najvazniji ¢imbenik koji utjeCe na antimikrobnu aktivnost meda [43]. Manuka
med, dobiven iz nektara Leptospermum scoparium J. R. et G. Forst., zavrijedio je znanstveni i

ekonomski interes zbog neperoksidne antimikrobne aktivnosti [55], koja potje¢e uglavnom od
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visokog sadrzaja metilglikosala (MGO) [10]. Kwakman i suradnici (2010) su pokazali da, osim
MGO i druge komponente manuka meda znatno doprinose neperoksidnom antibakterijskom

uc¢inku. Tako, i nakon neutralizacije MGO, manuka med zadrzava baktericidnu aktivnost [56].

Antioksidacijska svojstva meda su povezana sa potencijalom i sposobnos¢u meda u
smanjivanju reakcija oksidacije, sto rezultira pozitivnim ucincima meda na ljudsko zdravlje
[19]. Antioksidacijski kapacitet (AOC) je predloZzen kao indikator prisutnosti korisnih
bioaktivnih spojeva i znacajno se razlikuje ovisno o botani¢kom podrijetlu meda, vjerojatno
zbog razlike u enzimskoj aktivnosti i sadrzaju sekundarnih biljnih metabolita poput polifenola.
Flavonoidi, fenolne kiseline, glukoza oksidaza, katalaza, askorbinska Kkiselina, organske
kiseline, produkti Maillardove reakcije, aminokiseline i proteini znacajno doprinose
antioksidacijskom kapacitetu meda [19]. U mnogim istrazivanjima je istaknuta pozitivna
uzajamna veza izmedu antioksidacijske aktivnosti i sadrzaja polifenola [28]. Polifenoli, kao
antioksidansi, djeluju kao hvataci slobodnih radikala, donori vodika i kelatori metala [28], te
kao genski modulatori tako $to utje¢u na enzimski i neenzimski sustav koji regulira stani¢nu
redoks ravnotezu [19]. Nekoliko istrazivackih skupina je ispitivalo antioksidacijski kapacitet
meda koristeci razli¢ite metode za odredivanje kapaciteta hvatanja reaktivnih kisikovih spojeva
(npr. superoksid aniona, peroksil- i hidroksil-radikala) te enzimskog i neenzimskog kapaciteta
inhibicije lipidne peroksidacije [19]. Istrazivanja pokazuju da med sprjecava mikrobni rast u
hrani, okidacijske reakcije (npr. lipidna oksidacija u mesu), enzimsko posmedivanje voca i
povrca te osigurava ucinkovitu zastitu prema kemijski induciranoj lipidnoj peroksidaciji u
homogenatima jetre, mozga i bubrega miseva [19]. Budu¢i da med posjeduje sposobnost
hvatanja slobodnih radikala i stiti od lipidne peroksidacije, moze doprinijeti prevenciji i/ili

ublazavanju upalnih bolesti za koje se smatra da su uzrokovane oksidativnim stresom [19].

Tablica 2. Sazeti prikaz bioloske aktivnosti meda, primjeri aktivnih spojeva i predlozeni

mehanizmi djelovanja

Primjeri aktivnih grupa i/ili

Bioloska aktivnost .
spojeva u medu

PredloZeni mehanizam djelovanja Literatura

= sprjeCavanje  nastajanja  slobodnih

L = fenolne kiseline radikala
antioksidacijska . [57]
= flavonoidi = hvatanje peroksil- i ostalih slobodnih

radikala
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antimikrobna
(antibakterijska,
antiviralna,
antifungalna,

antiparazitna)

vodikov-peroksid i

neperoksidne
komponente
(fitokemikalije)

nastajanje vodikovog peroksida
djelovanje neperoksidnih komponenti
(fitokemikalija)

kiselost

velika viskoznost stvara fizi¢ku barijeru
koja ograni¢ava izloZenost okolisnim
patogenima

inhibicija i/ili mikrobicidno djelovanje

[57,58]

protuupalna

fenolni spojevi i
flavonoidi

smanjuje upalu, ublazuje i umanjuje
oziljke kod rana

visoka osmolarnost meda dovodi do
istjecanja tekucine $to stvara vlazne
uvjete potrebne za zacijeljivanje i
onemogucuje adheziju za povsinu rane

smanjenje leukocita vezanih za upalu

inhibicija nastanka reaktivnih kisikovih
intermedijera (ROI) kao rezultat
antioksidacijske aktivnosti

suzbijanje upalnih procesa hvatanjem
slobodnih radikala pomocu
antioksidansa

[57-50]

imunolo$ka

galna kiselina

flavonoidi

pro- i anti-inflamatorni u¢inci
nastanak citokina

osigurava substrat za glikolizu

[57,60]

antitumorna

vodikov peroksid
krizin
feniletil-ester

kavene kiseline
(CAPE)

stvaranje citotoksi¢nog H»O, (i HO
radikala nakon Fentonove reakcije)

izravna inhibicija enzima
ciklooksigenaze-2 (COX-2)

hvatanje reaktivnih kisikovih spojeva
(ROS)

[37]

2.4. Odredivanje botanickog podrijetla meda

Odredivanje botanickog podrijetla meda ima vaznu ulogu u kontroli kvalitete [61]. Med

koji potjece iz odredenog botanickog izvora posjeduje karakteristi¢na organolepticka svojstva.

Takoder, neke uniflorne vrste meda su veoma rijetke, a mogu imati i odredena bioaktivna
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svojstva [62,63]. Melisopalinoloska analiza je tradicionalna metoda odredivanja botanickog
podrijetla meda a zasniva se na kvalitativnom i kvantitativnom mikroskopskom pregledu peludi
prisutne u netopljivom sedimentu meda [9,12]. Metodologija melisopalinoloske analize je
detaljno razradena i predlozena od strane International Commision for Bee Botany (ICBB)
[64], a1978. g. je izmijenjena i dopunjena [65] te se koristi u ve¢ini Europskih laboratorija kao
dio rutinske analize meda [12,65]. Odredivanje botanickog podrijetla meda
melisopalinoloskom analizom se zasniva na relativnoj zastupljenosti razli¢itih vrsta peludi
medonosnih biljaka. Vrijeme potrebno za analizu i identifikaciju prisutne peludi ovisi o
slozenosti peludnog spektra te iskustvu analiti¢ara (obi¢no 30 min-1h) [12]. Opéenito, smatra
se da med potjeCe iz odredenog botanickog izvora (uniflorni med) ukoliko relativna
zastupljenost peludi te vrste prelazi 45%. Medutim, potreban je poseban oprez prilikom
interpretacije rezultata, budu¢i da postoji velika raznolikost u zastupljenosti peludi u nektaru
razli¢itih biljnih vrsta. Stoga se, posebno u slué¢ajevima nadzasupljenosti i podzastupljenosti
peludi odredenih biljnih vrsta u medu, uz melisopalinolos§ku analizu, preporuca provesti i
procjenu senzorskih svojstva te odredena fizikalno-kemijska mjerenja kako bi se donijela
ispravna odluka o botani¢kom podrijetlu meda [12]. Mnogi autori navode nedostatke Koji
ograni¢avaju primjenu analize peludi za utvrdivanje botani¢kog podrijetla meda. Tako,
mogucnost kontaminacije meda peludom drugih biljnih vrsta izravno utje¢e na pouzdanost
dobivenih rezultata. Takoder, odredene vrste meda ne mogu biti identificirane analizom peludi,
na primjer filtrirani med, medljikovac, te med dobiven iz kauc¢ukovca, ricinusa, pamuka i dr.
[66]. Primjenom melisopalinoloske analize, zbog sli¢nosti u izgledu peludi, ne mogu se sa
sigurnos¢u razlikovati vrste meda manuka (Leptospermum scoparium) i kanuka (Kunzea
ericoides) [67].

Zbog ograni¢enja melisopalinoloske analize, kao i slozene prirode meda utvrdivanje
autenti¢nosti Cesto predstavlja izazov. Provedena su mnoga istrazivanja u svrhu potrage za
brzim 1 pouzdanijim metodama karakterizacije koje bi zamijenile ili nadopunile klasi¢ne
metode ispitivanja botanickog podrijetla meda. U posljednje se vrijeme sve vise razvijaju
metode kemijskog profiliranja s ciljem identifikacije individualnih spojeva koji samostalno ili
u kombinaciji sa drugim spojevima mogu posluziti za procjenu autenti¢nosti monoflornih vrsta
meda. Prednost kemijske analize je u tome $to omogucuje pracenje i identifikaciju komponenti
(fitokemikalija) koje su izravno vezane za nektar iz kojeg je med dobiven [66]. Mnogi autori
su identificirali iste spojeve, njihove prekursore i metabolite u medu, mednom mjehuru,

nektaru, kao i u cvjetovima iz kojih je med dobiven [48,68-70].
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2.5. Kemijsko profiliranje i identifikacija biomarkera

U medu je, u manjoj koli¢ini prisutno mnostvo kemijskih spojeva koji u osnovi
predstavljaju ,,kemijski otisak“ (chemical fingerprint) razli¢itih vrsta meda [43,71].
Bioorganska istrazivanja meda su uglavnom usmjerena prema kvalitativnom i kvantitativnom
odredivanju raznih klasa organskih spojeva poput flavonoida, oligosaharida, organskih kiselina,
aminokiselina, isparljivih i poluisparljivih spojeva upotrebom instrumentnih metoda analize
poput tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) uz detektor sa nizom dioda
(DAD), spetrometar masa (MS), detektor cirkularnog dikroizma (CD) i dr. ili plinske
kromatografije (GC) uz spektrometar masa, plamenoionizaciji detektor (FID) i dr. [9,48]. Kada
se razmatra vise grupa organskih spojeva moze se posti¢i bolja klasifikacija razli¢itih vrsta
meda, posebno u kombinaciji sa statistickom obradom podataka [72]. Kemijsko profiliranje
moze znaéajno doprinijeti odredivanju botanickog podrijetla meda, posebice kada se mogu
pronaci spojevi karakteristi¢ni za uniflorni med, odnosno specifi¢ni i nespecificni kemijski
markeri [48,73]. Takoder, identifikacija veéeg broja biomarkera za odredenu vrstu meda
otezava moguénost patvorenja [74]. Da bi se definirao kao kemijski marker botanickog
podrijetla meda, spoj treba biti prisutan samo u uzorcima meda koji potjecu iz odredenog
botanickog izvora, ili, barem, treba biti prisutan u visokoj i prili¢éno konstantnoj koncentraciji
[63]. Specifi¢ni kemijski markeri su spojevi karakteristicni samo za jednu vrstu meda, dok su

nespecifi¢ni kemijski markeri pronadeni u viSe vrsta meda.

2.5.1. Podjela kemijskih markera

Primjenom razli¢itih metoda analiziran je velik broj uzoraka meda s ciljem dobivanja
detaljnih kemijskih profila i identifikacije pouzdanih kemijskih markera karakteristi¢nih za
pojedinu vrstu meda. Kemijski markeri botanickog podrijetla meda mogu se svrstati u nekoliko
skupina: isparljivi spojevi (terpeni, norizoprenoidi, derivati benzena i ostali isparljivi spojevi),
fenolni spojevi (flavonoidi i ostali fenolni spojevi), ugljikohidrati, spojevi sa duSikom
(aminokiseline i ostali spojevi sa dusikom) te ostali organski spojevi i mikroelementi (slika 4)
[48,49]. Do sada je u medu identificirano samo nekoliko specifi¢nih kemijskih markera kao $to
su 3,4-dihidro-3-oksoedulan u vr$nim parama meda Centaurea cyanus L. [3], kamahini A-C u
medu Weinmannia racemosa Linn. f. [3], homogentizinska kiselina u medu Arbutus unedo L.
[75,76], te y-laktamski derivat 3-(2-pirolidinil)-kinurenske kiseline (y-LACT-3PKA) u medu
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kestena [77]. Medutim, veéina vrsta meda je karakterizirana s nekoliko kemijskih spojeva koji
mogu posluziti kao nespecifi¢ni kemijski markeri botanickog podrijetla. Takoder, sastav
izomera (koli¢ina i njihov omjer) moze imati vaznu ulogu u karakterizaciji odredenih vrsta
meda [75]. Raspodjela enantiomera u medu je ovisna o botani¢kom podrijetlu [78]. Primjerice,
spoj identificiran u medu timijana, 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on (smjesa 3S i 3R enantiomera u
omjeru 1:1) je identificiran i u medu maslacka (Taraxacum officinale Weber ) i medu djeteline

(Trifolium repens L.), ali u razli¢itim enantiomernim omjerima [79].

Terpeni

Isparljivi spojevi Norizoprenoidi

Derivati benzena i
ostali isparljivi spojevi

Flavonoidi
Kemijski markeri | Fenolni spojevi ‘|:

botanickog podrijetla meda Ostali fenolni spojevi

Ugljikohidrati

Aminokiseline
Spojevi sa dusikom ~|:

Ostali spojevi sa
dusikom

Ostali spojevi i
mikroelementi

Slika 4. Podjela kemijskih markera (preuzeto i prilagodeno iz Kaskoniené i Venskutonis,
2010.) [48]

2.5.1.1. Isparljivi spojevi

Uniflorni med posjeduje razliita senzorska Svojstva, a time i karakteristiCan profil
isparljivih organskih spojeva [48]. Vecinu isparljivih spojeva kao $to su fenilacetaldehid, 2-
feniletanol, benzil-alkohol, benzaldehid je moguce identificirati u razli¢itim vrstama meda §to
ograniCava njihovo koristenje kao specificnih markera [80]. Medutim, njihova povecana
koncentracija kao i razli¢it omjer moze posluziti za razlikovanje vrsta meda dobivenih iz

razli¢itih botanickih izvora [81].
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HO,

oksidacija
. - hidroliza

hidroksilacija oksidacija ciklizacija
| redukcija

—_—
[e]
| -
| R
OH

R= CHO: aldehidi jorgovana

CHO R= CH,OH: alkoholi jorgovana

8-hidroksikinalool

HO, HO, HO,
| oksidacija 0’2‘2{;'129 ciklizacija dehidratacija
. —_— —_—
—_—
| (o] OH OH

linalool
6,7-epoksilinalool 3,7-dimetilokta-1,7-dien-3,6-diol p-menta-1,8-dien-4-ol p-menta-1,3,8-trien

otvaranje ciklizacija
prstena dehidratacija
HO, HO,
ciklizacija | dehidratacija | o
-~ _— HO
\

TN\ N

OH

furanozni linalool oksid

. . . izomeri
piranozni linalool oksid ( )

(izomeri) 2,6-dimetilokta-3,7-dien-2,6-diol hotrienol

Slika 5. Nastanak derivata linaloola [3,82]

Glavni isparljivi spojevi identificirani u medu mogu se, opCenito, svrstati u tri glavne
skupine organskih spojeva: terpeni, norizopreniodi i derivati benzena [49]. Odredeni spojevi iz
navedenih klasa su predlozeni kao potencijalni markeri botanickog podrijetla, dok se spojevi
poput nekih razgranatih alkohola i aldehida povezuju sa metabolizom mikroorganizama, a
derivati furana/pirana sa termickom obradom meda i uvjetima skladiStenja [2,83]. Primjerice,
metil-antranilat je veoma dobro poznat marker za utvrdivanje meda od agruma, dok su 3,9-
epoksi-1,4(8)-p-mentadien (eter lipe), trans-8-p-menten-1,2-diol i tetrahidro-4-metil-2-(2-
metil-1-propenil)-2H-piran (cis-oksid ruze) predlozeni markeri meda od lipe [84,85]. Naef i
suradnici (2004) su u cvijetu i medu od lipe identificirali monoterpenske Kkiseline 4-
izopropenilcikloheksa-1,3-dien-1-karboksilnu kiselinu i 4-(1-hidroksi-1-metiletil)-cikloheksa-
1,3-dien-1-karboksilnu kiselinu [86]. Sli¢no, analizom ekstrakata cvijeta i meda od agruma
identificirani su razli¢iti monoterpeni. U ekstraktima Cetiri vrste cvijeta agruma linalool je
glavni spoj, a pretvorbama linaloola mogu nastati razlic¢iti derivati linaloola identificirani u

medu (slika 5) [87]. Takoder, odsutnost odredenih isparljivih spojeva moze biti koristan
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parametar u karakterizaciji meda. Tako, odsutnost 3-metilbutan-1-ola (izoamilnog alkohola)

moze potvrditi autenti¢nost meda lipe [47,88].

Pojedina skupina spojeva moze dominirati kromatografskim profilom odredene vrste
meda poput terpena u profilu isparljivih i poluisparljivih spojeva meda od agruma (vise od 80%)
[2,4,87] ili fenola (oko 60% identificiranih spojeva) u profilu aromati¢nih spojeva meda od
pamuka [89]. U ekstraktima meda od vrijeska (Calluna vulgaris (L.) Hull) identificirani su
razli¢iti aromati¢ni spojevi izvedeni iz karotenoida koji mogu posluziti kao biomarkeri
botani¢kog podrijetla medu kojima se istice dehidrovomifoliol [90,91]. Takoder, razli¢iti
norizoprenoidi su identificirani i u ekstraktima meda od eukaliptusa [92], a a-izoforon, B-
izoforon i 4-oksoizoforon su predlozeni biomarkeri botanickog podrijetla meda od planike
(Arbutus unedo L.).

. . (o} o :
jononi damascenoni

AN e

megastigmani

AN

R-jonon 3-damascenon (E,E)-megastigma-4,6,8-trien
/
¢)
[¢) o o]
8,9-dehidroteaspiron oksoedulan
N EN
Cy # Cio Cu
o CHO
/
[e]
o
izoforon safranal dihidroaktinidiolid

Slika 6. Nastanak Co-, C10-, C11-, C13- norizoprenoida razgradnjom karotenoida [93]

Analiza vise od 200 ekstrakata novozelandskih vrsta meda ukazuje da je prisutnost 1-(3-okso-
trans-1-butenil)-2,6,6-trimetilcikloheksan-trans,cis-1,2,4-triola vezana za med timijana [94].

Ci3-Norizoprenoid 3,4-dihidro-3-oksoedulan je dominantan spoj vr$nih para meda razlicka

18



3. OPCI DIO

(Centaurea cyanus L.) [95]. Na slici 6 je prikazana opéa shema razgradnje karotenoida i

nastanak Co-, C10-, C11-, C13- norizoprenoida, a na slici 7 je prikazan nastanak derivata benzena.

COOH ° R
R
OH
—_ R= OH: salicilna kiselina
R= OH: feniloctena kiselina R= H: salicilaldehid
R=H: fenilacetaldehid R= OCH3: metil-salicilat

benzojeva kiselina

!

COOH COOH COOH COOH
o NH, e F
OH \
'—> —_— —_— —_— —_— —
COOH O (e}
fenilpirogrozdana kiselina L-fenilalanin cimetna kiselina 2-kumarinska kiselina kumarin
COOH COOH coom
HO OH
OH ° NH, Z COOH
sikiminska kiselina
adicija H0, oksidacija, R3= H, Rs=H: 4-hidroksibenzojeva kiselina
I—> . —_ %naaualgnuva Ry= OCH3, Rs= H: vanilinska kiselina
L R3 Rs=OCHj:siringinska kiselina
R R
Rs Ry 5 3
OH OH OH OH
4-hidroksifenil- - _ —y : ioali
pirogrozdana kiselina L-tirozin R3=H, Rs=H: 4-kumanns_ka I_<|seI|na T
R3= H, Rs= OH: kavena kiselina
R3= H, Rs= OCHg: ferulinska kiselina CHO
R3= OCHj3 Rs= OCHj: sinapinska kiselina
adicija H,0 _ R3=H, Rg=H: 4-hidroksibenzaldehid
reverzna aldolna kondenzacija Rg=OCHj Rs= H: vanilin
R3Rs= OCH3: siringaldehid
Rs R3
OH

Slika 7. Nastanak derivata benzena [96]

Sastav isparljive frakcije istrazivan je u mnogim vrstama meda [97]. U posljednje
vrijeme se za izolaciju isparljive frakcije meda upotrebljavaju metode koje ne ukljucuju
intenzivno zagrijavanje kao $to su staticka (static headspace, SHS) i dinamicka izolacija vr$nih
para (dynamic headspace, DHS), mikroekstrakcija na krutoj fazi (solid-phase microextraction,
SPME), ekstrakcija na krutoj fazi (solid-phase extraction, SPE), ultrazvucna ekstrakcija
(ultrasound extraction, USE) [98]. Dobiveni rezultati analize isparljivih spojeva ovise o
primijenjenoj metodi izolacije i identifikacije [9]. U tablicama 3, 4, 5 i 6 su strukturnim

formulama prikazani odabrani primjeri isparljivih kemijskih markera razli¢itih vrsta meda.

19



3. OPCI DIO

Tablica 3. Odabrani primjeri kemijskih markera razlicitih vrsta meda: terpeni

Kemijski marker Botani¢ko podrijetlo meda Metoda analize Literatura
Lavandula spp. DHS-GC-MS [100]
Citrus sinensis L . HS-SPME-GC-MS [101]
3,7-dimetilokta- Lavandula spp. SDE-GC-MS [2]
1,5,7-trien-3-ol
Eucryphia lucida (Labill.) Baill SE, deriv./SD/DHS-GC-MS [68]
(hotrienol)
Mentha spp. HS-SPME-GC-MS [83]
Salix spp. HS-SPME, USE-GC-MS [102]
Citrus unshiu Marc. HS-SPME-GC-MS/FID [70]
Hedysarium coronarium L. HS-SPME-GC-MS [101]
linalool Mentha spp. HS-SPME-GC-MS [83]
inaloo
Salix spp. HS-SPME, USE-GC-MS [102]
Citrus unshiu Marc. HS-SPME-GC-MS/FID [70]
Citrus spp. SDE-GC-MS [2,4]
oksidi linaloola Mentha spp. HS-SPME-GC-MS [83]
(izomeri) Salix spp. HS-SPME, USE-GC-MS [102]
Citrus unshiu Marc. HS-SPME-GC-MS/FID [70]
N Citrus spp. HS-SPME-GC-MS [103]
alkoholi jorgovana SDE-GC-MS [2.4]
(izomeri) salix spp. HS-SPME, USE-GC-MS [102]
CH,0H
Citrus spp. HS-SPME-GC-MS [103]
SDE-GC-MS [2]
aldehidi jorgovana .
Salix spp. HS-SPME, USE-GC-MS [102]
(izomeri) . . T
Paliurus spina-christi Mill. HS-SPME-GC-MS [104]
cio  Citrus unshiu Marc. HS-SPME-GC-MS/FID [70]
oksidi ruze Tilia spp. HS-SPME-GC-MS [103]
(izomeri; tetrahidro-4- SE, SDE-HRGC-MS [85]
metil-2-(2-metil-1- - HS-SPME-GC-MS [46]

propenil)-2H-piran)
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limonen-1,2-diol
(8-p-meten-1,2-diol)

a-terpineol

terpinen-4-ol

1-metil-4-
(metiletil)benzen

(p-cimen)

timol

karvakrol

dihidrokarveol

HO

7\

\ /

OH

OH

OH

OH

Citrus spp.
Tilia spp.

Hedysarium coronarium L.
Citrus spp.

Hedysarium coronarium L.
Salix spp.

Tilia spp.

Thymus spp.
Thymus capitatus L.
Tilia spp.

Thymus spp.

Tilia spp.

Eucalyptus camaldulensis L.

HS-SPME-GC-MS

SE, SDE-HRGC-MS
SDE-GC-FID

HS-SPME-GC-MS
SDE-GC-MS

HS-SPME-GC-MS

HS-SPME, USE-GC-MS

HS-SPME-GC-MS

HS-SPME-GC-MS
HS-SPME-GC-MS
SDE-GC-FID

HS-SPME-GC-MS
HS-SPME-GC-MS

SDE-GC-FID
HS-SPME-GC-MS

HS-SPME-GC-MS

[103]

[85]
[105]

[101]
[4]

[101]
[102]

[46]

[106]
[107]
[105]

[106]
[108]

[105]
[103]

[101]
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b | OH Salix spp. HS-SPME-GC-FID/MS [109]
orneo
Eucalyptus camaldulensis L.  HS-SPME-GC-MS [101]
OH
spatulenol Eucalyptus spp. SDE-GC-MS [2]
kamfor g% Castanea sativa L. HS-SPME-GC-MS [101]
o
sinensal | Citrus spp. SDE-GC-MS [2.4]
(0,,B-izomeri) |
CHO
(e}
— %C\_< Lavandula spp. SDE-GC-MS [2]
eter lipe -
(3.9-epoksi-1,4(8)-p- Tilia spp. SE, SDE-HRGC-MS [85]
mentadien) o

HS-SPME-mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi; USE-ultrazvuéna ekstrakcija; DHS-dinamicka ekstrakcija vr$nih para;
SD-parna destilacija; SDE-simultana destilacija-ekstrakcija, SE-ekstrakcija otapalom; deriv.-derivatizacija; GC-plinska
kromatografija; MS-spektrometrija masa, FID-plamenoionizacijski detektor; HRGC-plinska kromatografija visokog

razlucivanja
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Tablica 4. Odabrani primjeri kemijskih markera razlicitih vrsta meda: norizoprenoidi

Kemijski marker Struktura Botanicko podrijetlo meda  Metoda analize Literatura
Salvia officinalis L. USE-GC-MS [81]
Calluna vulgaris/Erica spp. HS-SPME-GC-MS [46]
o-izoforon Calluna wulgaris (L) Hull  HS-SPME-GC-MS/O [110]
. (355 Arbutus unedo L. DHS-GC-MS [111]
trimetilcikloheks-
2-en-1-on) Centaurea cyanus L. HS-SPME-GC-MS/FID [95]
© Arbutus unedo L. SPME-GC-MS [112]
Salix spp. HS-SPME/USE-GC-MS [102]
Hedysarum coronarium L. USE-GC-MS [113]
B-izoforon ﬁ\ Arbutus unedo L. DHS-GC-MS [111]
o
Salvia officinalis L. USE-GC-MS [81]
Eucalyptus spp. SDE-GC-MS [2]
o Arbutus unedo L. DHS-GC-MS [111]
4-oksoizoforon Centaurea cyanus L. HS-SPME-GC-MS/FID [95]
o Arbutus unedo L. SPME-GC-MS [112]
Salix spp. HS-SPME/USE-GC-MS [102]
Hedysarum coronarium L. USE-GC-MS [113]
Escallonia pulverulenta SPME-GC-MS [114]
(Ruiz et Pav.) Pers.
safranal o
Salix spp. HS-SPME/USE-GC-MS [102]
Prunus mahaleb L. HS-SPME-GC-MS [115]
(o]
Salix spp. HS-SPME-GC-FID/MS [109]
B-damascenon Z Calluna vulgaris/Erica spp. HS-SPME-GC-MS [46]
Salix spp. HS-SPME/USE-GC-MS [102]
OH Salix spp. USE-GC-FID/MS [109]
OH
o N Prunus mahaleb L. USE-GC-MS [115]
vomifoliol
Mentha spp. USE-GC-MS [83]
o Hedysarum coronarium L. USE-GC-MS [113]
Salvia officinalis L. USE-GC-MS [81]
dehidrovomifoliol o
Q Calluna vulgaris/Erica spp. HS-SPME-GC-MS [46]
(4-hidroksi-3,5,5- OH " laari "
trimetil-4-(3- N Calluna vulgaris (L.) Hull. SOL, SPE-GC-MS [91]
okso-1-butenil)- SE, deriv.-GC-FID/MS [90]
cikloheks-2-en-1- ¢ Eucalyptus globulus Labill. USE-GC-MS [116]
on) Eucalyptus spp. SE,SPE,SOL-NMR [33]
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o
4-(3-okso-1- ]
butinil)-3,5,5- F Calluna vulgaris (L.) Hull. SOL, SDE-GC-MS [91]
trimetilcikloheks- Calluna vulgaris (L.) Hull. SE, deriv.-GC-FID/MS [90]
2-en-1-on
(o]
3-hidroksi-5,6- {
epoksi-B-jonon
— Thymus spp. SE, deriv.-GC-FID/MS 94
(4-(4-hidroksi- ymus spp [54]
2.2,6-trimetil-7- o Thymus spp. USE-GC-MS [117]
oksabiciklo[4.1.0] o
hept-1-il)-3-
buten-2-on)
OH
1-(3-okso-trans- AN o
1-butenil)-2,6,6- Thymus spp. SE, deriv.-GC-FID/MS [94]
trimetilcikloheks oH
an-1,2,4-triol
8,9- Eucalyptus leucoxylon F. SE-GC-MS [92]
dehidroteaspiron © Muell.
o
3,4-dihidro-3- _
oksoedulan Centurea cyanus L. HS-SPME-GC-MS/FID [95]
(izomeri) o o
Eucalyptus leucoxylon F. SE-GC-MS [92]
i Muell.
3-0kso-a-jonon N Eucalyptus globulus Labill. USE-GC-MS [116]
Eucalyptus spp. SE, SPE, SOL-NMR [33]
o]
Hedysarum coronarium L. USE-GC-MS [113]

HS-SPME-mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi; USE-ultrazvuc¢na ekstrakcija; DHS-dinamicka ekstrakcija vr$nih
para; SD-parna destilacija; SDE-simultana destilacija-ekstrakcija, SOL-vodena otopina; SE-ekstrakcija otapalom; deriv.-
derivatizacija; GC-plinska kromatografija; MS-spektrometrija masa; FID-plamenoionizacijski detektor; O-olfaktometrija
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Tablica 5. Odabrani primjeri kemijskih markera razli¢itih vrsta meda: derivati benzena

Kemijski marker Struktura Botani¢ko podrijetlo meda Metoda analize Literatura
Salvia officinalis L. USE-GC-MS [81]
coon Calluna vulgaris/Erica spp. HS-SPME-GC-MS [46]
benzojeva kiselina Calluna vulgaris (L.) Hull HS-SPME-GC/O [110]
SE, deriv.-GC-FID/MS [90]
Salix spp. HS-SPME/USE-GC-MS [102]
coon Erica arborea L. SOL, SDE-GC-MS [91]
4-metoksi- Paliurus spina-christi Mill. USE-GC-MS [104]
benzojeva kiselina Castanea crenata Sieb. SE, SPE-HPLC-ESI- [118]
HsCo MS/NMR
345 HsCO cooH  Thymus spp. USE-GC-MS [117]
trimetoksibenzojeva Leptospermum scoparium J.R. SPE-LC-MS/MS [67]
kiselina et G.Forst.
H5CO
OCH;
Salvia officinalis L. USE-GC-MS [81]
p-anisaldehid ©1%  calluna vulgaris/Erica spp. ~ SDE-GC-MS [2]
- Erica arborea L. SOL, SDE-GC-MS [91]
metoksibenzaldehid)  h,co Kunzea ericoides (A. Rich.) J. HS-SPME-GC-MS [5]
Thompson
CHO
3,4- .
. . . Thymus capitatus L. HS-SPME-GC-MS [107]
dimetoksibenzaldehid  Hsco
OCH;g
HsCO CHO Thymus spp. USE-GC-MS [117]
3,4,5- HS-SPME-GC-MS [103,106]
trimetoksibenzaldehid  Hsco Thymus capitatus L. HS-SPME-GC-MS [107]
OCH; Bursaria spinosa Cav. SE-GC-MS [119]
[¢]
Citrus sinensis L. HS-SPME-GC-MS [101]
metil-antranilat o Citrus spp. HS-SPME-GC-MS [103]
SDE-GC-MS [2]

NH,
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metil-siringat

vanilin

metil-vanilat

metil-salicilat

1-feniletanol

acetofenon

4’-metilacetofenon

1-metoksi-4-prop-
2-enilbenzen
(estragol)

H;CO

H3CO
OCH,

HO

<

OCH;

CHO

HO

e

OCH3

OCH;

I
Q
:=O

o

o]

I
@

o :=O
I

OCH,

3% 24

Bursaria spinosa Cav.
Salix spp.
Mentha spp.

Asphodelus microcarpus
Salzm. et Viv.

Hedysarum coronarium L.

Centaurea cyanus L.

Thymus capitatus L.
Thymus spp.

Erica arborea L.

Salix spp.
Salix spp. (medljikovac)

Rosmarinus officinalis L.

Castanea sativa L.

Castanea sativa Mill.

Castanea sativa L.

Castanea sativa Mill.

Tilia spp.

Tilia spp.

SE-GC-MS
USE-GC-FID/MS
USE-GC-MS

HS-SPME, USE-GC-MS

USE-GC-MS
USE- GC-MS/FID

HS-SPME-GC-MS
USE-GC-MS

SOL, SDE-GC-MS

SPME-GC-MS
HS-SPME-GC-MS
DHS-GC-MS

HS-SPME-GC-MS
USE-GC-MS

SDE-GC-FID

HS-SPME-GC-MS
SDE-GC-FID

HS-SPME-GC-MS
SDE-GC-FID
HS-SPME-GC-MS

SDE-GC-FID

[119]
[109]
[83]
[120]

[113]

[121]

[107]
[117]

[91]

[112]
[80]
[122]

[101]
[116]
[105]

[101]
[105]

[103]
[105]
[46]

[105]
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OH
4-metoksifenol /©/
HsCO

2’-aminoacetofenon

(o)
2’-hidroksiacetofenon d‘\
OH
OH
gvajakol
OCHs
HsC OH
3,4,5-
trimetilfenol HaC
CHy
3,5-

dihidroksitoluen

1,3-difenil-
propan-2-on O
o
2-hidroksi-3-
fenilpropanska OH
kiselina oH

Thymelaea hirsuta L.

Calluna vulgaris/Erica spp.

Castanea sativa Mill.

Castanea sativa L.

Calluna vulgaris/Erica spp.

Leptospermum scoparium J.
R. et G. Forst

Calluna vulgaris/Erica spp.

Calluna vulgaris/Erica spp.

Leptospermum polygalifolium
Salisb.

Tolpis virgata (Desf.) Bertol.

Thymus capitatus L.
Thymus spp.
Lavandula spp.
Eucalyptus spp.
Castanea sativa Mill.

Thymus spp.
Calluna vulgaris (L.) Hull
Galactites tomentosa Moench.

Centaurea cyanus L.

HS-SPME-GC-MS

SDE-GC-MS
HS-SPME-GC-MS

SDE-GC-FID
USE-GC-MS

SDE-GC-MS
HS-SPME-GC-MS

SDE-GC-MS

HS-SPME-GC-MS
HS-SPME-GC-MS

HS-SPME-GC-MS

HS-SPME-GC-MS
HS-SPME-GC-MS
SDE-GC-FID/MS
SDE-GC-FID/MS
SDE-GC-FID

HS-SPME-GC-MS

SE, deriv.-GC-FID/MS

SOL-HPLC-DAD
SOL-HPLC-DAD

[107]

[2]
[101]

[105]
[116]

(2]
(5]

(2]

[46]
(5]

[107]

[107]
[106]
[123]
[123]
[105]

[103]
[90]
[124]
[121]
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K
etenil-fenilacetat °
o)

OH
3-fenilpropanol
3-metilbutilbenzen W
CN
fenilacetonitril

X
kumarin
(0] o
skopoletin Fsco AN
(7-hidroksi-6-
metoksi-kumarin) HO o o
skoparon Hico X
(6,7-dimetoksi-
kumarin) HsCO o o

Thymus spp.

Thymelaea hirsuta L.

Thymus capitatus L.

Thymus spp.
Taraxacum spp.
Salix spp.

Citrus unshiu Marc.

Lavandula spp.
Prunus mahaleb L.
Lavandula spp.

Gossypium hirsutum L.

Gossypium hirsutum L.

HS-SPME-GC-MS

HS-SPME-GC-MS

HS-SPME-GC-MS

HS-SPME-GC-MS
HS-SPME-GC-MS
HS-SPME, USE-GC-MS
HS-SPME-GC-MS/FID

SDE-GC-MS
HS-SPME,USE-GC-MS
SDE-GC-FID/MS

USE-GC-MS

USE-GC-MS

[103]

[107]

[107]

[108]
[103]
[102]
[70]

[2]
[115]
[123]

[89]

[89]

HS-SPME-mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi; USE-ultrazvu¢na ekstrakcija; DHS-dinamicka ekstrakcija vr$nih para;

SDE-simultana destilacija-ekstrakcija, SOL-vodena otopina; SE-ekstrakcija otapalom; deriv.-derivatizacija; GC-plinska

kromatografija; MS-spektrometrija  masa;

elektrorasprsenjem

FID-plamenoionizacijski

detektor;

O-olfaktometrija;

ESl-ionizacija
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Tablica 6. Ostali isparljivi kemijski markeri razli¢itih vrsta meda

Kemijski marker Struktura Botani¢ko podrijetlo meda Metoda analize Literatura
[e]
2-metilpropanska Thymus spp. USE-GC-MS [117]
kiselina OH
o
2-metilbutanska Calluna vulgaris (L) Hull  HS-SPME-GC-MS/O [110]
kiselina o
o
metilglioksal Leptospermum scoparium J.R. SPE-UPLC-PDA/MS-MS [125]
B et G. Forst
o Eucalyptus spp. SDE-GC-MS [2]
. SDE-GC-MS/FID [123]
acetoin )
Eucalyptus globulus Labill. USE-GC-MS [116]
OH
o Eucalyptus spp. SDE-GC-MS [2]
HS-SPME-GC-MS 126
3-hidroksi-5- [126]
metilheksan-2-on Eucalyptus globulus Labill. USE-GC-MS [116]
OH
oH Eucalyptus spp. SDE-GC-MS [2]
HS-SPME-GC-MS 126
2-hidroksi-5- [126]
metilheksan-3-on Eucalyptus globulus Labill. USE-GC-MS [116]
o
tridekan /—/—/_/—/—ﬁ Tolpis virgata (Desf.) Bertol.  HS-SPME-GC-MS [107]
OH
Thymelaea hirsuta L. HS-SPME-GC-MS [107]
nonanol Eucalyptus camaldulensis L.  HS-SPME-GC-MS [101]
Castanea sativa L. HS-SPME-GC-MS [101]
CHO Eucalyptus camaldulensis L.  HS-SPME-GC-MS [101]
Hedysarium coronarium L. HS-SPME-GC-MS [101]
nonanal Castanea sativa L. HS-SPME-GC-MS [101]
Eucalyptus globulus Labill. USE-GC-MS [116]
Paliurus spina-christi Mill. HS-SPME-GC-MS [104]
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COOH

Eucalyptus spp. HS-SPME-GC-MS [103]
nonanska kiselina Paliurus spina-christi Mill. HS-SPME, USE-GC-MS [104]
Citrus unshiu Marc. HS-SPME-GC-MS/FID [70]
Thymelaea hirsuta L. HS-SPME-GC-MS [107]
o Lavandula spp. DHS-GC-MS [100]
heksan-1-ol Hedysarium coronarium L. HS-SPME-GC-MS [101]
Lavandula spp. SDE-GC-MS [2]
SDE-GC-FID/MS [123]
CHO
Lavandula spp. DHS-GC-MS [100]
heksanal SDE-GC-MS [2]
SDE-GC-FID/MS [123]

HS-SPME-mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi; USE-ultrazvuéna ekstrakcija; DHS-dinamicka ekstrakcija vr$nih para;
SDE-simultana destilacija-ekstrakcija, GC-plinska kromatografija; MS-spektrometrija masa; FID-plamenoionizacijski
detektor; O-olfaktomerija; UPLC-tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti; PDA-detektor sa nizom fotodioda

Kiralni isparljivi spojevi

Kiralne molekule u prirodi su prisutne kao Cisti enantiomeri (npr. aminokiseline,
ugljikohidrati) ili kao smjese enantiomera u specificnom omjeru (npr. karboksilne kiseline,
alkoholi) [127]. Svaka promjena ovih omjera ukazuje na nedozvoljenu manipulaciju ili na
dodatak sintetskih spojeva [78]. Stoga, kiralna analiza ima razne primjene u kontroli kvalitete,
kao S§to su prepoznavanje patvorenja, kontrola procesa fermentacije, procjena trajnosti
proizvoda, ispitivanje autentiCnosti, kontrola tehnoloskih procesa te ispitivanje bioloSke

aktivnosti [128,129].

Kiralne molekule se razdvajaju upotrebom modernin tehnika (npr. plinska
kromatografija, GC; superkriticna fluidna kromatografija, SFC; tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti, HPLC) [129] koriste¢i kolone (npr. MEGA-DEX DMP [128]; BDEXse
[79]; Chirasil Dex [78]) sa kiralnom stacionarnom fazom (npr. dimetilpentil-B-ciklodekstrin
[128]; permetil-B-ciklodekstrin vezan na silikonski polimer [78]), a detektiraju se uporabom
razli¢itih detektora poput spektrometra masa (MS, engl. mass spectometer), detektora
apsorpcije ultraljubicastog zracenja (engl. ultraviolet (UV) detector), polarimetrijskog
detektora opticke rotacije (engl. optical rotation (OR) detector) i detektora cirkularnog

dikroizma (engl. circular dichroism (CD) detector) [129].

30



3. OPCI DIO

Odredivanje odnosa enantiomera odredenih Kiralnih isparljivih spojeva, kao §to su
terpeni, predstavlja alternativni analiticki pristup odredivanja botani¢kog podrijetla meda.
Kiralni aromati¢ni spojevi prirodnog podrijetla imaju karakteristi¢nu raspodjelu (distribuciju)
enantiomera Sto se pripisuje stereoselektivno kontroliranim biogenetskim mehanizmima
njihovog nastajanja. Pazitna i suradnici (2012) su pokazali da jednodimenzionalna plinska
kromatografija (GC) sa kiralnom stacionarnom fazom ima ograni¢enu mo¢ razdvajanja kiralnih
isparljivih spojeva u sloZenoj matrici. Upotrebom multidimenzionalne (dvodimenzionalne)
plinske kromatografije mogu se odrediti to¢ni enantiomerni omjeri [127]. Verzera i suradnici
(2014) su odredili enantiomerni odnos linaloola i njegovih oksida, te su dobili analogne
rezultate usporedbom cvijeta i meda od agruma. Odnos enantiomera linaloola i njegovih oksida
je ostao stabilan u istrazenim uzorcima meda od agruma i stoga manje podlozan utjecaju raznih
¢imbenika poput vremena skladiStenja meda i péelarske prakse. U svim uzorcima meda od
agruma su najzastupljeniji (+)-enantiomeri linaloola i linalool oksida [128]. Takoder,
usporedbom ekstrakta cvijeta narance, identificiran je isti (+)-enantiomer 8-hidroksilinaloola
kao u ekstraktu odgovaraju¢eg meda [79]. Primjena kombinacije markera, kao u slu¢aju meda
od agruma (metil-antranilat, kofein, (+)-8-hidroksilinalool) moze jo$ pouzdanije ukazati na
odredeni botanicki izvor [79]. Takoder, kao dodatni isparljivi markeri botani¢kog podrijetla

meda od agruma su predlozeni i izomeri sinensala [2].

Raspodjela (distribucija) enantiomera kiralnih isparljivin spojeva je koriStena i u
karakterizaciji meda od repice (Brassica napus L.), divljeg kestena (Aesculus hippocastanum
L.), gorke naran¢e (Citrus aurantium L.), bagrema (Robinia pseudoacacia L.), suncokreta
(Helianthus annuus L.), sitnolisne lipe (Tilia cordata Mill.), maline (Rubus idaeus L.)
upotrebom multidimenzionalne plinske kromatografije [78,127]. Razlike u omjerima aldehida
jorgovana (izomer B) i hotrienola su zapaZene za bagremov med, dok se suncokretov med
razlikovao od ostalih istrazivanih vrsta meda razli¢itim izomernim omjerom trans-linalool
oksida (prevladava 2R,5R-izomer) [127]. Od istrazivanih vrsta meda, jedino u medu od kestena
prevladava trans-(2S,5S)-enantiomer linalool oksida. Stoga, omjer enantiomera trans-linalool
oksida moze posluziti kao marker suncokretovog i kestenovog meda [78]. Takoder, za razliku
od ostalih istrazivanih vrsta meda, u suncokretovom medu prevladava (4S)-enantiomer
terpinen-4-ola [78]. Znacajne razlike u enantiomernom omjeru linaloola su opazene u medu od
repice (veci sadrzaj (R)-linaloola), a enantiomerni omjeri aldehida jorgovana su posluzili za
karakterizaciju meda od agruma, lipe i bagrema [78]. U tablici 7 su prikazani odabrani kiralni

isparljivi markeri razli¢itih vrsta meda.

31



3. OPCI DIO

Tablica 7. Strukture i apsolutna konfiguracija odabranih  kiralnih isparljivih markera
botanickog podrijetla meda

Kemijski marker Struktura Botani¢ko podrijetlo meda Metoda analize Literatura

. Citrus spp. HS-SPME-GC-MS [128]
(3S)-linalool )
Aesculus hippocastanum L.  SPME-GCxGC-FID [78]
(3R)-linalool Brassica napus L. SPME-GCxGC-FID [78]
(6S)-2,6 dimetilokta-
2,7-dien-1,6-diol .
) . Citrus spp. SE-GC-MS [79]
(8-hidroksilinalool)
trans-(2R,5R)-linalool Citrus spp. HS-SPME-GC-MS [128]
oksid Helianthus annuus L. SPME-GCxGC-FID [78]
trans-(2S,5S)-linalool )
) Aesculus hippocastanum L.  SPME-GCxGC-FID [78]
oksid
cis-(2S,5R)-linalool
oksid Citrus spp. HS-SPME-GC-MS [128]
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cis-(2R,5S)-linalool
oksid

(4S)-terpinen-4-ol

(25,2's,5°S) aldehid
jorgovana A

(25,2'R,5'R) aldehid
jorgovana B

(2S,2'R,5°S) aldehid
jorgovana C

(2S,2'S,5'R) aldehid
jorgovana D

(2R,2'R,5°S) aldehid
jorgovana D

Tilia cordata Mill.

Helianthus annuus L.

Citrus aurantium L.
Tilia cordata Mill.

Citrus aurantium L.
Robinia pseudoacacia L.

Citrus aurantium L.
Robinia pseudoacacia L.

Citrus aurantium L.
\ Tilia cordata Mill.

Aesculus hippocastanum L.

SPME-GCxGC-FID

SPME-GCxGC-FID

SPME-GCxGC-FID

SPME-GCxGC-FID

SPME-GCxGC-FID

SPME-GCxGC-FID

SPME-GCxGC-FID

[78]

[78]

[78]

[78]

[78]

[78]

[78]

HS-SPME-mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi; SE-ekstrakcija otapalom; GCxGC-dvodimenzionalna plinska

kromatografija; GC-plinska kromatografija; MS-spektrometrija masa, FID-plamenoionizacijski detektor
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2.5.1.2.Flavonoidi i ostali fenolni spojevi

Fenolni spojevi ¢ine veliku skupinu fitokemikalija koje péele putem nektara, medne rose i
peludi iz biljaka prenose u med [19,125]. Kvalitativni i kvantitativni profil fenolnih spojeva
ima vaznu ulogu u ispitivanju podrijetla uniflornih vrsta meda [43]. Fenolne kiseline i polifenoli
su sekundarni biljni metaboliti i koriste se kao kemotaksonomski markeri u sistematizaciji
biljaka [26], a isto tako mogu posluziti za razlikovanje uniflornih vrsta meda dobivenih iz
razli¢itih sorti i/ili razliCitog geografskog podrijetla [125]. Razvijene su mnoge metode
odredivanja polifenola u medu i propolisu, a zasnivaju se na primjeni kolorimetrije, tankoslojne
kromatografije (TLC), plinske kormatografije (GC), tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) i kapilarne elektroforeze (CE) [71].

Razli¢ite vrste meda mogu se razlikovati u flavonoidnom profilu, kao i u koncentracijama
flavonoida [130]. Uniflorne vrste meda od agruma, lavande, timijana, kadulje, bagrema i dr. se
odlikuju niskim sadrzajem flavonoida (0,66-1,6 mg kg™), dok vrste meda od heljde, facelije,
maslacka, ruzmarina, cvijeta treSnje i dr. imaju relativno visok sadrzaj ukupnih flavonoida
(3,26-6,9 mg kg) [130]. Visok sadrzaj pinocembrina i krizina karakteristi¢an je za bagremov
med. Takoder, u bagremovom medu Schievano i suradnici (2013) su izolirali i identificirali
flavonoid alpinon i to po prvi put u medu [33]. Smatra se da je botani¢ko podrijetlo osnovni
razlog raznolikosti u sadrzaju flavonoida u medu, ali sadrzaj flavonoida je takoder uvelike
ovisan o vrsti i sastavu propolisa [130]. Koli¢ina propolisa u medu ovisi o koli¢ini i raspodjeli
propolisa u kosSnici [131]. Karakteristi¢ni flavonoidi meda od eukaliptusa su miricetin
(3,5,7,3',4',5'-heksahidroksiflavon), tricetin  (5,7,3',4’,5'-pentahidroksiflavon), kvercetin
(3,5,7,3",4"-pentahidroksiflavon), luteolin (5,7,3",4'-tetrahidroksiflavon) i kempferol (3,5,7,4'-
tetrahidroksiflavon) [132]. Takoder, flavonoidi koji potjecu iz propolisa, kao $to su flavononi
pinobanksin i pinocembrin te flavon krizin su identificirani u veéini uzoraka meda od
eukaliptusa, kao i u vecini drugih istrazivanih vrsta meda [132-134]. Miricetin (3,5,7,3',4",5'-
heksahidroksiflavon), luteolin (5,7,3',4'-tetrahidroksiflavon) i tricetin (5,7,3",4',5'-penta-
hidroksiflavon) su glavni flavonoidi identificirani u medu Leptospermum polygalifolium Salisb.
[135]. Hesperetin je koristan marker u odredivanju botani¢kog podrijetla meda od agruma,
buduc¢i da je navedeni flavanon, u obliku glikozida hesperidina (hesperetin-7-O-rutinozid),

identificiran u nektaru agruma [136].

Pazljiva procjena profila fenolnih kiselina, fenolnih estera i aromatskih karbonilnih spojeva

je korisna u odredivanju botanickog podrijetla meda [9]. Fenolne kiseline, poput elaginske u
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medu vrijeska, ruzmarinske u medu timijana, kavene, p-kumarinske, ferulinske u medu od
suncokreta i bagrema, imaju vaznu ulogu u Karakterizaciji uniflornih vrsta meda [134,137].
Jedan od najistaknutijih primjera fenolne kiseline kao specificnog kemijskog markera
botani¢kog podrijetla meda je homogentizinska Kiselina (2,5-dihidroksifeniloctena kiselina)
identificirana u medu planike (Arbutus unedo L.) [43]. Razlike u relativnoj zastupljenosti
fenolnih kiselina u kromatografskim profilima mogu posluziti za razlikovanje manuka i kanuka
vrsta meda. Povecana koncentracija 3,4,5-trimetoksibenzojeve kiseline karakteristi¢na je za
manuka med, dok je 4-metoksifenilmlijecna kiselina Karakteristika kromatografskog profila
kanuka meda [67]. Takoder, usporedbom kromatografskih profila fenolnih kiselina meda od
vrijeska (Erica sp.) i lavande (Lavandula stoechas L.), povecana koncentracija p-kumarinske
kiseline (39%) mozZe ukazivati na botani¢ko podrijetlo meda od vrijeska [138]. Primjeri
flavonoida i ostalih fenolnih spojeva kao kemijskih markera razli¢itih vrsta meda su prikazani

u tablicama 81 9.

Tablica 8. Odabrani primjeri kemijskih markera meda: flavonoidi

Kemijski marker Struktura Botanicko podrijetlo meda Metoda analize Literatura

katehin "™ O o O Melilotus officinalis L. SPE-HPLC-PDA [139]

OCHs

. O Citrus sinensis L. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
hesperetin "o ° oH .

Citrus spp. SPE-HPLC-DAD [140]

miricetin Eucalyptus spp. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [132]
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Eucalyptus spp.

Eucalyptus camaldulensis

tricetin Dehnh.

Leptospermum polygalifolium
Salish.

Eucalyptus spp.

Eucalyptus camaldulensis
Dehnh.

HO

kvercetin
Helianthus annuus L.
Brassica spp.

Salvia officinalis L.

Eucalyptus spp.

Eucalyptus pilligaensis
Maiden

luteolin Leptospermum polygalifolium

Salisb.

HO.

Salvia officinalis L.

apigenin Salvia officinalis L.

OH o

Eucalyptus spp.
O - Rosmarinus officinalis L.
kempferol " © Brassica spp.
O Rosmarinus officinalis L.

Salvia officinalis L.

° O Robinia acacia L.

OH

alpinon ~° O

OH ]

SPE, SOL, SE-HPLC-DAD
SPE, SOL, SE-HPLC-DAD

SPE, SOL, SE-HPLC-DAD

SPE, SOL, SE-HPLC-DAD
SPE, SOL, SE-HPLC-DAD

SPE, SOL, SE-HPLC-DAD

SPE, SOL, SE-HPLC-DAD
SPE, SOL, SE-RP-HPLC-DAD

SPE, SOL, SE-HPLC-DAD
SPE, SOL, SE-HPLC-DAD

SPE, SOL, SE-HPLC-DAD

SPE, SOL, SE-RP-HPLC-DAD

SPE, SOL, SE-RP-HPLC-DAD

SPE, SOL, SE-HPLC-DAD
SPE, SOL, SE-RP-HPLC-DAD
SPE, SOL, SE-HPLC-DAD
SPE, SOL, SE-HPLC-DAD
SPE, SOL, SE-RP-HPLC-DAD

SE, SPE, SOL-NMR

[132]
[141]

[135]

[132]
[134]

[134]

[134]
[142]

[132]
[141]

[135]

[142]

[142]

[132]
[143]
[134]
[134]
[142]

[33]

SPE-ekstrakcija na krutoj fazi; SOL-vodena otopina; SE-ekstrakcija otapalom; PDA-detektor sa nizom fotodioda; DAD-

detektor sa nizom dioda; NMR-nuklearna magnetska rezonancija; HPLC-visokodjelotvorna tekuéinska kromatografija; RP-

HPLC-visokodjelotvorna tekucinska kromatografija reverznih faza
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Tablica 9. Odabrani primjeri kemijskih markera meda: ostali fenolni spojevi

kiselina

Kemijski marker Struktura Botani¢ko podrijetlo meda Metoda analize Literatura
0, OH
Lavandula stoechas L. SPE, SPE-HPLC-DAD [138]
galna kiselina Melilotus officinalis L. SPE-HPLC-PDA [139]
o on Leptospermum spp. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [135]
OH
o Erica spp. SPE-HPLC-DAD [144]
" o SPE, SPE-HPLC-DAD [138]
elaginska Q O o SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
kiselina
o OH
OH .
koji¢na kiselina Leptospermum scoparium  spg-UpLC-PDA/MS-MS [5,125]
HO J. R. et G. Forst
[e]
Castanea sativa Mill. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
0 SPE-HPLC [145]
"ou Helianthus annuus L. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
kavena kiselina
Lavandula spp. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
HO'
L Robinia pseudoacacia L.  SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
Salvia officinalis L. SPE, SOL, SE-RP-HPLC-DAD  [142]
Castanea sativa Mill. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
. o Helianthus annuus L. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
p-kumarinska
isell N Lavandula spp. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
iselina OH
Robinia pseudoacacia L. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
HO Salvia officinalis L. SPE, SOL, SE-RP-HPLC-DAD [142]
- %} -
ferulinska Helianthus annuus L. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
H3CO.
kiselina \ oH  Robinia pseudoacacia L. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
HO'
OH
homogentizinska o
Arbutus unedo L. SOL-HPLC- DAD [75]
HO OH
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ruzmarinska kiselina
HO

HO \ S Thymus capitatus Hoffgg. i SPE-CZE-DAD [137]
COOH LK

[¢]
OH Fagopyrum esculentum L.  SPE-HPLC- DAD [146]

OH

CZE-kapilarna zonska elektroforeza; SPE-ekstrakcija na krutoj fazi; SOL-vodena otopina; SE-ekstrakcija otapalom; UPLC-
tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti; PDA-detektor sa nizom fotodioda; DAD-detektor sa nizom dioda;
NMR-nuklearna magnetska rezonancija; HPLC-visokodjelotvorna tekuc¢inska kromatografija; RP-HPLC-visokodjelotvorna

tekucinska kromatografija reverznih faza

2.5.1.3. Ugljikohidrati

Istrazivanje sastava ugljikohidrata u medu je korisno za ispitivanje autenti¢nosti [9].
Sadrzaj i omjer glavnih monosaharida u medu, fruktoze i glukoze, te omjer glukoze i vode
predstavljaju korisne parametre karakterizacije uniflornih vrsta meda [14]. U gotovo svim
vrstama meda fruktoza je prevladavaju¢i monosaharid, dok je glukoza obi¢no zastupljenija
samo u odredenim vrstama meda, poput meda od repice i maslacka [48]. Uobicajene metode
odredivanja sastava ugljikohidrata u medu se zasnivaju na primjeni teku¢inske kromatografije
visoke djelotvornosti (HPLC) i plinske kromatografije (GC) [147]. Brokl i suradnici (2010) su,
za analizu ugljikohidrata prisutnih u medu prvi upotrijebili metodu koja se zasniva na primjeni
dvodimenzionalne plinske (GCxGC) kromatografije ¢ime su, U usporedbi sa
jednodimenzionalnom (1D) GC, postigli bolje razdvajanje slozene smjese disaharida [148].
Primjenom plinske kromatografije, nakon derivatizacije uzoraka meda, Sanz i suradnici (2004)
su identificirali 16 disaharida i 9 trisaharida [149], a de la Fuente i suradnici (2011) su
kvantitativno odredili 14 disaharida i 21 trisaharid [147]. Ruiz-Matute i suradnici (2010) su
detektirali 25 trisaharida i 10 tetrasaharida medu kojima su trisaharidi planteoza (a-
galaktopiranozil-(1—6)-/-fruktofuranozil-(2— 1)-a-D-glukopiranozid) i a-3"-glukozil-

izomaltoza identificirani prvi put u medu [38].

Uniflorne vrste meda posjeduju veoma sli¢ne kvalitativne kromatografske profile
oligosaharida Sto se moze objasniti ¢injenicom da oligosaharidi u medu nastaju uglavnom
djelovanjem enzima invertaze [26,147]. Osim djelovanja enzima, na profil ugljikohidrata u
medu utjece sastav ishodnih tvari (nektar, medna rosa) iz kojeg je med dobiven. Tako, ako je

odredeni monosaharid prisutan u ve¢oj koncentraciji u nektaru, njegova koncentracija ¢e biti
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povecéana i u medu [150]. U medu suncokreta, Mateo i suradnici (1997) nisu detektirali erlozu
Sto se moZze objasniti niskom koncentracijom saharoze (ishodnog spoja) u nektaru suncokreta
[151]. Takoder, Swallow i suradnici (1990) su iznimno nisku koncentraciju erloze u medu
uljane repice doveli u vezu s niskim sadrzajem saharoze u cvjetovima uljane repice [152].
Analiza ugljikohidrata moze posluziti za razlikovanje vrsta meda veoma sli¢nih fizikalno-
kemijskih karakteristika (boja, pH, elektricna vodljivost) poput medljikovaca i meda od

vrijeska, te meda od ruzmarina i meda od agruma [151].

Rezultati istrazivanja pokazuju da je tesko izdvojiti jedan ili vise ugljikohidrata koji bi
mogli posluziti kao markeri botani¢kog podrijetla meda [48]. Medutim, postoje znacajne razlike
u profilu ugljikohidrata izmedu nektarnih vrsta meda i medljikovaca [20,26]. S ciljem
klasifikacije razli¢itih vrsta meda analiza profila oligosaharida se obi¢no Koristi u kombinaciji
sa statistickom obradom rezultata [9]. Medljikovci imaju veéu koncentraciju oligosaharida,
uglavnom trisaharida melicitoze (O-a-D-glukopiranozil-(1—3)-O-/-D-fruktofuranozil-(2—1)-
a-D-glukopiranozid) i rafinoze (O-a-D-galaktopiranozil-(1—6)-O-a-D-glukopiranozil-/3-D-
fruktofuranozid), koji obi¢no nisu prisutni u nektarnim vrstama meda [48]. Melicitoza se moze
istaknuti kao koristan marker medljikovca [20]. Takoder, u istrazivanju Matea i suradnika
(1997) sadrzaj izomaltoze u medljikovcu je znatno veci nego u istrazivanim nektarnim vrstama
meda [151]. Srednja vrijednost ukupnih ugljikohidrata za nektarni med je veca nego za
medljikovac [20]. U odredbama Direktive Vije¢a EU, kao i u Pravilniku o medu, definirana je
ukupna koli¢ina fruktoze i glukoze za cvjetni med (= 60%) i medljikovac (= 45%) [7,8].
Omjeri odredenih ugljikohidrata mogu posluziti kao korisni parametri za utvrdivanje
botanickog podrijetla meda. Omijer fruktoze i glukoze (F/G) za nektarni med je obi¢no nizi (1)
nego za medljikovac (1,5-2), §to se pripisuje ve¢em sadrzaju glukoze u nektarnom medu [20].
Bagremov i kestenov med su karakterizirani znatno ve¢om vrijednos¢u F/G (1,7 i 1,5), za
razliku od vrijednosti navedenog omjera za med od uljane repice (1) i suncokreta (1,1) [150].
Takoder, omjeri maltoze i izomaltoze, saharoze 1 turanoze, maltoze i turanoze, maltotrioze i
ukupnog sadrzaja rafinoze, erloze, melicitoze se koriste za odredivanje autenti¢nosti uniflornih

vrsta meda [48].
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Tablica 10. Odabrani primjeri kemijskih markera meda: ugljikohidrati

Kemijski spoj

melicitoza
(O-a-D-
glukopiranozil-
(1—3)-0-B-D-
fruktofuranozil-
(2—1)-0-D-
glukopiranozid)

rafinoza
(O-0-D-
galaktopiranozil
-(1-6)-0-a-D-
glukopiranozil-
f-0-

fruktofuranozid)

maltuloza
(a-D-
glukopiranozil-
(1—4)-D-
fruktoza)

maltotrioza
(o-D-
glukopiranosil-
(1—4)-a-b-
glukopiranozil-
(1—4)-b-
glukopiranoza)

turanoza
(O-a-p-
glukopiranozil-
(1—3)-b-
fruktoza)

Struktura Botani¢ko podrijetlo meda Metoda analize Literatura
Quercus ilex L. deriv.-GC-MS [112]
Quercus spp. deriv.-GC-MS [151]
° Gmon (medljikovac)
o L Q Abies spp. deriv.-GC-FID [150]
” T o on Nothofagus spp. SPE-HPAEC-PAD  [153]
o e (medljikovac)
" Rhododendron SOL-NMR [36]
ferrugineum L.
on Quercus ilex L. deriv.-GC-MS [112]
LT » Abies spp. deriv.-GC-FID [150]
on Ji % Castanea sativa Mill. SOL-NMR [36]
Persea americana Mill.  deriv.-GC-MS [112]
. Quercus spp. deriv.-GC-MS [151]
“ on (medljikovac)
or ° Castanea sativa Mill. SOL-NMR [36]
. . L Nothofagus spp. SPE-HPAEC-PAD  [153]
on ° ° o (medljikovac)
° Abies spp. deriv.-GC-MS [112]
N ) frion Robinia pseudoacacia L. SOL-NMR [36]

HPAEC-PAD-anionska izmjenjivacka kromatografija visoke djelotvornosti sa pulsnim amperometrijskim detektorom; SPE-

ekstrakcija na krutoj fazi; SOL-vodena otopina; SE-ekstrakcija otapalom; deriv.-derivatizacija; NMR-nuklearna magnetska

rezonancija; GC-plinska kromatografija; MS-spektrometrija masa; FID-plamenoionizacijski detektor
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2.5.1.4. Aminokiseline 1 ostali spojevi sa duSikom

Istrazivanje profila aminokiselinama prisutnih u medu moze posluziti za odredivanje
botani¢kog, kao i zemljopisnog podrijetla te u kontroli kvalitete meda [40,48]. Pelud je za pcele
najvazniji izvor proteina i aminokiselina [40]. Vecina slobodnih aminokiselina u medu potjece
od pcela, $to moze uzrokovati raznolikost sadrzaja aminokiselina u vrstama meda istog
botani¢kog podrijetla [26]. Prolin, podrijetlom iz péela, je glavha aminokiselina u medu [48].
Osim kao kriterij za procjenu zrelosti meda moze posluziti u otkrivanju patvorenja meda. Tako,
med sa manje od 180 mg kg™ prolina se smatra nezrelim ili patvorenim [20]. Smatra se da su
visoke koncentracije prolina karakteristicne za medljikovce [20]. Medutim, istrazivanja
pokazuju veliku raznolikost u koncentracijama prolina u razli¢itim vrstama meda [26]. Tako,
najveca koncentracija prolina, medu istrazivanim vrstama meda, je pronadena u medu Thymus
ssp. (956 mg kg?l), dok su najmanje koncentracije prisutne u vrstama meda Robinia
pseudoacacia L. (222 mg kg™), Brassica spp. (235 mg kg*), Rhododendron spp. (264 mg kg
1y i Rosmarinus officinalis L. (271 mg kg™) [14,48]. Kako bi se lakse utvrdile razlike u profilima
aminokiselina meda s obzirom na botani¢ko podrijetlo Cesto se rezultati analize obraduju
statistickim metodama, na primjer primjenom analize glavnih komponenata (PCA, principal
component analysis) [154]. Iglesisas i suradnici (2004) su, primjenom razli¢itih metoda
multivarijantne analize, uspjesno razlucili medljikovce od nektarnih vrsta meda na osnovu
razlike u koncentracijama aminokiselina, posebice u sadrzaju glutaminske kiseline i triptofana
[41]. Profil aminokiselina u razli¢itim vrstama meda je veoma sli¢an, ali postoje razlike u
ukupnom sadrzaju, kao i koncentracijama pojedinih aminokiselina prisutnih u medu [26,155].
Tako su Conte i suradnici (1998) usporedbom 17 razli¢itih vrsta meda, u medu od timijana
naveli najvec¢i ukupni sadrzaj aminokiselina [155]. Zatim, lavandin med, u usporedbi sa medom
od eukaliptusa, sadrzi visoku koncentraciju fenilalanina i tirozina [123,154]. Fenilalanin i
tirozin se isti¢u kao korisni parametri za razlikovanje lavandinog meda od ostalih uniflornih
vrsta meda. Tako, visoka koncentracija tirozina posluzila je za razlikovanje lavandinog meda
od ruzmarinovog meda, meda od timijana i meda cvijeta narance [154], dok je visoka
koncentracija fenilalanina posluzila za razlikovanje lavandinog meda od bagremovog meda,
meda od kestena, uljane repice, lipe i suncokreta [156]. Fenilalanin je najzastupljenija
aminokiselina identificirana u medu kineske konopljike (Vitex negundo L.) [157]. Poveéana
koncentracija treonina karakteristicna je za suncokretov med te moze posluziti kao biomarker
[156]. Pirini i suradnici (1998) su aminokiselinu arginin identificirali samo u medu kestena i

istaknuli je kao vazan parametar karakterizacije [158]. lako su Gonzales Paramas i suradnici
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(2006) arginin identificirali i u ostalim istrazivanim vrstama meda, u medu od kestena su ipak
pronasli pove¢anu koncentraciju. Takoder su, u medu od kestena i hrasta, naveli povecane
koncentracije y-aminomasla¢ne kiseline [40]. U istom istrazivanju Su, po prvi put u medu,

identificrali a-aminoadipinsku Kiselinu i homoserin [40].

Osim aminokiselina, u medu su identificirani i ostali spojevi sa duSikom koji mogu
posluziti kao korisni markeri u odredivanju botanickog podrijetla. Kinolinski alkaloidi, poput
kinurenske kiseline, su korisni markeri botanickog podrijetla meda od kestena [159]. Beretta i
suradnici (2009) su u medu od kestena, osim kinurenske kiseline (KA), identificirali i dva nova
pirolidinil-kinolinska alkaloida, 3-pirolidinil-kinurensku kiselinu (3-PKA) i y-laktamski derivat
navedene kiseline (y-LACT-3PKA). Takoder, u medu od kestena su identificirali, po prvi put,
4-kinolon (4-QUIN). U istom istrazivanju, kvantitativni podaci ukazuju na najveci sadrzaj
navedenih alkaloida u medu od kestena [160]. Osim prethodno spomenutih kinolinonskih
alkaloida, Jeong-Yong Cho i suradnici (2015) su, iz meda kestena izolirali i identificirali jos
dva nova spoja, spirodikinolinon i derivat kinurenske kiseline [118]. Metilksantini, odnosno N-
metil derivati 2,6-dioksopurina (ksantina) poput teobromina, kofeina i teofilina predstavlju
vazne biomarkere iz grupe purinskih alkaloida. Kofein i teobromin su pronadeni u medu od
agruma (Citrus spp.) [161]. Medutim, osim kofeina, u medu od mandarine su identificirani i
drugi spojevi sa dusikom karakteristi¢ni za Citrus unshiu Marc. botanicki izvor poput 1H-
indola, 1,3-dihidro-2H-indol-2-ona i fenilacetonitrila [70]. Aromatski amin sinefrin,
identificiran u cvijetu i medu od agruma, je takoder predlozen kao biomarker [163]. Daniels i
suradnici (2016) su u nektaru i medu Leptospermum scoparium sorti izolirali i identificirali
biomarker lepteridin (3,6,7-trimetil-2,4(1H,3H)-pteridindion) [55]. Derivati pteridina, 3,6,7-
trimetil-2,4(1H,3H)-pteridindion i  6,7-dimetil-2,4(1H,3H)-pteridindion, su  znacajni
fluorescentni markeri novozelandskog manuka meda (Leptospermum scoparium J.R. Forst. &
G. Forst) [74]. Budu¢i da su dva navedena spoja strukturno sli¢na riboflavinu i lumikromu,
vjerojatno su dio biosinteze riboflavina [74]. Lumikrom (7,8-dimetilaloksazin) je glavni
produkt razgradnje riboflavina (vitamina B2) u kiselom mediju. Kao marker botani¢kog
podrijetla, uz fenilmlije¢nu kiselinu, identificiran je po prvi put u medu Galactites tomentosa
Moench. [124,164]. Visok sadrzaj lumikroma identificiran je i u Salvia officinalis L. medu i
mednom mjehuru pcela, te zajedno sa riboflavinom  predstavlja koristan parametar
karakterizacije. Odsutsvo fenilmlijecne kiseline u HPLC profilu meda od kadulje moze
posluziti za razlikovanje od ostalih uniflornih vrsta meda [165]. Istovremeno prisustvo

riboflavina, lumikroma i fenilmlije¢ne kiseline karakteristika je HPLC profila meda Centaurea
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cyanus L. [121]. Lumikrom je takoder predlozen kao dodatni marker meda Kunzea ericoides

(A. Rich.) J. Thompson [5] te potencijalni marker meda Mellilotus officinalis L. [139].

Tablica 11. Odabrani primjeri kemijskih markera meda: ostali spojevi sa duSikom

Kemijski marker Struktura Botani¢ko podrijetlo meda Metoda analize Literatura
i Salix spp. (medljikovac) SOL-RP-HPLC-DAD [166]
kinurenska kiselina "N\ Son  Castanea sativa Mill. SOL/SPE-HPLC-DAD-MS-MS  [159]
(4'h'd“:('_‘5' I'_"“;"'d'”s"a _ Castanea spp. SPE-HPLC-DAD-ESI-MS/NMR ~ [160]
iselina
o Castanea crenata Sieb SE, SPE-HPLC-ESI-MS/NMR [118]
_ y-laktam 3-2"- Castanea spp. SPE-HPLC-DAD-ESI-MS/NMR  [160]
pirolidinil)-kinurenske
kiseline Castanea sativa Mill. SE, SPE, SOL-NMR [33]
(y-LACT-3PKA) Castanea crenata Sieb SE, SPE-HPLC-ESI-MS/NMR [118]
Melilotus officinalis L. SPE-HPLC-PDA [139]
Galactites tomentosa SE, SOL-HPLC-DAD-MS/MS [124]
N Moench.
lumikrom N NYO
(7.8 = NH Centaurea cyanus L. SOL-HPLC-DAD [121]
dimetilaloksazin) I Salvia officinalis L. SOL-HPLC-DAD [165]
Kunzea ericoides (A. Rich.) SOL, SPE-UPLC-PDA-MS/MS [5]
J. Thompson
H
N N o
lepteridin I N \"/ Leptospermum spp. SOL-FS/HPLC-DAD [167]
- 74]
. . P N\  Leptospermum scoparium  SE, prep.-HPLC-UPLC- MS- [
(3,6, 7-trimetillumazin) N IR, et G. Forst MS/NMR
o
0]
~ N/ Citrus sinensis L. SE, SPE, SOL-NMR [33]
N
kofein )\ | /> Coffea spp. SOL-NMR [168]
o T N Citrus unshiu Marc. USE-GC-MS/FID [70]
1-H-indol <i© Citrus unshiu Marc. USE-GC-MS/FID [70]
N
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OH
H

N
sinefrin N Citrus spp. USE-HPLC-MS/MS [163]

HO

SPE-ekstrakcija na krutoj fazi; SOL-vodena otopina; SE-ekstrakcija otapalom; UPLC-tekuéinska kromatografija ultravisoke
djelotvornosti; PDA-detektor sa nizom fotodioda; DAD-detektor sa nizom dioda; FS-fluorescentna spektroskopija; prep.-
HPLC-preparativna HPLC; NMR-nuklearna magnetska rezonancija; GC-plinska kromatografija; MS-spektrometrija masa;

ESl-ionizacija elektrorasprSenjem

2.5.1.5. Ostali organski spojevi i mikroelementi

Osim prethodno navedenih, i ostale grupe kemijskih spojeva su takoder korisne za
karakterizaciju meda [48]. Za karakterizaciju razli¢itih vrsta meda koriste se i profili alifatskih
organskih kiselina [42]. Del Nozal i suradnici (1998) su izdvojili limunsku, pirogrozdanu,
glukonsku, jabu¢nu 1 kininsku kiselinu kao najkorisnije kiseline za klasifikaciju istrazivanih
vrsta meda [169]. Tako se med od vrijeska (Erica spp.) od ostalih vrsta meda razlikuje visokim
sadrzajem kininske kiseline, med od hrasta (Quercus spp.) niskim sadrzajem pirogrozdane
kiseline i visokim sadrzajem jabucne i jantarne kiseline te med od timijana (Thymus spp.)
visokim sadrzajem limunske kiseline [169]. Wilkins i suradnici (1995) su u metiliranim dietil-
eterskim ekstraktima novozelandskog meda Knightea excelsa R. Br. identificirali 32 alifatske
dikarboksilne kiseline. Kao markere botanickog podrijetla navedene vrste meda su predlozili
2-metoksibutansku dikiselinu i 4-hidroksi-3-metil-trans-pent-2-ensku dikiselinu [170].
Istrazivanjem ekstrakata 20 razli¢itih vrsta meda, Beretta 1 suradnici (2008) su pokazali da
prisustvo alifatske komponente u dobivenim H NMR profilima moze biti pouzdan marker u

identifikaciji medljikovaca [171].

Biljni hormon abscisinska kiselina (ABA) je prisutna u nektaru i medu odredenih biljnih
vrsta te, obi¢no uz odredivanje kemijskih profila fenolnih kiselina i/ili flavonoida, moze
posluziti kao dodatni biokemijski marker u odredivanju botani¢kog podrijetla meda [172,173].
Ferreres i suradnici (1996) su u nektaru i medu od vrijeska (Erica spp.) izolirali i identificirali
izomere cis,trans- i trans,trans-abscisinske kiseline u koncentracijama od 2,5 do 16,6 mg/100
g meda te ih predlozili kao korisne biomarkere [174]. Medutim, osim u navedenom medu,
visoka koncentracija abscisinske kiseline moze posluziti kao vazan fitokemijski marker Arbutus
unedo L. (33,85 mg/100 g) [75], Leptospermum scoparium J. R. Forst. & G. Forst (32,8 mg/100
g) [135], Leptospermum polygalifolium Salisb. (11,6 mg/100 g) i Heliantus annuus L. (9,35

mg/100 g) [173] vrsta meda. Takoder, pove¢ana koncentracija cis,trans- i trans,trans-ABA
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izomera je pronadena u medu od kadulje (0,26-3,99 mg/100 g) [175], te australskim vrstama
meda Lophostemon conferta (R. Br.) Peter G.Wilson & J. T. Waterh. (1,52 mg /100 g), Banksia
ericifolia L. f. (2,62 mg /100 g), Melaleuca quinquenervia (Cav.) S. T. Blake (3,30 mg /100 g),
te Guioa semiglauca F. Muell. (5,75 mg /100 g ) [3,173]. Navedeni ABA-izomeri su u manjoj
koncentraciji identificirani u medu od repice (0,025-0,25 mg/100 g), lipe (0,050-0,50 mg/100
g), bagrema (0,10-0,25 mg/100 g) [134] i heljde (0,035-0,38 mg/100 g) [172]. Zastupljenost
pojedinog ABA izomera kao i njihov medusoban odnos takoder moze posluziti u karakterizaciji
odredenog botanickog izvora. Primjerice stalan omjer (1:1) cis,trans- i trans,trans-ABA
izomera karakteristican je za med od planike (Arbutus unedo L.) [75], dok je omjer (1:2)
cis,trans- i trans,trans-ABA izomera pronaden u medu od vrbe (Salix spp.) [109]. Takoder,
ABA-izomeri mogu posluziti za razlikovanje nektarnog meda Salix spp. od medljikovca buduéi

da ovi norizoprenoidi nisu prisutni u medljikovcu Salix spp. [3].

Truchado 1 suradnici (2008) su prvi put u sastavu meda identificirali flavonoidne
glikozide [176]. U daljnjem istrazivanju uniflornih vrsta meda, navedeni spojevi su
identificirani u gotovo svim analiziranim uzorcima i karakteristi¢ni su za odredeni botanicki
izvor. Stoga, istrazivanje profila flavonoidnih glikozida povecava broj potencijalnih kemijskih
markera botanickog podrijetla. Primjerice, triglikozid izorhamnetin-3-O-rutinozid-7-O-
heksozid je potencijalni marker Mendicago sativa L. vrste meda, dok je kvercetin-3-O-
rutinozid-7-O-ramnozid glavni flavonolni glikozid identificiran u Brassica napus L. medu
[177]. Truchado i suradnici (2010) su prvi put u sastavu meda identificirali glukozinolate.
Razlike u zastupljenosti i sastavu alifatskih i indolnih glukozinolata u Diplotaxis tenuifolia (L.)
DC. zrelom i nezrelom medu, zajedno sa profilima flavonoidnih-O-glikozida i odgovarajucih
aglikona mogu posluziti kao bioindikatori botani¢kog podrijetla i zrelosti meda [178]. | drugi
glikozidi identificirani u medu, poput leptosperina (metil-siringil-4-O-4-D-gentiobioza) u
manuka medu [179] te 6-O-(B-D-glukopiranozil)-5-D-glukopiranozil-4-(1-hidroksi-1-
metiletil)cikloheksa-1,3-dien-1-karboksilat u medu od lipe [180], imaju znacajnu ulogu u
odredivanju botanickog podrijetla i karakterizaciji meda. Takoder i odredeni Secerni alkoholi
mogu posluziti kao markeri botanickog podrijetla. Na primjer, kvercitol za med hrasta crnike

(Quercus ilex L.) i perseitol za med avokada (Persea americana Mill.) [112].
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Tablica 12. Odabrani primjeri kemijskih markera meda: ostali organski spojevi

Kemijski marker Struktura Botani¢ko podrijetlo meda Metoda analize Literatura
OCH;
Z-me(;?;smlgtanska )vCOOH Knightea excelsa R.Br.  SE, deriv.-GC-MS [170]
ikiselina HOOG
OH
4-hidroksi-3-metil-
trans-pent-2-en Hooc” . X CooH Knightea excelsa R.Br. SE, deriv.-GC-MS [170]
dikiselina S,
perseitol o
(o-glicero-p-galakto- HO%/H/\OH Persea americana Mill.  deriv.-GC-MS [112]
heptitol) OH OH OH
Salix spp. SE, deriv.-GC-FID/MS [94]
Salix spp. SOL-RP-HPLC-DAD [166]
Salix spp. SOL-HPLC-DAD [109]
Arbutus unedo L SE/SOL-HPLC- DAD/MS-MS [75]
abscisinska kiselina OH\ ~ Leptospermum spp. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [135]
(izomeri) o o on Tilia europaea L. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
Robinia pseudoacacia L.  SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
Brassica spp. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
Erica spp. SPE, SOL, SE-HPLC-DAD [134]
Castanea crenata Sieb. SE, SPE-HPLC-ESI-MS/NMR [118]
" Arbutus unedo L. SE/SOL-HPLC- DAD/MS-MS ~ [75]
unedon ) Leptospermum scoparium SPE-UPLC-PDA/MS-MS [125]
OH J. R. et G. Forst
[e]
leptosperin (metil-siringil-4-O-/-D-gentiobioza)
HOH,C o o ocH, Leptospermum scoparium spg- UPLC-PDA-MS/MS [5]
HOT /%0%/0 J.R. et G. Forst
OH
Holo o Leptospermum scoparium SPE, prep. HPLC-NMR/LC-MS  [179]

H3CO

OCH;,

J. R. et G. Forst.

SPE-ekstrakcija na krutoj fazi; SOL-vodena otopina; SE-ekstrakcija otapalom; UPLC-tekucinska kromatografija ultravisoke

djelotvornosti; PDA-detektor sa nizom fotodioda; DAD-detektor sa nizom dioda; ESl-ionizacija elektrorasprienjem; prep.

HPLC-preparativna HPLC; NMR-nuklearna magnetska rezonancija; GC-plinska kromatografija; MS-spektrometrija masa
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Istrazivanja pokazuju da razlike u sastavu makro- i mikroelemenata razlicitih vrsta meda
uglavnom ovise o botanickom podrijetlu, a navedene razlike su najizrazenije izmedu nektarnog
meda i medljikovca [26,181]. Opcenito, sadrzaj pepela, koji odrazava sadrzaj minerala, je u
nektarnom medu manji i iznosi <0,6% (w/w). Navedena vrijednost za medljikovac iznosi 0,64
- 1,1 % (w/w) [20]. Mineralni sastav meda je u uzajamnoj vezi (korelaciji) sa bojom meda. U
usporebi sa tamnijim vrstama meda, svijetle vrste meda imaju nizi sadrzaj minerala [45]. Tamna
boja meda (medljikovac, med od avokada, kestena i vrijeska) je u snaznoj meduvisnosti sa
koncentracijom Ca i mikroelemenata poput As, Cd, Fe i Pb, a svijetlija i smeda boja (med od
agruma, ruzmarina, lavande, eukaliptusa, timijana) je u vezi samo sa sadrzajem Al i Mg [182].
Chudzinska i Baralkiewicz (2010) su uspjeli, primjenom multivarijantne analize, svrstati 55
uzoraka meda u dvije glavne skupine, to jest na nektarni med i medljikovac. Medljikovac se od
nektarnog meda razlikovao na osnovu sadrzaja K, Al, Ni, Cd i Zn, dok su Na, Ba i Pb istaknuti
kao indikatori botani¢kog podrijetla meda od uljane repice [48,183]. Ca, K, Mg, Li, Na, Rb
i Sr su najucinkovitije varijable kod klasifikacije razli¢itih vrsta meda. Prisustvo ovih metala u
medu ovisi prvenstveno o botanickom podrijetlu, karakteristikama tla i agronomskoj praksi.
Takoder, za klasifikaciju su znacajni i Fe, Zn, Cu, Cr, Ni i Al ,Cd ili Pb, ali njihovo prisutvo u
medu je veoma ovisno o onecis¢enju okolisa [184]. Stoga, prilikom istrazivanja sastava

elemenata u medu, potrebno je uzeti u obzir okoli$ne, zemljopisne i botani¢ke ¢imbenike [44].
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3.1. Uzorci meda i biljni izvori

Za istrazivanje je odabrano osam uzoraka uniflornih vrsta meda razli¢itog botani¢kog

podrijetla. Uzorci meda su prikupljeni od profesionalnih pcelara u periodu od 2012. do 2015.

godine. U tablici 13 su prikazane i kratko opisane medonosne biljke od kojih potje¢u istrazivane

uniflorne vrste meda.

Tablica 13. Biljni izvori uzoraka meda

Naziv biljke Slika biljke

Opcée karakteristike

Literatura

maslac¢ak

(Taraxacum officinale
Weber)

zeljasta biljka s duguljastim
prizemnim listovima slozenim
u rozetu i  svijetlozutom
cvjetnom glavicom

cvate od ozujka do svibnja
Siroko rasprostranjena vrsta

raste na podru¢jima od
nizinskih do visokoplaninskih

[185,186]

korijandar

(Coriandrum sativum L.)

jednogodisnja zelen uspravne,
glatke stabljike visoke 30-60
cm

cvjetovi su bijeli ili ruzicasti
cvate od lipnja do kolovoza i
izvrsna je pasa za pcele

dobro uspijeva na lakSoj
zemlji, kojoj ne manjka vapno,
na toplim sunanim i
zaSti¢enim polozajima

[187,188]

crvena djetelina

(Trifolium pratense L.)

zeljasta viSegodiSnja biljka
cvjetovi su  skupljeni u
glaviCaste cvatove

cvate od svibnja sve do jeseni

medonosna biljka koja daje
velike koli¢ine nektara

uzgaja se kao ratarska kultura

u sastavu livadnih zajednica
te na ruderalnim staniStima
raste kao samonikla vrsta

[189-191]
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klasoliki vrisak

(Satureja subspicata Vis.)

polegli ili pridignuti polugrm
visine 8-20 cm

2-5 ljubicastih cvjetova nalazi
se u gustim prividnim
priljenima koji su skupljeni
poput klasa

kasno ljetna medonosna pasa

obicno raste na vjetru
izloZzenim mjestima od 200 do
1800 m nadmorske visine

[192,193]

primorski vrisak

(Satureja montana L.)

trajni i gusti polugrm, visok
20-40 cm

cvjetovi su bijeli i ljubicasto
istockani; razvijaju se po 3-5u
pazuscima listova

cvate od kraja ljeta do jeseni
(najcesce od kolovoza do kraja
listopada)

cvate u vrijeme kad su mnoge
biljke ve¢ ocvale, pa je izvrsna
pcelinja pasa

vrlo medonosna pasa, ali je

zbog Ceste suse i bure dosta
nesigurna

raste po suhim, toplim i
kamenim tlima vapnenackog
podrucja

izrazita mediteranska biljna
vrsta koja raste do 1500 m
nadmorske visine

[188,193,194]

vrtni Cubar

(Satureja hortensis L.)

jednogodisnja biljka razvijena
u obliku niskoga grma
ljubicasti, ruzicasti ili bijeli
dosta sitni cvjetovi se razvijaju
U pazuscima gornjih listova od
lipnja do rujna

raste kao samonikla vrsta na
kamenim, suhim i suncanim
obroncima

[195]
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. obi¢no kultivirane vrste Su
Coffea arabica L. i Coffea
canephora Pierre ex A.
Froehner

. obicno zimzeleni grm ili
polugrm, a kao samonikla
moze biti i do 10 m visoko

kava
stablo [196-198]
Coffea spp.
. cvjetovi su sitni, mirisni i
bijeli
. biljci  pogoduje  sjenovito
mjesto
" uspijeva u podrucjima vece
nadmorske visine
=  jednogodisnja ili dvogodis$nja
biljka, do 50 cm visine
= cvjetovi su cjevasti, skupljeni
galaktites u glavicaste cvatove koji su

(Galactites tomentosa okruzeni trnovitim ovojnim [199,200]

listi¢ima
Moench.)

" cvjeta u srpnju

= raste na suhom i pjeskovitom
tlu

Botani¢ko podrijetlo istrazivanih uzoraka meda je potvrdeno melisopalinoloskom
analizom, prema metodologiji von der Ohe i suradnika (2004) [12] na Zavodu za ribarstvo,
pCelarstvo, lovstvo 1 specijalnu zoologiju Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Peludna zrnaca su analizirana svjetlosnim mikroskopom Hund h 500 (D-Wetzlar, Njemacka)
pri povecanju od 400 do 1000 x i digitalnom kamerom Dino-Lite te softverom Dino Capture
2.0. Za identifikaciju vrste peludi koristeni su literaturni podaci [201,202] i palinoteka Zavoda

za ribarstvo, pcelarstvo, lovstvo i specijalnu zoologiju.

Buduc¢i da su reprezentativni uzorci meda od kave dobiveni na plantazama kave (Coffea
spp.) iz Guatemale (Col) i Kolumbije (Co2), na navedenim uzorcima nije provedena
melisopalinoloska analiza. Stoga je uniflornost navedenog meda zasnovana na lokaciji kosnica
I osobnom iskustvu pcelara. U tablici 14 je naveden najmanji udio peludnih zrnaca iste biljne

vrste prema kojem je utvrdena uniflornost istraZivanih vrsta meda.
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Tablica 14. Najmanji udio peludnih zrnaca u netopljivom sedimentu uniflornih vrsta meda

Udio peludnih zrnaca u netopljivom

Naziv biljne vrste sedimentu (%) Literatura
masle_lé_ak 504* [12,14,203]
(Taraxacum officinale Weber)
korijandar >45% [187]
(Coriandrum sativum L.)
crvena djetelina >A45% [12,204]
(Trifolium pratense L.)
klasoliki vrisak 20% [204]
(Satureja subspicata Vis.)
primorski vrisak 20% [204]
(Satureja montana L.)
vrtni ¢ubar 20% [20 4]
(Satureja hortensis L.)
galaktites 5% [124,205]

(Galactites tomentosa Moench.)

* uz karakteristi¢na senzorska svojstva meda za odredenu biljnu vrstu

3.2. Primjena preparativnih metoda ekstrakcije

Za izolaciju isparljivih spojeva uzoraka koriStene su sljedece ekstrakcijske metode:

» mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi (engl. headspace solid-phase
microextraction, HS-SPME)
» ultrazvuéna ekstrakcija organskim otapalom (engl. ultrasonic solvent extraction, USE)

= ekstrakcija na krutoj fazi (engl. solid-phase extraction, SPE).
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3.2.1. Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME)

Kod mikroekstrakcije vrsnih para na krutoj fazi uzorak se nalazi u hermeticki zatvorenoj
bocici, tzv. vijalici, a isparljivi spojevi se sakupljaju u praznom prostoru iznad uzorka. Za
ekstrakciju vrsnih para se upotrebljava silikonsko vlakno koje se nalazi u sastavu igle [206,207],
a naj¢esc¢i polimerni materijali koji prekrivaju vlakno su poliakrilat, Carbowax, divinilbenzen i
polidimetilsiloksan. Odabirom najpogodnijeg vlakna utjece se na ekstrakciju spojeva razlicitih
veli¢ina, polarnosti i isparljivosti. Potresivanje ili mijeSanje uzorka, smanjenje volumena vr$nih
para, dodatak soli te prilagodavanje pH i temperature su drugi nacini olak$avanja postizanja

ravnoteze i poboljsanja same ekstrakcije [206].

Na osnovu prethodnih istrazivanja za ekstrakciju uzoraka odabrana su dva vlakna
(prema veéem broju izoliranih spojeva): divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS, sivo vlakno debljine filma 50/30 um, Supelco Co., SAD) i
polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB, plavo vlakno debljine filma 65 um, Supelco
Co., SAD). Prije upotrebe, u skladu s uputama proizvodaca, plavo vlakno je aktivirano
kondicioniranjem 30 min na 250 °C i to uvodenjem igle u injektor plinskog kromatografa, dok
je sivo vlakno kondicionirano na isti na¢in 60 min na 270 °C. Nakon kondicioniranja, vlakna
su odmah koriStena za ekstrakciju vr$nih para uzoraka. Na slici 8 je prikazana shema

mikroekstrakcije vrsnih para na krutoj fazi.

1
a) b) H
0
1
| ] H e
¢« — | ' il
; =
vlakno u —
sastavu igle ’ TN
J [ m M % | _—{detektor
— =t ]
uzorak 1\ l ] /| |\ ’ L } J ‘
Lo Xy ho XY o T GC kolona
Magnetska mjesalica Plinski kromatograf

Slika 8. Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME): (a) HS-SPME ekstrakcija

vrs$nih para i (b) termicka desorpcija spojeva sa SPME vlakna
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U staklenu vijalicu volumena 15 mL stavljeno je 5 mL vodene otopine meda (1:1, v/v) i 2 mL
zasiéene otopine NaCl (p.a., Fluka Chemie, Svicarska). Vijalica sa uzorkom je hermeticki
zatvorena ¢epom sa septom te stavljena u vodenu kupelj zagrijanu na 60 °C uz mijeSanje uzorka
(1000 o./min) magentskom mjesalicom (Heidolph MR  herStandard, Njemacka) sa
regulatorom temperature (Heidolph EKT 3001, Njemacka). Vlakno je nakon 15 minuta
uvedeno u vrsne pare iznad uzorka. Nakon uzorkovanja (40 min), vlakno je uvuceno u iglu i
preneseno do GC-MS/FID injektora gdje su komponente desorbirane pri poviSenoj temperaturi
(250 °C, 6 min).

3.2.2. Ultrazvucna ekstrakcija organskim otapalima (USE)

Kod USE, ekstrakcija je olakSana upotrebom ultrazvuka, a sam proces se temelji na
kavitaciji u teku¢em mediju, pri cemu dolazi do boljeg prodiranja otapala u uzorak i stoga veceg

ekstrakcijskog iscrpka [49].

U Erlenmeyerovu tikvicu (100 mL) je odvagano 40 g meda i razrijedeno sa 22 mL
destilirane vode te je uz intenzivno mijeSanje, postupno dodano 1,5 g bezvodnog Na>SOs (p.a.,
Kemika, Zagreb). U tako pripremljenu otopinu meda je dodano 20 mL organskog otapala i
ekstrakcija je provedena 30 minuta u ultrazvu¢noj kupelji (Clean 01, MRC Scientific
Instruments, Ujedinjeno Kraljevstvo) upotrebom indirektne sonifikacije pri frekvenciji 37 kHz
i temperaturi 2543 °C. Za ultrazvuc¢nu ekstrakciju uzoraka koristena su sljedeca otapala

(prethodno prociscena frakcijskom destilacijom):

= smjesa pentan:dietil-eter (1:2, v/v)

= diklormetan.
Nakon provedene ultrazvuéne ekstrakcije, organski sloj je izdvojen centrifugiranjem 5 min na
4000 o/min (Centric 322A, Tehtnica, Slovenija) te je filtriran preko pamuka i bezvodnog
Na>SOs. Ekstrakcija vodenog sloja i odjeljivanje slojeva su ponovljeni jo§ dva puta, na
prethodno opisan nac¢in. Organski ekstrakti su zdruzeni i koncentrirani frakcijskom destilacijom
na manji volumen (do 0,2 mL). Za GC-FID i GC-MS analizu koristen je 1 pL ekstrakta. Za
ekstrakciju uzoraka u ovom istrazivanju su odabrana otapala koja, s obzirom na rezultate

prethodne analize, daju najreprezentativniji profil isparljivih i poluisparljivih spojeva.
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3.2.3. Ekstrakcija na krutoj fazi (SPE)

SPE je tehnika predobrade uzorka, koja se koristi za ekstrakciju, koncentriranje i
prociscavanje. Kod ekstrakcije na krutoj fazi uzorak se propusta kroz kolonu za ekstrakciju
punjenu ¢vrstim sorpcijskim materijalom, a spojevi od interesa se ekstrahiraju iz tekuée na krutu
fazu. Cvrstu fazu (punilo) najéesce &ine sitne porozne &estice silikagela sa vezanom organskom
fazom ili organski polimer, kao $to je umrezeni polistiren. Spojevi koji su se vezali na ¢vrstu
fazu mogu se ukloniti ispiranjem sa odgovaraju¢im otapalom. Na primjer, vec¢ina organskih
spojeva se moze eluirati sa SPE punila organskim otapalima poput acetona, acetonitrila ili

metanola [208].

Ekstrakcija isparljivih i poluisparljivih spojeva na ¢vrstoj fazi je provedena koriste¢i SPE
kolone sa kopolimernim punilom stiren-divinilbenzen (ENVI-Chrom P, Supelco, Sigma-
Aldrich, Njemacka) volumena 6 mL i mase sorbensa 0,5 g). SPE kolone su izravno spojene na
procesor (engl. single tube procesor, Supelco) s kojim se ostvaruje zeljeni protok otapala (2 mL
min). Kondicioniranje ¢vrste faze je provedeno ispiranjem sa 10 mL diklormetana, zatim s 5
mL metanola i 10 mL smjese etanola i destilirane voda (10 %). Med (10 g) je otopljen u 50 mL
destilirane vode. Pripremljena razrijedena vodena otopina meda je propustena kroz SPE kolonu,
a ugljikohidrati su uklonjeni ispiranjem sa 25 mL destilirane vode. Spojevi zadrzani na punilu
su uklonjeni ispiranjem sa 30 mL diklormetana. Dobiveni diklormetanski ekstrakti su
koncentrirani frakcijskom destilacijom na manji volumen, a 1 pL ekstrakta je koristen za GC-
MS/FID analizu.

3.3. Analiza ekstrakata plinskom kromatografijom

Analiza ekstrakata isparljivih i poluisparljivih spojeva istrazivanih uzoraka meda
provedena je plinskom kromatografijom s plameno-ionizacijskim detektorom (GC-FID) te
vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS). Identifikacija
pojedina¢nih pikova na kromatogramu je postignuta usporedbom retencijskih indeksa (RI, u
odnosu na Cg-Cos n-alkane za HP-5MS kapilarnu kolonu) sa literaturom [209] i dostupnim
standardima, kao i usporedbom njihovih spektara masa sa spektrima masa iz Wiley Library 275
MS (Wiley, SAD) i NIST 02 (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg,
SAD) baza podataka. Postotni sastav isparljivih spojeva uzoraka izraCunat je iz povrSine

pikova kromatograma primjenom metode normalizacije (bez korekcijskih faktora), a postoci
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identificiranih komponenti izrazeni su kao srednja vrijednost rezultata dvije GC-FID i GC-MS

analize svakog uzorka.

Za svaki analizirani uzorak, kao rezultat analize dobiveni su sljede¢i podaci:

=  kromatogram ukupne ionske struje,

.....

komponente pojedinog pika iz kromatograma ukupne ionske struje; slicnosti

spektara koji se usporeduju izrazeni su vjerojatnoscu u postotcima,

* vrijeme zadrZavanja pojedine komponente,

= relativni udio pojedine komponente izraZen u postotcima.

3.3.1. Plinska kromatografija sa plameno-ionizacijskim detektorom
(GC-FID)

Analiza plinskom kromatografijom provedena je koriste¢i Agilent Technologies (SAD)

plinski kromatograf (model 7890A) s plameno-ionizacijskim detektorom (GC-FID). Uredaj je

povezan s raCunalom opremljenim programskim paketom (MSD ChemStation Data Analysis).

Karakteristike koristene kapilarne kolone HP-5MS (J&W, SAD) te GC-FID uvjeti rada za

navednu kolonu prikazani su u tablici 15. Injektiranje uzoraka provedeno je pomo¢u SPME

drzaca kod analize vrsnih para te pomocu $price kod analize ekstrakata.

Tablica 15. GC-FID uvijeti za analizu isparljivih i poluisparljvih spojeva meda

GC kolona

plin nositelj

injektor

temperaturni

program kolone

uvjeti rada FID

detektora

solvent delay

HP-5MS nepolarna kapilarna kolona (30 m, duljina; 0,25 mm, unutarnji promjer; 0,25

um, debljina stacionarne faze) sa (5% fenil)-metilpolisiloksan stacionarnom fazom
helij sa protokom 1 mL min

temperatura: 250 °C, volumen injektiranog ekstrakta: 1 uL, omjer cijepanja je 1:50

2 min izotermno na 70 °C, zatim porast temperature od 70 °C do 200 °C (3 °C min™)

temperatura detektora: 300 °C

3 min (kod analize ekstrakata dobivenih metodama USE i SPE)
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3.3.2. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa
(GC-MYS)

Osim GC-FID tehnikom, analiza izoliranih isparljivin spojeva provedena je i
spregnutom tehnikom plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS; Agilent
Technologies, Santa Clara, SAD ) koriste¢i plinski kromatograf model 7890A u kombinaciji s
masenim detektorom model 5975C, spojenim na racunalo. Kao i kod GC-FID tehnike,
odjeljivanje komponenti provedeno je na HP-5MS Kkapilarnoj koloni (J&W, Agilent
Technologies, Santa Clara, SAD), a uvjeti rada plinskog kromatografa (GC) i spektormetra
masa (MS) prikazani su u tablici 15. Injektiranje uzoraka provedeno je ru¢no pomoéu SPME
drzaca za analizu vrSnih para te pomocu Sprice za analizu ekstrakata dobivenih USE i SPE

ekstrakcijskim metodama.

Tablica 16. GC-MS uvjeti za analizu isparljivih i poluisparljvih spojeva meda

GC kolona HP-5MS nepolarna kapilarna kolona (30 m, duljina; 0,25 mm, unutarnji promjer; 0,25 um,

debljina stacionarne faze) sa (5% fenil)-metilpolisiloksan stacionarnom fazom

Plin nositelj helij s protokom 1 mL min-?
Injektor temperatura: 250 °C, volumen injektiranog ekstrakta: 1 uL, omjer cijepanja je 1:50
Temperaturni

2 min izotermno na 70 °C, zatim porast temperature od 70 °C do 200 °C (3 °C min™)
program kolone

Uvjeti rada MS  energija ionizacije: 70 eV, temperatura ionskog izvora: 280 °C, interval snimanja masa:

detektora 30-350 masenih jedinica

solvent delay 3 min (kod analize ekstrakata dobivenih metodama USE i SPE)

3.4. Analiza visokodjelotvornom teku¢inskom kromatografijom
(HPLC)

Kvalitativna i kvantitativana analiza odabranih uzoraka meda (Satureja montana L.,
Satureja hortensis L., Satureja subspicata Vis., Coffea spp.) provedena je tekuéinskom

kromatografijom visoke djelotvornosti sa detektorom sa nizom dioda (engl. diode array
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detector, DAD), koriste¢i Varian ProStar HPLC-DAD sustav opremljen s visokotla¢nom
pumpom Varian system ProStar 230, sustavom za injektiranje Varian system ProStar 410,
detektorom sa nizom dioda SpectroSystem UV 6000 Ip (ThermoSeparation, San Jose, SAD).
Uzorci su homogenizirani i otopljeni u ultracistoj vodi (1:10 w/v), a zatim su filtrirani kroz
membranski filtar (Econofilter RC, Agilent Tehnologies, Milano, Italija; veli¢ina pora 0,45 pum,
promjer 25 mm) te injektirani u HPLC. Prije svakog injektiranja pripremljenog uzorka sustav
je stabiliziran propustanjem pocetnog sastava mobilne faze (% otapala A i otapala B, v/v)

u vremenu od 10 min. Uvjeti rada HPLC-DAD sustava prikazani su u tablici 17.

Tablica 17. HPLC-DAD uvjeti za analizu ciljanih spojeva odabranih vrsta meda

HPLC kolona Phenomenex Gemini Cig kolona 110 A (150 mm, duljina; 4,60 mm, unutarnji promijer;

3 um, veli¢ina estica punila; Chemtek Analitica, Italija)

za uzorak meda Coffea spp.: Phenomenex Kinetex Cig 100 A, dimenzija (duljina;
unutarnji promjer; veli¢ina ¢estica punila: 150 mm, 4,60 mm; 5 um, Chemtek

Analitica, Italija)

mobilna faza fosforna kiselina koncentracije 0,2 mol L™ (otapalo A) i acetonitril (otapalo B),

protok 1 mL min-!
injektor volumen injektiranog uzorka: 10 pL

program linearne Za uzorke meda Satureja montana L. i Satureja hortensis L.: t=0, A:B=85:15 (v/v), u
gradijentne eluacije  vremenu t=30 min vrijednost A:B doseze 60:40 (v/v) , nakon 10 min 40:60 (v/v), zatim
nakon 10 min 100% B (ukupno=50 min)

Za uzorak meda Satureja subspicata Vis.: 5 min 100% (v/v) otapala A, u vremenu t=35
min smanjenje na 20% (v/v), te povecanje na 100% otapala B u t=60 min (ukupno=60

min)
Za uzorak meda Coffea spp.: t=0, A:B=100:0 (v/v), t=5 min, A:B=90:10 (v/v), nakon
15 min, A:B=75:25 (v/v), nakon 10 min 20:80 (v/v), te 100% B do t=50 min
(ukupno=50 min)

uvjeti rada DAD

snimanje pri 210 nm i 280 nm
detektora

ciljani spojevi siringinska kiselina, metil-siringat, tirozin, fenilalanin, 5-hidroksimetilfurfural, koji¢na
kiselina, 4-hidroksifeniloctena kiselina, benzojeva kiselina, teobromin, teofilin, kofein

i lumikrom
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Kromatogrami su snimani na valjnim duljinama 280 nm (siringinska kiselina, metil-siringat,
5-hidroksimetilfurfural, koji¢na Kkiselina, metilksantini, lumikrom, 4-hidroksifeniloctena
kiselina, benzojeva kiselina) i na 210 nm (tirozin i fenilalanin) te su detaljno obradeni
upotrebom ChromQuest V 4.0 softvera (TermoQuest, Rodano, Milano, Italija). Standardne
otopine koji¢ne kiseline, benzojeve kiseline, 4-hidroksifenilmlijecne kiseline, 5-
hidroksimetilfurfurala, metil-siringata, siringinske kiseline su pripremljene u metanolu, a
tirozina, fenilalanina i metilksantina u 0,1 M HCI/CH30OH. Radne otopine standarda su
pripremljene u ultracistoj vodi. Bazdarne krivulje su izradene koriste¢i metodu vanjskog

standarda dovodeci u vezu povrsinu pika sa odgovaraju¢om koncentracijom.

3.4.1. Enantioselektivna analiza visokodjelotvornom tekucinskom
kromatografijom

Ekstrakti meda Galactites tomentosa Moench. dobiveni ultrazvu¢nom ekstrakcijom
otapalima su upareni do suha u struji dusika, a ostatak nakon uparavanja je otopljen u mobilnoj

fazi i analiziran upotrebom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC).

Tablica 18. HPLC-UV, - OR uvijeti za enentioselektivnu analizu 3-fenilmlije¢ne kiseline u

medu Galactites tomentosa Moench.

HPLC kolona Chirallica PST-4 kolona (250 mm, duljina; 4,60 mm, unutarnji promjer; 5 pum,
veli¢ina estica punila; Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb, Hrvatska) sa amiloza

tris-(3,5-dimetilfenilkarbamat) kiralnim selektorom

Mobilna faza otopina propan-2-ola (10%) u heksanu, protok 1 mL min-*
Injektor volumen injektiranog pripravljenog uzorka: 20 pL
Eluacija izokratna

Uvjeti rada UV detektora snimanje pri 220 nm

Uvjeti rada o )
. B opticka rotacija (OR) je mjerena pri 426 nm koriste¢i LED lampu
polarimetrijskog detektora

Ciljani spojevi (+)-3-fenilmlije¢na kiselina i (-)-3-fenilmlije¢na kiselina
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HPLC kromatografski sustav je opremljen sa Knauer Smartline pumpom (Berlin, Njemacka),
CD/UV detektorom (kiralni detektor JASCO 2095 plus, Jasco, Japan), polarimetrijskim (OR,
eng. optical rotation) detektorom (Chiralyser IBZ Messtechnik, Hannover, Njemacka).
Razdvajanje enatiomera provedeno je na kiralnoj koloni (Chirallica PST-4, Institut Ruder
Boskovi¢, Zagreb, Hrvatska). HPLC kromatografski uvjeti uz primjenu detektora apsorpcije
ultraljubicastog zracenja (engl. ultraviolet (UV) detector) i polarimetrijskog detektora opticke

rotacije (engl. optical rotation (OR) detector) prikazani su u tablici 18.
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Rezultati istrazivanja pojedinih vrsta meda su prikazani prema primijenjenim metodama

ekstrakcije i analize.

4.1. Rezultati GC-MS/FID analiza vrsnih para

Rezultati GC-FID i GC-MS analiza vrs$nih para istrazivanih uzoraka meda prikazani su
tabli¢no kao srednja vrijednost rezultata dvije analize svakog uzorka te u obliku odabranih
kromatograma. ldentificirani spojevi su poredani u tablicama prema redosljedu eluiranja s HP-
5MS kolone.

Tablica 19. Udio isparljivih spojeva meda Taraxacum officinale Weber izoliranih HS-SPME
metodom koriste¢i vlakno DVB/CAR/PDMS

Redni

broj Spoj RI? Povrsina pika (%)
1. 2-metilpropanonitril <900 0,6
2. 2-metilbutanonitril <900 2,0
3. 3-metilbutanonitril <900 15
4, 3-metilpentanonitril <900 20,5
5.  3-metilbutanska kiselina (izovalerijanska kiselina) <900 1,3
6. 2-metilbutanska kiselina <900 11
7. 3-metilpentanska kiselina (3-metilvalerijanska kiselina) 941 3,3
8. benzaldehid 965 8,6
0. fenilacetaldehid 1048 0,8
10. cis-linalool oksid 1090 1,2
11. p-cimenen 1095 2,2
12. hotrienol 1106 1,0
13. fenilacetonitril 1140 19,7
14.  aldehid jorgovana™ 1173 0,9
15. metil-fenilacetat 1179 0,8
16. oktanska kiselina 1193 29
17. p-ment-1-en-9-al (isomer 1)** 1217 1,7
18. p-ment-1-en-9-al (isomer 11)** 1219 1,5
19.  etil-2-fenilacetat 1253 1,0
20.  feniloctena kiselina 1269 2,2
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21. nonanska kiselina 1273 2,2
22. 4-vinil-2-metoksifenol 1314 1,3
23. 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on 1354 7,9
24, trans-B-damascenon 1388 7,2
25.  cis-jasmon 1399 1,2
26.  izopropilpseudokumen 1667 0,3
27. benzil-benzoat 1762 1,2

aRI-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; -- spoj nije identificiran; **-tocan izomer nije identificiran

Intenzitet
800000 - 15

700000 A
600000 -
500000 | 11
400000 4
300000 |

12

200000 A 9

100000 -

L A e s e B et L A e e e e e e T A e e L B B S e B B by
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00

Vrijeme/min

Slika 9. Reprezentativni kromatogram ukupne ionske struje isparljivih spojeva meda
Coriandrum sativum L. izoliranih HS-SPME metodom koristec¢i vlakno DVB/CAR/PDMS;

broj pika odgovara broju spoja u tablici 20.
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Tablica 20. Udio

metodom koristec¢i vlakno DVB/CAR/PDMS

isparljivin  spojeva meda Coriandrum sativum L. izoliranih HS-SPME

Redni

broj Spoj RI? Povrsina pika (%)
1. dimetil-sulfid <900 0,1
2. etil-acetat <900 0,1
3. 2-metilpropan-1-ol <900 0,1
4. 3-metilbutan-1-ol (izoamil-alkohol) <900 0,6
5. dimetil-disulfid <900 0,1
6. oktan <900 0,3
7.  alil-izotiocijanat <900 0,6
8. benzaldehid 965 0,2
9. 5—izoprope_niI—2_—metiI—2—vi_ni|tetrahidrofuran 994 95
(trans-anhidrolinalool oksid) ’
10.  etil-heksanoat 1000 0,3
11. oktanal 1004 7.8
12.  5-izopropenil-2-metil-2-viniltetrahidrofuran 1009 3.4
(cis-anhidrolinalool oksid)
13. limonen 1030 0,1
14. fenilacetaldehid 1048 0,1
15. trans-linalool oksid 1076 14,6
16. oktan-1-ol 1080 1,0
17.  cis-linalool oksid 1090 3,3
18. linalool 1101 6,1
19. nonanal 1105 0,9
20. hotrienol 1106 2,1
21. a-izoforon 1124 0,2
22. aldehid jorgovana (izomer 1)** 1147 3,3
23.  aldehid jorgovana (izomer 11)** 1155 53
24. aldehid jorgovana (izomer I11)** 1170 3,1
25.  etil-benzoat 1176 2,0
26. eter kopra 1188 41
27.  p-ment-1-en-8-ol 1194 15
28. etil-oktanoat 1198 3,3
29. alkohol jorgovana™ 1205 2,1
30. p-ment-1-en-9-al (isomer I)** 1219 8,0
31. p-ment-1-en-9-al (isomer I1)** 1221 10,5
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32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.

etil-2-fenilacetat
etil-nonanoat
p-ment-1-en-9-ol
etil-dekanoat
fenil-izotiocijanat”
etil-tetradekanoat

etil-heksadekanoat

1253
1298
1306
1398
1475
1797
1997

0,7
1,4
2,4
0,1
0,2
0,4
0,1

aRI-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; -- spoj nije identificiran; *-spoj uvjetno identificiran (samo

analizom spektra masa); **-to¢an izomer nije identificiran

Tablica 21. Udio isparljivin spojeva meda Trifolium pratense L. (5 uzoraka) izoliranih HS-

SPME metodom koristeéi vlakno DVB/CAR/PDMS

- —
1.  oktan <900 16 10,0 440 485
2. 2-furankarboksaldehid <900 2,2 3,9 287 091
3. benzaldehid 965 7,0 157 11,07 4,38
4.  fenilacetaldehid 1048 10,1 31,2 18,03 11,4
5. trans-linalool oksid 1076 0,2 2,6 1,03 1,36
6. nonanal 1105 2,1 9,1 6,77 4,04
7. aldehid jorgovana (izomer 1)™ 1151 7,6 10,8 953 1,70
8.  aldehid jorgovana (izomer 11)™ 1159 16,1 214 19,27 2,80
9.  aldehid jorgovana (izomer I11)™ 1174 8,3 11,2 9,77 1,45

10.  oktanska kiselina 1193 0,7 2,9 1,63 114
11.  dekanal 1207 1,3 3,6 2,60 1,18
12.  nonanska kiselina 1273 4,1 5,8 503 0,86

2 Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; ® Min.-minimalna vrijednost; ¢ Max.-maksimalna

vrijednost; ¢ Sv.-srednja vrijednost; ¢ SD.-standardna devijacija; **-to¢an izomer nije identificiran
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Tablica 22. Udio isparljivih spojeva meda Satureja subspicata Vis. (5 uzoraka) izoliranih HS-

SPME metodom koriste¢i vlakno DVB/CAR/PDMS

- —
1. dimetil-disulfid <900 2,1 7,1 423 2,58
2. benzaldehid 965 22,7 25,7 23,80 1,65
3. 2-etilheksan-1-ol 1030 54 12,8 8,57 3,81
4.  fenilacetaldehid 1048 26,4 353 30,23 4,58
5.  trans-linalool oksid 1076 2,9 3,5 3,10 0,35
6. cis-linalool oksid 1090 5,6 9,2 7,10 1,87
7. linalool 1101 1,0 3,7 2,07 144
8.  nonanal 1105 0,5 3,2 1,77 1,36
9.  hotrienol 1106 4,2 8,5 583 2,33
10.  2-feniletanol 1116 0,2 2,3 1,17 1,06
11.  benzojeva kiselina 1162 0,5 1,7 1,00 0,62
12.  eugenol 1360 2,7 3,1 297 0,23

a Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; ® Min.-minimalna vrijednost; ¢ Max.-maksimalna

vrijednost; ¢ Sv.-srednja vrijednost; ¢ SD.-standardna devijacija

Tablica 23. Udio isparljivih spojeva meda Satureja montana L. (8 uzoraka) izoliranih HS-

SPME metodom koriste¢i vlakno PDMS/DVB

Redni ) Povrsina pika (%)

broj SPol R —Nine Max.© Sv.¢ SD.¢
1. pentanal 900 0,5 0,7 0,60 0,10

2. 1-(2-furanil)-etanon 914 0,5 0,7 0,60 0,10

3. benzaldehid 965 0,5 2,0 1,35 0,64

4. trans-linalool oksid 1076 0,0 4,2 250 2,04
5.  cis-linalool oksid 1090 3,4 7,7 479 2,01

6. octena kiselina 1091 1,2 1,7 1,43 0,25

7. linalool 1101 0,6 0,7 0,67 0,06

8. hotrienol 1106 75,9 81,7 76,40 5,07

9. 2-feniletanol 1116 0,8 3,2 2,00 1,08
10. a-izoforon 1124 1,3 14 1,37 0,05
11. 4-ketoizoforon 1147 0,9 1,0 0,97 0,06
12. benzojeva kiselina 1162 0,0 0,2 0,10 0,10
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13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

oktanska kiselina
3,7-dimetilokta-1,5-dien-3,7-diol (terpendiol I)
dekanal
2-hidroksi-3,5,5-trimetilcikloheks-2-en-1-on
2-hidroksi-3,5,5-trimetilcikloheks-2-en-1,4-dion
nonanska kiselina

trans-B-damascenon

4-metoksibenzaldehid (p-anisaldehid)

1190
1191
1207
1228
1245
1273
1388
1443

0,3
2,4
0,0
0,8
0,0
0,1
0,0
1,7

0,6
4,8
0,9
0,9
0,4
0,6
0,4
8,3

0,50
3,87
0,37
0,83
0,17
0,43
0,21
4,43

0,17
1,29
0,47
0,06
0,21
0,29
0,17
3,44

3 Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; ® Min.-minimalna vrijednost; ¢ Max.-maksimalna

vrijednost; ¢ Sv.-srednja vrijednost; ¢ SD.-standardna devijacija

Tablica 24. Udio isparljivih spojeva meda Satureja hortensis L. izoliranih HS-SPME metodom
koriste¢i vlakno DVB/CAR/PDMS

Rber‘i?' Spoj RIZ  Povrsina pika (%)
1. dimetil-sulfid <900 0,1
2. etil-acetat <900 0,2
3. furfural <900 3,2
4.  benzaldehid 965 6,1
5. fenilacetaldehid 1048 4,9
6. trans-linalool oksid 1076 6,6
7. cis-linalool oksid 1090 2,3
8. p-cimenen 1095 2,8
9. linalool 1101 3,6

10. hotrienol 1106 22,8
11. 4-ketoizoforon 1147 1,9
12.  aldehid jorgovana (izomer 1)™ 1156 31
13.  aldehid jorgovana (izomer 11)™ 1170 55
14.  aldehid jorgovana (izomer 111)™ 1174 2,0
15. etil-benzoat 1176 2,1
16. p-ment-1-en-8-ol 1194 7,0
17. safranal 1206 7,6
18. alkohol jorgovana ™ 1220 1,5
19. p-ment-1-en-9-al™ 1222 2,8
20. eugenol 1360 0,5
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21.

trans-p-damascenon

1388

0,6

@ Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; **-to¢an izomer nije identificiran

Tablica 25. Udio isparljivih spojeva meda Coffea spp. izoliranih HS-SPME metodom koriste¢i
vlakno DVB/CAR/PDMS

Rb(er(i?l Spoj RI? CI;()lvrélna pika (‘i):)02
1. dimetil- sulfid <900 0,3 -
2. 2-furankarboksaldehid (furfural) <900 50 -
3. a-pinen 941 1,7 1,3
4. izobutil-izovalerat™ 947 6,0 -
5. Dbenzaldehid 965 2,2 0,1
6. B-pinen 984 2,8 -
7. benzil-alkohol 1037 0,8 -
8. fenilacetaldehid 1048 36,6 13,5
9. trans-p-ocimen 1054 - 1,8

10. trans-linalool oksid 1076 8,7 20,5
11. cis-linalool oksid 1091 4,2 12,3
12.  o-terpinolen 1094 1,0 -
13. nonanal 1102 1,0 0,8
14. hotrienol 1106 4,0 425
15. 2-feniletanol 1116 2,0 0,2
16. 4-ketoizoforon 1147 1,2 -
17. nerol oksid 1162 1,2 -
18.  epoksilinalool™ 1178 2,7 -
19. dekanal 1207 - 1,6
20.  3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on 1354 6,8 1,0

2 Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; *-spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektra

masa); **-toc¢an izomer nije identificiran; -- spoj nije identificiran; Col i Co2-dva reprezentativna

uzorka meda Coffea spp. razli¢itog zemljopisnog podrijetla, Guatemala (Col) i Kolumbija (Co2)
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4.2. Rezultati GC-MS/FID analiza USE ekstrakata

Tablica 26. Udio isparljivih spojeva meda Taraxacum officinale Weber izoliranih

ultrazvu¢nom ekstrakcijom (USE) sa otapalima pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v) i diklormetan

Redni ) Povrsina pika (%)
. Spoj RI?
broj otapalo A otapalo B
1. 3-metilpentanonitril <900 2,1 0,8
2. 3-metilbutanska kiselina (izovalerijanska kiselina) < 900 2,0 1,8
3. 2-metilbutanska kiselina <900 0,8 1,7
4. etilbenzen <900 14 -
5.  1,3-dimetilbenzen™ <900 3,2 -
6. 1,2-dimetilbenzen™ <900 0,5 -
7. metil-2-0kso-3-metilpentanoat” 935 4,3 1,2
8. 3—meti|_pentar_1_ska kisel_ina_ 041 29 17
(3-metilvalerijanska kiselina) ’ ’
9. fenilacetonitril 1140 11 0,6
10. benzojeva kiselina 1162 4,8 3,0
11.  5-hidroksimetilfurfural 1230 1,3 2,0
12. feniloctena kiselina 1269 24,0 18,5
13.  4-vinil-2-metoksifenol 1314 0,6 0,6
14.  3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on 1354 9,6 7,1
15. tetradekan 1400 0,5 0,2
16. pentadekan 1500 0,8 0,6
17.  4-hidroksibenzojeva kiselina
(p-salicilna kiselina) 1522 1.3 )
18. 5-aminoindanon 1594 0,8 1,1
19.  heksadekan 1600 0,8 0,7
20.  3-okso-a-damaskon” 1642 1,0 1,2
21.  metil-siringat 1788 0,6 1,1
22.  4-hidroksicimetna kiselina
(p-kumarinska kiselina) 1793 3.9 )
23. 4-hidr_0ks_i-3,5,5-trimetiI-4-(3-oks_o-1- o 1795 25 10.3
butenil)cikloheks-2-en-1-on (dehidrovomifoliol) ’ ’
24.  vomifoliol 1820 0,9 4,2
25.  kofein 1856 - 0,9
26. heksadekan-1-ol 1882 1,2 15
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27. heksadekanska kiselina 1963 2,4 4,5
28.  (Z)-oktadec-9-en-1-ol 2073 3,5 5,8
29. oktadekan-1-ol 2084 0,9 0,6
30. heneikosan 2100 0,5 2,3
31. (Z)-oktadec-9-enska kiselina 2181 0,6 3,1
32. dokosan 2200 - 3,6
33.  trikosan 2300 0,6 2,1

2 Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; otapalo A-pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v); otapalo B-
diklorometan; -- spoj nije identificiran; *-spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektra masa); **-

tocan izomer nije identificiran

Intenzitet
1.5e+07 - 20

1.4e+07 4

22

1.3e+07 -

1.2e+07 4 17
1.1e+07 1] 12 28

le+07 4
9000000 4
8000000 4
7000000 4

6000000 - 26

5000000 4

4000000 A 29

3000000 4

30

2000000

= L — T S L s s e s s e s s B B e A A B e e e S
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00

Vrijeme/min

Slika 10. Reprezentativni kromatogram ukupne ionske struje isparljivih spojeva meda

Coriandrum sativum L. izoliranih USE metodom; broj pika odgovara broju spoja u tablici 27.
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Tablica 27. Udio isparljivih spojeva meda Coriandrum sativum L. izoliranih ultrazvu¢nom
ekstrakcijom (USE) sa otapalima pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v) i diklormetan

- —
Rberz?l Spoj RF Otapf;cl);, r:na plk&(t)ia/(p)))alo B
1. furan-2-metanol <900 - 0,1
2. etilbenzen <900 0,1 -
3. 1,4-dimetilbenzen™ <900 0,6 -
4. trans-linalool oksid 1076 0,4 0,3
5. metil furan-2-karboksilat 1084 - 1,0
6. ?t,;-;;rrgeigllolrta-l,&dien-3,7-dio| 1191 ] 0.2
7. dodekan 1200 - 0,1
8. dekanal 1207 - 0,1
9. 5-hidroksimetilfurfural 1230 - 2,5
i ek o
11. (E)-2,6-dimetilokta-2,7-dien-1,6-diol 1357 2,1 2,9
12. (2)-2,6-dimetilokta-2,7-dien-1,6-diol 1374 15,7 13,2
13. tetradekan 1400 0,6 0,7
14.  4-hidroksi-3-metoksibenzil-alkohol 1484 - 0,1
15.  3,4-dimetoksibenzaldehid (metil-vanilin) 1490 - 0,8

16. pentadekan 1500 0,7 -
17.  3,4-dimetoksibenzil-alkohol

(veratril-alkohol) toat >0 139
18. heksadekan 1600 0,7 0,7
19.  4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehid 1675 - 1,8
20. 3,4,5-trimetoksibenzil-alkohol 1679 26,3 24,7
21. heptadekan 1700 - 0,7
22. metil-siringat 1788 21,6 11,7
23. etil-tetradekanoat 1797 0,8 0,2
24. oktadekan 1800 0,3 0,2
25. vomifoliol 1820 0,9 -
26. heksadekan-1-ol 1882 2,2 3,6
27. etil-heksadekanoat 1997 0,5 0,2
28. (Z)-oktadec-9-en-1-ol 2073 50 8,7
29. oktadekan-1-ol 2084 2,1 2,4
30. etil-(Z2)-oktadec-9-enoat 2188 7,6 1,4
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31. trikosan 2300 15 0,3

2 Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; otapalo A-pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v); otapalo B-
diklorometan; ~-to¢an izomer nije identificiran; -- spoj nije identificiran

Tablica 28. Udio isparljivih spojeva izoliranih ultrazvu¢nom ekstrakcijom (USE) meda

Trifolium pratense L. (5 uzoraka) sa otapalom pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v)

Redni ) . Povrsina pika (%)
broj Spo) M Max: sve S0
1. dekan-1-ol <900 0,4 1,0 0,73 0,29
2. (E)-okt-3-en-2-on” <900 01 0,3 0,26 0,10
3. etilbenzen <900 1,0 2,5 1,83 0,80
4. 1,4-dimetilbenzen™ <900 33 8,3 592 248
5. 1,3-dimetilbenzen™ <900 0,7 1,8 1,18 0,54
6. benzaldehid 965 01 0,1 0,12 0,02
7. fenilacetaldehid 1048 0,1 0,4 0,27 0,15
8. metil furan-2-karboksilat 1084 0,0 0,1 0,08 0,07
9.  3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on (maltol) 1119 2,6 54 3,87 1,40
10. 2 3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on 1145 0,1 06 036 021
11. benzojeva kiselina 1162 0,8 1,0 0,88 0,10
12. 3,7-dimetilokta-1,5-dien-3,7-diol (terpendiol I) 1191 0,0 0,1 0,08 0,07
13.  5-hidroksimetilfurfural 1230 04 0,7 0,56 0,13
14. feniloctena kiselina 1269 1,2 2,2 1,74 0,50
15.  benzen-1,4-diol (hidrokinon) 1278 04 1,1 0,77 0,34
16. dimetil-ftalat 1460 0,7 0,8 0,72 0,04
17. dodekan-1-ol 1466 0,8 15 1,12 0,37
18.  4-metil-2,6-di(1,1-dimetiletil)-fenol 1520 15 3,4 2,34 0,97
19. 4-hidroksibenzojeva kiselina (p-salicilna kiselina) 1558 1,1 2,6 191 0,77
20. 5-aminoindanon 1594 0,3 1,3 0,70 0,55
21. tetradekan-1-ol 1676 0,4 1,0 0,67 0,29
22.  metil-siringat 1744 2,6 91 558 3,27
23.  4-hidroksicimetna kiselina 1793 00 75 349 376
(p-kumarinska kiselina)

24.  vomifoliol 1820 2,4 3,0 2,75 031
25. heksadekan-1-ol 1882 6,6 7,5 7,03 0,43
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26. nonadekan 1900 1,1 26,8 12,69 13,02
27. heksadekanska kiselina 1963 4,6 4.8 472 0,11
28. pinocembrin 2039 0,0 2,5 151 133
29. (2)-oktadec-9-en-1-ol 2073 179 250 21,97 3,63
30. oktadekan-1-ol 2084 54 7.5 6,32 1,07
31. oktadekanska kiselina 2181 04 0,9 063 0,23

2 Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; ® Min.-minimalna vrijednost; ¢ Max.-maksimalna
vrijednost; ¢ Sv.-srednja vrijednost; ¢ SD.-standardna devijacija; *-spoj uvjetno identificiran (samo

analizom spektra masa) ““-to¢an izomer nije identificiran

Tablica 29. Udio isparljivih spojeva izoliranih ultrazvuénom ekstrakcijom (USE) meda

Trifolium pratense L. (5 uzoraka) sa otapalom diklormetan

Redni ) PovrSina pika (%)

broj >p0) A Min.>® Max® Sv.¢ SD.®
1. nonan 900 0,0 01 0,08 0,07
2. fenilacetaldehid 1048 0,0 0,2 0,11 0,11
3. metil-2-furoat 1084 0,5 1,8 1,07 0,65
4. undekan 1100 0,0 3,7 1,55 1,89
5. 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on (maltol) 1119 11,3 20,1 15,77 4,45
6. benzojeva kiselina 1162 0,0 0,5 0,23 0,32
7. 3,7-dimetilokta-1,5-dien-3,7-diol (terpendiol I) 1191 0,0 0,2 0,11 0,16
8.  5-hidroksimetilfurfural 1230 0,9 1,9 133 051
9. feniloctena kiselina 1269 0,0 05 025 0,23
10.  4-vinil-2-metoksifenol 1314 0,5 15 1,00 0,551
11.  2,4,5-trimetilfenol™ 1317 0,0 0,2 0,11 0,11
12. tetradekan 1400 0,5 1,5 1,04 0,52
13.  dimetil-ftalat 1460 0,0 0,2 0,11 0,11
14. dodekan-1-ol 1466 0,0 2,8 1,09 1,48
15.  4-metil-2,6-di(1,1-dimetiletil)-fenol 1520 0,0 15 065 0,74
16. 5-aminoindanon 1594 0,1 1,1 0,58 0,52
17.  heksadekan 1600 0,9 2,0 1,48 0,57
18. siringaldehid 1662 0,0 0,9 043 0,45
19. tetradekan-1-ol 1676 0,1 1.3 0,67 0,61
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20. heptadekan 1700 0,0 37 188 183
21. metil-siringat 1744 54 15,3 10,31 4,97
22. heksadekan-1-ol 1882 7,0 81 7,64 0,56
23.  nonadekan 1900 18 2,5 221 0,40
24. heksadekanska kiselina 1963 0,5 6,3 293 3,01
25.  (Z)-oktadec-9-en-1-ol 2073 17,7 351 26,96 8,77
26. oktadekan-1-ol 2084 6,9 19,1 12,16 6,30
27. dokosan 2200 1,0 23 1,76 0,65
28.  trikosan 2300 0,9 2,9 190 1,02

2 RI-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; ® Min.-minimalna vrijednost; ¢ Max.-maksimalna
vrijednost; ¢ Sv.-srednja vrijednost; ¢ SD.-standardna devijacija **-to¢an izomer nije identificiran

Tablica 30. Udio isparljivih spojeva izoliranih ultrazvuénom ekstrakcijom (USE) meda

Satureja subspicata Vis. (5 uzoraka) sa otapalom pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v)

Redni ) Povrsina pika (%)

broj Spoj RI Min? Max.t Sv.¢ SD.¢
1. 1,4-dimetilbenzen™ <900 0,0 0,3 0,14 0,11

2. 1,3-dimetilbenzen™ <900 0,0 0,2 0,08 0,08

3. dekan 1000 0,0 0,1 0,04 0,06

4. benzojeva kiselina 1162 0,5 4.7 2,22 221

5. 3,4,5-trimetilfenol™ 1331 0,0 0,1 0,06 0,06

6. eugenol 1360 0,0 0,1 0,06 0,06

7. tetradekan 1400 0,0 0.1 0,06 0,06

8. 4-metil-2,6-di(1,1-dimetiletil)fenol 1520 0,2 0,5 0,31 0,13

9. metil-4-metoksibenzoat 1527 0,0 1,1 0,43 0,60
10. heksadekan 1600 0,0 0,6 0,18 0,27
11. 3,4,5-trimetoksibenzaldehid 1608 0,0 0,4 0,14 0,19
12.  siringaldehid 1662 2,1 11,1 7,30 3,96
13. metil-3,4,5-trimetoksibenzoat” 1675 0,0 41 094 1,78
14.  metil-siringat 1744 323 56,1 46,68 10,82
15.  3,4,5-trimetoksibenzojeva kiselina™ 1775 0,0 1,2 0,34 0,53
16. siringinska kiselina 1840 0,0 1,4 0,72 1,02
17. heksadekan-1-ol 1882 2,8 9,4 586 2,70
18. heksadekanska kiselina 1963 1,0 9,4 394 335
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19.
20.
21.
22.

(2)-oktadec-9-en-1-ol
oktadecan-1-ol
heneikosan
oktadekanska kiselina

2073
2084
2100
2178

6,7
2,4
0,0
0,0

27,7
10,4
4,0
0,9

14,27
5,92
0,12
0,22

9,33
2,97
0,18
0,36

2 Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; ® Min.-minimalna vrijednost; ¢ Max.-maksimalna

vrijednost; ¢ Sv.-srednja vrijednost; ¢ SD.-standardna devijacija; *-spoj uvjetno identificiran (samo

analizom spektra masa); **-to¢an izomer nije identificiran

Tablica 31. Udio isparljivih spojeva izoliranih ultrazvuénom ekstrakcijom (USE) meda

Satureja subspicata Vis. (5 uzoraka) sa otapalom diklormetan

- —_—
1. 1,4-dimetilbenzen™ <900 0,0 0,1 0,06 0,06
2. benzojeva kiselina 1162 0,5 4,3 1,76 1,40
3. 2,4-dimetilbenzaldehid™ 1178 0,0 0,1 0,04 0,05
4. 3,7-dimetilokta-1,5-dien-3,7-diol 1191 0,0 0,1 0,06 0,06
5. eugenol 1360 0,0 0,9 0,34 0,34
6. tetradekan 1400 0,0 0,5 0,13 0,17
7. B-kariofilen 1425 0,0 0,1 0,04 0,05
8. 4-metil-2,6-di(1,1-dimetiletil)fenol 1520 0,0 0,6 0,16 0,24
0. heksadekan 1600 0,0 1,3 0,42 0,48

10. 3,4,5-trimetoksibenzaldehid 1608 0,0 0,7 0,20 0,31

11. siringaldehid 1662 4,0 141 880 3,27

12. metil-3,4,5-trimetoksibenzoat” 1675 0,0 0,5 0,22 0,24

13. 3,5-dimetoksi-4-hidroksibenzil-alkohol” 1721 0,0 1,8 0,73 0,88

14, metil-siringat 1744 417 60,1 52,98 7,66

15. 3,4,5-trimetoksibenzojeva kiselina™ 1775 0,0 2,9 0,88 1,18

16. siringinska kiselina 1840 0,0 41 1,15 1,63

17. heksadekan-1-ol 1882 0,6 5,6 3,28 1,66

18. heksadekanska kiselina 1963 1,0 12,7 3,69 4,14

19. eikosan 2000 0,0 1,3 0,32 0,54

20. oktadekanal 2024 0,0 1,0 0,35 043

21. (2)-oktadec-9-en-1-ol 2073 59 18,6 10,82 4,41

22. oktadekan-1-ol 2084 2,1 6,9 442 1,57
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23. heneikosan 2100 0,0 55 1,40 211
24, oktadekanska kiselina 2178 0,0 1,0 0,23 041
25. (2)-oktadec-9-enska kiselina 2181 0,0 0,9 0,22 0,36
26. dokosan 2200 0,0 0,7 0,23 0,29
27. trikosan 2300 0,0 0,9 0,27 0,36

2 Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; ® Min.-minimalna vrijednost; ¢ Max.-maksimalna
vrijednost; ¢ Sv.-srednja vrijednost; ¢ SD.-standardna devijacija; -- spoj nije identificiran; *-spoj

uvjetno identificiran (samo analizom spektra masa); **-to¢an izomer nije identificiran

Tablica 32. Udio isparljivih spojeva izoliranih ultrazvu¢nom ekstrakcijom (USE) meda
Satureja montana L. (8 uzoraka) sa otapalom pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v)

i Povrsina pika (%

Rber((jJ?I Spo) RE Min.>  Max.° - Sv.(d : SD.
1. pentanska kiselina (valerijanska kiselina) 899 0,0 0,1 0,01 0,04
2. 1,3-dimetilbenzen** 900 0,0 0,1 0,01 0,04
3. nonan 900 0,0 0,3 0,14 0,13
4. benzaldehid 965 0,0 0,1 0,04 0,05
5. heksanska kiselina 974 0,0 0,1 0,03 0,05
6. benzil-alkohol 1037 0,0 0,3 0,07 0,11
7. ?ggaig?iigind)roksi—&mdimetil2(3H)—furan0n 1044 0.0 0.1 003 005
8. fenilacetaldehid 1048 0,0 0,3 0,06 0,11
9. 2-feniletanol 1116 0,0 0,7 0,13 0,26

10. 4-ketoizoforon 1147 0,0 0,2 0,03 0,08
11. benzojeva kiselina 1162 0,0 10,3 561 3,60
12.  3,5-dimetilfenol** 1181 0,0 0,1 0,01 0,04
13. dodekan 1200 0,0 0,1 0,01 0,04
14. 1,2-benzendiol 1219 0,0 1,9 0,46 0,75
15. feniloctena kiselina 1269 0,0 1,1 0,27 0,45
16. nonanska kiselina 1273 0,0 0,1 0,03 0,05
17. 1-metoksi-4-propilbenzen (dihidroanetol) 1308 0,0 0,3 0,07 0,13

18. 2-hidroksibenzojeva kiselina
(salicilna kiselina)

19. 3,4,5-trimetoksibenzaldehid 1317 0,0 0,2 0,07 0,10
20. 3,4,5-trimetilfenol™ 1336 0,0 0,1 0,01 0,04

1311 0,0 0,2 0,03 0,08
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21.
22.
23.
24,
25.

26.
27.
28.
29.

30.
31.

32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,

3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on
dekanska kiselina
4-hidroksibenzaldehid
tetradekan

4-metoksibenzojeva kiselina
(p-anisinska kiselina)

4-hidroksibenzil-alkohol
metil-4-hidroksibenzoat
2,6-di-(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol

4-hidroksibenzojeva kiselina
(p-salicilna kiselina)

metil-4-metoksibenzoat

4-hidroksi-3-metoksibenzojeva kiselina
(vanilinska kiselina)

4-hidroksifeniloctena kiselina
heksadekan
metil-p-metoksimandelat
siringaldehid

metil-siringat

siringinska kiselina
heksadekan-1-ol
heksadekanska kiselina
(2)-oktadec-9-en-1-ol
oktadekan-1-ol
(2)-oktadec-9-enska kiselina
dokosan

trikosan

1354
1370
1393
1400

1419

1426
1466
1514

1522

1546

1556

1563
1600
1601
1662
1774
1840
1882
1963
2073
2084
2181
2200
2300

0,0
0,0
0,0
0,0

0,0

0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
2,2
36,2
0,0
0,2
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,2

0,3
0,1
0,2
0,3

0,2

0,6
0,1
0,2

2,4
1,7
0,9

1,4
0,2
4,0
4,1
72,8
2,2
3,7
1,0
9,6
4,0
1,8
51
1,9

0,07 0,11
0,01 0,04
0,03 0,08
004 011
0,04 0,08
0,11 0,22
0,01 0,04
0,10 0,08
0,83 1,08
0,40 0,62
0,21 0,38
0,20 0,53
0,03 0,08
0,76 1,46
18,93 18,86
53,77 14,59
0,56 0,77
1,44 1,28
061 0,37
3,39 3,67
1,40 1,70
0,29 0,67
1,19 1,93
0,69 0,59

3 Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; ® Min.-minimalna vrijednost; ¢ Max.-maksimalna

vrijednost; ¢ Sv.-srednja vrijednost; ¢ SD.-standardna devijacija;**-to¢an izomer nije identificiran
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Tablica 33. Udio isparljivih spojeva izoliranih ultrazvu¢nom ekstrakcijom (USE) meda
Satureja hortensis L. sa otapalom pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v)

Redni

broj Spoj RI Povrsina pika (%)
1. etilbenzen <900 0,1
2. 1,3-dimetilbenzen™ <900 0,3
3. dihidro-3-hidroksi-4,4-dimetil2(3H)-furanon 1044 03
(pantolakton)
4.  fenilacetaldehid 1048 0,4
5.  trans-linalool oksid 1076 0,1
6. metil-2-furoat 1084 0,3
7. 1-(2-furil)-2-hidroksietanon 1087 0,4
8. hotrienol 1106 0,3
9.  2-feniletanol 1116 0,8
10.  4-ketoizoforon 1147 0,1
11.  3,7-dimetilokta-1,5-dien-3,7-diol (terpendiol I) 1191 0,6
12. benzojeva kiselina 1162 2,4
13. 5-hidroksimetilfurfural 1230 1,7
14.  2,3-dihidrobenzofuran 1245 1,0
15.  4-vinil-2-metoksifenol 1314 0,6
16.  8-acetoksilinalool” 1358 1,7
17.  eugenol 1360 0,3
18.  2-(4-metoksifenil)etanol 1377 1,0
19.  tetradekan 1400 0,3
20. 2-etil-3-metoksi-ciklopent-2-en-1-on 1425 0,3
21. 3,4-dimetil-4-hidroksinaftalen-1(4H)-on" 1430 0,6
22. 2,3-dihidro-3,3,5,6-tetrametil-1H-inden-1-on” 1449 0,3
23. metil-vanilat 1527 0,4
24.  4-hidroksi-3-metoksibenzojeva kiselina
(vanilinska kiselina) 1556 14
25.  heksadekan 1600 0,3
26. metil-siringat 1774 54,7
27.  4-hidroksi-3,5,6-trimetil-4-(3-okso-1-butenil) cikloheks-
9-en-1-on 1808 1,9
28. heksadekan-1-ol 1882 2,4
29.  heksadekanska kiselina 1963 1,3
30.  (2)-oktadec-9-en-1-ol 2073 3,6
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31.
32.
33.
34.

oktadekan-1-ol
heneikosan
etil-(Z)-oktadec-9-enoat
trikosan

2084
2100
2188
2300

2,1
5,8
1,0
0,8

2 Rl-retencijski indeksi na HP-5MS Kkoloni; *-spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektra

masa); **-tocan izomer nije identificiran

Tablica 34. Udio isparljivih spojeva izoliranih ultrazvu¢nom ekstrakcijom (USE) meda Coffea
spp. sa otapalima pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v) i diklormetan

. Povrsina pika (%)
Redni .
broj Spoj RI? otapalo A otapalo B
Col Co2 Col Co2
1. 1,4-ksilen <900 0,2 0,1 - -
2. izobutil-izovalerat” 947 0,6 - 0,1 -
3. hotrienol 1106 - 0,1 - -
4. 3, 7-dimetilokta-1,5-dien-3,7-diol
. 1191 0,4 - 0,1 -
(terpendiol I)
5.  5-hidroksimetilfurfural 1230 - 0,1
6. 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on 1354 4,3 - 1,2 -
7. 3,5,5-trimetil-4-(3-0kso-but-1-enil)cikloheks-
. 1663 2,3 - - -
2-en-1-on (3-0kso-a-ionon)
8.  4-hidroksi-3,5,6-trimetil-4-(3-okso-but-1-enil)-
. 1808 3,0 1,3 0,8 1,1
cikloheks-2-en-1-on
9. kofein 1856 59,9 51,0 89,1 90,5
10. heksadekan-1-ol 1882 6,3 3,6 - -
11. teobromin 1925 1,1 1,2 29 2,2
12. heksadekanska kiselina 1963 0,2 1,1 - -
13.  (2Z)-oktadec-9-en-1-ol 2060 12,3 251 3,3 3,3
14. oktadekan-1-ol 2084 4,0 7,7 1,0 1,1

& Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; otapalo A-pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v); otapalo B-

diklorometan; -- spoj nije identificiran; *-spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektra masa);

Col i Co2-dva reprezentativna uzorka meda Coffea spp. razliCitog zemljopisnog podrijetla,
Guatemala (Co1l) i Kolumbija (Co2)
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4.3. Rezultati GC-MS/FID analiza SPE ekstrakta

Tablica 35. Udio isparljivih spojeva izoliranih ekstrakcijom meda Taraxacum officinale Weber
na krutoj fazi (SPE)

Rberi?' Spoj RI®  Povrsina pika (%)
1. 3-metilpentanonitril <900 1,0
2.  3-metilbutanska kiselina (izovalerijanska kiselina) <900 1,4
3. 2-metilbutanska kiselina <900 1,4
4.  1,3-dimetilbenzen™ <900 0,2
5. nonan 900 0,2
6. 3-metilpentanska kiselina (3-metilvalerijanska kiselina) 941 2,2
7. dekan 1000 0,4
8. 1,2,3-trimetilbenzen (hemimeliten) 1002 0,5
9. fenilacetonitril 1140 0,6

10.  benzojeva kiselina 1162 3,2
11.  2,3-dihidrobenzofuran (kumaran) 1245 0,5
12.  feniloctena Kkiselina 1269 19,1
13.  4-vinil-2-metoksifenol 1314 0,8
14.  3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on 1354 7,9
15.  4-hidroksi-3-metoksibenzojeva kiselina

(vanilinska kiselina) 1556 0.7
16.  5-aminoindanon 1594 1,8
17. metil-siringat 1774 11
18. 4—hidroksi—3,5,_5—trimeti_l—4—_(3—okso—1—buteniI)—cikloheks— 1795 19.0

2-en-1-on (dehidrovomifoliol) '
19.  vomifoliol 1820 3,6
20. heksadekan-1-ol 1882 1,9
21. heksadekanska kiselina 1963 3,0
22.  (Z)-oktadec-9-en-1-ol 2073 55
23.  heneikosan 2100 2,0
24.  (Z)-oktadec-9-enska kiselina 2181 3,8
25.  dokosan 2200 9,6
26.  trikosan 2300 3,1

@ Rl-retencijski indeksi na HP-5MS koloni; **-to¢an izomer nije identificiran
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4.4. Rezultati HPLC-DAD analiza

Tablica 36. Spojevi odredeni u medu Satureja subspicata Vis. (5 uzoraka) ciljanom HPLC-
DAD analizom

Redni i Koncentracija (mg kg™)
broj Spoj Min.2 Max.P Sv.° SD.¢
1. kojicna kiselina 11,7 15,4 13,7 1,2
2 tirozin 17,2 59,0 35,6 14,8
3 fenilalanin 52,6 330,3 167,8 80,8
4, 4-hidroksifeniloctena kiselina nd 36,1 21,3 8,1
5 benzojeva kiselina 14,7 48,7 36,4 10,5
6. metil-siringat 92,1 1444 1141 17,8

& Min.-minimalna vrijednost; ® Max.-maksimalna vrijednost; ¢ Sv.-srednja vrijednost;

4 SD.-standardna devijacija; nd-spoj nije detektiran

Tablica 37. Siringil-derivati (siringinska kiselina i metil-siringat) odredeni u medu Satureja

montana L. (8 uzoraka) ciljanom HPLC-DAD analizom

Redni i Koncentracija (mg kg™)
. Spoj -
broj Min.? Max.? Sv.c SD.¢
1. siringinska kiselina 0,11 1,70 0,92 0,61
2. metil-siringat 7,10 39,60 27,98 12,95

aMin.-minimalna vrijednost; ® Max.-maksimalna vrijednost; ¢ Sv.-srednja vrijednost;

d SD.-standardna devijacija

Tablica 38. Spojevi odredeni u medu Satureja hortensis L. ciljanom HPLC-DAD analizom

Redni . Koncentracija (mg kg™)
. Spoj
broj Sv.2 SD.b
1. tirozin 140,4 6,2
2 fenilalanin 282,0 12,5
3. 5-hidroksimetilfurfural 7,2 0,4
4 metil-siringat 39,32 1,1

aSv.-srednja vrijednost; ® SD.-standardna devijacija
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Tablica 39. Spojevi odredeni u medu Coffea spp. ciljanom HPLC-DAD analizom

mAU

Koncentracija (mg kg?)

Rberi?' Spoj Col Co?
Sv.2 SD.P Sv.2 SD.P
1. koji¢na kiselina 8,87 0,53 20,30 1,61
2. tirozin 359,43 25,16 452,00 28,64
3. fenilalanin 363,49 22,69 691,91 50,04
4. 5-hidroksimetilfurfural 7,95 0,52 nd
5. teobromin 93,11 4,40 85,30 3,88
6. teofilin tr 1,43 0,09
7. kofein 83,59 5,96 67,25 4,71
8. lumikrom nd 22,42 1,97

2 Sv.-srednja vrijednost; ® SD.-standardna devijacija; nd-spoj nije detektiran; tr-spoj
prisutan u tragovima; Col i Co2-dva reprezentativna uzorka meda Coffea spp.

razli¢itog zemljopisnog podrijetla, Guatemala (Col) i Kolumbija (Co2)

4007 Uy 6000-260nm
1 Col1 1:10

| . Co1
I
: HN&N} 5 O
3501 o N/
| |
| CHy 0 CH,
' HC, N
N | >
3001 V.
| 0)\'71 N
| He
2501 7
zuu:
1f.n‘.
| 2 ‘
1004
[ 4
I
501 |
. | E 3 ‘
: | | ~| .Ill | "‘ I JI 6 |
EI: ~ "LI vl I\. At I. ._,.:T£rw4.+‘ YA ¥ ‘-"1.1‘ —— — SR S,
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30

min

Slika 11. Reprezentativni HPLC-DAD kromatogram uzorka meda Coffea spp. (Col)

snimljen pri 280 nm; broj pika odgovara broju spoja u tablici 39.
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Slika 12. Reprezentativni HPLC-DAD kromatogram uzorka meda Coffea spp. (Co2)

snimljen pri 280 nm; broj pika odgovara broju spoja u tablici 39.

4.5. Rezultati enantioselektivne analize

Kromatogrami kiralne analize standarda (+)-3-fenilmlije¢ne kiseline dobiveni primjenom
visokodjelotvorne tekuéinske kromatografije normalnih faza na kiralnoj koloni Chirallica PST-
4 su prikazani na slikama 13 i 14. Na slici 14 su prikazani kromatogrami kiralne analize
ekstrakata meda Galactites tomentosa Moench. (5 uzoraka) primjenom kolone Chirallica PST-
4 i polarimetrijskog detektora.
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Slika 13. Kromatogrami kiralne analize (+)-3-fenilmlije¢ne kiseline primjenom OR (a) i UV

(b) detektora
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Slika 14. Kromatogrami kiralne analize ekstrakata meda (pune linije) primjenom
polarimetrijskog detektora (a). Kromatogrami kiralne analize standarda (+)-3-fenilmlijecne
kiseline (isprekidane linije) primjenom OR (a) i UV (b) detektora.
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Cilj ovog istrazivanja je odrediti kemijske profile i ciljane organske spojeve 8 razli¢itih
uniflornih vrsta meda (Taraxacum officinale Weber, Coriandrum sativum L., Trifolium
pratense L., Satureja subspicata Vis., Satureja montana L., Satureja hortensis L., Coffea spp.
i Galactites tomentosa Moench.) te identificirati potencijalne biomarkere botanickog podrijetla.
Uzorci su obradeni komplementarnim preparativnim metodama u cilju dobivanja opseznih
kemijskih profila isparljivih i poluisparljivih spojeva i to mikroekstrakcijom vrsnih para na
krutoj fazi (HS-SPME), ultrazvu¢nom ekstrakcijom otapalima razli¢ite polarnosti (USE) te
ekstrakcijom na krutoj fazi (SPE). Svi dobiveni ekstrakti isparljivih i poluisparljivih spojeva su
analizirani primjenom GC-MS/FID tehnike. SPE metoda je koriStena samo za izolaciju
isparljivih spojeva meda Taraxacum officinale Weber. GC-MS/FID analizom SPE ekstrakta i
diklormetanskog ekstrakta meda Taraxacum officinale Weber dobiveni su kvalitativno i
kvantitativno veoma sli¢ni kromatografski profili. Stoga, za ekstrakciju drugih vrsta meda nije
primjenjena SPE metoda (buduci je primijenjena ekstrakcija diklormetanom). Na odabranim
uzorcima je primijenjena HPLC analiza (Satureja subspicata Vis., Satureja montana L.,
Satureja hortensis L., Coffea spp.) te enantioselektivna HPLC analiza (Galactites tomentosa
Moench.).

5.1. Isparljivi spojevi vrsnih para izolirani HS-SPME metodom

Na osnovu prethodnih istraZivanja, za izolaciju vrSnih para uzoraka SPME metodom
odabrana su dva vlakna sa ovojnicama DVB/CARB/PDMS i PDMS/DVB, a u radu su prikazani

samo rezultati analize na vlaknu pomocu kojeg je izoliran veci broj isparljivih spojeva.

5.1.1. Vr$ne pare meda Taraxacum officinale Weber

Glavni spojevi vr$nih para meda Taraxacum officinale Weber (tablica 19), izolirani
upotrebom DVB/CARB/PDMS vlakna su nitrili (slika 15), medu kojima su najzastupljeniji 3-
metilpentanonitril (20,5%) i fenilacetonitril (19,7%). U manjem postotku identificirani su 2-
metilpropanonitril, 2-metilbutanonitril i 3-metilbutanonitril. Piasenzotto i suradnici (2003)
navode prisustvo nitrila (u rasponu od 0,29 do 2,16 mg kg!) karakteristiénim obiljezjem profila
vr$snih para meda od maslacka [103]. 2-Metilpropanonitril, 2-metilbutanonitril, 3-
metilbutanonitril, 2-butenonitril (toan izomer nije identificiran), 3-butenonitril 1 3-

metilpentanonitril su prethodno identificirani u Taraxacum vrstama meda [210], $to je u skladu
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sa dobivenim rezultatima (tablica 19). Nitrili su, u niskim koncentracijama identificirani
(uvjetno) i u medu uljane repice (2-metilpropanonitril) [47], timijana (fenilacetonitril) [108],
ruzmarina (3-metilbutanonitril i fenilacetonitril) [97], japanske muSmule (nekoliko
kratkolanéanih nitrila) [112], te u medu pamuka (neril- i geranil-nitrili) [89,210]. Spojevi sa
dusikom, poput nitrila, tiocijanata i izotiocijanata, su poznati produkti hidrolize glukozinolata
prisutnin u biljkama porodice Brassicaceae [211]. Naime, melisopalinoloskom analizom
uzorka meda od maslacka, osim peludi T. officinale (Cichoriaceae) je identificiran i pelud
biljaka iz porodice Brassicaceace, koji zajedno sa peludom Salix vrsta predstavlja glavni prateci
pelud. Zanimljivo je spomenuti da je doprinos nektara biljnih vrsta iz porodice Brassicaceae
predlozen kao izvor nitrila u Taraxacum vrstama meda [210]. Glukozinolati su prvi put u

sastavu meda identificirani u Diplotaxis tenuifolia (L.) (Brassicaceae) vrsti meda [178].

L O]

a
3-metilpentanonitril fenilacetonitril
—_ C
)\ 4>7C=N W/\ AN
C
%N
2-metilpropanonitril 2-metilbutanonitril 3-metilbutanonitril

Slika 15. Nitrili prisutni u vr$nim parama meda Taraxacum officinale Weber

Osim nitrila, u vr$nim parama Taraxacum officinale Weber meda pronaden je visok
postotak 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-ona (7,9%). lako navedeni hidroksiketon doprinosi aromi
meda, a njegovo prisustvo je ograni¢eno na odredene vrste meda [69,80,84,94,114,120],
primjerice med od timijana [108], ipak ne mozZe jednozna¢no ukazati na odredeni botanicki
izvor. Nadalje, u vr$nim parama su pronadene i nize alifatske kiseline: 3-metilbutanska kiselina
(1,3%), 2-metilbutanska kiselina (1,1%) i 3-metilpentanska kiselina (3,3%). U ranijem
istrazivanju Piasenzotto 1 suradnici (2003) nisu identificirali navedene kiseline GC-MS
analizom vrsnih para meda od maslacka nakon ekstrakcije na PDMS vlaknu [103]. 3-
Metilbutanska kiselina i 3-metilpentanska kiselina su, u manjem postotku (0,7-1,6% i 1,3-
4,9%), pronadene u vr$nim parama Salix spp. meda [102]. 3-Metilbutanska kiselina je glavni

spoj identificiran u vr$nim parama meda od heljde [172]. Nadalje, identificiran je norizoprenoid
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trans-B-damascenon (7,2%), koji je prethodno pronaden u vr$nim parama meda od maslacka
[103]. Fenilacetaldehid (0,8%) i benzaldehid (8,6%) su uobicajeni Spojevi prisutni u medu, a u
vr$nim parama Salix spp. meda su identificirani kao glavni spojevi [112]. Dio rezultata je
objavljen u radu I. Jerkovi¢, Z. Marijanovi¢, M. Kranjac i A. Radoni¢, 2015. [212].

5.1.2. Vrs$ne pare meda Coriandrum sativum L.

Prema rezultatima analize (tablica 20), glavni spojevi vr$nih para Coriandrum sativum
L. meda su derivati linaloola medu kojima je najzastupljeniji trans-linalool oksid (14,6%). U
uzorku je identificiran i cis-linalool oksid (3,3%) te sam linalool (6,1%). Od drugih derivata
linaloola identificirani su izomeri aldehida i alkohola jorgovana (ukupno 13,8%), trans- i cis-
anhidrolinalool oksidi (ukupno 5,9%). Drugi identificirani spojevi, biogenetski srodni
linaloolu, su dva dijastereomera p-ment-1-en-9-ala (8,0%; 10,5%), eter kopra (3,7%) te spojevi
zastupljeni u manjem postotku p-ment-1-en-9-ol (2,4%) i p-ment-1-en-8-ol (1,5%). Dva
izomera anhidrolinalool oksida su identificirana samo u vr$nim parama meda citrusa [213]. p-
Ment-1-en-9-al je pronaden u medu od japanskog ruja [214], medu od agruma [213] te u
razli¢itim vrstama meda sa Sicilije [101]. U literaturi je eter kopra istaknut kao vazan spoj
kemijskih profila meda od lipe [85] i agruma [213]. U vr$nim parama su, uz oktanal (7,8%),
identificirani i oktan-1-ol (1,0%) te etil-oktanoat (3,3%). Oktanal je prethodno pronaden u medu
od agruma [213] te medu dobivenom iz vrsta roda Prosopis [215]. Takoder je identificirano
nekoliko estera male molekulske mase: etil-acetat, etil-heksanoat, etil-benzoat, etil-fenilacetat,
etil-nonanoat i etil-dekanoat. U istrazivanju Cajke i suradnika (2009), niskomolekularni
aldehidi i esteri su upotrijebljeni za razlikovanje meda sa Korzike od ostalih europskih vrsta
meda [216]. Dva estera, etil-tetradekanoat (0,4%) i etil-heksadekanoat (0,1%) su u vr$nim
parama prisutni u manjim postotcima, vjerojatno zbog veée molekulske mase i manje
isparljivosti. Zanimljivo je spomenuti da su uobicajeni spojevi meda, poput fenilacetaldehida i
benzil-alkohola u vr§nim parama prisutni u iznimno niskim koncentracijama. Identificirani alil-
I fenil-izotiocijanati mogu nastati degradacijom glukozinolata porijeklom iz drugih biljnih
vrsta. Glukozinolati su identificirani u sastavu meda Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. [178], a
pregledom literature nisu pronadeni medu isparljivim spojevima biljke Coriandrum sativum L.

Sto ide u prilog navedoj pretpostavci [217,218].
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Slika 16. Shematski prikaz biosinteze derivata linaloola (preuzeto i prilagodeno iz
Jerkovi¢ i sur., 2013.) [219]

Na slici 16. shematski su prikazani biogenetski odnosi derivata linaloola. Toplina i kiseli
uvjeti unutar kosnice pogoduju odvijanju oksidativne degradacije linaloola [213]. Linalool, spoj
cvjetnog mirisa, je glavni spoj eteri¢nog ulja ploda korijandra [217]. Glavni isparljivi spojevi
stabljike/lis¢a korijandra su dekanal, (E)-dek-2-enal, (E)-undek-2-enal i dodek-2-enal i (E)-

tetradek-2-enal [217]. Istrazivanja biogeneze spojeva jorgovana pokazuju da se aldehidi
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jorgovana izvode iz linaloola, preko (E)-8-hidroksilinaloola i (E)-8-oksolinaloola (slika 16)
[213]. Eter kopra, p-ment-1-en-9-ol i p-ment-1-en-9-al se izvode preko (E)-8-hidroksilinaloola
i 8-hidroksigeraniola nastalog alilnom pregradnjom [213]. Epoksidacijom linaloola nastaje 6,7-
epoksilinalool, koji podlijeZe daljnim reakcijama pri ¢emu nastaju izomeri furanoidnih linalool
oksida te anhidrolinalool oksida. Hotrienol moze nastati iz odgovarajucih (E)/(Z)-izomera

terpenskog diola (2,6-dimetilokta-2,7-dien-1,6-diol) [213] pronadenih u ekstraktima.

Analiza ,,meda“ dobivenog hranjenjem péela ugljikohidratnim sirupom obogaéenim
linaloolom otkriva da je nastanak linalool oksida kao i terpendiola | vjerojatno Kkataliziran
enzimima koje izlucuju pcele. Medutim, aldehidi jorgovana, cis- i trans-anhidrolinalool oksidi,
(E)-8-oksolinalool i (Z)-8-hidroksilinalool nisu identificirani u tako dobivenom ,,medu®, $to
ukazuje da su za njihovu biokonverziju potrebni enzimi iz biljaka [220]. Dio rezultata je
objavljen u radu I. Jerkovié, M. Obradovié, P. M. Ku$ i M. Saroli¢, 2013. [219].

5.1.3. Vrs$ne pare meda Trifolium pratense L.

U kemijskom profilu vr$nih para meda Trifolium pratense L. identificirano je 12 spojeva
(tablica 21), od kojih su najzastupljeniji izomeri aldehida jorgovana. Zastupljenost
pojedina¢nog izomera je U rasponu od 7,6% do 21,4%. Navedeni derivati linaloola mogu nastati
preko (E)-8-hidroksilinaloola, (E)-8-oksolinaloola i alkohola jorgovana ili preko 6,7-
epoksilinaloola, linalool oksida, anhidrolinalool oksida i alkohola jorgovana [3]. Aldehidi
jorgovana su pronadeni u vrSnim parama razli¢itih vrsta meda poput [3,48] Citrus spp. i
Paliurus spina-christi Mill., kao i u Coriandrum sativum L. medu (poglavlje 5.1.2). Medutim,
ovi spojevi su zastupljeniji u vr$nim parama meda Trifolium pratense L. Takoder, moze se
uociti da se u kemijskom profilu vr$nih para meda od crvene djeteline aldehidi jorgovana ne
pojavljuju zajedno sa izomerima alkohola jorgovana i linaloola ili drugih derivata linaloola
(osim trans-linalool oksida zastupljenog u manjem postotku) kao $to je slu¢aj kod drugih vrsta
meda [48]. Drugi kvantitativno znacajni spojevi vrs$nih para meda Trifolium pratense L. su
derivati benzena, fenilacetaldehid (10,1-31,2%) i benzaldehid (7,0-15,7%). Ovi spojevi su ¢esto
prisutni u medu, a nastaju iz aminokiseline fenilalanina [73]. Prisustvo 2-furankarboksaldehida
u vrSnim parama ukazuje na Maillardovu reakciju i Streckerovu degradaciju, a visoka
zastupljenost fenilacetaldehida odrazava degradaciju fenilalanina. Benzaldehid je glavni
isparljivi spoj brazilskog meda Gochnatia velutina (Bong.) Cabrera [221] | meda biljnih vrsta
roda Salix [73]. Identificirane su i dvije nize alifatske kiseline, oktanska (0,7-2,9%) i nonanska
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kiselina (4,1-5,8%). Dio rezultata je objavljen u radu I. Jerkovi¢, A. Radoni¢, M. Kranjac, M.
Zeki¢, Z. Marijanovié, S. Gudi¢ i M. Kliski¢, 2016. [222].

5.1.4. Vrsne pare meda Satureja subspicata Vis.

Glavni spojevi kemijskog profila vr$nih para meda Satureja subspicata Vis. (tablica 22)
su fenilacetaldehid (30,23%) i benzaldehid (23,80%). Navedeni aromati¢ni spojevi, zajedno sa
2-feniletanolom, se mogu pronaéi u kemijskim profilima razlic¢itih vrsta meda. U manjem
postotku su, uz 2-feniletanol (1,17%), prisutni i drugi derivati benzena, eugenol (2,97%) i
benzojeva kiselina (1%). Visok postotak fenilacetaldehida je karakteristika kemijskog profila
vr$nih para meda od timijana (32,9%) i meda od razgranjenog Cepljeza (40,57%), dok je
benzaldehid u vr$nim parama ovih vrsta meda zastupljen u manjem postotku (5,8%, odnosno
1,40%) [108,120]. Takoder, medu identificiranim derivatima benzena u medljikovcu hrasta iz
Spanjolske fenilacetaldehid je najzastupljeniji spoj [223]. Sadrzaj fenilacetaldehida i
benzaldehida je znatno veéi U vrSnim parama meda S. subspicata u usporedbi sa ostalim
Satureja vrstama meda (tablica 23 i1 24). Sliéno, Guyot-Declerck i suradnici (2002),
usporedbom meda od razli¢itih vrsta lavande isti¢u fenilacetaldehid kao kvantitativni marker
meda L. angustifolia x latifolia [224]. Linalool (2,07%), hotrienol (5,83%) i cis/trans-linalool
oksidi (ukupno 10,20%) su glavni terpeni identificirani u vr$nim parama. Medu ostalim
spojevima, 2-etilheksan-1-ol (8,57%) i dimetil-disufid (4,23%), predstavljaju kvantitativno
znacajne sastojke vr$nih para meda S. subspicata. 2-Etilheksan-1-ol je prethodno identificiran
u vr$nim parama meda od agruma, ruzmarina, vrijeska, lavande te medljikovcu [225], kao i u
ekstraktima meda od kazuja (Anacardium occidentale), meda biljnih vrsta roda Croton
[226,227] te meda Gochnatia velutina (Bong.) Cabrera [221]. Wardencki i suradnici (2009)
isti¢u 2-etilheksan-1-ol kao koristan spoj za razlikovanje meda od heljde od ostalih istrazivanih
vrsta meda [228,229]. Dimetil-disulfid (DMDS) je identificiran u mnogim vrstama meda, poput
meda od agruma (Citrus spp.), ruzmarina (Rosmarinus officinalis), timijana (Thymus spp.),
vrijeska (Ericaceae) i lavande (Lavandula spp.), poliflornom medu te medljikovcu [230].
Visoka koncentracija dimetil-disulfida (DMDS) pronadena je u medu eukaliptusa [123,230].

91



6. RASPRAVA

5.1.5. Vr$ne pare meda Satureja montana L.

Najzastupljeniji spojevi vrsnih para meda Satureja montana L. pripadaju razli¢itim
grupama kemijskih spojeva ukljucujuéi terpene, norizoprenoide i derivate benzena. Medu 20
identificiranih spojeva, hotrienol (3,7-dimetilokta-1,5,7-trien-3-0l) je prevladavajuéi spoj
(75,9-81,7%) u svim uzorcima meda (tablica 23). Navedeni spoj, sa slatkom, svjeZzom i
cvjetnom aromom, nastaje dehidratacijom 2,6-dimetilokta-3,7-dien-2,6-diola i vjerojatno
znacajno doprinosi aromi meda [48]. S obzirom na toplinu i kisele uvjete u kosnici, do
dehidratacije polaznog diola moze do¢i i u slu¢aju kada med nije dodatno zagrijavan. Hotrienol
je, urazli¢itim koli¢inama, pronaden i u vr$nim parama drugih vrsta meda. Glavni je sSpoj vr§$nih
para razli¢itih vrsta meda podrijetlom iz porodice Lamiaceae, poput Mentha spp. [83] i
Lavandula spp. [2,231]. Nadalje, hotrienol je glavni aromati¢ni spoj idenificiran analizom
vr$nih para Eucryphia lucida (Labill.) Baill meda [68]. U analiziranim uzorcima meda su
pisutni i drugi derivati linaloola kao $to su cis- i trans-linalool oksidi (4,79 i 2,50%) ili 3,7-
dimetilokta-1,5-dien-3,7-diol (3,87%), ali u manjem postotku. Takoder, u manjem postotku su
identificirani 1 norizoprenoidi a-izoforon (1,37%), 4-ketoizoforon (0,97%) i trans-p-
damascenon (0,21%). Najzastupljeniji spoj medu derivatima benzena je 4-metoksibenzaldehid
(1,7-8,3%). Navedeni spoj, trivijalnog naziva p-anisaldehid, je pronaden u vrS$nim parama
hrvatskih vrsta meda od lipe i kadulje [81,88]. Ovaj derivat skiminskog biosintetskog puta moze
nastati iz cimetne kiseline odlaskom acetatne skupine tijekom nastajanja derivata benzojeve
Kiseline [232]. Benzaldehid i 2-feniletanol su pronadeni u manjem postotku i uobicajeni su
spojevi vr$nih para razli¢itih vrsta meda [48]. Dio rezultata je objavljen u radu I. Jerkovi¢, C.

I. G. Tuberoso, Z. Marijanovi¢, M. Kranjac i M. Malenica-Staver, 2015. [233].

5.1.6. Vrs$ne pare meda Satureja hortensis L.

Primjenom HS-SPME-GC-MS/FID metode koriste¢ci DVB/CAR/PDMS vlakno, u
vr$nim parama meda Satureja hortensis L. je identificiran ukupno 21 spoj (tablica 24). Glavni
spojevi su derivati linaloola, prvenstveno hotrienol (22,8%), zatim izomeri aldehida i alkohola
jorgovana (1,5-5,5 %), cis- i trans-linalool oksidi (2,3 %; 6,6%) i drugi. Hotrienol (3,7-
dimetilokta-1,5,7-trien-3-ol) je ve¢ prethodno pronaden, u razli¢itim koli¢inama, u vr$nim
parama svjezih uzoraka meda dobivenih iz biljnih vrsta Mentha spp. [83], Lavandula spp. [231]

ili Eucryphia lucida (Labill.) Baill [68]. Takoder, hotrienol je glavni spoj vr$nih para meda
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Satureja montana L. (poglavlje 5.1.5.). Stoga se navedeni spoj moze smatrati karakteristikom
vr$nih para meda istrazenih Satureja vrsta. Zanimljivo je spomenuti da su drugi derivati
linaloola zastupljeniji u vr$nim parama meda Satureja hortensis L. u usporedbi sa S. montana
L. i S.subspicata Vis. vrstama meda. Takoder, daljnom usporedbom rezultata je zapazeno da
aldehidi jorgovana, identificirani u vrSnim parama S. hortensis meda, nisu pronadeni u

kemijskim profilima vr$nih para S. montana i S. subspicata meda.

Benzaldehid (6,1%), fenilacetaldehid (4,9%) i etil-benzoat (2,1%) su glavni derivati
benzena identificirani u vr$nim parama, ali buduéi da su prisutni u relativno malim udjelima i
mogu se pronac¢i u mnogim vrstama meda nisu Korisni kemijski markeri. Spojevi identificirani
u vr$nim parama, iz grupe norizoprenoida, su safranal (7,6%), 4-ketoizoforon (1,9%) i trans-f3-
damascenon (0,6%). Dimetil-sulfid (tablica 23) najvjerojatnije potjece iz nektara biljaka
porodice Brassicaceae. Dio rezultata je objavljen u radu I. Jerkovi¢, C. 1. G. Tuberoso, G.
Baranovi¢, Z. Marijanovi¢, M. Kranjac, L. Sve¢njak i P. M. Kus, 2015. [234].

5.1.7. Vr$ne pare meda Coffea spp.

Kemijski sastav i udio isparljivih spojeva u vr$nim parama uzoraka meda Coffea spp.
prikazan je u tablici 25. Glavni spoj identificiran u vr$nim parama uzorka meda Col je derivat
benzena fenilacetaldehid (36,6%), a takoder predstavlja kvantitativno znacajan spoj vr$nih para
uzorka Co2 (13,5%). Nastanak fenilacetaldehida iz fenilalanina prikazan je na slici 17.
Medutim, navedeni spoj ne predstavlja specifican kemijski marker [48]. Ostali derivati benzena
su kvalitativno i kvantitativno zastupljeniji u uzorku Col, no ipak u oba uzorka su prisutni u
niskim postotcima. Glavni sastojak vr$nih para uzorka meda Co2 je derivat linaloola hotrienol
(42,5%), koji je u uzorku Col prisutan u znatno nizem postotku (4,0%). U ve¢im postotcima
su, u oba uzorka (Col; Co2), zastupljeni terpeni, posebice derivati linaloola trans-linalool oksid
(8,7%; 20,5%) i cis-linalool oksid (4,2%; 12,3%). Oba izomera linalool oksida su, u ve¢em
ukupnom udjelu, pronadena u vr$nim parama nekoliko vrsta meda, npr. Amorpha fruticosa L.
[235], Quercus frainetto Ten. [236], kao i u Coriandrum sativum L. vrsti meda (poglavlje
5.1.2.). Takoder, 3-hidroksi-4-fenil-butan-2-on je identificiran u oba uzorka (zastupljeniji u
Col), kao i u drugim vrstama meda [48]. a-Pinen je prethodno identificiran u medu od
suncokreta (Helianthus annuus L.) i medljikovcu brucijskog bora (Pinus brutia Ten.) [3]. Dio
rezultata je objavljen u radu I. Jerkovi¢, C. I. G. Tuberoso, P. M. Kus, Z. Marijanovi¢ i M.
Kranjac, 2014. [162].
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Slika 17. Shematski prikaz nastanka fenilacetaldehida (preuzeto i prilagodeno iz Jerkovic i
sur., 2013.) [73]

5.2. Isparljivi spojevi izolirani USE metodom

Usporedbom razli¢itih otapala s obzirom na ukupni broj izoliranih spojeva, za
ultrazvucénu ekstrakciju uzoraka meda odabrana su otapala diklormetan (otapalo B) i smjesa

pentan:dietil-eter (otapalo A).

5.2.1. USE ekstrakti meda Taraxacum officinale Weber

Isparljivi spojevi identificirani u USE ekstraktima Taraxacum officinale Weber meda
su prikazani u tablici 26. Glavni spoj identificiran u oba ekstrakta je feniloctena kiselina
(produkt sikiminskog biosintetskog puta), a zastupljenija je u pentan:dietil-eterskom ekstraktu
(24%) nego u diklormetanskom ekstraktu (18,5%). Feniloctena kiselina je po prvi put
identificirana u medu od maslacka u ovako visokom postotku. Podrijetlo ove kiseline je
vjerojatno iz nektara vrsta roda Salix. Naime, u Salix spp. nektarnom medu [102] identificirana

je feniloctena kiselina (3,7-18,7%, otapalo A), a pronadena je i u Salix spp. medljikovcu
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(14,3%, otapalo A). Prema objavljenim rezultatima iz ovog istrazivanja [212], pelud Salix spp.
je melisopalinoloskom analizom utvrden kao glavni prate¢i pelud u medu od maslacka.
Opcenito, med Taraxacum spp. je karakteriziran iznimno malim postotokom peludi uz koju je

gotovo stalno prisutna pelud vrsta roda Salix spp. [14,203].

U ekstraktima su u manjem postotku identificirane i druge kiseline, biosintetski srodne
feniloctenoj kiselini, benzojeva (4,8%; 3,0%) i p-kumarinska kiselina (3,9%, otapalo A), koje
su takoder identificirane u medu Salix spp. [102]. Metil-siringat i siringil-derivati su u
ekstraktima identificirani u veoma niskim udjelima i vjerojatno potjecu iz biljnih vrsta porodice
Brassicaceace. Pelud navedene biljne porodice je po zastupljenosti drugi prateé¢i pelud utvrden
u uzorku meda od maslacka. Metil-siringat je u ve¢im postotcima identificiran u medu Brassica
napus L. [237]. Takoder, metil-siringat je jedan od glavnih spojeva identificiran u ekstraktima
meda Salix spp. [109]. Metil-siringat je, u ve¢im koncentracijama pronaden u medu
razgranjenog Gepljeza (>122,6 mg kg') [238], te manuka medu (45 mg kg?) [125,239].
Kvantitativno znacajan sastojak oba ekstrakta, koji je takoder po prvi put identificiran u medu
od maslacka, je dehidrovomifoliol (4-hidroksi-3,5,5-trimetil-4-(3-okso-1-butenil)-cikloheks-2-
en-1-on). lz rezultata analize (tablica 26) je vidljivo da je dehidrovomifoliol 2,5 puta
zastupljeniji u diklormetanskom ekstraktu (19,3%) nego u pentan:dietil-eterskom ekstraktu
(7,5%). Dehidrovomifoliol vjerojatno nastaje razgradnjom abscisinske kiseline (ABA). ABA
je pronadena u Salix spp. nektarnom medu, u kojem je zastupljeniji izomer (Z,E)-ABA (98,2
mg kg™) nego (E,E)-ABA (31,7 mg kg?) [166]. Moze se smatrati da razgradnja ABA i nastanak
dehidrovomifoliola u medu Salix spp. nije dominantna reakcija, buduc¢i da je u Salix spp. medu
dehidrovomifoliol prisutan u iznimno malim koncentracijama [102]. Stoga se
dehidrovomifoliol moze smatrati karakteristicnim za med od maslacka. Med od vrijeska sadrzi
56-264 mg kg* dehidrovomifoliola, dok je sadrzaj navedenog spoja u 8 drugih vrsta meda samo
0,033-6 mg kg* [240]. Strukturno sli¢an spoj, vomifoliol je u niskim postotcima prisutan u oba
ekstrakta, a takoder je zastupljeniji u diklormetanskom ekstraktu (4,2%), nego u pentan:dietil-
eterskom ekstraktu (0,9%). 3-Hidroksi-4-fenilbutan-2-on je identificiran u oba ekstrakta (9,6%;
7,1%). Takoder su identificirani i visi alifatski alkoholi, kiseline i alkani (tj. heksadekan-1-ol,
oktadekan-1-ol, (Z)-oktadec-9-en-1-ol, heksadekanska kiselina, (Z)-oktadec-9-enska Kiselina,
heneikosan, dokosan ili trikosan), koji vjerojatno potjeCu iz okruzenja kosnice [241].
Razgranate nize alifatske kiseline, identificirane u oba ekstrakta, su 3-metilbutanska kiselina
(2,0%; 1,8%), 2-metilbutanska kiselina (0,8%; 1,7%) i 3-metilpentanska kiselina (7,9%; 1,7%).

U ekstraktima su identificirana samo dva nitrila: 3-metilpentanonitril (2,1%; 0,8%) i
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fenilacetonitril (1,1%; 0,6%). U oba ekstrakta je identificiran 5-aminoindanon (0,8%; 1,1%)
koji je prethodno pronaden u Salix spp. medu [109], gdje je takoder zastupljniji u
diklormetanskom ekstraktu. Dio rezultata je objavljen u radu I. Jerkovi¢, Z. Marijanovi¢, M.
Kranjac i A. Radoni¢, 2015. [212].

5.2.2. USE ekstrakti meda Coriandrum sativum L.

U tablici 27 je prikazan kemijski sastav i udio isparljivih spojeva USE ekstrakata meda
Coriandrum sativum L. Glavni spojevi u oba ekstrakta (otapalo A, otapalo B) su oksidirani
derivati metoksibenzena (slika 18) od kojih su najzastupljeniji 3,4,5-trimetoksibenzil-alkohol
(26,3%; 24,7%), metil-siringat (21,6%;11,7%) i 3,4-dimetoksibenzil-alkohol (5,6%;13,9%).
Drugi strukturno srodni spojevi kao $to su 4-metoksibenzil-alkohol (anisil-alkohol), 4-hidroksi-
3-metoksibenzil-alkohol,  3,4-dimetoksibenzaldehid  (metil-vanilin) i  4-hidroksi-3,5-
dimetoksibenzaldehid (siringaldehid) su pronadeni, u manjem postotku, samo u
diklormetanskom ekstraktu. Hegazi i suradnici (2009) su u korijandrovom medu iz Egipta
identificirali sljedece derivate benzena: 3,4-dimetoksibenzojevu kiselinu, 4-hidroksibenzojevu
kiselinu, vanilinsku kiselinu, 3,4-dihidroksibenzojevu kiselinu, 2,3-dimetoksibenzaldehid, 1,4-
dihidroksibenzen i vanilin-alkohol. Potrebno je napomenuti da su navedeni spojevi
identificirani nakon derivatizacije dietil-eterskog ekstrakta meda [242]. Drugu kvantitativno
znacajnu grupu spojeva cine derivati linaloola, tj. (E)- i (2)-2,6-dimetilokta-2,7-dien-1,6-dioli
(ukupno 17,8%; 16,1%). Iako su linalool derivati prevladavajuéi spojevi vr$nih para
korijandrovog meda, navedeni dioli su, zbog vece topljivosti u vodi i manje isparljivosti,
pronadeni samo u ekstraktima. 1zomer 2,6-dimetilokta-2,7-dien-1,6-diola (to¢an izomer nije
odreden) je identificiran u cvjetnom medu od limuna i narance primjenom tzv. purge and trap
metode [243], dok je (E)-2,6-dimetilokta-2,7-dien-1,6-diol dominantan spoj USE ekstrakta
meda od agruma [87]. Navedeni (Z)- i (E)-dioli su identificirani u GC kromatografskom profilu,
nakon derivatizacije dietil-eterskog ekstrakta, novozelandskog meda Carduus nutans L. [244].
U egipatskom medu od korijandra je identificiran diterpen dehidroabietinska kiselina [242].

U malim postotcima je prisutno nekoliko ugljikovodika sa 12 i vise ugljikovih atoma.
Od visih alifatskih spojeva, prevladavajuci su (Z)-oktadec-9-en-1-ol (5%; 8,7%) i etil-(2)-
oktadec-9-enoat (7,6%; 1,4%), a manje zastupljeni su heksadekan-1-ol, oktadekan-1-ol i dr.
(tablica 27). Ovi spojevi se povezuju sa sastavom voska i ne smatraju se specifi¢nim za nijednu

vrstu meda [241]. Devet estera masnih kiselina su prethodno pronadeni u medu korijandra, i to
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monoetil-sukcinat, etil-palmitat, etil-oleat, etil-stearat, metil-12-hidroksi-stearat, decil-

palmitat, oktil-oleat, etil-dokosanoat i etil-tetrakosanoat [242].

CH,OH CH,OH CH,0OH CH,OH
H4CO” i “OCHjg i "OCHj,4 i i ~OCH;
OCH, OCHjs OCH,
3,4,5-trimetoksibenzil- 3,4-dimetoksibenzil- 4-metoksibenzil- 4-hidroksi-3-
alkohol alkohol alkohol metoksibenzil-alkohol
OCHj
1 ~OCHs H3CO 1 OCH; HsCO OCH;
OCH;g
metil-vanilin siringaldehid metil-siringat

Slika 18. Strukture oksidiranih derivata metoksibenzena identificiranih u ekstraktima meda

od korijandra (preuzeto i prilagodeno iz Jerkovi¢ i sur., 2013.) [219]

Najzastupljeniji spojevi identificirani u ekstraktima su derivati Sikiminskog
biosintetskog puta (slika 18), najvjerojatnije nastali preko p-kumarinske kiseline. Reakcije
hidroksilacije/metilacije benzil-alkohola kao osnovnog strukturnog elementa dovode do
nastanka razli¢itih hidroksi/metoksi derivata, npr. 4-hidroksi-3-metoksibenzil-alkohola, 3,4-
dimetoksibenzil-alkohola ili 3,4,5-trimetoksibenzil-alkohola. Buduéi da reakcije redukcije u
medu nemaju prednost nad oksidacijskim reakcijama, moze se pretpostaviti daljna oksidacija
do aldehida (tj. 3,4-dimetoksibenzaldehida, 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehida) i
odgovarajuce karaboksilne kiseline te daljna esterifikacija do metil-siringata. Dio rezultata je
objavljen u radu I. Jerkovi¢, M. Obradovi¢, P. M. Ku$ i M. Saroli¢, 2013. [219].
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5.2.3. USE ekstrakti meda Trifolium pratense L.

Prema rezultatima analize meda Trifolium pratense L. dominantni spojevi u oba
ekstrakta (otapalo A; otapalo B) su visi alifatski ugljikovodici i alkoholi (tablice 28 i 29). Medu
ekstrahiranim spojevima najzastupljniji je (Z)-oktadec-9-en-1-ol (17,9-25,0%; 17,7-35,1%) te
nonadekan (1,1-26,8%; 1,8-2,5%), heksadekan-1-ol (6,6-7,5%; 7,0-8,1%), oktadekan-1-ol (5,4-
7,5%; 6,9-19,1%) i heksadekanska kiselina (4,6-4,8%; 0,5-6,3%). Svi navedeni spojevi
vjerojatno potjecu iz okruzenja kosnice [241] stoga nisu korisni za odredivanje botani¢kog
podrijetla meda. Takoder, nekoliko drugih alifatskih spojeva je identificirano u manjem
postotku kao $to je dodekan-1-ol (0,8-1,5%; 0,0-2,8%).

U ckstraktima (otapalo A, otapalo B) su pronadeni i produkti razgradnje ugljikohidrata,
maltol (2,6%-5,4%; 11,3-20,1%), 5-hidroksimetilfurfural (0,4-,0,7%; 0,9-1,9%), a 2,3-dihidro-
3,5-dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on je identificiran samo u pentan:dietil-eterskom ekstraktu
(0,1-0,6%). Navedeni spojevi ukazuju na Maillardovu reakciju, Streckerovu degradaciju i
degradaciju ugljikohidrata i nisu specifi¢ni za odredeni botanicki izvor. Vazno je istaknuti da
su analizom ekstrakata meda od crvene djeteline identificirani i drugi spojevi koji su u oba
ekstrakta prisutni u niskim postotcima, a mogu se pronaci i u kemijskim profilima drugih vrsta
meda te nisu korisni kemijski markeri botanickog podrijetla [48]. Najzastupljeniji medu njima
su derivati benzena kao $to je metil-siringat (2,6-9,1%; 5,4-15,3%) i feniloctena kiselina (1,2%-
2,2%; 0,0-0,5%). Od ostalih spojeva, identificiranin u manjem postotku, zanimljiv je 5-
aminoindanon (0,3-1,3%; 0,1-1,1%) pronaden u ekstraktima meda Acer spp. [245] i Salix spp.
[109], kao i u ekstraktima Taraxacum officinale Weber meda (poglavlje 5.2.1.). Dio rezultata
je objavljen u radu . Jerkovi¢, A. Radoni¢, M. Kranjac, M. Zeki¢, Z. Marijanovi¢, S. Gudi¢ i

M. Kligki¢, 2016. [222].

5.2.4. USE ekstrakti meda Satureja subspicata Vis.

Za ekstrakciju uzoraka meda Satureja subspicata Vis. su upotrijebljena otapala razlicite
polarnosti, $to moze utjecati na sastav dobivenih ekstrakata ovisno o polarnosti, odnosno
topljivosti spojeva prisutnih u medu. Medutim, oba ekstrakta meda Satureja subspicata Vis. su
kvalitativno veoma sli¢na sa manjim razlikama u sastavu spojeva prisutnih u manjem postotku
(tablice 30 i 31). Stoga je daljna ekstrakcija ostalih Satureja vrsta meda provedena upotrebom

samo jednog otapala, tj. smjese pentana i dietil-etera (1:2, v/v). Glavni spoj, identificiran u oba
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ekstrakta (otapalo A; otapalo B) je metil-siringat (46,68%; 52,98%). Od ostalih derivata
benzena, u veéem postotku su identificirani siringaldehid (7,30%; 8,80%) i benzojeva kiselina
(2,22%; 1,76%). Drugi strukturno srodni spojevi, poput 3,4,5-trimetilfenola, eugenola, metil-
4-metoksibenzoata, 3,4,5-trimetoksibenzaldehida, metil-3,4,5-trimetoksibenzoata,  3,5-
dimetoksi-4-hidroksibenzil-alkohola, 3,4,5-trimetoksibenzojeve kiseline i siringinske kiseline,
su pronadeni u manjem postotku. UoCene su znacajne sli¢nosti sa sastavom ekstrakata meda S.
montana. Prevladavajuci spojevi kemijskog profila ekstrakata meda S. montana su takoder
derivati benzena, medu kojima je glavni spoj metil-siringat (53,8%), a potom siringaladehid
(18,9%) i benzojeva kiseline (5,6%). Metil-siringat je takoder glavni spoj u ekstraktu meda
(54,7%) S. hortensis, a identificirana je i benzojeva kiselina (2,4%); poglavlje 5.2.6. Siringinska
kiselina je u ekstraktima meda Satureja subspicata Vis. prisutna u niskom postotku (0,72%;

1,15%), a prethodno je identificirana i u metanolnim ekstraktima biljke [246].

Medu visim alifatskim alkoholima najzastupljeniji su (Z)-oktadec-9-en-1-ol (14,27%;
10,82%), oktadekan-1-ol (5,92%; 4,42%) i heksadekan-1-ol (5,86%; 3,28%). Takoder,
kvantitativno je znacajna i heksadekanska kiselina (3,94%; 3,69%). Podrijetlo ovih spojeva je
vjerojatno vezano uz sastav saca i kutikularnih voskova, stoga nisu od znacaja u karakterizaciji
meda [241]. Dio rezultata je objavljen u radu L. Jerkovi¢, M. Kranjac, Z. Marijanovié, M. Zekic,
A. Radoni¢ i C. I. G.Tuberoso, 2016. [247].

5.2.5. USE ekstrakti meda Satureja montana L.

Glavni spojevi meda Satureja montana L. identificirani u pentan:dietil-eterskom
ekstraktu su derivati sikiminskog biosintetskog puta, odnosno derivati sinapinske kiseline poput
metil-siringata (36,2-72,8%) i siringaldehida (2,2-43,1%), tablica 32. Zbog slabe isparljivosti,
metil-siringat nije identificiran primjenom HS-SPME metode u istrazenim Satureja vrstama
meda (metil-siringat se obi¢no plinskom kromatografijom odreduje nakon metilacije).

Sinapinska kiselina nastaje iz tirozina ili fenilalanina nakon slijeda reakcija
hidroksilacije 1 metilacije p-kumarinske kiseline. Postoje razliciti putevi biosinteze siringil-
derivata, odnosno siringinske jedinice. Tako se sinapinska kiselina moZe cijepati na dvostrukoj
vezi 1 izgubiti dva atoma ugljika iz bo¢nog lanca u slijedu reakcija analognih reakcijama -
oksidacije masnih kiselina. Aktivirana sinapinska kiselina (CoA-ester) se hidroksilira,
hidroksilna skupina se dalje oksidira do ketona, i kona¢no dobiveni B-ketoester gubi acetil-

koenzim A reverznom Claisenovom reakcijom pri ¢emu nastaje aktivirana siringinska jedinica
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(slika 19) [96]. Moguc¢ je i drugi mehanizam cijepanja bo¢nog lanca gdje se sinapinska kiselina
izravno hidratira i reverznom aldolnom reakcijom daje siringaldehid (siringinsku jedinicu).
Siringinska kiselina nastaje u NAD+ (nikotinamid adenin dinukleotid) ovisnom oksidacijskom
koraku. Metil-siringat, glavni spoj ekstrakta meda primorskog vriska, je vjerojatno nastao
metiliranjem siringinske kiseline. Dodatno je moguce da ovi spojevi nastaju razgradnjom
biljnog polimera lignina, koji djeluje kao ojacavajuci materijal biljne stani¢ne stijenke [96].
Strukturno obiljezje lignina ¢ini mreZa razgranatih Co-fenilpropanskih jedinica. Lignin nastaje
oksidacijskom polimerizacijom hidroksicinamil-alkohola, od kojih su najvazniji monomeri p-

kumaril-alkohol, koniferil-alkohol i sinapil-alkohol [96].
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Slika 19. Shematski prikaz biosinteze siringil-derivata (preuzeto i prilagodeno iz Jerkovi¢ i
sur., 2015.) [233]
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Pored metil-siringata, siringaldehid je drugi kvantitativno znacajan spoj pentan:dietil-
eterskog ekstrakta. Ovakav specifi¢an omjer metil-siringata kao glavnog spoja i siringaldehida
takoder prisutnog u velikom postotku u pentan:dietil-eterskom ekstraktu, nije pronaden u
isparljivim profilima drugih vrsta meda. Stoga se, zajedno sa metil-siringatom, moze smatrati
karakteristikom meda primorskog vriska. Medu isparljivim spojevima meda Acer spp.,
navedeni fenolni aldehid predstavlja glavni spoj [245]. Visi alifatski ugljikovodici, alkoholi i
kiseline, heksadekan-1-ol, heksadekanska kiselina, (Z)-oktadec-9-en-1-ol, (Z)-oktadec-9-enska
kiselina, oktadekan-1-ol, dokosan i trikosan su takoder prisutni u ekstraktu, ali u manjim
postotcima (tablica 32). Dio rezultata je objavljen u radu I. Jerkovié, C. 1. G. Tuberoso, Z.
Marijanovi¢, M. Kranjac i M. Malenica-Staver, 2015. [233].

5.2.6. USE ekstrakti meda Satureja hortensis L.

GC-MS/FID analizom USE ekstrakata meda Satureja hortensis L. identificirana su
ukupno 34 spoja (tablica 33). Glavni spoj ekstrakta dobivenog primjenom ultrazvuéne
ekstrakcije smjesom otapala pentan:dietil-eter je metil-siringat (54,7%). Navedeni spoj se moze
istaknuti kao nespecifi¢ni kemijski marker botani¢kog podrijetla meda Satureja hortensis L.,
bududi da je prethodno identificiran u vrstama meda razli¢itog botanickog podrijetla, osobito u
USE ekstraktu meda Asphodelus microcapus Salzm. et Viv. [120]. Sli¢ni rezultati su dobiveni
I za med Satureja montana (tablica 32). Medutim, u medu S. hortensis nisu pronadeni
siringaldehid i siringinska kiselina. Od ostalih derivata benzena, najzastupljenija je benzojeva
kiselina (2,4 %). Alifatski alkoholi i kiseline, navedene u tablici, najvjerojatnije potjecu iz
okruzenja kosnice [241]. Dio rezultata je objavljen u radu I. Jerkovi¢, C. I. G. Tuberoso, G.
Baranovi¢, Z. Marijanovi¢, M. Kranjac, L. Sve¢njak i P. M. Kus, 2015. [234].

5.2.7. USE ekstrakti meda Coffea spp.

Glavni spoj u oba ekstrakta uzoraka meda (Col; Co2) je kofein (1,3,7-trimetilksantin),
tablica 34. Postotak kofeina je veéi u diklormetanskom ekstraktu (89,1%; 90,5%), nego u
pentan:dietil-eterskom ekstraktu (59,9%; 51,0%). Osim kofeina, u manjim postotcima je
pronaden i teobromin (3,7-dimetilksantin). Vazno je spomeniti da ova dva derivata
metilksantina nisu identificirana u vr$nim parama Coffea spp. meda $to se objasnjava njihovom

slabom isparljivosti. Usporedbom sa rezultatima HPLC-DAD analiza (tablica 39) takoder su
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uocene znacajne razlike, koje se mogu objasniti razlicitom topljivosti derivata metilksantina.
Derivati ksantina imaju razliCita lipofilna svojstva [248]. Istrazivanja pokazuju da metilksantini
kod kojih su oba atoma dusika u heterociklickom prstenu metilirana (kofein i teofilin) pokazuju
mnogo vecu topljivost u polarnim otapalima od onih sa najmanje jednim nemetiliranim atomom
dusika (teobromin). Smatra se da su za spomenute razlike u topljivosti odgovorne
intermolekulske vodikove veze izmedu laktamskih jedinica kod nemetiliranih alkaloida [249].
Kofein je lipofilniji od teobromina i stoga je ekstrahiran primjenom USE sa organskim

otapalima, dok je teobromin u ekstraktima prisutan samo u niskim postotcima.

(2)-Oktadec-9-en-1-ol i oktadekan-1-ol, kao i ostali visi alifatski spojevi, vjerojatno
potjecu iz sastava saca [241]. Ciz-Norizoprenoid 4-hidroksi-3,5,6-trimetil-4-(3-okso-but-1-
enil)-cikloheks-2-en-1-on je, u niskim postotcima, identificiran u oba ekstrakta Col i Co2
uzoraka, ali ne i u vr$nim parama zbog niske isparljivosti. Dio rezultata je objavljen u radu I.
Jerkovi¢, C. 1. G. Tuberoso, P. M. Kus, Z. Marijanovi¢ i M. Kranjac, 2014. [162].

5.3. Isparljivi spojevi izolirani SPE metodom

SPE ekstrakt meda dobiven je koristenjem SPE punila s reverznom fazom. Mehanizam
zadrZavanja spojeva iz vodene otopine meda na stacionarnoj fazi se zasniva na nepolarnim ili
hidrofobnim interakcijama. Za eluiranje (ispiranje) spojeva od interesa sa stacionarne faze
koristen je diklormetan te je ocekivana sli¢nost rezultata GC-MS/FID analize SPE ekstrakata i

diklormetanskih ekstrakata.

5.3.1. SPE ekstrakti meda Taraxacum officinale Weber

U tablici 35 prikazan je kemijski sastav i udio isparljivih spojeva u SPE ekstraktu
Taraxacum officinale Weber meda. Glavni identificirani spojevi u ekstraktu dobivenom SPE
metodom su feniloctena kiselina (19,1%), dehidrovomifoliol (19,0%) i 3-hidroksi-4-fenilbutan-
2-on (7,9%). U manjem postotku su identificirani vomifoliol (3,6%) i benzojeva kiselina
(3,2%). Identificirane su iste nize alifatske kiseline kao i primjenom USE-GC-MS/FID metode
(3-metilbutanska kiselina, 2-metilbutanska kiselina i 3-metilpentanska kiselina). Takoder su

identificirani isti nitrili (3-metilpentanonitril i fenilacetonitril) te 5-aminoindanon, kao i visi
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alifatski spojevi koji mogu potjecati iz sastava pcelinjeg voska. Dio rezultata je objavljen u
radu L. Jerkovié, Z. Marijanovi¢, M. Kranjac i A. Radonié, 2015. [212].

5.4. Usporedba primijenjenih metoda ekstrakcije isparljivih spojeva

Mikroekstrakcija vr$nih para predstavlja jednostavnu metodu obrade uzorka koja za
izolaciju isparljivih spojeva ne zahtjeva upotrebu otapala. Primjenom SPME-GC-MS metode
identificiran je velik broj isparljivih spojeva, koji mogu posluziti kao kemijski markeri
botanickog podrijetla meda. Verzera i suradnici (2001) [101] te Piasenzotto i suradnici (2003)
[103] su medu prvim autorima koji su objavili pimjenu mikroekstrakcije na krutoj fazi (SPME)
za ekstrakciju isparljivih spojeva meda [250]. Verzera i suradnici (2001) [101] su u uniflornim
vrstama meda sa Sicilije, upotrebom vlakna sa PDMS/DVB ovojnicom identificirali vise od
100 spojeva iz sljedecih grupa: alifatski i aromatski spojevi, acikli¢ki i monociklicki terpeni i
njihovi oksidi, derivati furana te spojevi sa sumporom i dusikom [250]. U cilju optimizacije
SPME metode i postizanja $to boljih rezultata, u mnogim istrazivanjima su koriSteni i
razmatrani razli¢iti SPME uvjeti ekstrakcije, posebice koji se odnose na veli¢inu vijalice,
dodatak soli, mijeSanje, vrijeme za postizanje ravnoteze i ekstrakcije, vrstu vlakna, temperaturu,
vrijeme desorpcije u GC injektoru [46,103,225,250,251]. Tako su Plutowska i suradnici (2011)
kao najpogodnije vlakno za izolaciju aromati¢nih spojeva razli¢itih vrsta meda odabrali vlakno
sa ovojnicom PDMS/DVB/CAR [46]. Primjena SPME-GC-MS metode na navedenom vlaknu
omogucila je odredivanje gotovo 200 spojeva iz grupe alifatskih 1 aromatskih kiselina, aldehida,
ketona, alkohola, fenola, terpena te derivata furana i pirana [46]. USE metoda je, za ekstrakciju
isparljive frakcije meda, prvi put primijenjena 2003 g. [250]. U posljednje se vrijeme u literaturi
mogu prona¢i primjeri upotrebe mikroekstrakcije na krutoj fazi (SPME) 1 ultrazvucne
ekstrakcije sa otaplima (USE) kao komplementarnih tehnika ekstrakcije isparljive frakcije
meda [250]. Kombinacijom navedenih tehnika dobije se iscrpan profil isparljivih spojeva,
budu¢i da primjena HS-SPME metode omogucuje izolaciju organskih spojeva niske
molekulske mase, dok USE omoguéuje ekstrakciju i poluisparljivih spojeva [250]. Prilikom
ekstrakcije uzorka meda primjenom ultrazvuéne ekstrakcije i ekstrakcije na krutoj fazi nije
potrebno nikakvo zagrijavanje te termolabilni spojevi ne podlijezu promjenama zbog

zagrijavanja [252].

Svaka od primijenjenih metoda izolacije doprinosi karakterizaciji istrazivanih uzoraka

meda. Tako je primjena HS-SPME-GC-MS/FID metode na Taraxacum officinale Weber medu
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potvrdila prisustvo nitrila koji nisu identificirani analizom USE i SPE ekstrakata ili su
pronadeni u znacajno manjem postotku. Naime, u ekstraktima su pronadeni samo 3-
metilpentanonitril i fenilacetonitril u manjem postotku. Zastupljenost fenilacetonitrila u
ekstraktima je oko 20-30 puta manja, a 3-metilpentanonitrila oko 10-40 puta manja nego u
vr$nim parama. Nekoliko spojeva je pronadeno samo u vr$nim parama, poput derivata benzena
(benzaldehid ili fenilacetaldehid), terpena (trans-linalool oksid, hotrienol ili izomeri p-ment-1-
en-9-ala) i norizoprenoida (trans-3-damascenon). S druge strane, rezultati GC-MS/FID analize
USE i SPE ekstrakata otkrivaju druge spojeve zastupljene u Taraxacum officinale Weber medu.
Tako, spojevi identificirani u ekstraktima poput feniloctene kiseline i dehidrovomifoliola zbog
svoje niske isparljivosti, nisu identificirani u vr$nim parama. Sve masne Kiseline niske
molekulske mase, identificirane u vrSnim parama, su pronadene i u ekstraktima. Benzojeva
kiselina, metil-siringat, 5-hidroksimetilfurfural, 3-okso-a-damaskon, nekoliko drugih derivata
benzena i mnostvo visih alifatskih spojeva su identificirani samo u USE i/ili SPE ekstraktima.
Samo je 3-hidroksi-4-fenilbutan-2-on pronaden u sliénom postotku upotrebom svih navedenih
metoda. Rezultati GC-MS/FID analize SPE ekstrakta su sli¢ni rezultatima dobivenim analizom

diklormetanskog USE ekstrakta Taraxacum officinale Weber meda.

GC-MS analizom ekstrakata Coriandrum sativum L. meda dobiveni su potpuno razliciti
kromatografski profili u usporedbi sa profilom dobivenim analizom vr$nih para. Od ukupno 38
spojeva identificiranih primjenom HS-SPME metode (tablica 20), 35 spojeva je pronadeno
isklju¢ivo u vr$nim parama i to uglavnom spojevi male molekulske mase. Zapazene su male
razlike u sastavu ekstrakata, a takoder je primjetno da su spojevi sa kisikom u molekulskoj

strukturi (oksidirani spojevi) zastupljeniji u diklormetanskom ekstraktu (tablica 27).

Uocene su znacajne razlike u kemijskim profilima vr$nih para te isparljivih i
poluisparljivih spojeva meda Trifolium pratense L. Profil vr$nih para je prikladniji za
karakterizaciju ove vrste meda u usporedbi sa kemijskim profilima dobivenim analizom
ekstrakata. Visok postotak aldehida jorgovana zajedno sa fenilacetaldehidom i benzaldehidom
u vrSnim parama se moze smatrati karakteristicnim obiljeZjem kemijskog profila meda
Trifolium pratense L. Usporedbom rezultata GC-MS/FID analize oba ekstrakta, uoceno je
nekoliko razlika u dobivenim kemijskim profilima. Maltol je zastupljeniji u diklormetanskom
ekstraktu (11,3-20,1%), kao i metil-2-furoat (0,5-1,8%). Benzojeva i feniloctena kiselina su
zastupljenije u pentan:dietil-eterskom ekstraktu (0,8-1,0%, odnosno 1,2-2,2%), dok su 4-
hidroksicimetna kiselina (p-kumarinska kiselina) i 4-hidroksibenzojeva kiselina identificirane

samo u pentan:dietil-eterskom ekstraktu. 4-Vinil-2-metoksifenol i 2,4,5-trimetilfenol su
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pronadeni samo u diklormetanskom ekstraktu. Zastupljenost nonadekana je znacajno manja u

diklormetanskom ekstraktu (1,8%-2,5%).

Zbog znacajnih razlika u sastavu vrsnih para i ekstrakata meda, pristup koji ukljucuje
vise razliCitih ekstrakcijskih metoda se pokazao pogodnim. Ovakav pristup je osobito koristan
kada potencijalni markeri botani¢kog podrijetla ukljucuju isparljive i poluisparljive spojeve
[250]. Primjerice GC-FID/MS analiza je omogucila identifikaciju potencijalnih nespecifi¢nih
kemijskih markera meda Satureja hortensis L., i to hotrienola u vr$nim parama i metil-siringata
u ekstraktima. Hotrienol je takoder glavni spoj vr$nih para meda S. montana. Metil-siringat je
identificiran samo u ekstraktima i predstavlja glavni spoj svih ekstrakata meda Satureja vrsta
(tablice 30-33).

Primjenom razli¢itih metoda izolacije i analize uzoraka meda Coffea spp., uocene su
znacajne razlike u dobivenim kemijskim proflilima, koje se prvenstveno zasnivaju na razli¢itoj
isparljivosti i topljivosti isparljivih spojeva i derivata metilksantina. Naime, glavni sastojak
ekstrakata meda Coffea spp. je kofein koji nije identificiran u vr$nim parama. S druge strane
glavni sastojci vr$nih para ovih uzoraka meda, fenilacetaldehid i derivati linaloola, trans- i cis-

linalool oksidi te hotrienol, nisu identificirani u USE ekstraktima.

5.5. Ciljani organski spojevi odredeni izravnhom HPLC analizom
uzoraka

Zbog detaljnijeg razlikovanja biljnih vrsta istog roda, ciljana HPLC analiza je provedena na
Satureja vrstama meda. Na uzorcima meda Coffea spp. je takoder provedena HPLC analiza
usmjerena prvenstveno prema odredivanju metilksantina, buduci da je kofein glavni spoj USE

ekstrakata, a osim njega je u ekstraktima pronaden 1 mali postotak teobromina.

5.5.1. HPLC analiza uzorka meda Satureja subspicata L.

Spojevi identificirani u uzorcima meda Satureja subspicata Vis. primjenom HPLC
analize su prikazani u tablici 36. Najzastupljeniji medu derivatima prefenata su fenilalanin i
metil-siringat, nakon kojih slijede tirozin i benzojeva kiselina. Koncentracija metil-siringata
(MSYR) u uzorcima meda Satureja subspicata Vis. je prili¢no visoka i iznosi 114,1 mg kgt

Navedeni spoj je istaknut kao nespecificni kemijski marker Satureja vrsta meda (27,98 mg
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kg™ u uzorcima meda Satureja montana L. i 39,32 mg/kg u uzorku meda Satureja hortensis
L.). Medutim, 3-4 puta veéi sadrzaj metil-siringata, pronaden U uzorcima meda Satureja
subspicata Vis., moze posluziti za razlikovanje navedene vrste od drugih Satureja vrsta meda.
Dvostruko veca koli¢ina metil-siringata je pronadena u uniflornom Asphodelus microcarpus
Salzm. et Viv. medu (229,2 + 57,9 mg kg?) [238]. Isto istraZivanje pokazuje da navedeni
kemijski marker potjece iz nektara, sa prosjecnim doprinosom nektara u med od 80% [238].
Metil-siringat je takoder, u vec¢oj koligini, pronaden i u manuka medu (45 mg kg?) [125]. Manje
koli¢ine metil-siringata (0,093 - 5,044 mg kg™) su pronadene u drugim vrstama nektarnog meda
I medljikovca iz razli¢itih biljnih izvora, poput vrbe [109], razlicka [121], bagrema, uljane
repice, kestena, djeteline, lipe, maslacka, suncokreta i jele [253]. Uz leptozin (metil-siringil-4-
O-/3-D-gentibioza), metil-siringat predstavlja aktivni spoj manuka meda kojem se pripisuje
inhibicija aktivnosti mijeloperoksidaze (MPO) [10]. Takoder, MSYR pokazuje sposobnost
hvatanja superoksida [239] te djeluje kao inhibitor nastanka aflatoksina [254]. Navedeni
niskomolekulski fenolni ester djeluje kao aktivator ionskog kanala TRPA1 (engl. transient
receptor potential channel ankryn 1) [23,24] te predstavlja u¢inkovit fenolni medijator u
reakcijama lakaza kod bakterija i gljivica [255]. U manjim koncentracijama identificirane su i
dvije aromatske Kkiseline, benzojeva (36,4 mg kg) i 4-hidroksifeniloctena kiselina (21,3 mg
kg?) te koji¢na kiselina (5-hidroksi-2-(hidroksimetil)-4H-piran-4-on; 3,7 mg kg*). Na temelju
ciljane HPLC-DAD analize primjecena je kvalitativna slicnost S. subspicata meda sa manuka
medom. Naime, Oelschlaegel i suradnici (2012) [125] su, na temelju dobivenih razli¢itih
UPLC-PDA profila, 40 komercijalnin uzoraka manuka meda svrstali u tri skupine
karkterizirane sa: (i) visokim sadrzajem 4-hidroksibenzojeve kiseline, dehidrovomifoliola i
benzojeve kiseline; (ii) visokim koncentracijama koji¢ne kiseline i 2-metoksibenzojeve kiseline
i (iii) visokim sadrzajem siringinske kiseline, 4-metoksifenilmlijecne kiseline i metil-siringata.
Hidroksifeniloctena kiselina sudjeluje, in vitro i in vivo, u reakcijama ,,hvatanja“ reaktivnih
dusikovih spojeva [256,257]. U uzorcima meda su odredene i aromatske aminokiseline
fenilalanin (167,8 mg kg™t) i tirozin (35,6 mg kg'*). Koncentracija ovih aminokiselina u uzorku
meda Satureja hortensis L. (tablica 38) je za fenilalanin 282,0 mg kg, a za tirozin 140,4 mg
kg?. Sadrzaj tirozina je sli¢an vrijednostima prethodno dobivenim za med od eukaliptusa i
cvijeta naranée (34,8 odnosno 31,5 mg kg™t) [154]. Takoder i sadrzaj fenilalanina u navedenim
vrstama meda (107 mg kg za med od eukaliptusa i 122 mg kg? za naran¢in med) je blizu
vrijednostima dobivenim za med Satureja hortensis L. Glavne aminokiseline pronadene u medu

od ruzmarina, eukaliptusa, lavande, timijana i cvijeta narance su prolin, fenilalanin, tirozin i
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lizin [154]. Dio rezultata je objavljen u radu I. Jerkovi¢, M. Kranjac, Z. Marijanovi¢, M. Zeki¢,
A. Radoni¢ i C. I. G.Tuberoso, 2016. [247].

5.5.2. HPLC analiza uzorka meda Satureja montana L.

Izravnhom HPLC-DAD analizom uzoraka meda Satureja montana L. odredeni su
derivati sinapinske kiseline metil-siringat (27,98 mg kg) i siringinska kiselina (0,92 mg kg™?),
tablica 37. U skladu sa rezultatima GC-MS/FID analize USE ekstrakata, visok sadrzaj metil-
siringata odreden HPLC analizom vodene otopine uzoraka meda je ocekivan. Visoka
koncentracija metil-siringata odredena je u medu Asphodelus microcarpus Salzm. et Viv.
(>122,6 mg kgt) [238] i Leptospermum spp. (45 mg kg™) [125]. Zanimljivo je spomenuti da je
ovaj fenolni ester takoder pronaden u vrstama meda od bagrema, uljane repice, pitomog
kestena, djeteline, lipe, maslacka, suncokreta i timijana [48]. Metil-siringat pridonosi
antibakterijskoj aktivnosti meda, buduéi da peroksidna aktivnost nije odgovorna za ukupnu
antibakterijsku aktivnost [258]. Prosjecna vrijednost siringinske kiseline (4-hidroksi-3,5-
dimetoksibenzojeva kiselina) odredene u uzorcima meda Satureja montana L. je niska i iznosi
0,92 mg kg?. S obzirom na visoku polarnost, primjenom GC-MS/FID metode analize bez
postupka derivatizacije, navedena kiselina je identificirana u niskom postotku. Zajedno sa
metil-siringatom, moze posluziti za Kkarakterizaciju meda S. montana. U niskim
koncentracijama (0,2-2,9 mg kg?) siringinska kiselina je pronadena u Leptospermum
scoparium J. R. et G. Forst (manuka) i Kunzea ericoides (A. Rich.) J. Thompson (kanuka)
vrstama meda [67]. Takoder, u istraZivanju novozelandskog manuka meda i siringinska kiselina
posjeduje antibakterijsku aktivnost [258]. Dio rezultata je objavljen u radu I. Jerkovi¢, C. I. G.
Tuberoso, Z. Marijanovi¢, M. Kranjac i M. Malenica-Staver, 2015. [233].

5.5.3. HPLC analiza uzorka meda Satureja hortensis L.

Ciljanom HPLC-DAD analizom uzoraka meda Satureja hortensis L. odredeni su metil-
siringat, 5-hidroksimetilfurfural, tirozin i fenilalanin, tablica 38. Metil-siringat je prisutan u
visokoj koncentraciji (39,32 mg kg?), sli¢no kao u manuka medu [125] te u medu S. montana.
Ovaj fenolni derivat je pronaden u medu razli¢itih biljnih porodica [48] te se smatra
nespecificnim kemijskim markerom. Zbog visoke koncentracije pronadene u Asphodelus

microcarpus Salzm. et Viv medu (185,6 to 288,4 mg kg ), predlozen je kao kemijski marker
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navedene vrste meda [238]. Niska koncentracija 5-hidroksimetilfurfurala potvrduje da je
istrazivani uzorak meda svjez te da nije zagrijavan ili produljeno skladisten. U istrazivanom
uzorku meda, odredene su dvije aminokiseline, tirozin i fenilalanin, zastupljene u visokim
koncentracijama (140,4 mg kg* odnosno 282,0 mg kg ™). Obi¢no su navedene aminokiseline
pronadene u koncentracijama manjim od 100 mg kg%, ali u nekim vrstama meda, poput
ruzmarina, timijana, lavande, pronadene su u ve¢im koncentracijama; primjerice koncentracije
tirozina i fenilalanina odredene u medu od lavande su 404 mg kg%, odnosno 642 mg kg
[123,154]. Takoder, u medu lavande Cotte i suradnici (2004) su HPLC analizom odredili veéi
sadrzaj fenilalanila (1152,8 mg kg™) u usporedbi sa medom od bagrema, kestena, repice, jele,
lipe i suncokreta [156]. Sli¢no, povisene vrijednosti fenilalanina pronadene su u medu velike
zlatnice (do 258,1 mg kg?), heljde (do 270,4 mg kg™?) i bosiljka (502,6 mg kg?) [259]. Dio
rezultata je objavljen u radu L. Jerkovi¢, C. I. G. Tuberoso, G. Baranovi¢, Z. Marijanovi¢, M.

Kranjac, L. Sveénjak i P. M. Kus, 2015. [234].

5.5.4. HPLC analiza uzorka meda Coffea spp.

HPLC-DAD analiza uzoraka meda Coffea spp. (Col; Co2) je bila usmjerena prema
odredivanju nekoliko znacajnih spojeva, osobito derivata metilksantina (tablica 39).
Najzastupljeniji derivat metilksantina je teobromin (93,11 mg kg; 85,30 mg kg™), a potom
kofein (83,59 mg kg?; 67,25 mg kg1). Reprezentativni HPLC-DAD kromatogrami Col i Co2
uzoraka meda Coffea spp. prikazani su na slikama 11 i 12. lako je prisustvo navedenih
metilksantina o¢ekivano s obzirom na rezultate GC-MS/FID analize ekstrakata, ipak visoka
koncentracija teobromina nije ocekivana. Nadalje, HPLC-DAD analizom ekstrakata pronaden

je i teofilin, ali u iznimno niskim koncentracijama (Co2) ili u tragovima (Col).

Kretschmar i Baumann (1999) navode nizak sadrzaj teobromina (1-6 nmol g*) u medu,
kao i u odgovarajuéem nektaru vrsta roda Citrus (0-22 nmol mL™) [161]. Stoga se teobromin
moze smatrati kemijskim markerom za med Coffea spp. Kofein je pronaden u medu Citrus spp.
razli¢itog zemljopisnog podrijetla, ali u manjim koncentracijama u usporedbi sa rezultatima
analize uzoraka Col i Co2. Koncentracija kofeina u medu Citrus spp. iznosi oko 1-10 mg kg*
[260]. Vacca i Fenu (1996) te Vacca i suradnici (1997) navode rezultate o prisutnosti kofeina u
medu i cvijetu agruma, gdje je prosjecna koncentraciju kofeina u medu od agruma 1,79 mg kg
! a u naran¢inom medu 4,93 mg kg™ [261,262]. U svom istrazivanju Kretschmar i Baumann

(1999) za med od agruma navode koncentraciju kofeina od 0,39 do 6,02 mg kg [161]. Takoder,
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kofein je pronaden u 80% poliflornih uzoraka meda iz razliCitih podrucja Palestine, sa
vrijednostima koncentracija u rasponu od 0,094 do 3,583 mg kg, odnosno prosjeénom
vrijedno$éu od 1,567 mg kg [263]. Usporedbom sadrzaja kofeina u nektaru i medu Citrus
vrsta, Kretschmar i Baumann (1999) zakljucuju da se oko 95% kofeina iz nektara uklanja ili
razgraduje nepoznatim mehanizmom [161].

Svi ksantini su produkti metabolizma purina. Podrijetlo kofeina, teobromina i teofilina
je usko vezano sa biosintezom purinskih baza adenina i gvanina, koji predstavljaju osnovne
komponenete nukleozida, nukleotida i nukleinskih kiselina [96]. Kofein se sintetizira iz
ksantozina, koji se izvodi iz purinskih nukleotida. Glavni put biosinteze kofeina ukljucuje

ksantozin — 7-metilksantozin — 7-metilksantin — teobromin — kofein (slika 20) [96,264].
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Slika 20. Shematski prikaz biosinteze kofeina iz ksantozina; SAM (S-adenozil-L-

metionin); preuzeto i prilagodeno iz Dewick, 2002. [96]

Od ostalih spojeva odredenih HPLC analizom uzoraka (Col; Co2), koji¢na kiselina
(8,87 mg kg?; 20,30 mg kg?) je takoder vazna za Karakterizaciju Coffea spp. meda.
Oelschlaegel i suradnici (2012) su u novozelandskom manuka medu prvi put identificirali
koji¢nu kiselinu (5-hidroksi-2-(hidroksimetil)-4H-piran-4-on; 0,13-125 mg kg?) [125], a

navedena kiselina je korisna za razlikovanje manuka meda od ostalih istrazivanih vrsta meda
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[5,125]. Koji¢na kiselina je produkt razgradnje ugljikohidrata, prvenstveno glukoze, preko
glukonolaktona i laktona 3-ketoglukonske kiseline [125]. Lumikrom je pronaden Samo u

uzorku Co2 (tablica 39), te moze ukazivati na doprinos drugog interferiraju¢eg nektara.

U uzorcima Coffea spp. meda (Col; Co2) su, primjenom ciljane HPLC-DAD analize,
odredene aminokiseline tirozin (359,43 mg kg*; 452,0 mg kg?) i fenilalanin (363,49 mg kg;
691,91 mg kg?). Budué¢i da aminokiseline predstavljaju prekursore odredenih organskih
isparljivih spojeva, mnogi autori dovode u vezu sadrzaj aminokiselina i aromati¢nih spojeva
meda [123,172]. S obzirom na visoku koncentraciju fenilacetaldehida u vr$nim parama uzoraka
Col i Co2, povecan sadrzaj fenilalanina u navedenim uzorcima je ocekivan, buduéi da je
fenilalanin prekursor fenilacetaldehida (poglavlje 5.1.7, slika 17). Sadrzaj tirozina je slian u
oba uzorka, dok je sadrzaj fenilalanina znatno vec¢i u uzorku Co2. Smanjen sadrzaj fenilalanina
u uzorku Col je popracen vecim postotkom fenilacetaldehida u Col, sto moze dodatno ukazati
na biosintetsko podrijetlo fenilacetaldehida iz fenilalanina. Dio rezultata je objavljen u radu I.
Jerkovi¢, C. I. G. Tuberoso, P. M. Ku$, Z. Marijanovi¢ i M. Kranjac, 2014. [162].

5.6. Enantioselektivna HPLC analiza

Izravna HPLC-DAD analiza neisparljivih spojeva meda Galactites tomentosa Moench.
je prethodno objavljena [124], kao i analiza isparljivih i poluisparljivih spojeva primjenom
spregnute GC-MS/FID tehnike [265]. U navedenim istrazivanjima, analizom neisparljivih
spojeva uzoraka meda identificirana je 3-fenilmlije¢na kiselina u visokim koncentracijama
(418,6 mg kg!), a u pentan:dietil-eterskim ekstraktima predstavlja glavni spoj (77,4-86,4%).
Medutim, u dostupnoj literaturi se ne navodi koji je enantiomer 3-fenilmlije¢ne kiseline prisutan
u Galactites tomentosa Moench. vrsti meda. Stoga je u cilju detaljne karakterizacije odredena
opticka Cistoca prisutne 3-fenilmlije¢ne kiseline enantioselektivnom HPLC analizom ekstrakata

Galactites tomentosa Monech. meda primjenom CD/UV i polarimetrijskog (OR) detektora.

Kromatografsko (HPLC) razdvajanje enantiomera (+)-3-fenilmlijecne kiseline je
prethodno provedeno primjenom Chiralcel OJ-H kolone (4,6 mm x 250 mm, 5 pum) koja se
zasniva na celuloza tris-(4-metil-benzoat) kiralnom selektoru [266]. U spomenutom
istrazivanju je kao mobilna faza koristena smjesa n-heksana i propan-2-ola u omjeru 90:10 sa
0,1% trifluoroctene kiseline. U drugom istrazivanju je koristena Chiralpak AD kolona (4,6 mm
x 250 mm, 10 pm) zasnovana na amiloza tris-(3,5-dimetilfenilkarbamat) kiralnom selektoru, a
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koriStena mobilna faza bila je heptan/propan-2-ol/trifluoroctena kiselina (90:10:0.1) [267].
Buduéi da prisustvo kiseline moze uzrokovati nastanak nepozeljnih artefakata u izvornom
uzorku, u ovom istrazivanju je upotrijebljena mobilna faza bez kiseline. Preliminarno
istrazivanje razdvajana standardne racemi¢ne smjese (+)-3-fenilmlije¢ne kiseline je provedeno
na Chiralpak AD-H koloni (4,6 mm x 250 mm, 5 pm) sa kiralnim selektorom amiloza tris-(3,5-
dimetilfenilkarbamat) i postignuto je samo djelomi¢no razdvajanje enantiomera (mobilna faza:
10% propan-2-ol u n-heksanu). Potpuno razdvajanje enantiomera (+)-3-fenilmlije¢ne kiseline
je postignuto koristenjem Chirallica PST-4 (4,6 mmx250 mm) kolone sa amiloza tris-(3,5-
dimetilfenilkarbamat) kiralnim selektorom, primjenom kromatografije normalnih faza (10%

propan-2-ol u n-heksanu).

Iz prikazanih kromatograma u rezultatima ovog rada (slika 13) je vidljivo da je intenzitet
polarimetrijskog signala (OR) gotovo dvostruko vec¢i u usporedbi sa signalom dobivenim UV
detekcijom. Stoga je polarimetrijska detekcija odabrana za odredivanje enantiomerne Cistoce
3-fenilmlije¢ne kiseline u ekstraktima meda. Nakon odredivanja prikladnih uvjeta razdvajanja
enenatiomera na Chirallica PST-4 koloni, provedena je analiza ekstrakata meda. Analizom je
dobivena visoka enantiomerna €istoca 3-fenilmlije¢ne kiseline (enantiomerni visak, e.v. > 95%)
u svim ekstraktima, sa prevladavaju¢im (-)-enantiomerom (slika 14). S obzirom da je
prevladavaju¢i enantiomer pokazao negativni predznak opticke rotacije, usporedbom sa
literaturnim podacima pridruzena mu je (S) apsolutna konfiguracija [268]. Svi kromatogrami
dobiveni analizom ekstrakata jasno pokazuju isklju¢ivu dominaciju (-)-enantiomera 3-
fenilmlijecne kiseline, dok drugi (+)-enantiomer nije detektiran ni u jednom uzorku. S obzirom
na osjetljivost polarimetrijskog detektora, moze se procijeniti da je vrijednost enantiomernog
viska veca od 95%. Kako bi se dobila jasnija slika, uz kromatograme dobivene analizom
ekstrakata prikazani su i kromatogrami standardnog racemata dobiveni primjenom OR (slika
14a) i UV (slika 14b) detektora. Dodatno se moze primijetiti da su u uzorcima detektirane i
druge kiralne molekule, ali sa mnogo manjim odzivom detektora i bez interferiranja sa
signalima dobivenim za enantiomere 3-fenilmlije¢ne kiseline. Podrijetlo opticki ¢iste (-)-3-
fenilmlije¢ne kiseline u uzorcima meda moze se povezati sa prirodno prisutnim L-
fenilalaninom u medu. Naime, kataboli¢kim reakcijama L-fenilalanina nastaju organski spojevi
sa fenilnom skupinom. Aminotransferaze i dehidrogenaze su kljucni enzimi ukljuceni u
pretvorbu L-fenilalanina do 3-fenilpirogrozdane kiseline i 3-fenilmlijecne kiseline reakcijama
transaminacije i redukcije [269]. Dio rezultata je objavljen u radu I. Jerkovi¢, M. Roje, C. I. G.
Tuberoso, Z. Marijanovi¢, A. Kasum i M. Obradovi¢, 2014. [265].
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Na osnovu rezultata dobivenih u ovom istrazivanju mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

» Primjena razli¢itih metoda ekstrakcije (USE, ultrazvuéna ekstrakcija organskim
otapalom; SPME, mikroekstrakcija na krutoj fazi; SPE ekstrakcija na krutoj fazi) i
analize (GC, plinska kromatografija, HPLC, teku¢inska kromatografija visoke
djelotvornosti) se pokazala pogodnom za bioorganska istrazivanja uniflornih vrsta
meda. Navedeni pristup omogucuje dobivanje potpunijih kemijskih profila s ciljem
karakterizacije razli¢itih vrsta meda i identifikacije potencijalnih kemijskih markera

botani¢kog podrijetla.

» Primjena HS-SPME-GC-MS/FID metode je potvrdila prisustvo nitrila u vr$nim parama
Taraxacum officinale Weber meda. Pored nitrila, drugi znacajni spojevi vr$nih para
identificirani u manjem postotku su razgranate alifatske kiseline i norizoprenoidi.
Feniloctena kiselina i dehidrovomifoliol su glavni spojevi USE i SPE ekstrakata. Za
razliku od feniloctene kiseline, dehidrovomifoliol se moze smatrati karakteristicnim

spojem za med od maslacka.

» Istrazivanjem isparljivih spojeva meda Coriandrum sativum L. dobiveni su
neuobicajeni kromatografski profili karakterizirani prisustvom derivata linaloola te
oksidiranih metoksibenzena, koji mogu posluZziti za razlikovanje meda korijandra od
drugih vrsta meda. Medu identificiranim spojevima, moze se istaknuti nekoliko korisnih
kemijskih markera meda od korijandra, posebno izomeri anhidrolinalool oksida i 3,4,5-
trimetoksibenzil-alkohol.  Zastupljenost linalool derivata se mozZe smatrati
karakteristikom vrSnih para meda od korijandra, kemijskog sastava slicnog sastavu
vrSnih para meda od agruma, ali bez metil-antranilata. Prevladavaju¢i spojevi
identificirani u ekstraktima su oksidirani derivati metoksibenzena medu kojima se moze
istaknuti 3,4,5-trimetoksibenzil-alkohol kao specifican kemijski marker, buduci da do

sada nije pronaden u drugim vrstama meda.

» U kemijskim profilima isparljivin spojeva meda Trifolium pratense L. dobivenih
primjenom mikroekstrakcije vrSnih para na krutoj fazi i ultrazvucne ekstrakcije
otapalima nisu pronadeni specificni kemijski markeri botanickog podrijetla. Za razliku
od USE kemijskih profila u kojima se vec¢ina identificiranih spojeva moze povezati sa

sastavom saca, najzastupljeniji spojevi u profilu vrsnih para, terpeni i derivati benzena,
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su korisni za karakterizaciju T. pratense meda. Visok postotak aldehida jorgovana
zajedno sa fenilacetaldehidom i benzaldehidom u vr$nim parama se moze smatrati

karakteristi¢énim obiljeZjem kemijskog profila meda Trifolium pratense L.

Glavni spojevi identificirani u vr$nim parama meda Satureja subspicata Vis. su
fenilacetaldehid i benzaldehid, koji ne mogu posluziti kao specificni kemijski markeri
botani¢kog podrijetla. Usporedbom sa ostalim vrstama meda roda Satureja, postotak
ovih derivata benzena je znatno veci u vr$nim parama meda S. subspicata Vis. HPLC-
DAD i USE-GC-MS/FID analizom uzoraka meda Satureja subspicata Vis. su, osim
metil-siringata, u manjem postotku identificirani i drugi derivati prefenata. Primije¢ena
je znacajna sli¢nost sa kemijskim profilom ekstrakata meda Satureja montana L., u
kojem je takoder identificiran metil-siringat, uz prisustvo siringaldehida i benzojeve

kiseline.

Primjenom HS-SPME-GC-MS/FID i USE-GC-MS/FID metoda dobiveni su detaljni
kemijski profili isparljivih spojeva meda Satureja montana L. Visok udio hotrienola u
vrsnim parama te metil-Siringata i siringaldehida u ekstraktima je karakteristika
isparljivog profila meda S. montana. Izravhom HPLC analizom uzoraka meda S.

montana odredeni su derivati sinapinske kiseline: metil-siringat i siringinska kiselina.

Primjena GC-FID/MS i HPLC-DAD metoda omogudila je identifikaciju potencijalnih
nespecificnih kemijskih markera hotrienola u vr$nim parama i metil-Siringata u
ekstraktu i medu Satureja hortensis L. Odsustvo siringinske kiseline i siringaldehida
moze posluZiti za razlikovanje navedene vrste meda od ostalih Satureja vrsta meda.
Takoder, za razliku od meda S. hortensis, izomeri aldehida jorgovana nisu identificirani

u vr$nim parama meda S. montana i S. subspicata.

HPLC-DAD metoda se pokazala korisna te nadopunjuje i potvrduje dobivene GC-
MS/FID rezultate kemijskog profiliranja uzoraka meda Satureja vrsta. Metil-siringat je
glavni spoj identificiran GC-MS/FID analizom ekstrakata razli¢itih vrsta meda roda
Satureja i moze se istaknuti kao nespecifi¢an kemijski marker. Medutim, HPLC-DAD
analizom uzoraka meda Satureja subspicata Vis. pronaden je 3-4 puta visi sadrzaj metil-

siringata u usporedbi sa drugim Satureja vrstama meda. Stoga se metil-siringat moze
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istaknuti kao vazan spoj za razlikovanje S. subspicata meda od S. montana i S. hortensis

vrsta meda.

Teobromin i kofein, kao i prisustvo koji¢ne kiseline u uzorcima Col 1 Co2 moze
posluziti za utvrdivanje botanickog podrijetla Coffea spp. meda. Kofein je lipofilniji od
teobromina i stoga je ekstrahiran primjenom USE sa organskim otapalima, dok je
teobromin u ekstraktima prisutan samo u niskim postotcima. Medutim, HPLC-DAD

analizom uzoraka meda od kave utvrdeno je da je teobromin zastupljeniji od kofeina.

Prema rezultatima HPLC analize na kiralnoj stacionarnoj fazi, (-)-3-fenilmlije¢na
kiselina je prevladavajuci enantiomer ekstrakata Galactites tomentosa Moench. meda.
Visoka enantiomerna ¢istoa navedenog kemijskog markera moze posluziti u

karakterizaciji i utvrdivanju botanickog podrijetla G. tomentosa meda.

Usporedbom sastava isparljivih spojeva istrazivanih vrsta meda sa sastavom eteri¢nog
ulja odgovarajuce biljke iz dostupne literature, primijeceno je da gotovo nema sli¢nosti,

§to je u skladu sa drugim istrazivanjima.

Zbog znacajnih razlika u sastavu vrS$nih para i ekstrakata meda, pristup koji ukljucuje
vise razliitih ekstrakcijskih metoda se pokazao pogodnim. Svaka od primijenjenih
metoda izolacije doprinosi karakterizaciji istrazivanih uzoraka meda. lako profili vr$nih
para predstavljaju vaznu karakteristiku meda, USE ekstrakti otkrivaju druge
potencijalne kemijske markere poput dehidrovomifoliola, metil-siringata, kofeina,

teobromina, koji zbog slabe isparljivosti nisu identificirani u vr$nim parama.
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