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ZADATAK

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

ruzmarina.

U tu svrhu bilo je potrebno:

e Odrediti kemijski profil hlapljivih spojeva uzorka monoflornog meda od

ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.) prije 1 nakon zagrijavanja (60°C, 2 sata),

e Izolaciju hlapljivih spojeva izvrSiti pomocu ultrazvucne ekstrakcije (USE) s

organskim otapalima pentan:dietil-eter= 1:2 (v/v) i diklormetanom,

e Izolirane spojeve analizirati vezanim sustavom plinska kromatografija-
spektrometrija masa (GC-MS), te usporediti razliku u analizi prije i poslije

zagrijavanja.



SAZETAK

Mnogi spojevi bioloskog i botanickog podrijetla u medu nisu stabilni, narocito
hlapljive tvari, a njihove se strukture mogu transformirati tijekom sazrijevanja meda,
njegova skladiStenja i zagrijavanja. U ovom radu se istrazivao utjecaj zagrijavanja na
sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva u medu od ruzmarina. Uzorak meda se zagrijavao na
60°C (2 sata) sa dodatkom vode. Hlapljivi spojevi ekstrahirani su pomoc¢u pentan:dietil-
etera = 1:2 (v/v) i diklormetanskog otapala postupkom ultrazvucne ekstrakcije (USE) pri
sobnoj temperaturi. Ekstrakti su analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-
masena spektrometrija (GC-MS). Dominantni spoj identificiran u oba ekstrakta dobiveni

nakon zagrijavanja meda na 60°C je 5-hidroksimetilfurfural.

Kljuéne rije¢i: med od ruzmarina, zagrijavanje, utrazvucna ekstrakcija, GC-MS,

hlapljivi spojevi



SUMMARY

Many compounds of biological and botanical origin in honey are not stable,
particulary volatile substances, and their structures can be trandformed during
honey maturation, storage and heating. In this paper the influence of heating on the
composition and content of rosemary honey was investigated. The honey sample
was heated up to 60°C (2 hours) with the addition of water. Volatile compounds
were extracted with pentane : diethyl ether = 1:2 (v/v) and dichloromethane using
ultrasound assisted solvent extraction (USE) at room temperature. The extracts
were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The dominant
compounds identified in both extracts after heating them up to 60°C was 5-

hydroxymethylfurfural.

Keywords: rosemary honey, heating, ultrasound assisted solvent extraction, GC-
MS volatile compounds
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UVOD

Med je svima dobro poznat sladak, viskozni proizvod kojeg pcele proizvode od
cvjetnog nektara. Osim $to se koristi kao sladilo, koristi se i kao lijek, osobito kod
sprje¢avanja upala te u kozmetickoj industriji.

Povijest meda je starija od povijesti covjeka. Med je jedna od najstarijih prirodnih
namirnica poznatih ljudima. Od samih pocetaka covjecanstva, poznat je kao hrana i lijek.
Stolje¢ima se smatrao i darom s neba za kojeg se vjerovalo da ima mnoge mo¢i.

Zbog kompleksnog sastava, na svijetu ne postoje dva meda jednakog sastava. Pored
visokog udjela Secera, med se sastoji jos od vode, proteina, aminokiselina, vitamina,
minerala, pigmenata i organskih kiselina ¢ije komponente pridonose pozitivnom utjecaju

na ljudsko zdravlje.



1. OPCI DIO

1.1. Med

Med je viskozna slatka tekucina ili kristaliziran proizvod koji nastaje od
nektara Sto ga medonosne pcele skupljaju na cvjetovima ili medonosnim biljkama.
Prirodni je proizvod koji ima brojne pozitivne ucinke na zdravlje ljudi, te jedna od
kemijskog sastava. Buduc¢i da u kemijskom sastavu prevladavaju fruktoza i glukoza,
smatra se izuzetno energetski bogatom namirnicom.

Povijest meda je starija od povijesti CovjeCanstva. Od davnina je bio poznat
kao hrana i lijek, ali i kao sredstvo placanja te plijen mnogih ratnih pohoda. Dugo se
vjerovalo da je ova poslastica dar s neba, da ima mnoge moc¢i, a u nekim kulturama se

cak Stovao kao simbol plodnosti i besmrtnosti. (1)

Slika 1. Vrcani med (2)

Med se moze podijeliti na nekoliko osnovnih vrsta:
a) prema podrijetlu:
e cvjetni ili nektarni med koji se dobiva od nektara biljaka
¢ medljikovac ili medun koji se dobiva uglavnom od izlu¢evina kukaca koji zive

na zivim dijelovima biljaka ili od sekreta zivih dijelova biljaka



b) prema nacinu proizvodnje i/ili prezentiranja:
e med usacu
e med sa sacem
e cijedeni med
e vrcani med koji se dobiva vrcanjem (centrifugiranjem) otklopljenog saca bez
legla
e preSani med koji se dobiva preSanjem saca bez legla
e filtrirani med je med koji se dobiva postupkom odstranjivanja stranih organskih

ili anorganskih tvari. (3)

1.2. Nastajanje meda

Med je jedna od rijetkih namirnica danas koja nastaje proizvodnjom bez ljudske
pomoci. Skoro sve zasluge za proizvodnju ove slatke namirnice idu pcelama. Uz pcele
kao glavne i vrlo vazne proizvodace, vazna sirovina je nektar. Nektar je slatka teku¢ina
rasprSena u vidu sitnih kapljica koja nastaje u Zlijezdama biljaka. Kada slete na cvijet
ili medonosnu biljku, pcele usiSu nektar kojeg zatim skladisSte u mednom mjehuru.
Ovdje zapocinje slozeni proces, to jest cijepanje saharoze na glukozu i fruktozu. Po
dolasku u kosnicu, pcela odlaze med u koSnicu te kako u ovoj fazi med ima preveliki

udio vode, pc¢ele krilima zajedno propuhuju kosnicu kako bi visak vode ispario. (4)

1.3. Kemijski sastav meda

Kemijski sastav uvelike ovisi o ¢imbenicima kao S§to su geografsko te botanicko
podrijetlo pa tako u svijetu postoji jako veliki broj razli¢itih vrsta meda. Geografski i
botanicki ¢imbenici daju dobru bazu za raznolikost meda u Hrvatskoj.

Zajednicko svim vrstama meda u svijetu je dominacija ugljikohidrata u kemijskom
sastavu. Osim ugljikohidrata, u medu postoji jo§ oko 200 komponenti ¢iji udjeli svaki

med cine jedinstvenim. Najznacajnije komponente, uz ugljikohidrate, su voda,

proteini, aminokiseline, vitamini, minerali, pigmenti i organske kiseline. (5)



e Ugljikohidrati

Osnovnu karakteristiku medu daju ugljikohidrati. Zbog njihovog visokog
sadrzaja, u prosjeku 80-83 %, med je izvrstan izvor energije (304 kcal/100 g). Dnevna
doza od 20 g meda pokriva oko 3 % potrebne dnevne energije. (6)

Najzastupljeniji Seceri u medu su prikazani u tablici 1.

Tablica 1. Seéeri u medu (6)

MONOSAHARIDI | DISAHARIDI TRISAHARIDI OLIGOSAHARIDI
Fruktoza Saharoza Rafinoza Izomaltotetrioza
Glukoza [zomaltoza Maltotrioza [zomaltopentaoza
Galaktoza Maltoza Panoza
Trehaloza Izomaltotrioza
e Voda

Sadrzaj vode u medu je ¢imbenik kvalitete koji odreduje sposobnost meda da
ostane svjez i da se izbjegne njegovo kvarenje. Udio vode u medu ovisi o pasmini
pcela, snazi pcelinje zajednice, klimatskim uvjetima, temperaturi i vlaznosti zraka u
kosnici, nacinu ¢uvanja te o botanickom podrijetlu meda. Iako ovisi o puno ¢imbenika,
voda je drugi najzastupljeniji sastojak u svim vrstama meda, a zakonski udio vode u

medu ovisi o vrsti te iznosi od 15 do 20 %.

e Proteini i aminokiseline

Proteini i aminokiseline u medu pripisuju se zivotinjskim i biljnim izvorima.
Glavni izvor je pelud, a uz njega su Cesti tekucine i1 nektarske sekrecije Zlijezda
slinovnica i zdrijela pcela. (8)

Na aminokiseline otpada 1 % sastojaka meda, a njihovi relativni omjeri ovise
o podrijetlu meda. Najbrojnija aminokiselina u medu i peludi je prolin. Osim prolina,
druge aminokiseline prisutne u medu ukljucuju glutaminsku kiselinu, asparaginsku
kiselinu, glutamin, histidin, glicin, treonin, f-alanin, arginin, tirozin, valin, metionin i

cistein. (5)



e Minerali

Minerali, za razliku od vitamina i aminokiselina, ne podlijezu degradaciji dok
su izloZeni toplini, svjetlu, oksidiraju¢im sredstvima, ekstremnim pH ili drugim
¢imbenicima koji utjecu na organske hranjive tvari. (5)

U svjetlijim medovima minerali zauzimaju 0,1 % dok u tamnijim zauzimaju
0,2 % ukupnog sadrzaja komponenata. Naj¢e$¢i minerali u medu su kalij, kalcij,

sumpor, natrij, klor, fosfor, aluminij i Zeljezo. (7)

e Enzimi

Enzimi igraju vitalnu ulogu prilikom zrenja nektara u med. Enzimske reakcije
u nektaru i tijekom zrenja meda rezultiraju Sirokom lepezom spojeva koji pridonose
jedinstvenom karakteru i funkcionalnosti meda. SloZeni ugljikohidratni profil meda
djelomicno je rezultat enzimatskog djelovanja. Od najveée vaznosti u medu su enzimi

invertaza, diastaza te f-D-glukoza (glukoza oksidaza). (9)

e Vitamini

Med sadrzi male koli¢ine vitamina, uglavnom topljivih u vodi.
Vitamini koje nalazimo u medu su tiamin (B1), riboflavin (B2), nikotinska kiselina
(B3), pantotenska kiselina (B5), piridoksin (B6), biotin (B8), folna kiselina (B9) te
vitamin C. (5)

e Organske Kkiseline

Organske kiseline su prisutne u medu takoder u malim koncentracijama, ali
znaCajno pridonose njegovim organoleptickim i fizikalno-kemijskim svojstvima
(kiselost, pH i elektricna vodljivost). Ove kiseline se dobivaju izravno iz nektara ili od
Secera djelovanjem enzima koji luce pcele kada pretvaraju nektar u med. Mnogi su
autori zabiljezili povecanje kiselosti tijekom vremena, kao i tijekom fermentacije kao
rezultat transformacije Se¢era meda i alkohola u kiseline djelovanjem kvasaca meda.
U medu se mogu identificirati i do 32 organske kiseline, ukljuc¢ujuéi octenu, mravlju,

oksalnu, sukcinsku i druge. (6)



e Toksi¢ni spojevi

Uz nutritivhu vrijednost i sve pozitivne u€inke na ljudski organizam, med
svejedno moze biti opasan po ljudsko zdravlje. Moze biti napravljen od nektara koji je
otrovan ili sadrzavati spore bakterija Sto su razlozi da se med ne daje djeci starijoj od
jedne godine. (10,11)

Glavni problem posljednjih godina bio je kontaminacija meda antibioticima koji
se koriste protiv pcelinjeg oboljenja. U Europskoj Uniji antibiotici se ne smiju koristiti u
tu svrhu, pa med koji sadrzi antibiotike ne smije biti stavljeno na trziste. Poznato je da
nekoliko biljaka ¢iju pelud pcele koriste za proizvodnju nektara, daju otrovan med.
Najpoznatije su Nerium oleander L., Rhododendron ponticum L. 1 Rhododendron luteum

L.(11)

e Hidroksimetilfurfural

HMEF je heterociklic¢ki organski spoj sa 6 ugljikovih atoma koji sadrzi aldehidnu 1
alkoholnu funkcionalnu skupinu. Cvrsta je tvar Zute boje koja ima nisku to¢ku taljenja,
ali je lako topljiva u vodi. (10) Stvaranju HMF-a prethodi dehidracija heksoza kao $to su
fruktoza 1 glukoza u medu, pri niskoj pH vrijednosti. Faktori koji utjecu na reakciju
stvaranja istog su poviSena temperatura, vrijeme izlaganja poviSenoj temperaturi, nizak
pH te uvjeti skladista. Dakle, izlazemo li med poviSenoj temperaturi dovoljno dugo,
ubrzat ¢e se reakcija te ¢e med imati sve vecu koli¢inu HMF-a. Takoder, skladisti li se
med dugo pri niskoj temperaturi, uz niski pH, koli¢ina istoga ¢e rasti. (8)

Udio HMF-a ¢e dakle u svjezem prirodnom medu biti nizak, stoga se njegov
udio koristi kao pokazatelj patvorenog meda koji se zagrijavao ili mu se dodavao Secerni

sirup. (13)
o= ©
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Slika 2. Hidroksimetilfurfural
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1.4. Fizikalna svojstva meda

Fizikalna svojstva meda usko su povezana s kemijskim sastavom istoga. (14)
Kristalizacija meda i opticka aktivnost ovise o omjeru ugljikohidrata, viskoznost o udjelu

vode, a elektri¢na vodljivost o udjelu mineralnih tvari. (15)

e Kristalizacija

Kristalizacija u medu je pojava kristala glukoze zbog koje med mijenja svoju
konzistenciju iz tekuc¢eg u kruti. Sama pojava ne znaci da je med lo$ ili patvoren. Med
koji je prirodan i koji nije zagrijavan spontano ¢e vremenom kristalizirati i to nece utjecati
na njegovu aromu i kvalitetu. Faktori koji ¢e pripomoc¢i kristalizaciji su omjer Secera u
medu, metode kojima je med obradivan te uvjeti skladiStenja. (16)

Med kristalizira jer je prezasi¢ena otopina u kojoj ima u prosjeku 80 % Secera i 15
% vode. Ako je u medu udio glukoze ve¢i od udjela fruktoze, kristalizacija ¢e lako
zapoceti. (17) Glukoza dehidrira pri ¢emu nastaje glukoza monohidrat. U tom procesu
glukoza formira kristalice dok fruktoza ostaje u primarnom stanju i tvori tanak sloj oko
kristali¢a glukoze.

Iako je kristalizacija prirodna pojava, neki proizvodaci ju ipak zele sprijeciti.
Razlog tomu je Sto tvorbom kristala glukoze, udio vode se povecava u drugim dijelovima

meda. Povecani udio vode je faktor koji moze pridonijeti fermentaciji meda. (18)

e Opticka aktivnost

Opticka aktivnost sposobnost je kiralnih molekula da zakrecu polarizirano svjetlo.
Kako se kiralnost u medu pripisuje ugljikohidratima, razliCite vrste medova imaju
razli¢itu opticku aktivnost. Kao rezultat, opticka aktivnost se ponekad koristi kao
parametar kod razlikovanja meda medljikovca i nektarnog meda. Med medljikovac u sebi
sadrzi ugljikohidrat melecitozu koji zakrece svjetlost udesno, dok nektarne sorte meda,

zbog veceg sadrzaja fruktoze, svjetlost zakrecu ulijevo. (19)



¢ Viskoznost

Viskoznost je svojstvo fluida da se opire teCenju. U medu ona ovisi najvise o udjelu
vodi, a zatim i o temperaturi okoline u kojoj se med nalazi. Dakle, §to je manji udio vode
u medu, to ¢e on imati vecu viskoznost. Pove¢anjem temperature, viskoznost meda ¢e se

smanyjiti. (19)

e Higroskopnost

Med s ve¢im udjelom vode lakse fermentira nego med s manjim udjelom vode. (20)
Higroskopnost je sposobnost tvari da upijaju vlagu te je zbog toga vrlo bitno svojstvo.
Med ima izraZeno svojstvo higroskopnosti pri ¢emu upija vlagu iz zraka. Kao posljedica
toga, dolazi do povecanja koli¢ine vode u povrSinskom sloju meda. Kako med ima
izrazenu viskoznost, gibanje apsorbirane vode s povrSine u unutrasnjost je jako spora pa
apsorbirana voda ostaje na povrsini meda. Ovaj proces je uvjetovan velikim sadrzajem

ugljikohidrata fruktoze koji je izrazito higroskopan. (7)

1.5. Senzorska svojstva meda

e Boja meda

Boja meda ovisi o botanickom podrijetlu pa tako bagremov med ima izrazito
svijetlu boju dok kestenov med ima izrazito tamnosmedu boju. Ostale vrste meda opisuju
boje izmedu te dvije nijanse.

Takoder je dokazano da boja ovisi o udjelu karotenoida (Zuta boja- karoten i
ksantofil), klorofila, antocijana (ruziCasta boja) te tanina (tamna boja). Posljedica
Maillardove reakcije u kojoj dolazi do kondenzacije proteina ili aminokiselina s

reduciraju¢im ugljikohidratima, takoder utjece na boju tako da ona postaje tamnija. (21)

Slika 3. Nijanse meda (22)



e Arome meda

Hlapljivi spojevi u medu dobivaju se razli¢itim biosintetskim putevima 1i
ekstrahiraju se pomocu razli¢itih metoda s razli¢itim stupnjevima selektivnosti i
ucinkovitosti. Ovi spojevi su grupirani u kemijske kategorije kao $to su aldehidi, ketoni,
kiseline, alkoholi, ugljikovodici, terpeni i benzenski spojevi i njihovi derivati, furanski i
piranski. Oni predstavljaju profil specificnog meda i stoga se mogu Kkoristiti za
razlikovanje monoflornih medova ¢ime se dobivaju vrijedne informacije o botani¢kom i

zemljopisnom podrijetlu meda. (23)

1.6. Standardne metode analize meda

Fizikalne i kemijske metode analize meda postoje kako bi se ispitali i utvrdili
temeljeni zahtjevi kakvoce koje med i proizvodi od meda moraju ispunjavati. Zahtjevi
kakvoce koji se ovim metodama odreduju ovise o botani¢kom i geografskom podrijetlu,
klimatskim uvjetima, nacinima prerade te uvjetima i duljini skladista.

Prema Pravilniku o kakvo¢i meda i drugih pcelinjih proizvoda iz Narodnih novina,

standardne metode su: (3)

e priprema uzorka za analizu,

e odredivanje reducirajucih ugljikohidrata,
e odredivanje saharoze,

¢ odredivanje vode u medu,

e odredivanje tvari netopivih u vodi,

¢ odredivanje pepela,

e odredivanje kiselosti,

e odredivanje aktivnosti dijastaze,

¢ odredivanje hidroksimetilfurfurala,

peludna analiza.



1.7. Metode izolacije hlapljivih spojeva

Izoliranje hlapljivih spojeva iz meda kao vrlo kompleksne namirnice moze biti
komplicirano. Razlog tome je Sto razli¢ite metode izolacije pokazuju razlicite stupnjeve
selektivnosti i uinkovitosti. (23)

Nadalje, Zeli li se dobiti ispravni profil hlapljivih spojeva nekog meda, takozvani
“fingerprint”, moraju se odabrati metode izolacije koje ¢e biti prikladne odredenom

medu. (25)

e Mikroekstrakcija na krutoj fazi

Mikroekstrakcija na krutoj fazi (engl. Solid-phase microextraction, SPME)
jednostavna je i djelotvorna tehnika pri kojoj se ne koristi otapalo. Vrlo je jednostavna
kako su svi uobicajeni koraci tekuce-tekuce ekstrakcije (ekstrakcija, koncentriranje i
prijenos do plinskog kromatografa) kod SPME tehnike integrirane u jedan korak. (24)

Proces prikazan na slici 4 obuhvaca dva osnovna koraka: prvi, koji zapocinje s
apsorpcijom analita iz uzorka na vlakno, dok se u drugom koraku odvija desorpcija analita
koncentriranih na vlaknu do analitickog instrumenta. Glavne prednosti ove tehnike su
kratko vrijeme pripreme te mali volumen potrebnog uzorka. (27,28) SPME se rutinski
koristi u kombinaciji s plinskom kromatografijom-masenom spektrometrijom (GC-MS)
koja se uspjesno primjenjuje za ekstrakciju Sirokog raspona spojeva, posebno za

ekstrakciju hlapljivih i organskih spojeva u slozenim namirnicama. (24)

Apsorpcija l

Desorpcija

Slika 4. Apsorpcija i desorpcija analita (29)
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e Ultrazvuéna ekstrakcija

Ultrazvucéna ekstrakcija otapalom je jedna od metoda izdvajanja komponenti na
osnovi njihove razlicite topljivosti u razli¢itim otapalima. Koliko vremena treba da se sve
zeljene komponente izdvoje, ovisiti ¢e o viskoznosti otapala, volumnom protoku otapala,
topljivosti komponente u toj otopini, temperaturi ekstrakcije te o povrSini namirnice
izlozenoj otapalu.

Kavitacija je fenomen pri kojem prilikom prolaska ultrazvu¢nog vala kroz neki
teku¢i medij nastaju longitudinalni valovi zbog kojih dolazi do kontinuiranih izmjena

kontrakcije 1 ekspanzije.

Kompresija

Akusticni
R Ekspanzija Implozija
2
=
2 —
E Val
L
g
- - Brzo hladenje
2 L
"‘2 Formiranje
[

L] L] L] L L]

Vrijeme (ps)

Slika 5. Kavitacija (26)

U fazi ekspanzije, mjehurici uvijek malo viSe narastu nego se smanje pri kompresiji
kao rezultat oscilacija tlaka. (30)

Kao posljedica poveéanja mjehurica, u jednom trenutku mjehuri¢ dostigne kriticnu
veli¢inu te viSe ne moze apsorbirati energiju. Bez ulazne energije, Supljina se vise ne
moze odrzavati te se mjehuri¢ zbog toga urusava sam u sebe. Ovakve kontinuirane
promjene tlaka dovode do velikog broja udubljenja koji nastaju zbog povecane difuzije
plina u mjehuricu tijekom ekspanzije istog. Do kondenzacije dolazi kada energija
ultrazvuka viSe nije dovoljna da se zadrzi plinska faza u mjehuri¢u. Kondenzirane
molekule se zatim sudaraju velikom brzinom pri ¢emu nastaju udarni valovi. (31)

Koristenjem ultrazvuka pospjeSuje se ekstrakcija te se time smanjuje vrijeme

ekstrakcije u odnosu na tradicionalne metode. Takoder, kavitacija uzrokovana

11



ultrazvukom omogucuju prodiranje otapala u uzorak iz kojeg se izdvajaju Zeljene
komponente. (26)
Uz navedene dvije metode postoje jo§ mnoge metode izolacija hlapljivih

spojeva. Neke od najpoznatijih metoda, uz dvije navedene, su:

e ckstrakcija vr$nih para,
¢ hidrodestilacija,
e simultana destilacija-ekstrakcija u aparaturi po Likens-Nickersonu,

e analiza hlapljivih spojeva elektronskim nosom. (32)
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1.8.  Analiza hlapljivih spojeva

Analiza hlapljivih spojeva koji se izoliraju, pretezno se provodi vezanim sustavom

plinska kromatografija — spektrometrija masa. (GC-MS) (33)

e Plinska kromatografija

Kromatografija je metoda razdvajanja smjese na osnovu razliite raspodjele izmedu
stacionarne 1 mobilne faze, dakle plinska kromatografija je separacija hlapljivih
komponenti iz smjese na temelju hlapljivosti i interakcije sa stacionarnom fazom. (34)

Sastoji se od injekcijskog bloka, kromatografske kolone, detektora i pisaca.

'.

regulator W
protoka injektor kolona UL/
kromatogram
==
otpad
mobilna faza termostatlcka detektor

Slika 6. Plinska kromatografija (36)

Uzorci koji se analiziraju pomocu plinske kromatografije moraju biti hlapljivi te
stabilni na temperaturi zagrijavanja. Stacionarna je faza najceS¢e tekucina vezana za
stjenke kapilare ili nanesena na kruti adsorbens. Mobilna faza je inertni plin koji ne stupa
u reakciju sa sastojcima smjese.

Analizirani uzorak u injektoru brzo i potpuno ishlapi nakon ¢ega se isti inertnim plinom
prenese do injekcijskog bloka preko kolone se vrsi odjeljivanje hlapljivih spojeva do

detektora. (31)
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e Spektrometrija masa

Spektrometrija masa temelji se na ionizaciji hlapljivih spojeva. Nakon Sto su
ionizirani, ioni se razdvajaju i potom im se mjeri masa kako bi se odredilo koji su.
U komoru za bombardiranje unosi se mala koli¢ina uzorka u plinovitom stanju. Da bi se
osigurao ionima put od izvora do senzora bez sudara s drugim molekulama, to jest
neutralizacija, unutrasnjost spektrometra je pod vakuumom.
Uzorak se bombardira elektronima visoke energije pri ¢emu se molekule ioniziraju.
Ioniziranjem nastaje pozitivni M ion koji se fragmentira:
M+e - M +2¢
M- M;"+ My + M;* ...
Raznim fragmentima je moguce analizom utvrditi kemijsku strukturu kao i molekulsku
masu.
Na osjetljivom dijelu analizatora, ioni se ocitavaju kao elektri¢ni signal koji se
elektronskim sustavom biljezi u memoriji racunalom. Ovako se dobiva spektar mase koji
se prikazuje kao linijski dijagram s odnosom mjera masa, relativnog intenziteta te naboja

fragmenta (m/z). (35)

e Vezani sustav plinska kromatografija — spektrometrija masa (GC-MS)

GC-MS metoda analize omogucuje dobivanje velikog broja podataka uz koristenje
male koli¢ine uzorka.

Hlapljive komponente iz smjese se odjeljuju u termostatskoj koloni plinskog
kromatografa nakon ¢ega odijeljene komponente plinom nositeljem odlaze u detektor, to
jest spektrometar masa. Dobiven rezultat, spektar masa, usporeduje se s bazom spektara
masa i odreduje se postotak slaganja na temelju ega se identificira spoj.

Uz spektar masa, za identifikaciju spoja takoder sluzi podatak vrijeme zadrzavanja

pojedinog spoja na koloni, to jest retencijsko vrijeme (Rt).
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Opée karakteristike meda od ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.)

Ovaj “princ aromaticnih biljaka”, kako su ga u starom vijeku zvali, imao je veliki
znacaj jos od najstarijih vremena kada su ga koristili su kao lijek, vjerski simbol, ukras te
kao hranu.

Ruzmarin, Rosmarinus officinalis L., visSegodisnja je zimzelena aromati¢na biljka
s malim igli¢astim listovima intenzivnog mirisa. (37) Sam naziv ruzmarin, koji potjece
od latinskog ros (rosa) i marinus (more), odaje povoljnu lokaciju njegovog rasta, uz more
s kojeg ¢e vjetar donositi vlagu. Dakle rasprostranjen je po suncanim i kamenitim
krajevima hrvatskog priobalja te na ¢itavom priobalnom podrucju Mediterana.

Danas se koristi u ishrani kako daje ugodnu aromu povréu i masnim jelima.
Takoder, kako potice cirkulaciju krvi, koristi se za olakSavanje bolova poboljSavajuci
dotok krvi. (38)

Med od ruzmarina mora sadrzavati minimalno 20 % peludnih zrnaca biljke
Rosmarinus officinalis. Svijetao je, bistar i proziran, blagog i ugodnog okusa te blagog
mirisa. Nakon vrcanja, med od ruzmarin se pretvara u sitne fine kristalie, a
kristalizacijom postaje potpuno bijel. Ima vrlo pozitivno djelovanje na ljudski organizam
svojim antiseptickim djelovanjem, uklanjanjem stresa, poboljSavanjem funkcije jetre,

povoljnim djelovanjem po bolesti krvnih zila te sr€anih bolesti. (32)

: Ruzaris

Slika 7. Ruzmarin (Rosmarinus officinalis) i med od ruzmarina (38)
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2.2. Priprema uzorka

U ovom radu koristen je jedan med od ruzmarina s otoka Visa iz 2015. godine.
Monoflornost uzorka meda od ruzmarina dokazana je peludnom analizom na Zavodu za
ribarstvo, péelarstvo, lovstvo i specijalnu zoologiju Agronomskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu. Za analizu hlapljivih spojeva med je izoliran ultrazvu¢nom ekstrakcijom prije
zagrijavanja 1 nakon zagrijavanja. Med je zagrijavan pod refluksom uz dodatak vode
(slika 8). U tikvicu se dodao med te se zagrijavao na 60°C tijekom 2 sata. Nakon $§to je

med ohladen na sobnu temperaturu, hlapljivi spojevi su se izdvojili pomoc¢u USE.

Slika 8. Zagrijavanje meda

2.3. Kemikalije

Naziv: Proizvodac:

diklormetan Kemika, Zagreb

pentan Kemika, Zagreb

dietil-eter Kemika, Zagreb

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

o aparatura za ultrazvucnu ekstrakciju organskim otapalom:
- ultrazvucna kupelj: Transsonic Typ 310/H, Njemacka
o centrifuga:
- Centric 322A, Tehtnica, Slovenija
o vezani sustav plinska kromatografija — spektrometrija masa (GC-MS)
- GC 7820A, Agilent Technologies, SAD
- MSD 5977E, Agilent Technologies, SAD
- GC kapilarna kolona HP-SMS, J&W, SAD

Stacionarna faza: 5 % difenil-95 % dimetilpolisilksan

2.5. Izolacija hlapljivih spojeva ultrazvu¢nom ekstrakcijom organskim

otapalom

Izolacija hlapljivih spojeva provela se u ultrazvu¢noj kupelji metodom indirektne
sonifikacije pri frekvenciji 35 kHz i temperaturi 25+3°C. Dva uzorka od 40 g meda se
odvagazu u dvije tikvice od 100 mL i razrijede s 22 mL destilirane vode. Zatim se doda
1,5 g bezvodnog MgSO4 uz intenzivno mijeSanje. Ova ultrazvucna ekstrakcija se provela
s organskim otapalima pentan : dietil eterom= 1:2 (v/v) i diklormetanom koji su izolirali
hlapljive i1 poluhlapljive spojeve meda koji su se kasnije analizirali.

Uzorak meda (40 g) i 22 mL destilirane vode stavljen je u tikvicu s ravnim dnom
od 100 mL. Zatim se odvaze 1,5 g MgSOs 1 postepeno dodaje u otopinu uz intenzivno
mijesSanje. Svaki uzorak ekstrahiran je tri puta na sljede¢i nacin. Pripremljenoj homogenoj
smjesi meda doda s 20 mL otapala za ekstrakciju. Erlenmayer-ova tikvica s medom uroni
se u ultrazvu¢nu kupelj i1 spoji s povratnim hladilom. Sonifikacija se provodi tijekom 30
minuta. Ukoliko je odjeljivanje slojeva otezano, koristi se centrifuga (4000 okretaja/min),
a zatim se organski sloj odijeli kapalicom 1 susi filtriranjem preko lijevka s bezvodnim
MgSOs. Postupak ekstrakcije i odjeljivanja slojeva ponovi se jo§ dva puta na prethodno
opisan nacin. Zdruzeni organski ekstrakti se koncentriraju frakcijskom destilacijom (uz
Vigreaux-ovu kolonu) do 1 mL, te se Cuvaju u zatvorenim posudama na -20°C do analize

spregnutom tehnikom plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS). Prije
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analiziranju uzorci se koncentriraju opreznim uparavanjem do volumena 0,2 mL, a 1 pL

su koriStena za GC-MS analizu.

Slika 9. Ultrazvucna ekstrakcija (USE)

2.6. Analiza hlapljivih spojeva sustavom plinska kromatografija —
spektrometrija masa (GC-MS)

Analiza izoliranih hlapljivih spojeva provedena je vezanim sustavom plinska
kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS), koriste¢i plinski kromatograf (slika 10).

Analize su izvrSene na HP-5MS ((5 % fenil)-metilpolisiloksan) koloni.

Slika 10. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)
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Karakteristike kolone HP-5SMS:
e Stacionarna faza: (5 % fenil)-metilpolisiloksan
e Duljina: 30 m
e Promjer: 0,25 mm
e Debljina sloja stacionarne faze: 0,20 um

e Mobilna faza i plin nositelj: helij

Uvjeti rada plinskog kromatografa:
e temperatura izvodenja plinske kromatografije je programirana 2 minute na 70 °C,
a zatim je rasla 3°C po minuti dok nije postignuta temperatura 200 °C
e "solvent delay" bio je 3 minute (vrijeme u kojem se ne snima spektar jer u tom
vremenu otapalo izlazi)
e temperatura injektora je bila 250 °C
e koli¢ina injektiranog uzorka je bila 1 pL

e protok plina nositelja (helij) je bio I mL/min

Uvjeti rada spektrometra masa:

e energija ionizacije: 70 eV

e temperatura detektora: 280 °C

¢ interval snimanja spektra: 30-300 masenih jedinica
Uzorak je dodan odjednom tako da trenutno ispari. Spektrometar masa koriSten je kao
detektor. Reproducibilnost je osigurana kada su uspostavljeni stacionarni uvjeti,

stabilizirani protoci i temperatura.

Sljede¢i rezultati su dobiveni za svaki uzorak analiziran sustavom GC-MS:
e kromatogram ukupne ionske struje
¢ udio pojedine komponente izrazen u postotcima (udio povrsine pika u ukupnoj
povrsini kromatograma)
e vrijeme zadrZavanja pojedinih komponenti (pik na kromatogramu)

.....

(slicnosti izraZene u postotcima)
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Identifikacija dobivenih pojedinacnih spojeva provedena je usporedbom njihovih
masenih spektara s masenim spektrima iz komercijalne biblioteke masenih spektara

(Wiley 9 MS library i NIST14) i/ili usporedbom s masenim spektrima iz literature.

Racunanje retencijskog indeksa (RI)

Retencijski indeks ili indeks zadrzavanja nekog spoja X je logaritam vremena
zadrzavanja (tR) interpoliran na homologni niz n-alkana. Prilagodeno vrijeme
zadrZavanja je vrijeme potrebno razmatranoj komponenti za dolazak do detektora na
kraju kolone, a nakon §to je nezadrzani sastojak pristigao na detektor. Razlika izmedu
ukupnog vremena zadrzavanja (tR) i zadrzanog vremena (tM) naziva se prilagodeno

vrijeme zadrzavanja. (39)

t’R=tR—tM (1)
Gdje je:

tM = vrijeme potrebno nezadrzanoj komponenti za prolazak kroz kolonu

Indeks zadrzavanja nekog sastojka X racuna se prema formuli:
RI(X)=100 x logt’R(X)—logt’R(N) / logt’ R(N+1)—logt’ R(N)+100xN (2)
Gdje je:
X = nepoznati sastojak
Ni(N + 1), = alkani
(N+1) C = alkan.
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3. REZULTATI

Rezultati dobiveni analizom ekstrakata hlapljivih spojeva, provedena vezanim

sustavom plinska kromatografija — spektrometrija masa, prikazani su tabli¢no i u obliku

kromatograma.

Tablica 2. Hlapljivi spojevi meda od ruzmarina, nakon ekstrakcije s diklormetanom

prije zagrijavanja.

Red. RI Naziv spoja Udio (%)
br
1. 914 1-(2-furanil)-etanon (2-acetilfuran) 0,7
2. 1048 fenilacetaldehid 0,3
3. 1080 2-furankarboksilna kiselina 1,4
4. 1087 1-(furan-2-il)-2-hidroksietanon 4,8
5. 1116 2-feniletanol 1,1
6. 1147 4-ketoizoforon 0,6
7. 1230 5-hidroksimetilfurfural (HMF) 59,2
8. 1269 2-feniloctena kiselina 0,7
9. 1397 etil-dekanoat 1,1
10. 1514 4-metil-2,6-bis(1,1-dimetiletil)fenol 0,7
11. 1593 etil-dodekanoat 0.4
12. 1600 heksadekan 0,6
13. 1774 metil-4-hidroksi-3,5-dimetoksi benzoat 1,5
(metil-siringat)
14. 1793 oktadec-1-en 3,0
15. 1882 heksadekan-1-ol 4,5
16. 1963 heksadekanska kiselina (palmitinska 1,9
kiselina)
17. 1992 etil-heksadekanost (etil-palmitat) 1,3
18. 2059 (2)-oktadec-9-en-1-ol 0,7
19. 2100 heneikosan 0,8
20. 2147 (Z2)-oktadec-9-enska kiselina 0,9
21. 2300 trikosan 1,4
Ukupno identificirano 87,6
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Tablica 3. Hlapljivi spojevi meda od ruzmarina, nakon ekstrakcije s diklormetanom

poslije zagrijavanja

Red. RI Naziv spoja Udio (%)
br
1. <900 2-furankarboksialdehid (furfural) 0,8
2. 914 1-(2-furanil)-etanon (2-acetilfuran) 3,0
3. 965 benzaldehid 0,3
4. 1037 benzil-alkohol 04
5. 1048 fenilacetaldehid 0,6
6. 1084 metil-2-furoat* 7,6
7. 1106 hotrienol 6.4
8. 1116 2-feniletanol 1,8
9. 1147 4-ketoizoforon 0,5
10. 1162 benzojeva kiselina 0,1
11. 1230 5-hidroksimetilfurfural (HMF) 60,1
12. 1269 2-feniloctena kiselina 1,5
13. 1299 I-metoksi-4-propilbenzen (4- 1,5
propilanisol)
14. 1317 3,4,5-trimetilfenol 0,5
15. 1451 4-metoksibenzojeva kiselina 0,5
16. 1479 dodekan-1-ol 0,3
17. 1600 heksadekan 0,7
18. 1700 heptadekan 0,5
19. 1774 metil-4-hidroksi-3,5-dimetoksi benzoat 0,3
(metil-siringat)
20. 1780 pentadekan-1-ol 1,8
21. 1800 oktadekan 1,7
22. 1882 heksadekan-1-ol 34
23. 1938 metil-heksadekanoat 0,5
24. 1963 heksadekanska kiselina (palmitinska 1,4
kiselina)
25. 2100 heneikosan 0,8
Ukupno identificirano 97,0

RI-retencijski indeks na HP-5MS koloni;
*-spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektara masa);
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Tablica 4. Hlapljivi spojevi meda u uzorku, nakon ekstrakcije s pentan : dietil-eter 1:2

(v/v) prije zagrijavanja

Red. RI Naziv spoja Udio (%)
br.

1. <900 benzil-alkohol 2,4

2. <900 2-furankarboksialdehid (furfural) 5,1

3. 1080 2-furankarboksilna kiselina 7,1

4. 1116 2-feniletanol 2,9

5. 1119 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H- 2,1

piran-4-on*

6. 1162 benzojeva kiselina 1,7

7. 1230 5-hidroksimetilfurfural (HMF) 14,1

8. 1283 feniloctena kiselina 2,8

9. 1299 I-metoksi-4-propilbenzen (4- 3,0

propilanisol)

10. 1317 3,4,5-trimetilfenol 2,0

11. 1451 4-metoksibenzojeva kiselina 3,0

12. 1478 dodekan-1-ol 2,4

13. 1542 4-hidroksibenzojeva kiselina (p-salicilna 1,3

kiselina)

14. 1700 heptadekan 1,5

15. 1766 tetradekanska kiselina 1,5

16. 1774 metil-4-hidroksi-3,5-dimetoksi benzoat 7,2

(metil-siringat)

17. 1802 6-hidroksi-3-okso-a-ionol (vomifoliol) 4,5

18. 1882 heksadekan-1-ol 7,1

19. 1960 dibutil-ftalat 1,5

20. 1963 heksadekanska kiselina (palmitinska 8,1

kiselina)

21. 2059 (2)-oktadec-9-en-1-ol 2,1

22. 2084 oktadekan-1-ol 12,2
Ukupno identificirano 95,6

RI-retencijski indeks na HP-5MS koloni;
*-spoj uvjetno identificiran (samo analizom spektara masa);
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Tablica 5. Hlapljivi spojevi meda u uzorku, nakon ekstrakcije s pentan : dietil-eter 1:2

(v/v) poslije zagrijavanja.

Red. RI Naziv spoja Udio (%)
br.
1. <900 1,3-dimetilbenzen 0,4
2. 1048 fenilacetaldehid 0,3
3. 1080 2-furankarboksilna kiselina 0.4
4. 1087 1-(furan-2-il)-2-hidroksietanon 1,3
5. 1116 2-feniletanol 1,0
6. 1230 5-hidroksimetilfurfural (HMF) 20,7
7. 1299 I-metoksi-4-propilbenzen (4- 2,2
propilanisol)
8. 1397 etil-dekanoat 0,8
9. 1400 tetradekan 1,5
10. 1500 pentadekan 1,0
11. 1514 4-metil-2,6-bis(1,1-dimetiletil)fenol 1,5
12. 1517 4-hidroksibenzojeva kiselina 3,9
13. 1593 etil-dodekanoat 0,4
14. 1600 heksadekan 0,6
15. 1700 heptadekan 0,7
16. 1766 tetradekanska kiselina 0.4
17. 1774 metil-4-hidroksi-3,5-dimetoksi benzoat 5,1
(metil-siringat)
18. 1882 heksadekan-1-ol 8,1
19. 1963 heksadekanska kiselina (palmitinska 6,1
kiselina)
20. 1992 etil-heksadekanost (etil-palmitat) 1,4
21. 2000 eikosan 1,3
22. 2059 (2)-oktadec-9-en-1-ol 2,6
23. 2100 heneikosan 12,3
24. 2147 (Z£)-oktadec-9-enska kiselina 4,7
25. 2300 trikosan 7,7
Ukupno identificirano 86,4

RI-retencijski indeks na HP-5MS koloni;
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Slika 11. Kromatogram ukupne ionske struje prije zagrijavanja meda od ruzmarina

izoliran pomoc¢u USE ekstrakcije s organskim otapalom diklormetanom
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Slika 12. Kromatogram ukupne ionske struje nakon zagrijavanja (60 °C, 2 sata) meda od

ruzmarina izoliran pomoc¢u USE ekstrakcije s organskim otapalom diklormetanom
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Slika 13. Kromatogram ukupne ionske struje prije zagrijavanja meda od ruzmarina
izoliran pomocu USE ekstrakcije s organskim otapalom pentan : dietil eterom = 1:2
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Slika 14. Kromatogram ukupne ionske struje nakon zagrijavanja (60 °C, 2 sata) meda od
ruzmarina izoliran pomoc¢u USE ekstrakcije s organskim otapalom pentan : dietil-

eterom = 1:2 (v/v)
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4. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj zagrijavanja na kemijski sastav hlapljivih
spojeva meda od ruzmarina. Najprije su izolirani hlapljivi spojevi bez zagrijavanja
ultrazvuénom ekstrakcijom (USE) s organskim otapalima pentan : dietil-eter = 1:2 (v/v)

1 diklormetanom.

Da bi se istrazio utjecaj zagrijavanja na kemijski sastav meda od ruzmarina, med
je zagrijavan pri 60 °C s dodatkom vode u vremenu od 2 sata nakon ¢ega su se izolirali
hlapljivi spojevi (vidjeti poglavlje 2.5.) 1 analizirali vezanim sustavom plinska

kromatografija-spektometrija masa.

Kemijski sastav hlapljivih spojeva meda od ruzmarina prije zagrijavanja prikazan
je u tablici 2 i u tablici 4. U uzorku prije zagrijavanja, nakon ekstrakcije s organskim
otapalom diklormetanom (tablica 2), identificiran je 21 spoj, a u uzorku prije zagrijavanja,
nakon ekstrakcije s organskim otapalom pentan : dietil-eter = 1:2 (v/v) (tablica 4),

identificirano je 25 spojeva.

U diklormetanskom ekstraktu, prije zagrijavanja, glavni spoj je bio 5-
hidroksimetilfurfural (59,2 %) ¢iji se veliki udio moze prepisati starosti meda koji je iz
2015. godine. Uz HMF, spojevi koji prevladavaju su 1-(furan-2-il)-2-hidroksietanon (4,8
%), heksadekan-1-ol (4,5 %), oktadec-1-en (3,0 %), i1 heksadekanska kiselina
(palmitinska kiselina) (1,9 %). Spojevi u ovom uzorku koji nisu pronadeni u ostalim

uzorcima su oktadec-1-en (3,0 %) te 4-metil-2,6-bis(1,1-dimetiletil)fenol (0,7 %).

U dietilskom ekstraktu, prije zagrijavanja, glavni spojevi su 5-hidroksimetilfurfural (14,1
%), oktadekan-1-o0l (12,2 %), heksadekanska kiselina (palmitinska kiselina) (8,1 %),
metil-4-hidroksi-3,5-dimetoksi benzoat (metil-siringat) (7,2 %), heksadekan-1-ol (7,1
%), 2-furankarboksilna kiselina (7,1 %), 2-furankarboksialdehid (furfural) (5,1 %), 6-
hidroksi-3-okso-a-ionol (vomifoliol) (4,5 %), 4-metoksibenzojeva kiselina (3,0 %), 1-
metoksi-4-propilbenzen (4-propilanisol), 2-feniletanol (2,9 %) i feniloctena kiselina (2,8
%). Spojevi identificirani samo u ovom uzorku su oktadekan-1-ol (12,2 %),6-hidroksi-3-
okso-a-ionol (vomifoliol) (4,5 %), feniloctena kiselina (2,8 %), 2,3-hidroksi-3,5-
dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on (2,1 %) te 4-hidroksibenzojeva kiselina (p-salicilna
kiselina) (1,3 %).
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Kemijski sastav hlapljivih spojeva meda od ruzmarina poslije zagrijavanja
prikazan je u tablici 3 i u tablici 5. U uzorku poslije zagrijavanja, nakon ekstrakcije s
organskim otapalom diklormetanom (tablica 3), identificirano je 25 spojeva, a u uzorku
poslije zagrijavanja, nakon ekstrakcije s organskim otapalom pentan : dietil-eter = 1:2

(v/v) (tablica 5), identificirano je takoder 25 spojeva.

U diklormetanskom ekstraktu, nakon zagrijavanja, glavni spoj bio je 5-
hidroksimetilfurfural (60,1 %) ¢ijem je povecanju udjela doprinijelo zagrijavanje uzorka
meda. Uz HMF, glavni spojevi su metil-2-furoat (7,6 %), hotrienol (6,4 %), heksadekan-
1-ol (3,4 %) te 1-(2-furanil)-etanon (2-acetilfuran). Spojevi koji su identificirani samo u
ovom uzorku su metil-2-furoat (7,6 %), hotrienol (6,4 %), pentadekan-1-ol (1,8 %),
oktadekan (1,7 %), metil-heksadekanoat (0,5 %) te benzaldehid (0,3 %).

U dietil-eterskom ekstraktu, nakon zagrijavanja, glavni spojevi su 5-hidroksimetilfurfural
(20,7 %), heneikosan (12,3 %), heksadekan-1-o0l (8,1 %), trikosan (7,7 %), heksadekanska
kiselina (palmitinska kiselina) (6,1 %), metil-4-hidroksi-3,5-dimetoksi benzoat (metil
siringat) (5,1 %), (£)-oktadec-9-enska kiselina (4,7 %), 4-hidroksibenzojeva kiselina (3,9
%) te (Z)-oktadec-9-en-1-ol (2,6 %). Spojevi u dietilskom ekstraktu koji nisu
identificirani u ostalim uzorcima su heneikosan (12,3 %), heksadekan-1-ol (8,1 %), 4-
hidroksibenzojeva kiselina (3,9 %), 4-metil-2,6-bis(1,1-dimetiletil)fenol (1,5 %),
tetradekan (1,5 %), eikosan (1,3 %), pentadekan (1,0 %), 2-furankarboksilna kiselina (0,4
%) te 1,3-dimetilbenzen (0,4 %).

Tipican spoj koji nastaje zagrijavanjem meda, 5-hidroksimetilfurfural, naden je 1
kod razli¢itih vrsta meda koji su zagrijavani iznad 50°C 1/ili dugo skladisteni gdje dolazi
do stvaranja novih spojeva ili transformiranja postoje¢ih (40). Novonastali spojevi
uzrokuju promjenu boje i arome meda (41), a uglavnom su produkti Maillard-ovih
reakcija (slika 15) i1 Strecker-ovih degradacija. Maillard-ove reakcije se temelje na
kondenzaciji uglavnom reduciraju¢ih ugljikohidrata s a-amino skupinom slobodnih

aminokiselina pri ¢emu nastaju nestabilne aminodekstroze.
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Metil-siringat (slika 16) je identificiran u ekstraktima meda od ruzmarina, ali je prisutan
i u drugim vrstama meda (43). Samo se u medu od Cepljeza (Asphodelus microcarpus)
moze smatrati potencijalnim markerom zbog velikog udjela (44, 45). U usporedbi s
drugim vrstama meda nijedan od spojeva u ekstraktima ruzmarinog meda se ne moze

istaknuti kao potencijalni specificni biomarker.

COOH COOH COOH

pZ
NH, NH,
Lo L HO COOH
NH; eliminacija transaminacija
- - -
HO
OH OH OoH OH
4-kumarinska kis. L-tirozin 4-hidroksifenilpiruvatna kis. Sikiminska kis.

slijed reakcija hidroksilacije i metilacije

slijed H,O adicija, reverznih aldolnih reakcija,
oksidacija i reverznih Claisen-ovih reakcija

o OCHj

<«——  raspad lignina
HaCO OCHj
OH

metil-siringat

Slika 16. Biosinteza metil-siringata (43)
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog zavr$nog rada bio je istraziti utjecaj topline na med od ruzmarina, $to je i
postignuto. Eksperimentom su utvrdene razlike u sastavima hlapljivih komponenti prije i

nakon zagrijavanja.

Dobiveni kemijski profili meda od ruzmarina prije zagrijavanja odgovaraju

kemijskim profilima meda od ruzmarina koji su dobiveni u prethodnim istrazivanjima.

U sva Ccetiri ekstrakta (diklormetanski prije zagrijavanja, dietil-eterski prije
zagrijavanja, diklormetanski nakon zagrijavanja, dietil-eterski nakon zagrijavanja),
identificirani su furanski i piranski derivati 5-hidroksimetilfurfural te metil-4-hidroksi-
3,5-dimetoksi benzoat (metil-siringat). Udjeli ovih derivata porasli su kvantitativno

nakon zagrijavanja.
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