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 1 Μέλι ερείκης: Φασµατοσκοπική µελέτη (FTIR, Raman) µελέτη των φαινολικών συστατικών και του πτητικού κλάσµατος παραληφθέντος µε την τεχνική της µικροεκχύλισης στερεάς φάσης  ΠΜΣ Τρόφιµα, ∆ιατροφή και Υγεία Τµήµα Επιστήµης Τροφίµων & ∆ιατροφής του Ανθρώπου Εργαστήριο Γενικής Χηµείας   ΠΕΡΙΛΗΨΗ Στην παρούσα µεταπτυχιακή εργασία µελετήθηκε το µέλι ερείκης ελληνικής προέλευσης. Αντικείµενο µελέτης είναι η βελτιστοποίηση της εκχύλισης χρησιµοποιώντας τη µεθοδολογία επιφανειακής απόκρισης (RSM) και παραλαβή του πτητικού κλάσµατος µε την τεχνική της µικροεκχύλισης στερεάς φάσης (SPME) και µελέτη του µε την τεχνική της αέριας χρωµατογραφίας συζευγµένης µε φασµατόµετρο µαζών (GC-MS). Επιπλέον, η παραλαβή µε την εκχύλιση στερεάς φάσης (SPE) και χρωµατογραφική µελέτη των φαινολικών ενώσεων µε την τεχνική της Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Πίεσης (LC/Q-TOF MS) και η φασµατοσκοπική µελέτη (FT-IR, Raman) για τον γρήγορο προσδιορισµό βασικών συστατικών. Τα κύρια συστατικά που παρελήφθησαν από τυχαίο δείγµα µελιού ερείκης µε την τεχνική SPME και αναλύθηκαν µε GC-MS, ήταν ο 4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρας, η βενζαλδεϋδη, η 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη, η 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-Ισοφορόνη), η 2,6,6-τριµεθυλκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη, η (Ε)-1,6,6-τριµεθυλ-7-(3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ)-3,8-διοξατρικυκλο[5.1.0.0 (2,4)]οκταν-5-όνη, το 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο, η 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (σαφρανάλη) και η (Ε)-1-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο)βουτ-2-εν-1-όνη   (δαµασκηνόνη). Για την βελτιστοποίηση της παραλαβής αυτών, από τη στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων οι βέλτιστες πειραµατικές συνθήκες ώστε να επιτευχθεί η µέγιστη απόδοση στην παραλαβή του πτητικού κλάσµατος είναι: η θερµοκρασία στους 60 °C, ο χρόνος εξισορρόπησης στα 30 min, ο χρόνος εκχύλισης στα 15 min, η ταχύτητα του µαγνητικού αναδευτήρα στα 100 rpm, ο όγκος δείγµατος προς εκχύλιση στα 6 mL και η αναλογία νερό:µέλι η 1:3 v/m. Τα φαινολικά συστατικά που ταυτοποιήθηκαν και χαρακτηρίζουν τα µέλια ερείκης ήταν κυρίως το καφεϊκό οξύ, το 4-υδροξυ-3,5-διµεθοξυβενζοϊκός µεθυλεστέρας και  το αµπσισικό οξύ. Πληροφορίες σχετικά µε τις λειτουργικές οµάδες και για τον σκελετό των µορίων παρείχε η φασµατοσκοπική µελέτη 



 2 (FT-IR, Raman), δηλαδή για τα σάκχαρα, το νερό, τα αµινοξέα, τα οργανικά οξέα και τα φαινολικά συστατικά που υπάρχουν στο µέλι ερείκης.   Επιστηµονική περιοχή: Μέλι ερείκης  Λέξεις κλειδιά: Μέλι, Ερείκη, Υγρή Χρωµατογραφία, Αέρια Χρωµατογραφία, Βελτιστοποίηση, Φασµατοσκοπία IR, Raman   



 3 Heather honey: Spectroscopic study (FTIR, Raman) study of the phenolic components and the volatile fraction obtained by the solid phase microextraction technique Msc Food, Nutrition and Health Department of Food Science & Human Nutrition Laboratory of General Chemistry  ABSTRACT In the present master's thesis, the heather honey of Greek origin was studied. The object of the study is the optimization of the extraction using the Response Surface Methodology (RSM) and the isolation of the of the volatile fraction with the technique of solid phase microextraction (SPME) and its study with the technique of gas chromatography coupled with a mass spectrometer (GC-MS). Furthermore, the isolation with solid phase extraction (SPE) and the chromatographic study of phenolic compounds using the Health High Pressure Chromatography (LC/Q-TOF MS) technique and the spectroscopic study (FT-IR, Raman) for the rapid identification of key components. The main components obtained from a random sample of heather honey by the SPME technique and analyzed by GC-MS were ethyl 4-methoxybenzoate, benzaldehyde, 4-methoxybenzaldehyde, 3,5,5-trimethylcyclohex-2-en-1-one (α-Isophorone), 2,6,6-trimethylcyclohex-2-ene-1,4-dione, (E)-1,6,6-trimethyl-7-(3-oxobut-1-en-1-yl)-3,8-dioxatricyclo[5.1.0.0(2,4)]octan-5-one, 1,1,5-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene, 2,6,6-trimethylcyclohexa-1,3-diene-1-carbaldehyde (Safranal) and (E)-1-(2,6,6-trimethylcyclohexa-1,3-dien-1-yl)but-2-en-1-one (Damascenone). In order to optimize the obtainment of the above, after the statistical analysis of the results the best experimental developments to achieve the maximum efficiency are: the temperature at 60 °C, the equilibration time at 30 min, the extraction time at 15 min , the speed of the magnetic stirrer at 100 rpm, the volume of sample to be extracted at 6 mL and the ratio of water: honey 1: 3. The phenolic constituents identified and characterizing heather honey were mainly caffeic acid, methyl syringate and abscisic acid. Information about the functional groups and the skeleton of the molecules was provided by the spectroscopic study (FT-IR, Raman), ie for the sugars, water, amino acids, organic acids and apparent components present in the heather honey. 
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 5 ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ  Η παρούσα µεταπτυχιακή µελέτη πραγµατοποιήθηκε στο Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών, στο Τµήµα Επιστήµης Τροφίµων & ∆ιατροφής του Ανθρώπου και συγκεκριµένα στο εργαστήριο Γενικής Χηµείας, κατά τη διάρκεια του ακαδηµαϊκού έτους 2020-2021. Επειδή µια επιστηµονική µελέτη δεν µπορεί να πραγµατοποιηθεί µόνο από ένα άτοµο, αισθάνοµαι την ανάγκη να αναφερθώ και να ευχαριστήσω όλους όσοι συνέβαλαν µε τον τρόπο τους να ολοκληρωθεί η διπλωµατική µου εργασία και στήριξαν αυτή µου την προσπάθεια.  Η ολοκλήρωση της µεταπτυχιακής αυτής εργασίας θα ήταν αδύνατη χωρίς την πολύτιµη υποστήριξη του επιβλέποντα καθηγητή µου, Αναπληρωτή Καθηγητή του Γ.Π.Α., κυρίου Χρήστου Παππά. Θα ήθελα να τον ευχαριστήσω για την εµπιστοσύνη που µου έδειξε εξ’ αρχής αναθέτοντάς µου το συγκεκριµένο αντικείµενο έρευνας και µελέτης, την επιστηµονική του καθοδήγηση, τις υποδείξεις του, τη συµπαράστασή του και το αµείωτο ενδιαφέρον που έδειξε από την αρχή µέχρι το τέλος.  Επίσης, ευχαριστώ βαθύτατα τον καθηγητή του Γ.Π.Α., κύριο Πέτρο Ταραντίλη, για τις εποικοδοµητικές τους υποδείξεις και την πολύτιµη συµβολή του στην ολοκλήρωση αυτής της εργασίας, ως µέλος της τριµελούς επιτροπής.  Ιδιαίτερα επιθυµώ να ευχαριστήσω τον υποψήφιο διδάκτορα Μαρίνο Ξαγοράρη για την άριστη συνεργασία που είχαµε στο πλαίσιο εκπόνησης της εργασίας, τον πολύτιµο χρόνο που διέθεσε για να µου δώσει σηµαντικά στοιχεία και εξηγήσεις αλλά και για τη συνεχή υποστήριξη και βοήθειά του, καθ’ όλη τη διάρκεια της ερευνητικής διαδικασίας.  Επιπλέον, θα ήθελα να εκφράσω τις ευχαριστίες µου στους διδάσκοντες του Μεταπτυχιακού Προγράµµατος, καθώς µου εµφύσησαν το ενδιαφέρον και την αγάπη για την έρευνα και µέσα από τις εισηγήσεις τους µε ώθησαν να διερευνήσω τον τρόπο σκέψης µου και να φτάσω στο σηµείο της συγγραφής της παρούσας εργασίας καθώς και σε όλα τα µέλη του εργαστηρίου Γενικής Χηµείας για την εξαιρετική συνεργασία µας καθ’ όλη τη διάρκεια της ερευνητικής µελέτης.  Τέλος, µε αυτή την ευκαιρία θέλω να εκφράσω τις ευχαριστίες µου στην οικογένεια µου για την αµέριστη συµπαράστασή τους σε όλη αυτή την πορεία µου.    Η παρούσα µεταπτυχιακή εργασία έχει διασταυρωθεί από λογισµικό ανίχνευσης λογοκλοπής, µε τη συναίνεση και την έγκριση της συγγραφέως, που διαθέτει το Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών.  
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 1ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ ΚΕΦΑΛΑΙΟ Α: ΓΕΝΙΚΕΣ ΕΝΝΟΙΕΣ  Α.1 Η µέλισσα Από άποψη µορφολογίας (Εικ. 1) το σώµα της µέλισσας χωρίζεται σε τρία ευδιάκριτα µέρη. Η κεφαλή, η οποία περιλαµβάνει τους οφθαλµούς (σύνθετοι και απλοί), τις κεραίες (γονατοειδείς-νηµατοειδείς) και τα στοµατικά µόρια: άνω και κάτω χείλος, δύο άνω γνάθοι, δύο κάτω γνάθοι και ο υποφάρυγγας, ενώ ο τύπος των στοµατικών µορίων είναι λείχων –µυζητικός. Το επόµενο µέρος του σώµατος της µέλισσας είναι ο θώρακας ο οποίος αποτελείται από τρία µέρη και το καθένα από τα οποία φέρει ένα ζεύγος ποδιών, ενώ το µεσαίο και τελευταίο µέρος φέρουν από ένα ζεύγος πτερύγων (µεµβρανοειδούς τύπου). Το τρίτο µέρος του σώµατος της µέλισσας είναι η κοιλιά η οποία αποτελείται από 10 κοιλιακούς δακτυλίους. Στην κοιλία βρίσκονται το σύνολο των εσωτερικών οργάνων της µέλισσας και το κεντρί (Αλυσσανδράκης, 2007).   Εικόνα 1: Η µορφολογία της µέλισσας. Οι µέλισσες είναι κοινωνικά και συνεργάσιµα έντοµα. Οι κάτοικοι µιας κυψέλης χωρίζονται γενικά σε τρεις τύπους. Οι εργάτριες είναι οι µόνες µέλισσες που βλέπουν οι περισσότεροι άνθρωποι. Αυτές οι µέλισσες είναι θηλυκά που δεν είναι ανεπτυγµένα για αναπαραγωγή. Ο ρόλος τους είναι να αναζητούν τροφή (γύρη και νέκταρ από λουλούδια), να χτίζουν και προστατεύουν την κυψέλη, να καθαρίζουν, να φροντίζουν την κυκλοφορία του αέρα χτυπώντας τα φτερά τους και να εκτελούν πολλές άλλες κοινωνικές λειτουργίες. Η δουλειά της βασίλισσας είναι απλή - γεννά τα αυγά που θα 



 1γεννήσουν την επόµενη γενιά µελισσιών της κυψέλης. Συνήθως υπάρχει µόνο µια βασίλισσα σε µια κυψέλη. Εάν η βασίλισσα πεθάνει, οι εργάτριες θα δηµιουργήσουν µια νέα βασίλισσα, ταΐζοντας µία από τις θηλυκές προνύµφες µε µια αποκλειστική διατροφή ενός φαγητού που ονοµάζεται «βασιλικός πολτός». Αυτό το ελιξίριο δίνει τη δυνατότητα στην εργάτρια να εξελιχθεί σε γόνιµη βασίλισσα. Οι βασίλισσες ρυθµίζουν επίσης τις δραστηριότητες της κυψέλης παράγοντας χηµικά που καθοδηγούν τη συµπεριφορά των άλλων µελισσών. Οι αρσενικές µέλισσες ονοµάζονται κηφήνες - η τρίτη κατηγορία µελισσών και δεν κάνουν καµία δουλειά. Αποτελούν περίπου το δέκα τοις εκατό του πληθυσµού της αποικίας και περνούν όλη τους τη ζωή τρώγοντας µέλι και περιµένοντας την ευκαιρία να ζευγαρώσουν (Hertzberg, 2019). Α.2 Η γύρη, το νέκταρ και το µέλι Οι µέλισσες εξαρτώνται πλήρως από τα άνθη για τροφή, η οποία αποτελείται από γύρη και νέκταρ, το τελευταίο µερικές φορές τροποποιείται και αποθηκεύεται ως µέλι. ∆εν υπάρχει αµφιβολία ότι οι µέλισσες και τα λουλούδια που επικονιάζουν, εξελίχθηκαν ταυτόχρονα. Καθώς οι µέλισσες περνούν από λουλούδι σε λουλούδι συλλέγοντας γύρη, µια µικρή ποσότητα παρασύρεται από το σώµα τους και εναποτίθεται στα λουλούδια που επισκέπτονται (Εικ. 2). Αυτή η απώλεια γύρης είναι σηµαντική, διότι συχνά οδηγεί σε διασταυρούµενη επικονίαση των φυτών. Η πρακτική αξία των µελισσών ως επικονιαστών είναι πολύ µεγαλύτερη από την αξία της παραγωγής µελιού και κεριού τους (The Editors of Encyclopaedia Britannica).  Εικόνα 2. Η µέλισσα κουβαλώντας γύρη. 



 1Οι γυρεόκοκκοι εµφανίζονται απροσδόκητα στα µέλια όταν παρασκευάζονται από τις µέλισσες. Κατά τη συλλογή νέκταρ από τα λουλούδια, οι γυρεόκοκκοι ενίοτε καταπίνονται από τις µέλισσες και µεταφέρονται στην κυψέλη. Εκεί µεταφέρονται µαζί µε το νέκταρ από µέλισσα σε µέλισσα στα κελιά αποθήκευσης για να στεγνώσουν και να µετατραπούν σε µέλι. Σε ξεχωριστές διαδροµές, οι µέλισσες συλλέγουν γυρεόκοκκους από λουλούδια και τους µεταφέρουν µε τα πίσω πόδια τους στην κυψέλη για αποθήκευση σε άλλα κελιά µελιού. Αυτό είναι γνωστό ως "ψωµί µελισσών" και χρησιµοποιείται για τη διατροφή των προνυµφών µε πρωτεΐνες, λιπίδια, βιταµίνες και µεταλλικά στοιχεία (Barth, 2004, Nicolson, 2011). Το νέκταρ είναι η κύρια πηγή ενέργειας για τις µέλισσες και αποτελείται κυρίως από σάκχαρα, νερό και άλλα συστατικά. Το νέκταρ, συνήθως, αποτελείται από σακχαρόζη, γλυκόζη και φρουκτόζη. Η περιεκτικότητά του σε νερό µπορεί να ποικίλει ανάλογα µε τις περιβαλλοντικές συνθήκες. Στην πιο συνηθισµένη κατάσταση των µελισσών που συλλέγουν συµπυκνωµένο νέκταρ, η περιεκτικότητα σε νερό καθορίζει το ιξώδες και ως εκ τούτου το ανώτερο όριο για αποτελεσµατική συλλογή από τις µέλισσες, το οποίο είναι περίπου 60% m/m σε σακχαρόζη. Άλλα συστατικά υπάρχουν σε µικρές ποσότητες στο νέκταρ αλλά µπορεί να είναι σηµαντικά από άποψη διατροφής (και να συµβάλει στη γεύση του µελιού). Τα αµινοξέα είναι οι επόµενες πιο άφθονες διαλυµένες ουσίες του νέκταρος µετά τα σάκχαρα. Λίγα είναι γνωστά για τις συγκεντρώσεις ανόργανων ιόντων στο νέκταρ.  Τα άλατα σε νέκταρ (και γύρη) µπορεί να είναι σηµαντικά στην ωσµωρύθµιση της µέλισσας. Οι δευτερογενείς µεταβολίτες στο νέκταρ, όπως τα αλκαλοειδή και τα φαινολικά, είναι µη αναµενόµενοι δεδοµένης της ελκυστικής λειτουργίας του νέκταρος, ωστόσο, µπορεί να χρησιµεύσουν για την προσέλκυση εξειδικευµένων επικονιαστών ή την αποτροπή ανεπιθύµητων επισκεπτών (Nicolson, 2011). Το µέλι είναι µια γλυκιά παχύρρευστη ουσία που παρασκευάζεται από τις µέλισσες µε πρώτη ύλη φυτικές ή ζωικές µελιτώδεις εκκρίσεις ή νέκταρ ανθέων. Η πρώτη ύλη για την παραγωγή µελιού από την µέλισσα είναι το νέκταρ. Για την παραγωγή του η µέλισσα προσθέτει δικά της ένζυµα, των οποίων οι δράσεις δεν είναι ακόµη εξακριβωµένες. Η πυκνότητα του µελιού εξαρτάται από την περιεχόµενη υγρασία και τη θερµοκρασία. Όσο 



 1µικρότερη η θερµοκρασία και η υγρασία τόσο πιο παχύρευστο είναι το µέλι (Jean-Prost, 2014, Κοντόλαιµος, 2014). Α.3 Η ιστορία του µελιού και οι χρήσεις του Η χρήση του µελιού ως εσωτερικού και εξωτερικού παράγοντα υγείας είναι πολύ παλαιότερη από την ιστορία της ίδιας της ιατρικής. Η παλαιότερη καταγεγραµµένη ιατρική συνταγή, συµπεριλαµβάνοντας το µέλι, προέρχεται από τους Σουµέριους. Το µέλι χρησιµοποιήθηκε ως φάρµακο ενάντια σε µια ποικιλία ασθενειών στην αρχαία Αίγυπτο, την Ελλάδα και τη Ρώµη. Υπάρχουν συχνές αναφορές στο µέλι σε ιερά κείµενα. Το µέλι έχει µακρά παράδοση, όχι µόνο στη δυτική ιατρική αλλά και στην παραδοσιακή κινεζική ιατρική και την Αγιουρβέδα. ∆εν χρησιµοποιούνταν από ιατρούς µετά την πτώση της Ρωµαϊκής Αυτοκρατορίας και στη µεσαιωνική εποχή το µέλι δεν ήταν δηµοφιλές θέµα ιατρικών κειµένων και πολύ λίγα γράφτηκαν για τη χρήση του εκείνη την περίοδο. Τον 19ο αιώνα το µέλι παραµελήθηκε λόγω της ανάπτυξης της σύγχρονης συνθετικής ιατρικής. Ωστόσο, η επιστροφή του ήταν παρατηρήσιµη ήδη από τις αρχές του 20ου αιώνα και το µέλι χρησιµοποιήθηκε για µια σειρά προβληµάτων υγείας καθώς  και ως θεραπευτικό µέσο των πληγών (Kuropatnicki et al. 2018). A.4 Νοµοθεσία για το µέλι Σύµφωνα µε τον ∆ιεθνή Οργανισµό Γεωργίας και Τροφίµων (Food and Agriculture Organization, FAO): «Το µέλι είναι µια θρεπτική, υγιεινή και φυσική τροφή που παράγεται από τις µέλισσες». Τα οφέλη του υπερβαίνουν τη χρήση του ως γλυκαντικό καθώς περιέχει αρκετά µέταλλα, ένζυµα, βιταµίνες και πρωτεΐνες που προσδίδουν µοναδικές θρεπτικές και οργανοληπτικές ιδιότητες. Το µέλι µπορεί να είναι µονοανθικό εάν ένα συγκεκριµένο φυτικό νέκταρ και η περιεκτικότητα σε γύρη επικρατεί σε προκαθορισµένα ποσοστά ή πολυανθικό αν περιέχει ένα απροσδιόριστο µείγµα διαφορετικών νέκταρ και γύρης. Λόγω των περιβαλλοντικών, γεωγραφικών και κλιµατολογικών συνθηκών, το µέλι µπορεί να ποικίλει σε περιεκτικότητα σε γύρη και σχετική υγρασία. Το µέλι παράγεται και στις πέντε ηπείρους και η κατανάλωσή του ποικίλλει από χώρα σε χώρα επίσης λόγω πολιτιστικών λόγων και διατροφικών συνηθειών (FAO, 2019). 



 1 Εικόνα 3. ∆ιατροφική αξία µελιού σύµφωνα µε τον F.A.O. 2019. Στην παραπάνω εικόνα φαίνεται η διατροφική αξία του µελιού σύµφωνα µε τον F.A.O. Το µεγαλύτερο ποσοστό από το οποίο αποτελείται το µέλι είναι εµφανώς τα σάκχαρα φρουκτόζη και γλυκόζη ενώ στη συνέχεια ακολουθεί η υγρασία και µόλις µόνο ένα µικρό ποσοστό των 4% ανήκει στα υπόλοιπα συστατικά. A.5 Στατιστικά στοιχεία παραγωγής και κατανάλωσης µελιού Σύµφωνα µε το Υπουργείο Γεωργίας των Ηνωµένων Πολιτειών (United States Department of Agriculture, USDA), η παραγωγή µελιού το 2019 ανήλθε σε 157 εκατοµµύρια λίρες από 2,81 εκατοµµύρια µελίσσια, αυξηµένη κατά 2% από το 2018 που ήταν λιγότερες κατά 1%. Η απόδοση ανά µελίσσι ήταν κατά µέσο όρο 55,8 λίρες, αυξηµένη κατά 2% από τις 54,5 λίρες το 2018 (USDA, 2020). Πρόσφατα η Ευρωπαϊκή Επιτροπή κάνοντας παρουσίαση για την αγορά του µελιού ανάρτησε κάποια στοιχεία σχετικά µε την παγκόσµια παραγωγή αυτού κατά το έτος 2019 (Εικ. 4). Όπως παρατηρείται, πρώτη παγκοσµίως σε παραγωγή µελιού έρχεται η Κίνα µε ποσοστό 24%, ενώ η Ευρώπη δεύτερη µε το µισό ποσοστό από την πρώτη στο 12% (European Commission, 2021). 



 1Εικόνα 4. Παγκόσµια παραγωγή µελιού ανά χώρα (1000 T) το 2019 σύµφωνα µε την Ευρωπαϊκή Επιτροπή, 2021. Επιπλέον, επεσήµανε ότι οι χώρες της ΕΕ µε τη µεγαλύτερη παραγωγή µελιού (Ρουµανία, Ισπανία, Ουγγαρία, Γερµανία, Ιταλία, Ελλάδα, Γαλλία και Πολωνία) βρίσκονται κυρίως στη νότια Ευρώπη, όπου οι κλιµατικές συνθήκες ευνοούν περισσότερο τη µελισσοκοµία.  Εικόνα 5. Οι µεγαλύτεροι καταναλωτές µελιού ηµερησίως ανά άτοµο F.A.O. 2019.  Σύµφωνα µε τον FAO, οι κάτοικοι της ∆ηµοκρατίας της Κεντρικής Αφρικής είναι οι µεγαλύτεροι καταναλωτές µελιού παγκοσµίως, ενώ η Ελλάδα έρχεται στην τέταρτη θέση (Εικ. 5). Τέλος αναφέρει ότι η Ιταλία είναι η µόνη χώρα στον κόσµο που παράγει περισσότερες από 30 ποικιλίες µελιού, αλλά είναι και η χώρα που καταναλώνει τη µικρότερη ποσότητα µελιού (FAO, 2019). 



 1∆εν υπάρχουν πρόσφατες πληροφορίες σχετικά µε την παραγωγή του µελιού στην Ελλάδα. Σύµφωνα µε το Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίµων (Υπ.Α.Α.Τ), κατά το έτος 2009 η παραγωγή µελιού στην Ελλάδα ανήλθε στους 21.331,89 τόνους µελιού µε αυξηµένο µελισσοκοµικό ενδιαφέρον στην Περιφέρεια της Κεντρικής Μακεδονίας (Υπ.Α.Α.Τ, 2012). Ενώ σύµφωνα µε την Ελληνική Στατιστική Αρχή, 20.651 τόνοι ήταν η παραγωγή µελιού στην Ελλάδα το 2015 και το 21% να προερχόταν από την Περιφέρεια Κεντρικής Μακεδονίας (ΕΛΣΤΑΤ, 2018). Α.6 ∆ιάκριση και τύποι µελιών Τα κυριότερα είδη µελιού διακρίνονται σε κατηγορίες ανάλογα µε την προέλευση και ανάλογα µε τον τρόπο παραγωγής. Όσον αφορά την προέλευση, το µέλι διακρίνεται σε δύο κατηγορίες. Το µέλι ανθέων ή µέλι νέκταρος το οποίο λαµβάνεται από νέκταρ φυτών και στο µέλι µελιτώµατος το οποίο που λαµβάνεται κυρίως από εκκρίµατα εντόµων, αποµυζούντων φυτά (Hemiptera), ευρισκόµενα πάνω στα ζώντα µέρη των φυτών ή εκκρίσεις προερχόµενες από ζώντα µέρη των φυτών. Σχετικά µε τον τρόπο παραγωγής ή/και παρουσίασης, το µέλι χωρίζεται σε έξι κατηγορίες, το µέλι κηρήθρας, το µέλι µε τεµάχια κηρήθρας ή τεµάχια κηρήθρας µε µέλι, το µέλι στραγγισµένο, το µέλι φυγοκέντρισης, το µέλι πίεσης και το διηθηµένο µέλι (Κώδικας Τροφίµων και Ποτών, 2016). Με βάση την ελληνική νοµοθεσία (ΦΕΚ 239/23.02.05), η βοτανική προέλευση µπορεί να αποδοθεί για οκτώ κατηγορίες αµιγών µελιών: πεύκου, ελάτου, θυµαριού, πορτοκαλιάς, ερείκης, καστανιάς, βαµβακιού και ηλίανθου. Α.7 Η ερείκη και το µέλι της Η ερείκη προέρχεται από την οικογένεια των ερεικοειδών (Ericaceae). Στην Ευρώπη τα είδη των φυτών ερείκης που συµβάλλουν στην παραγωγή του ερεικόµελου είναι 10, µε την Ισπανία, Ολλανδία, ∆ανία, Σκανδιναβία, Αγγλία, Πολωνία και Γερµανία να έρχονται πρώτες στη παραγωγή αυτού. Όπως φαίνεται και από τον Πίνακα 1, το φυτό από το οποίο προέρχεται το ερεικόµελο των παραπάνω χωρών είναι το Calluna vulgaris L. (Persano Oddo et al. 2004). Στην Ελλάδα, το µέλι ερείκης παράγεται σε ικανοποιητική ποσότητα µε αυτό να βρίσκεται ανάµεσα στα οκτώ αµιγή µέλια (ΦΕΚ 239/23.02.05). Το µέλι ερείκης που 



 1παράγεται στην Ελλάδα προέρχεται από δύο φυτά, την ανοιξιάτικη ερείκη (Erica arborea L.) και την φθινοπωρινή ερείκη (Erica manipuliflora L)., µε την τελευταία να έχει τη µεγαλύτερη παραγωγή (Εικ. 6). Αυτό συµβαίνει γιατί κατά το χρονικό διάστηµα συλλογής της ανοιξιάτικης ερείκης, τα µελίσσια αναπτύσσονται και έτσι οι µέλισσες καταναλώνουν το µέλι. Πίνακας 1. Είδη ερείκης απ’ όπου προέρχεται η παραγωγή του Ευρωπαϊκού ερεικόµελου. Πηγή: Persano Oddo et al. 2004. Είδος ερείκης Μεγάλη παραγωγή Μέτρια παραγωγή Σπάνια παραγωγή Calluna vulgaris L. Ισπανία, Ολλανδία, ∆ανία, Σκανδιναβία, Αγγλία, Πολωνία, Γερµανία Γαλλία Ιταλία Erica arborea L. Ισπανία Ιταλία, Γαλλία, Κροατία Ελλάδα Erica manipuliflora L. - Ελλάδα, Αλβανία, Κροατία - Erica australis L. Ισπανία - - Erica carnea L. - Γαλλία - Erica cinerea L. Ισπανία Γαλλία, Αγγλία Πορτογαλία Erica multiflora L. Ισπανία Κροατία Ιταλία Erica scoparia L. Ισπανία - - Erica umbellata L. Ισπανία - - Erica vagans L. Ισπανία Γαλλία -  Εικόνα 6. Τα τρία είδη ερείκης που αναφέρθηκαν. Από αριστερά προς τα δεξιά: Calluna vulgaris L., Erica manipuliflora L. και Erica arborea L. 



 1 Εικόνα 7. Η εξάπλωση τριών ειδών ερείκης ανα τον κόσµο. Με πράσινο χρώµα αναπαρίστανται τα ιθαγενή είδη, ενώ µε µωβ τα εισαγόµενα. Πηγή: http://www.plantsoftheworldonline.org/.  



 2Η Calluna vulgaris L. (Εικ. 6) είναι ένας πολυετής θάµνος ύψους 20 – 50 cm, ενώ µπορεί να ξεπεράσει και το 1 m. Φύεται κυρίως στη Βόρεια και ∆υτική Ευρώπη (Εικ. 7) και είναι το µοναδικό φυτό του γένους Calluna που ανήκει στην οικογένεια Ericaceae (Persano Oddo & Piro, 2004, Coats, 1992). Η Erica manipuliflora L., (Εικ. 6) γνωστή και ως φθινοπωρινή ερείκη (ή σουσούρα), είναι ένας πολυετής, αειθαλής θάµνος ύψους 1 m και φύεται σε υψόµετρο που ξεκινάει από την επιφάνεια της θάλασσας και φτάνει τα 2000 m. Η ανθοφορία της διαρκεί από τέλος καλοκαιριού έως το τέλος του φθινοπώρου. Η άφθονη γύρη που δίνει σε συνδυασµό µε την έλλειψη άλλων ανθισµένων φυτών κατά την περίοδο αυτή το κάνουν µία πολύ καλή πρωτεϊνούχο πηγή. Ως αυτοφυές (Εικ. 7), συναντάται σε Ιταλία, Κροατία, Αλβανία, Ελλάδα και Τουρκία (Σπύρου, 1981). Το µέλι της παράγεται σε µεγάλες ποσότητες στην Ελλάδα, και είναι ένα προϊόν µε υψηλή θρεπτική αξία και τονωτικό για τον ανθρώπινο οργανισµό. Παρατηρώντας τον Πίνακα 2., το χαρακτηριστικό που ξεχωρίζει το ερεικόµελο σε σύγκριση µε άλλες κατηγορίες µελιών είναι η υγρασία (18,8%), αφού πολλές φορές υπερβαίνει ακόµα και το όριο των αγρονοµικών διατάξεων που είναι το 20%, κάτι που θεωρείται ως ιδιοµορφία κατ’ εξαίρεση για το ερεικόµελο και είναι αποδεκτό. Έχει επίσης σχετικά υψηλή ηλεκτρική αγωγιµότητα σε τιµές µεταξύ ανθόµελων και δασόµελων επιτρέποντας τη διάκρισή του από τα υπόλοιπα ανθόµελα. Το ερεικόµελο έχει κοκκινωπό χρώµα και χαρακτηριστική οσµή και γεύση. Λόγω της υψηλής του περιεκτικότητας σε υγρασία και σε ζαχαροµύκητες, ξινίζει εύκολα (Εικ. 8). Κρυσταλλώνει στους 1 – 3 µήνες (σχετικά γρήγορα) λόγω της υψηλής του περιεκτικότητας σε γλυκόζη, γεγονός που το καθιστά ανίκανο να αναµιχθεί µε άλλα µέλια για εµπορικούς σκοπούς (χαρµάνια) (Θρασυβούλου, et al. 2002). Η Erica arborea L., (Εικ. 6) γνωστή και ως ανοιξιάτικη ερείκη, είναι ένα αειθαλές, πολυετές µικρό δέντρο ή θάµνος µε ύψος έως 2,5 m. Η ανθοφορία του ξεκινάει από νωρίς το Φεβρουάριο στα χαµηλά και ζεστά µέρη και τελειώνει τον Απρίλιο µε στο υψηλότερα. Συναντάται σε όλη τη νότια Ευρώπη και σε κάποιες χώρες της Αφρικής (Εικ. 7). Το ανοιξιάτικο ερεικόµελο σε σχέση µε το φθινοπωρινό είναι πιο ανοιχτόχρωµο (Εικ. 8), έχει διαφορετική γεύση, και χαρακτηρίζεται από υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης, η οποία µπορεί να κυµανθεί υψηλότερα της φρουκτόζης (Θρασυβούλου, et al. 2002). 



 2Τέλος, αξίζει να αναφερθεί ότι σύµφωνα µε τον ΦΕΚ 239/23.02.05 για την ταυτοποίηση αµιγών ελληνικών µελιών, η οδηγία που δίνεται για το µέλι ερείκης είναι µόνον ο κύριος γυρεόκοκκος, ο οποίος ως ποσοστό των συνολικών γυρεόκοκκων των νεκταρογόνων φυτών πρέπει να είναι ≥ 45%. Πίνακας 2. Φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά Ελληνικού Erica manipuliflora L. Πηγή: Θρασυβούλου et al., 2001).   Εικόνα 8. Φθινοπωρινό (αριστερά) και ανοιξιάτικο (δεξιά) ερεικόµελο από Ελληνική πιστοποιηµένη βιολογική µελισσοκοµία. 



 2ΚΕΦΑΛΑΙΟ Β: ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΆ ΓΝΩΡΙΣΜΑΤΑ ΤΟΥ ΜΕΛΙΟΥ, ΦΥΣΙΚΟΧΗΜΙΚΕΣ Ι∆ΙΟΤΗΤΕΣ Β.1 Περιγραφή µελιού Σύµφωνα µε τον ενηµερωµένο (το 2019) CXS 12-19811 διατροφικό κώδικα Codex Alimentarius από τον Οργανισµό Τροφίµων και Γεωργίας των Ηνωµένων Εθνών (FAO) και τον Παγκόσµιο Οργανισµό Υγείας (WHO), το µέλι αποτελείται ουσιαστικά από διαφορετικά σάκχαρα, κυρίως φρουκτόζη και γλυκόζη καθώς και άλλες ουσίες όπως οργανικά οξέα, ένζυµα και στερεά σωµατίδια που προέρχονται από τη συλλογή µελιού (Εικ. 3). Το χρώµα του µελιού ποικίλλει από σχεδόν άχρωµο έως σκούρο καφέ (Εικ. 9). Η συνοχή µπορεί να είναι ρευστή, ιξώδης ή εν µέρει έως πλήρως κρυσταλλωµένη. Η γεύση και το άρωµα ποικίλλουν, αλλά προέρχονται από τη φυτική προέλευση. Η διαφορά µε τον  ορισµό της ΕΕ είναι ότι αναφέρει πως το µέλι είναι µόνο µέλι σύµφωνα µε τον ορισµό όταν παράγεται από µέλισσες Apis mellifera L..  Εικόνα 9. Το µέλι ποικίλει στο χρώµα, F.A.O. 2019. Β.2 Συστατικά µελιού Το µέλι αποτελείται από ένα µείγµα σακχάρων, κυρίως γλυκόζης και φρουκτόζης (White, 1975). Εκτός από το νερό (συνήθως 17-20 %), το µέλι περιέχει επίσης πολύ µικρές ποσότητες άλλων ουσιών, συµπεριλαµβανοµένων µετάλλων, βιταµινών, πρωτεϊνών και αµινοξέων (Πίν. 3).  Ένα µικρό, αλλά σηµαντικό συστατικό του µελιού είναι η γύρη. Η γύρη µεταφέρεται στη φωλιά των µελισσών (κυψέλη) και αποθηκεύεται µέσα της αρκετά ξεχωριστά από το νέκταρ, αλλά µερικοί κόκκοι γύρης βρίσκουν το δρόµο τους στο νέκταρ και τελικά στο µέλι. Η γύρη στο µέλι µπορεί να αναγνωριστεί χρησιµοποιώντας ένα µικροσκόπιο και δίνει έναν οδηγό για τα φυτά από τα οποία οι µέλισσες συλλέγουν νέκταρ και γύρη. Οι ειδικοί είναι σε θέση να καθορίσουν τη γεωγραφική προέλευση του µελιού από τη γύρη που περιέχει. Αυτή η επιστήµη της µελισσοπαλυνολογίας απαιτεί µόνο ένα οπτικό µικροσκόπιο για να δει την γύρη στο µέλι και γνώση των χαρακτηριστικών σχηµάτων της γύρης που πρέπει να υπάρχουν σε µέλι. Σε πολλές χώρες, πραγµατοποιείται τακτική 



 2ανάλυση γύρης των τοπικά παραγόµενων µελιών και οι ειδικοί της γύρης έχουν ακριβή γνώση του φάσµατος γύρης των µελιών της περιοχής τους. Η περιεκτικότητα του µελιού σε «τέφρα» αποτελεί κυρίως τα µεταλλικά ιχνοστοιχεία. Τα µεταλλικά στοιχεία που υπάρχουν είναι ασβέστιο, χαλκός, σίδηρος, µαγνήσιο, µαγγάνιο, κάλιο, νάτριο και χλωρίδια, φωσφορικά άλατα, πυριτικά άλατα και θειϊκά άλατα. Τα σκούρα µέλια είναι συχνά πολύ πλούσια σε µεταλλικά στοιχεία, αλλά η διακύµανση της περιεκτικότητας αυτών σε διάφορα µέλια είναι µεγάλη. Αυτές οι µικρές ποσότητες µεταλλικών στοιχείων µπορεί να είναι σηµαντικές για τη διατροφή του ανθρώπου (Bradbear, 2009).                Πίνακας 3. Κύρια συστατικά του µελιού Κύρια συστατικά (99%)  % Μέσος (%) Νερό 13,4 - 26,6 17,0 Φρουκτόζη 21,7 - 53,9 39,3 Γλυκόζη 20,4 - 44,4 32,9 Σακχαρόζη 0,0 - 7,6 2,3 Άλλα σάκχαρα 0,1 - 16,0 8,5 Άλλα συστατικά (1%)  (%) του 1% Οξέα (γλυκονικό) 0,17-1,17 Μεταλλικά στοιχεία 0,02-1,03 Άζωτο (πρωτεΐνη) 0,00-0,13 Ένζυµα >0,1% Άρωµα >0,1% Άλλα (HMF, κλπ.) >0,1%   Β.3 Άλλα συστατικά Ορισµένα µέλια έχουν πολύ υψηλή περιεκτικότητα σε γύρη που τα κάνει να φαίνονται θολά: για παράδειγµα, το µέλι που προέρχεται από συµπίεση της περιέχει συχνά σχετικά υψηλό επίπεδο γύρης. Σε ορισµένες χώρες αυτό το «µη φιλτραρισµένο» µέλι που περιέχει άφθονη γύρη πωλείται σε υψηλότερη τιµή, αλλού το µέλι αυτό µερικές φορές θεωρείται (λανθασµένα) χαµηλής ποιότητας. Η παρουσία οποιωνδήποτε άλλων 



 2ρύπων στο µέλι (για παράδειγµα κοµµατάκια κεριού, µέρη νεκρών µελισσών και θραύσµατα ξύλου ή σκόνης) καθιστούν το µέλι χαµηλής ποιότητας και χαµηλής αξίας. Β.4 HMF - υδροξυµεθυλοφουρφουράλη Το HMF (hydroxymethylfufural) είναι η υδροξυµεθυλοφουρφουράλη, ένα προϊόν διάσπασης της φρουκτόζης (ένα από τα κύρια σάκχαρα στο µέλι) που σχηµατίζεται αργά και φυσικά κατά την αποθήκευση του µελιού και πολύ πιο γρήγορα όταν θερµαίνεται το µέλι. Η ποσότητα HMF που υπάρχει στο µέλι είναι η αναφορά που χρησιµοποιείται ως οδηγός για τη θέρµανση που έχει λάβει χώρα: όσο υψηλότερη είναι η τιµή HMF, τόσο χαµηλότερη θεωρείται η ποιότητα του µελιού. Ορισµένες χώρες θέτουν όριο στη συγκέντρωση της HMF για το εισαγόµενο µέλι (περί τα 40 mg/kg) και το µέλι µε τιµή HMF υψηλότερη από αυτό το όριο δεν γίνεται αποδεκτό. Ωστόσο, ορισµένα µέλια έχουν, από τη φύση τους, υψηλό επίπεδο HMF. Το HMF µετριέται µε εργαστηριακές δοκιµές (Bradbear, 2009). Β.5 Ένζυµα Τα επίπεδα των ενζύµων που υπάρχουν στο µέλι µερικές φορές χρησιµοποιούνται ως οδηγός για την ποιότητα του µελιού. Τα ένζυµα στο µέλι (ινβερτάση, οξειδάση γλυκόζης, αµυλάση κ.λπ.) προέρχονται από τις µέλισσες ή από το φυτό όπου έψαχνε η µέλισσα. Υπάρχουν σε πολύ µικρές ποσότητες, αλλά µπορεί να έχουν διατροφική σηµασία στη διατροφή του ανθρώπου. Τα ένζυµα είναι πολύ ευαίσθητα στην θέρµανση (πάνω από 35 °C) ή στην αποθήκευση σε υψηλή θερµοκρασία. Επειδή καταστρέφονται µε θέρµανση, ένα χαµηλό επίπεδο ενζύµων µπορεί να σηµαίνει ότι το µέλι έχει θερµανθεί, αλλά πολλά µέλια καλής ποιότητας έχουν, από τη φύση τους, χαµηλή περιεκτικότητα σε ένζυµα (Bradbear, 2009). Β.6 Νερό Η περιεκτικότητα του µελιού σε νερό κυµαίνεται από  13% έως και 23%, ανάλογα µε την πηγή του µελιού, τις κλιµατολογικές συνθήκες και άλλους παράγοντες. Εάν η περιεκτικότητα σε νερό του µελιού είναι µεγαλύτερη από 20%, τότε το µέλι είναι πιθανό να ζυµωθεί. Η χαµηλή περιεκτικότητα σε νερό είναι εποµένως η πιο σηµαντική. Η περιεκτικότητα σε νερό µετριέται χρησιµοποιώντας ένα διαθλασίµετρο µελιού. Σε περιοχές µε υψηλή υγρασία, µπορεί να είναι δύσκολο να παραχθεί µέλι µε αρκετά 



 2χαµηλή περιεκτικότητα σε νερό. ∆ιαφορετικές χώρες ορίζουν διαφορετικές τιµές για την αποδεκτή περιεκτικότητα σε νερό του µελιού. Ο Codex Alimentarius και οι κανονισµοί της Ε.Ε. θέτουν ένα επίπεδο 20 %, µε εξαιρέσεις το µέλι των αρτοποιών και το µέλι ερείκης. Οι κανονισµοί των ΗΠΑ Θέτουν ως όριο το 18,6 %. Οι έµποροι, συχνά, επιµένουν σε χαµηλότερα επίπεδα νερού, τυπικά 17%, προκειµένου να αγοράσουν µειωµένο όγκο νερού (Bradbear, 2009).    



 2ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ Ο σκοπός της παρούσας µεταπτυχιακής διατριβής είναι η βελτιστοποίηση της εκχύλισης και παραλαβή του πτητικού κλάσµατος µελιού ερείκης µε την τεχνική της µικροεκχύλισης στερεάς φάσης (SPME) και µελέτη του µε την τεχνική της αέριας χρωµατογραφίας συζευγµένης µε φασµατόµετρο µαζών (GC-MS). Εν συνεχεία, η παραλαβή των φαινολικών ενώσεων µελιού ερείκης και χρωµατογραφική µελέτη µε την τεχνική της Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Πίεσης (LC/Q-TOF MS). Τέλος, η καταγραφή και µελέτη φασµάτων FTIR και Raman των δειγµάτων µελιού ερείκης ώστε να επιτευχθεί ο γρήγορος προσδιορισµός βασικών συστατικών του.    



 2ΚΕΦΑΛΑΙΟ Γ: ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ  Γ.1  Περιγραφή και µεθοδολογία µελέτης • Συλλέχθηκαν δείγµατα µελιών ερείκης από διάφορες γεωγραφικές περιοχές της Ελλάδας. • Παρελήφθησαν πτητικά συστατικά µε την τεχνική SPME, αφού προηγουµένως προσδιορίστηκαν οι βέλτιστες συνθήκες εκχύλισης, και µελετήθηκαν µε την τεχνική GC-MS. • Παρελήφθησαν τα φαινολικά συστατικά ορισµένων δειγµάτων µελιού ερείκης και µελετήθηκε η χηµική τους σύσταση µε LC/Q-TOF MS. • Καταγράφηκαν τα FTIR και Raman φάσµατα των δειγµάτων. Γ.2  Βελτιστοποίηση παραλαβής συστατικών του αρώµατος µελιού ερείκης µε SPME και ανάλυση µε GC-MS  Γ.2.1 Πειραµατική πορεία Γ.2.1.1  Πληροφορίες δείγµατος  Για την εκτέλεση του πειράµατος παρασκευάστηκαν δείγµατα από µέλι ερείκης που συλλέχθηκε σε περιοχή της Ναυπακτίας το 2019 (Εικ. 10). Το µέλι παραδόθηκε στο εργαστήριο Γενικής Χηµείας και διατηρήθηκε σε σκοτεινό µέρος στους 25 °C, µέχρι να πραγµατοποιηθούν οι χηµικές αναλύσεις. Πριν την εκτέλεση των πειραµάτων εξασφαλίστηκε ότι το δείγµα είναι αµιγές µε βάση τις φυσικοχηµικές και τις γυρεοσκοπικές αναλύσεις που ορίζει η νοµοθεσία.          



 2Εικόνα 10. Μέλι ερείκης απ' όπου παρασκευάστηκαν τα δείγµατα.  Γ.2.1.2  Αρχή Μεθόδου Το πτητικό κλάσµα του δείγµατος µελιού ερείκης παρελήφθη µε την τεχνική SPME. Σε κάθε δείγµα προστέθηκε συγκεκριµένη ποσότητα εσωτερικού προτύπου βενζοφαινόνη µε σκοπό την ηµιποσοτικοποίηση των ενώσεων. Στη συνέχεια οι παραληφθείσες πτητικές ενώσεις διαχωρίστηκαν και ταυτοποιήθηκαν µε την τεχνική GC-MS.  Συγκεκριµένα, µία ίνα, η οποία περιέχεται σε βελόνα µιας σύριγγας εκτίθεται στο κενό πάνω από το υδάτινο δείγµα (υπερκείµενος χώρος). Τo ενεργό µήκος της ίνας είναι 1 cm. Τα απελευθερωµένα πτητικά συστατικά προσροφώνται από την ίνα και αυτή αποσύρεται µέσα στη βελόνα. Ύστερα, πραγµατοποιείται η εκρόφηση του συγκεντρωµένου εκχυλίσµατος στο ακολουθούµενο αναλυτικό όργανο GC. Στον αέριο χρωµατογράφο η ίνα, ενώ βρίσκεται µέσα στη βελόνα, εισάγεται απευθείας στον εισαγωγέα (injector) του χρωµατογράφου και εξέρχεται από αυτήν όταν η βελόνα έχει τρυπήσει το septum του εισαγωγέα. Η εκρόφηση των οργανικών λαµβάνει χ ώρα στο αέριο µεταφοράς, στη συγκεκριµένη περίπτωση είναι το ήλιο (He) (Reeve, 2002). Τέλος, τα πτητικά συστατικά διαχωρίζονται και ταυτοποιούνται µέσω του συστήµατος GC-MS (Εικ. 12).    



 2Εικόνα 12. Τα όργανα και τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν για τη µέθοδο SPME - GC/MS. Γ.2.1.3  Παράγοντες παραλαβής πτητικών ενώσεων Η επιλογή των ανεξάρτητων µεταβλητών οι οποίες επηρεάζουν το σύστηµα και τη πειραµατική περιοχή έγινε µε βάση τη βιβλιογραφία των Elisa Robotti, et al., 2017; Bianchin, J.N, et al., 2013; Ioannis K. Karabagias, et al., 2017. Στον Πίνακα 4 που ακολουθεί φαίνονται οι παράγοντες αλλά και τα επίπεδα που επιλέχθηκαν. Πίνακας 4. Παράγοντες που επιλέχθηκαν για την πειραµατική περιοχή. Παράγοντες Επίπεδο 1 Επίπεδο 2 Επίπεδο 3 Θερµοκρασία (°C) 30 45 60 Χρόνος εξισορρόπησης (min) 5 15 30 Χρόνος εκχύλισης (min) 15  30  60  Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα (rpm) 100  400  700  Όγκος δείγµατος προς εκχύλιση (mL) 2  4  6  Αναλογία νερό : µέλι (v/m) 1:1  1:3  3:1    Γ.2.1.4  Όργανα – Αντιδραστήρια Τα όργανα και τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν και εικονίζονται στην Εικ. 13 και στον παρακάτω Πίνακα 5. Η ίνα που χρησιµοποιήθηκε ήταν τριπλής φάσης DVB/CAR/PDMS (divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane). Η διαφορετική πολικότητα προς κάθε φάσης έδωσε τη δυνατότητα αποµόνωσης άπολων (PDMS), µέτριας πολικότητας (DVB) και πολικών πτητικών ουσιών (CAR). 



 3Πίνακας 5. Τα όργανα και τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν για τη µέθοδο SPME – GC/MS. 1) Aναλυτικός ζυγός ακριβείας δύο δεκαδικών ψηφίων (0,01 g) 9)  Μαγνητάκια ανάδευσης  2) Μεταλλική σπάτουλα  10) Εσωτερικό πρότυπο διαλύµατος βενζοφαινόνης (300 µg/mL) 3) Σωληνάρια πλαστικά (PP) 50mL (τύπου Falcon) 11) Πιπέτες των 50 µL και 1000 µL  4) Υδροβολέας µε απιονισµένο νερό  12) Μαγνητικός αναδευτήρας µε δυνατότητα θέρµανσης 5) Πουάρ τριών βαλβίδων  13) Ποτήρι ζέσεως 0,5 L 6) Σιφώνιο των 10 mL  14) Θερµόµετρο υδραργύρου 7) Γυάλινοι περιέκτες των 15 mL  15) ∆ειγµατολήπτης spme µε ίνα 8) Καπάκια γυάλινου περιέκτη µίας χρήσης (PTFE silicone septa beige 1,5 mm) 16) Αέριος χρωµατογράφος (Trace GC Ultra) συζευγµένος µε φασµατοφωτόµετρο µάζας DSQ II της εταιρίας Thermo Fisher Scientific Γ.2.1.5  Αναλυτική πειραµατική πορεία Προκειµένου να µελετηθεί η διαδικασία προς εκχύλισης των πτητικών συστατικών των δειγµάτων του µελιού ερείκης, χρησιµοποιήθηκε προς Κεντρικός Σύνθετος Σχεδιασµός (Central Composite Design, CCD) σε συνδυασµό µε τη µεθοδολογία απόκρισης επιφάνειας ( Ρesponse Σurface Μethodology, RSM), ο οποίος επέφερε µια ευέλικτη δοµή σχεδιασµού για να φιλοξενήσει ένα προσαρµοσµένο µοντέλο, µε αριθµητικούς και κατηγορηµατικούς ανεξάρτητους παράγοντες και ακανόνιστες περιορισµένες περιοχές. Για τη διεξαγωγή του παραπάνω πειραµατικού σχεδιασµού αναλύθηκαν ορισµένοι παράµετροι ώστε να µελετηθεί η επίδραση αυτών στην παραλαβή των πτητικών συστατικών από το µέλι που επιλέχθηκε. Οι µεταβλητές αυτές είναι ανεξάρτητες µεταξύ προς αποτελώντας προς πειραµατικές συνθήκες, ενώ µπορούν να µεταβάλλονται χωρίς να επηρεάζει η µία την άλλη. Πιο συγκεκριµένα, επιλέχθηκαν πέντε αριθµητικοί παράγοντες (θερµοκρασία, χρόνος εξισορρόπησης, χρόνος εκχύλισης, ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα, όγκος δείγµατος προς εκχύλιση) και προς κατηγορικός παράγοντας (αναλογία νερό: µέλι v/m) από έναν τετραγωνικό τοµέα σχεδίασης (Πιν. 6). Ενώ οι εξαρτηµένες µεταβλητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι αποκρίσεις των πτητικών ενώσεων εκφρασµένες ως χρωµατογραφική περιοχή (%). Η καταλληλόλητα του µοντέλου επιβεβαιώθηκε µε ανάλυση διακύµανσης (ANOVA) και τον συντελεστή προσδιορισµού (R2) χρησιµοποιώντας προς τιµές p. Οι εξαρτώµενες µεταβλητές επιβεβαιώθηκαν επίσης από τις στατιστικές δοκιµές Box-Cox, συσχετίσεις και κανονικότητα υπολειµµάτων. Όλες οι πιθανές βελτιστοποιηµένες λύσεις, για (α) κυρίαρχο πτητικό προφίλ και (β) κάθε πτητικό µόριο αξιολογήθηκαν µε τη µεγιστοποίηση των δεικτών αποδοχής (desirability). Όλα τα πειραµατικά δεδοµένα 



 3επεξεργάστηκαν χρησιµοποιώντας το στατιστικό πρόγραµµα Desing-Expert 11.0.5.0 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, USA). Πίνακας 6. Ανεξάρτητοι πειραµατικοί παράγοντες και σχεδιασµοί.   1ος Παράγοντας 2ος Παράγοντας 3ος Παράγοντας 4ος Παράγοντας 5ος Παράγοντας 6ος Παράγοντας ∆οκιµή  Κωδικός δείγµατος  Θερµοκρασία (°C)  Χρόνος Εξισορρόπησης (min)  Χρόνος Εκχύλισης (min)  Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα (rpm)  Όγκος δείγµατος προς εκχύλιση (mL)  Αναλογία  νερό: µέλι (v/m) 1 G11E 30 30 30 400 6 1:3 2 G12E 30 5 15 700 4 1:3 3 G13E 30 5 60 400 2 1:1 4 G14E 30 30 60 100 2 1:3 5 G15E 30 5 15 100 6 1:1 6 G16E 30 30 60 700 6 1:1 7 G17E 30 15 15 100 4 3:1 8 G28E 30 15 60 700 6 1:3 9 G29E 30 30 60 100 6 3:1 10 G210E 30 5 30 700 6 3:1 11 G211E 30 30 15 700 6 3:1 12 G212E 30 30 30 100 4 1:1 13 G213E 30 30 60 700 2 3:1 14 G214E 30 15 15 700 2 1:1 15 G215E 30 5 15 100 2 1:3 16 G316E 60 5 60 100 2 3:1 17 G531E 45 5 60 100 6 1:3 18 G532E 45 30 15 100 6 1:3 19 G533E 45 15 60 100 2 1:1 20 G534E 45 5 60 700 2 1:3 21 G535E 45 30 30 100 2 3:1 22 G536E 45 30 15 700 2 1:3 23 G537E 45 5 15 400 4 1:1 24 G538E 45 15 60 700 6 3:1 25 G317E 60 30 60 100 6 1:1 26 G318E 60 5 15 100 6 3:1 27 G319E 60 30 30 700 4 3:1 28 G320E 60 15 30 400 2 1:3 29 G321E 60 30 15 100 2 1:1 30 G322E 60 5 60 700 6 1:1 31 G423E 60 5 30 100 2 1:1 32 G424E 60 30 15 700 6 1:1 33 G425E 60 30 60 700 6 1:3 34 G426E 60 30 60 700 2 1:1 35 G427E 60 30 15 100 4 1:3 



 3Εικόνα 13. Πειραµατική διαδικασία SPME - GC/MS. 36 G428E 60 5 15 700 6 1:3 37 G429E 60 5 60 400 6 3:1 38 G430E 60 5 15 700 2 3:1           Όπως φαίνεται στον Πίνακα 6, οι ποσότητες, οι τιµές και οι αναλογίες αλλάζουν σε κάθε πείραµα. Έχοντας αυτό το γεγονός ως δεδοµένο, εκτελέστηκε το κάθε πείραµα ως εξής: • Αρχικά, τα δείγµατα παρασκευάστηκαν ζυγίζοντας την ποσότητα µελιού σε πλαστικό σωληνάριο τύπου falcon και αραιώνοντας µε απιονισµένο νερό. • Ποσότητα από το παραπάνω διάλυµα µεταφέρθηκε µε σιφώνιο σε γυάλινο περιέκτη των 15 mL, προτέθηκαν 20 µL διαλύµατος βενζοφαινόνης (300 µg/mL), ως εσωτερικό πρότυπο, µαγνητάκι ανάδευσης και σφραγίστηκε µε καπάκι σιλικόνης Ptfe Septum µίας χρήσης. Τα καπάκια αυτά διευκολύνουν την παραλαβή των πτητικών, καθώς προσφέρουν στεγανότητα.  • Στη συνέχεια, o γυάλινος περιέκτης τοποθετήθηκε σε υδατόλουτρο τοποθετηµένο επάνω στον µαγνητικό αναδευτήρα (Heidolph MR 3001) όπου και παρέµεινε ορισµένο χρόνο προς αποκατάσταση της ισορροπίας (Εικ. 14 ,Β). • Παράλληλα, η ίνα του δειγµατολήπτη SPME ενεργοποιείται για 15 min σε θερµοκρασίες 260 – 40 °C έχοντας τοποθετηθεί στην κατάλληλη υποδοχή του οργάνου GC (Εικ. 14 , Α).  • Μετά το πέρας των παραπάνω διαδικασιών, η ενεργοποιηµένη ίνα εισήλθε στον υπερκείµενο χώρο του vial τρυπώντας το spectrum από το καπάκι µε τη βοήθεια 



 3του δειγµατολήπτη SPME. Εκεί παρέµεινε ορισµένο χρόνο ώστε να εκχυλιστούν οι πτητικές ενώσεις και να προσροφηθούν από την ίνα (Εικ. 14 ,Γ). • Τέλος, η ίνα αποσύρθηκε µέσα στην βελόνα του δειγµατολήπτη, µεταφέρθηκε και εισήχθη απευθείας στον εισαγωγέα (injector) του αέριου χρωµατογράφου. Ακολούθησε η αεριοχρωµατογραφική ανάλυση σύµφωνα µε τους Ioanna Kosma, et al., 2016. (Εικ. 14 ,∆)  Η ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε τις ακόλουθες συνθήκες:  
� Χαµηλής πολικότητας στήλη Restek Rtx-5MS µήκους 30 m, εσωτερικής διαµέτρου 0,25 mm και πάχους επένδυσης υµενίου 0,25 µm. 
� Θερµοκρασία εγχυτή στους 250 °C και θερµοκρασία γραµµής µεταφοράς (transfer line) στους 290 °C. 
� Φέρον αέριο ήλιο (He) καθαρότητας 99,999% µε ταχύτητα ροής 1,0 mL/min. 
� Θερµοκρασιακό πρόγραµµα ανάλυσης συνολικής διάρκειας 42,33 min (Εικ. 15):  Εικόνα 14. Θερµοκρασιακό πρόγραµµα ανάλυσης GC. 
� Αρχικά ο εισαγωγέας βρισκόταν σε λειτουργία χωρίς διαµοιρασµό (splitless) για 3 min, ενώ αφού αποµακρύνθηκε η ίνα η βαλβίδα διαµοιρασµού του εισαγωγέα (split) άνοιγε µε λόγο 1:50. 
� Το φασµατόµετρο µαζών βρισκόταν σε θερµοκρασία 240 °C, το εύρος µαζών σάρωσης (mass range): m/z= 35-650, σαρώσεις µε scan/s: 0,7974 και την τεχνική των θετικών ιόντων. 



 3Η ταυτοποίηση των πτητικών ουσιών του µελιού ερείκης πραγµατοποιήθηκε µε τη σύγκριση του χρόνου συγκράτησης και των φασµάτων µαζών των χηµικών ενώσεων που είναι καταχωρηµένα στις βιβλιοθήκες του οργάνου Adams, Excalibur και Nist. Γ.2.2 Αποτελέσµατα – Συζήτηση  Γ.2.2.1 Αξιολόγηση των αποµονωµένων πτητικών ενώσεων Στην παρούσα µελέτη της βελτιστοποίησης ταυτοποιήθηκαν 54 πτητικές ενώσεις (Πιν. 7) που ανήκουν σε διαφορετικές κατηγορίες. Πίνακας 7. Πτητικές ενώσεις που αποµονώθηκαν και ταυτοποιήθηκαν από τυχαίο δείγµα µελιού ερείκης σε πειραµατικό σχεδιασµό.  Αρ. Πτητικές ενώσεις Χρόνοι συγκράτησης – RT (min) ∆είκτης κατακράτησης – RI Ελάχιστο Εµβαδό επι τοις εκατό του συνόλου % Area Μέγιστο Εµβαδό επι τοις εκατό του συνόλου % Area Μέσος όρος Εµβαδό επι τοις εκατό του συνόλου % Area Εστέρες 1 2-µεθυλοβουτανοϊκός µεθυλεστέρας 5,08 >800 0,00 0,64 0,02 2 εξανοϊκός µεθυλεστέρας 11,22 923 0,00 0,52 0,01 3 βενζοϊκός µεθυλεστέρας 17,31 1093 0,00 2,19 0,96 4 οκτανοϊκός µεθυλεστέρας 18,28 1124 0,00 1,84 0,56 5 βενζοϊκός αιθυλεστέρας 19,57 1165 0,00 1,84 0,52 6 2-υδροξυβενζοϊκός µεθυλεστέρας (σαλικυλικός µεθυλεστέρας) 20,38 1192 0,00 4,75 2,41 7 εννεανοϊκός µεθυλεστέρας 21,3 1222 0,00 5,79 1,80 8 δεκανοϊκός µεθυλεστέρας 24,27 1322 0,00 0,89 0,20 9 4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρας 28,7 1458 0,00 3,96 1,39 10 δωδεκανοϊκός µεθυλεστέρας 30,83 1521 0,00 0,75 0,06 11 τετραδεκανοϊκός µεθυλεστέρας 37,05 1726 0,00 1,07 0,05 12 δις(2-µεθυλοπροπυλο)βενζολοτετραδεκανοϊκός µεθυλεστέρας 38,97 1859 0,00 1,78 0,14 13 παλµιτικός µεθυλεστέρας 39,73 1930 0,00 4,53 0,33 14 Στεατικός µεθυλεστέρας 41,35 1998 0,00 0,76 0,03 Αλκοόλες 15 οκτ-1-εν-3-όλη 13,43 981 0,00 2,32 1,31 16 2-αιθυλοεξαν-1-όλη 15,14 1029 0,00 2,55 0,26 17 4-µεθυλο-1-(προπ-1-εν-2-υλ)κυκλοεξ-3-εν-1-όλη 19,99 1179 0,00 2,61 1,06 18 3,4,5-τριµεθυλοφαινόλη 24,02 1314 0,00 0,72 0,22 19 6,6-διµεθυλο-5-µεθυλενοδικυκλο [2.2.1] επταν-2-όλη 30,45 1510 0,00 2,43 1,23 20 4,6,10,10-τετραµεθυλ-5-οξατρακυκλο[4.4.0.0 (1,4)]δεκ-2-εν-7-όλη 29,3 1476 0,00 1,35 0,75 Καρβοξυλικά οξέα 21 βενζοϊκό οξύ 20,11 1183 0,00 2,54 0,33 22 εννεανοϊκό οξύ 23,22 1288 0,00 10,01 1,08 Αλδεϋδες 



 3 23 φουρανο-2-καρβαλδεΰδη (φουρφουράλη) 7,35 826 1,72 34,63 15,50 24 βενζαλδεΰδη 12,62 959 1,59 6,70 4,52 25 οκτανάλη 14,20 1001 0,00 1,43 0,48 26 2-φαινυλακεταλδεΰδη 15,56 1041 0,00 0,79 0,12 27 εννεανάλη 17,67 1104 0,00 6,66 2,63 28 δεκανάλη 20,8 1205 0,00 3,90 1,72 29 4-ισοπροπυλοβενζαλδεϋδη 20,97 1211 0,00 2,46 0,14 30 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη / (p-ανισαλδεΰδη) 22,43 1261 0,00 13,52 6,25 31 δωδεκανάλη 26,98 1407 0,00 0,57 0,03 Κετόνες 32 επτάν-3-όνη 9,63 882 0,00 0,92 0,07 33 1-(φουρανο-2-υλ)αιθανόνη(2-ακετυλοφουράνιο) 10,61 907 0,00 3,27 1,42 34 2-κυκλοεξέν-1-όνη 14,68 1015 0,00 0,78 0,20 35 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-ισοφορόνη) 18,15 1120 0,00 1,11 0,59 36 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη) 18,86 1143 0,00 2,90 1,32 37 1-(1,4-διµεθυλοκυκλοεξ-3-εν-1-υλο) αιθαν-1-όνη 19,07 1149 0,53 2,88 1,42 38 (Ε)-1,6,6-τριµεθυλο-7-(3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ)-3,8-διοξατρικυκλο[5.1.0.0 (2,4)]οκταν-5-όνη 27,99 1437 0,00 1,38 0,63 39 4-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διενυλο)βουτ-3-εν-2-όνη 29,22 1474 0,00 2,18 0,37 Υδρογονάνθρακες 40 οκτάνιο 6,30 800 0,00 12,99 3,20 41 εννεάνιο 10,26 898 0,00 4,36 1,09 42 δεκάνιο 14,12 999 0,00 0,59 0,02 43 ενδεκάνιο 17,57 1101 0,00 1,72 0,11 44 δωδεκάνιο 20,66 1201 0,00 3,29 0,89 Τερπένια 45 p-κυµένιο 14,91 1022 0,00 3,23 0,49 46 1-µεθυλο-4-(προπ-1-εν-2-υλο) βενζόλιο (p-κυµενένιο) 17,21 1090 0,00 5,52 1,75 47 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (σαφρανάλη) 20,57 1198 0,98 4,57 2,37 48 (Ε)-1-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο) βουτ-2-εν-1-όνη   (δαµασκηνόνη) 26,00 1377 0,00 1,80 1,13 Αιθέρες 49 4-µεθυλο-2-(2-µεθυλοπροπ-1-εν-1-υλ)τετραϋδρο-2Η-πυράνη 16,77 1077 0,00 1,18 0,32 50 1-µεθοξυ-4-προπυλοβενζόλιο 23,54 1299 0,00 7,71 2,80 Άλλες ενώσεις 51 4-ισοπροπυλο-1-µεθυλοκυκλοεξ-1-ένιο 15,02 1025 0,00 5,29 1,19 52 5-(δευτ.-βουτυλο)-2,2-διµεθυλοτετραϋδροφουράνιο 16,58 1072 0,00 3,26 1,77 53 2,6,6-τριµεθυλο-10-µεθυλιδενο-1-οξασπιρο [4.5] δεκάνιο 23,14 1285 0,00 0,87 0,07 54 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο 25,21 1352 0,00 6,09 2,00 



 3Το πτητικό προφίλ του µελιού είναι ένα δακτυλικό αποτύπωµα που µπορεί να χρησιµοποιηθεί µαζί µε τη γυρεοσκοπική ανάλυση για τον προσδιορισµό της βοτανικής του προέλευσης. Συγκεκριµένες πτητικές ενώσεις έχουν εντοπιστεί ως χαρακτηριστικές µιας συγκεκριµένης φυτικής προέλευσης και ως εκ τούτου χρήσιµες ως «δείκτες». Παρόλο που η ταυτοποίηση τέτοιων ενώσεων θα ήταν ιδιαίτερα επωφελής, δεν υπάρχει πάντοτε συµφωνία για τις ενώσεις που προτείνονται ως δείκτες, καθώς µπορεί να υπάρχουν διαφορές, ακόµη και µέσα σε έναν µόνο τύπο µονοανθικού µελιού, λόγω της φυτικής ποικιλίας, της γεωγραφικής προέλευσης ή της τοπικής µελισσοκοµίας πρακτικές (Castro-Vázquez et al. 2009). Εποµένως, µόνο κάποιες από τις παραπάνω πτητικές ενώσεις που παρελήφθησαν και ταυτοποιήθηκαν έχουν χαρακτηριστεί ως σηµαντικές στο άρωµα του µελιού ερείκης. ∆εδοµένου ότι οι πτητικές ενώσεις του µελιού προέρχονται από τα άνθη, καθώς οι πρόδροµες ενώσεις µετατρέπονται κατά την ωρίµανση του µελιού, η σύνθεση του µελιού µπορεί να επηρεαστεί από τις συνθήκες αποθήκευσης, την επεξεργασία µετά τη συγκοµιδή και τους χειρισµούς των µελισσοκόµων, θα πρέπει να γίνει προσεκτική επιλογή πτητικών ενώσεων όταν αυτές χρησιµοποιούνται σε χηµειοµετρικά µοντέλα (Manyi-Loh et al. 2011; Visser et al. 1988, Bouseta et al. 1992; da Silva et al. 2016). Λαµβάνοντας υπόψη τα παραπάνω αλλά και συνοψίζοντας την πρόσφατη βιβλιογραφία, επιλέχθηκαν οι κυρίαρχες πτητικές ενώσεις του µονοανθικού ελληνικού µελιού ερείκης. Αυτές είναι ο 4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρας, η βενζαλδεϋδη, η 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη, 



 3η 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-ισοφορόνη), η 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη, η (Ε) -1,6,6-τριµεθυλο-7- (3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ) -3,8-διοξατρικυκλο [5.1.0.0 (2,4)] οκταν-5-όνη, το 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο, η 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (σαφρανάλη) και η (Ε) -1-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο) βουτ-2-εν-1-όνη  (δαµασκηνόνη) (Εικ. 16). Κάθε πτητική απόκριση χρησιµοποιήθηκε για την κατασκευή του µοντέλου βελτιστοποίησης που βασίζεται στην RSM. Σε σχέση µε τις πτητικές ενώσεις του µελιού ερείκης που έχουν αναφερθεί, ενώσεις όπως η 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη, η βενζαλδεϋδη, η α-ισοφορόνη (3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη) και η 4-οξοϊσοφορόνη (2,6,6-τριµεθυλκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη) εντοπίστηκαν στα περισσότερα δείγµατα µελιού ερείκης που έχουν µελετηθεί (Yang et al., 2012). Η α-ισοφορόνη και η 4-οξοϊσοφορόνη βρέθηκαν να εµφανίζονται ταυτόχρονα µόνο σε δείγµατα µελιού ερείκης, ενώ η β-ισοφορόνη δεν ανιχνεύτηκε καθόλου (Radovic et al. 2001). H βενζαλδεΰδη έχει άρωµα πικραµύγδαλου (Genovese et al., 2007) και η α-ισοφορόνη µέντας (Pino, 2012) ή και ξυλώδη οσµή (Costa et al., 2019). ∆ιάφορες δοµές αποδοµηµένων καροτενοειδών µε δοµή 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-ενίου έχουν βρεθεί σε µέλια ερείκης που θα µπορούσαν να είναι πιθανοί δείκτες των ερεικόµελων (Soria et al., 2009; Tan et al., 1989). Τέτοιες ενώσεις βρέθηκαν στη παρούσα µελέτη και είναι η α-ισοφορόνη (3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη) και η 4-οξοϊσοφορόνη (2,6,6-τριµεθυλκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη). Η α-ισοφορόνη µπορεί να συµβάλει στην πιστοποίηση της αυθεντικότητας των µελιών ερείκης (Guyot et al., 1999). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει και η 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη καθώς έχει χαρακτηριστεί ως ιδανικός δείκτης συγκεκριµένης ποικιλίας µελιών ερείκης, της Erica arborea καθώς η ουσία αυτή απουσιάζει από άλλες βοτανικές προελεύσεις (Guyot et al., 1999). Με ανάλυση αραιωµένου εκχυλίσµατος αρώµατος, οι Blank et al., (1989) το καθόρισαν ως ένα από τα πιο ισχυρά αρώµατα του µελιού ερείκης, µε νότες «µπισκότου µε τζίντζερ» ή και άρωµα γλυκάνισου (Ruisinger et al., 2012). Οι Rodríguez-Flores, et al. (2021) αποµόνωσαν το πτητικό κλάσµα µελιών ερείκης συλλεγµένα στα βορειοδυτικά της Ιβηρικής χερσονήσου µε SPME-GC–MS, αρκετές από αυτές που θεωρήσαµε σηµαντικές βρέθηκαν και στο δικό µας πτητικό κλάσµα όπως, η 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-ισοφορόνη), η 2,6,6-τριµεθυλκυκλοεξ-2-εν-1,4-



 3Εικόνα 16. Αντιπροσωπευτικά χρωµατογραφήµατα από τις διαφορετικές θερµοκρασίες που αναλύθηκαν τα δείγµατα 30, 45 και 60 °C. Επισηµαίνονται οι κορυφές των κύριων συστατικών. διόνη (4-οξοϊσοφορόνη), η (Ε)-1,6,6-τριµεθυλο-7-(3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ)-3,8-διοξατρικυκλο[5.1.0.0 (2,4)]οκταν-5-όνη, το 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο, η 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (σαφρανάλη) και η (Ε)-1- (2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο)-βουτ-2-εν-1-όνη (δαµασκηνόνη). Μάλιστα επισήµαναν ανάµεσα σε άλλες ουσίες ότι η 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη) και το 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο αξίζει να αναφερθούν λόγω της συχνότητας εµφάνισής τους, η οποία ξεπερνά το 50%. H 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (σαφρανάλη) έχει οσµή του πράσινου φαρµακευτικού φυτού (Costa et al., 2019) και η (Ε)-1-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο)βουτ-2-εν-1-όνη (δαµασκηνόνη) µαγειρεµένου µήλου (Ruisinger et al. 2012). 



 3Ο 4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρας είναι µία ένωση παράγωγο του p-ανισικού οξέος που άξιζε να µελετηθεί καθώς δεν έχει βρεθεί ακόµα σε άλλες βοτανικές πηγές, ενώ έχει αναφερθεί στο µέλι Erica arborea L. (Guyot et al., 1999). Από τα χρωµατογραφήµατα που προέκυψαν, µπορούµε να παρατηρήσουµε τις διαφορετικές εντάσεις αλλά και τα εύρη κορυφών των πτητικών ενώσεων που προκύπτουν (Εικ.17). Γ.2.2.2 Αξιολόγηση των κύριων πτητικών ενώσεων  Όπως έχει ήδη αναφερθεί παραπάνω, προκειµένου να προσδιοριστούν οι καταλληλότερες συνθήκες για κάθε πτητική ένωση µελετήθηκαν έξι παράγοντες SPME (θερµοκρασία, χρόνος εξισορρόπησης, χρόνος εκχύλισης, ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα, όγκος του δείγµατος προς ανάλυση, αναλογία νερό: µέλι) για τις συνολικά εννέα κύριες πτητικές ενώσεις που επιλέχθηκαν (αποκρίσεις R1-R9) (Πιν. 8) για βελτιστοποίηση. Πίνακας 8. Κύριες πτητικές ενώσεις που επιλέχθηκαν για το ερεικόµελο. Απόκριση Πτητική Ένωση Ελάχιστη τιµή (%Area) Μέγιστη τιµή (%Area) Μέσος (%Area) Τυπική απόκλιση R1 βενζαλδεΰδη 1,59 6,70 4,52 1,22 R2 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-ισοφορόνη) 0,00 1,11 0,59 0,36 R3 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη) 0,00 2,90 1,32 0,75 R4 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (Σαφρανάλη) 0,98 4,57 2,37 0,81 R5 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη / (p-ανισαλδεΰδη) 0,00 13,52 6,25 4,07 R6 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο 0,00 6,09 2,00 1,53 R7 (Ε)-1-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο)βουτ-2-εν-1-όνη (δαµασκηνόνη) 0,00 1,80 1,13 0,40 R8 (Ε)-1,6,6-τριµεθυλ-7-(3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ)-3,8-διοξατρικυκλο [5.1.0.0 (2,4)] οκταν-5-όνη 0,00 1,38 0,63 0,53 R9 4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρας 0,00 3,96 1,39 1,30  Μία πρώτη και σηµαντική παρατήρηση πριν την βελτιστοποίηση κάθε πτητικής ένωσης, είναι η εκτίµηση της συσχέτισης µεταξύ των παραγόντων (άξονας x) και των αποκρίσεων (άξονας y) µέσω των 38 δοκιµών που έγιναν (Πιν. 6) (µικρά τετραγωνάκια) κατανεµηµένων ανάµεσα στους δύο άξονες σε διάγραµµα διασποράς (scatter plot). Ένα διάγραµµα σαν αυτό, διευκολύνει τον παρατηρητή να συσχετίσει δύο µεταβλητές µεταξύ τους µε αυτές να συσχετίζονται όταν βρίσκονται κοντά η µία στην άλλη, ενώ όσο 



 4αποµακρύνονται η συσχέτιση αυτών να γίνεται µικρότερη και στο διάγραµµα να παρατηρείται διασπορά. Ακόµη ένα γράφηµα συσχέτισης είναι το πλέγµα συσχέτισης (correlation grid). Στο γράφηµα αυτό, παρατηρούνται µικρά τετραγωνάκια, καθ’ ένα από τα οποία συσχετίζει δύο µεταβλητές µεταξύ τους, είτε αυτές είναι παράγοντες, είτε αποκρίσεις. Το µέγεθος της συσχέτισης παρουσιάζεται µε χρωµατικές διαβαθµίσεις, µε αυτές να κυµαίνονται από έντονο κόκκινο (πλήρη συσχέτιση, r= 1) έως λευκό (µικρή ή ελάχιστη συσχέτιση, ή και ανεξάρτητες µεταβλητές), µε ενδιάµεσες αποχρώσεις ροζ χρώµατος (ελαφριά θετική συσχέτιση) και µπλε (αρνητική συσχέτιση).  Η σηµαντικότητα όλων των παραπάνω συσχετίσεων κρίνεται στατιστικά από τις τιµές p (p-value). Οι τιµές Ρ µικρότερες από 0,05 υποδεικνύουν ότι οι όροι του µοντέλου είναι σηµαντικοί. Ο έλεγχος ANOVA επιβεβαιώνει την επάρκεια του µοντέλου. Όταν το p-value είναι µικρότερο του 0,05 σηµαίνει ότι η ανεξάρτητη µεταβλητή (π.χ. θερµοκρασία) επηρεάζει αρκετά την εξαρτηµένη µεταβλητή (πτητικά συστατικά). Αν οι ανεξάρτητες µεταβλητές δεν είναι σηµαντικές βγαίνει το συµπέρασµα ότι δεν επηρεάζουν την παραλαβή των πτητικών συστατικών. Εποµένως, πέραν από τις παρατηρήσεις των γραφηµάτων ενδιαφέρει και η σηµαντικότητα της κάθε παρατήρησης αυτής. 1. Βενζαλδεΰδη  Εικόνα 17.. ∆ιάγραµµα διασποράς βενζαλδεΰδης σε σχέση µε τη θερµοκρασία.. 



 4Η βενζαλεΰδη δε παρατηρήθηκε να έχει κάποια σηµαντική συσχέτιση µε κάποιον από τους έξι παράγοντες (Εικ. 19) . Η µεγαλύτερη συσχέτιση που παρατηρείται να έχει, είναι αυτή µε την θερµοκρασία καθώς υπάρχει µια µικρή αρνητική συσχέτιση µεταξύ αυτής και της βενζαλεΰδης µε r= -0,161 (Εικ. 18). Από το γράφηµα παρατηρούµε ότι σε µικρότερες θερµοκρασίες, όπως αυτές των 30 °C θα επιτύχουµε να παραλάβουµε µεγαλύτερη ποσότητα βενζαλεΰδης, ενώ όσο η θερµοκρασία αυξάνεται στους 45 °C και µετέπειτα στους 60 °C, η παραληφθείσα ποσότητα µειώνεται. Στο πλέγµα συσχέτισης (Εικ. 19) παρατηρείται η µικρή αρνητική συσχέτιση που παρουσιάζει η βενζαλεΰδη µε την θερµοκρασία, την ταχύτητα του µαγνητικού αναδευτήρα και τον όγκο του δείγµατος (ανοιχτό µπλέ χρώµα), ενώ µια µικρή θετική συσχέτιση παρουσιάζει µε τον χρόνο εκχύλισης. Όµως, οι παραπάνω παρατηρήσεις δεν θεωρούνται στατιστικά σηµαντικές καθώς ένας µόνο παράγοντας από τους έξι, αυτός της αναλογίας νερό / µέλι έχει p-value< 0,05 ο οποίος είναι κατηγορικός παράγοντας.   Εικόνα 18. Πλέγµα συσχέτισης βενζαλεΰδης, Όπου a: θερµοκρασία, B: χρόνος εξισορρόπησης, C: Χρόνος εκχύλισης, D: Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα, E: Όγκος δείγµατος και F: αναλογία νερό / µέλι.   



 42. 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-ισοφορόνη)  Εικόνα 19. ∆ιάγραµµα διασποράς 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνης (α-Ισοφορόνη) σε σχέση µε τη θερµοκρασία και την ταχύτητα του µαγνητικού αναδευτήρα.. Η 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη, παρατηρείται να έχει εξίσου µικρή συσχέτιση µε τους παράγοντες που µελετήθηκαν (Εικ. 21). Όµως παρουσιάζει µία µικρή θετική συσχέτιση r= 0,248 µε την θερµοκρασία. Από την Εικόνα 20 φαίνεται ότι παρόλο που η ένωση θα παραληφθεί σε παρόµοιες ποσότητες και στις τρεις θερµοκρασίες των 30, 45 και 60 °C, παρατηρείται ότι επιτεύχθηκε παραλαβή της ένωσης σε µέγιστη ποσότητα σε µια µέση θερµοκρασία, αυτή των 45 °C. Επίσης, παρατηρείται µια µικρή αρνητική συσχέτιση της εκχύλισης της ένωσης µε την ταχύτητα του µαγνητικού αναδευτήρα, µε r= -0,158 και κρίνεται ως στατιστικά σηµαντική αφού το p-value= 0,05. Όπως φαίνεται από την εικόνα 21 µε την χαµηλή ταχύτητα επιτυγχάνεται παραλαβή της µέγιστης ποσότητας από την ένωση. Το πλέγµα συσχέτισης που ακολουθεί µπορεί να επαληθεύσει όλα τα παραπάνω. Τέλος, εντυπωσιακή είναι η πολύ µικρή µεν συσχέτιση της 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνης µε τον όγκο του δείγµατος αλλά στατιστικά σηµαντική αφού το p-value= 0,04, ενώ ο κατηγορικός παράγοντας της αναλογίας νερό / µέλι µε p-value< 0,05 κρίνεται κι αυτός στατιστικά σηµαντικός.   



 4 Εικόνα 20. Πλέγµα συσχέτισης 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνης. Όπου a: θερµοκρασία, B: χρόνος εξισορρόπησης, C: Χρόνος εκχύλισης, D: Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα, E: Όγκος δείγµατος και F: αναλογία νερό / µέλι. 3. 2,6,6-τριµεθυλκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη)  Εικόνα 21. ∆ιάγραµµα διασποράς 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνης (4-οξοϊσοφορόνη) σε σχέση µε τη θερµοκρασία. 



 4Η 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη), είναι µια ακόµη ένωση που δεν παρατηρήθηκε να έχει σηµαντικές συσχετίσεις µε τους υπό µελέτη ποσοτικούς παράγοντες (p-values > 0,05), παρά µόνο µια µικρή θετική συσχέτιση µε την θερµοκρασία, µε r= 0,206. Ο κατηγορικός παράγοντας της αναλογίας νερό / µέλι έχει p-value< 0,05, εποµένως κρίνεται στατιστικά σηµαντικός. Από το γράφηµα διασποράς (Εικ. 22) φαίνεται πως η ένωση παραλήφθηκε στη µέγιστη ποσότητα στις χαµηλότερη θερµοκρασία, αυτή των 30 °C, ενώ όσο η θερµοκρασία ανέβαινε, όλο και µικρότερη ποσότητα παρελήφθη. Παρατηρώντας το γράφηµα συσχέτισης (Εικ. 23) είναι φανερό πως οι παράγοντες συσχετίζονται από ελάχιστα έως λίγο µε την 4-οξοϊσοφορόνη, όπου αµέσως µετά την θερµοκρασία, ο παράγοντας που έχει κάποια µικρή αρνητική συσχέτιση µε την ένωση είναι η ταχύτητα του µαγνητικού αναδευτήρα µε r= -0,114.  Εικόνα 22. Πλέγµα συσχέτισης 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνης (4-οξοϊσοφορόνη). Όπου a: θερµοκρασία, B: χρόνος εξισορρόπησης, C: Χρόνος εκχύλισης, D: Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα, E: Όγκος δείγµατος και F: αναλογία νερό / µέλι.     



 44. 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (σαφρανάλη)  Εικόνα 23. ∆ιάγραµµα διασποράς 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδης (Σαφρανάλη) σε σχέση µε τη θερµοκρασία και τον όγκο του δείγµατος. Η 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη παρουσιάζει αρνητική συσχέτιση µε τη θερµοκρασία r= -0,302 και θετική µε τον όγκο του δείγµατος r= 0,201 (Εικ. 24). Ο παράγοντας της θερµοκρασίας έχει περισσότερη επίδραση σε σχέση µε τον όγκο του δείγµατος. Συγκεκριµένα, παρατηρείται στη θερµοκρασία των 30 °C ότι παραλήφθηκε µεγαλύτερη ποσότητα σαφρανάλης και όσο η θερµοκρασία ανεβαίνει στους 45 °C και στη συνέχεια στους 60 °C τόσο µικρότερη ποσότητα εκχυλίζεται. Όσον αφορά τον όγκο του δείγµατος, φαίνεται πως ο µεγαλύτερος όγκος των 6 mL απέδωσε και µεγαλύτερη ποσότητα µε µια µικρή συσχέτιση. Συµπερασµατικά, η µέγιστη συγκέντρωση επιτυγχάνεται όταν η θερµοκρασία είναι στους 30 °C και ο όγκος του δείγµατος 6 mL. Το πλέγµα συσχέτισης δείχνει ότι µόνον οι δυο παράγοντες που αναφέρθηκαν έχουν κάποια συσχέτιση µε την σαφρανάλη, ενώ οι υπόλοιποι έχουν µικρότερη (Εικ. 25). Συνολικά, κανένας από τους παράγοντες δεν κρίθηκε στατιστικά σηµαντικός (p-values > 0,05). 



 4 Εικόνα 24. Πλέγµα συσχέτισης 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (Σαφρανάλη). Όπου a: θερµοκρασία, B: χρόνος εξισορρόπησης, C: Χρόνος εκχύλισης, D: Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα, E: Όγκος δείγµατος και F: αναλογία νερό / µέλι.  5. 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη / (p-ανισαλδεΰδη) Στην περίπτωση της 4-µεθοξυβενζαλδεϋδης φαίνεται ότι υπάρχει θετική συσχέτιση µε την θερµοκρασία και την εκχύλιση της ένωσης µε σχετικά µεγάλο συντελεστή συσχέτισης r= 0,865, κάτι που επιβεβαιώνεται και ως στατιστικά σηµαντικό µε πολύ µικρό p-value < 0,05 (Εικ. 26). Είναι καθαρά αντιληπτό ότι όταν αυξάνεται η θερµοκρασία αυξάνεται και ποσότητα της ένωσης που παραλαµβάνεται, καθιστώντας τους 60 °C την ιδανικότερη θερµοκρασία παραλαβής αυτής. Ακόµη ένας παράγοντας, αυτός του χρόνου εκχύλισης αποδεικνύεται στατιστικά σηµαντικός µε p-value < 0,05, ενώ η συσχέτιση αυτού µε την 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη είναι σχετικά χαµηλή θετική, µε r= 0,125. Οι υπόλοιποι ποσοτικοί παράγοντες δεν φαίνεται να συσχετίζονται σηµαντικά (ούτε στατιστικά) µε την εκχύλιση της ένωσης παρά µόνον ο κατηγορικός παράγοντας της αναλογίας νερό / µέλι µε p-value< 0,05. 



 4 Εικόνα 25. (Α) ∆ιάγραµµα διασποράς της 4-µεθοξυβενζαλδεϋδης σε σχέση µε τη θερµοκρασία και τον χρόνο εκχύλισης (Β) πλέγµα συσχέτισης της 4-µεθοξυβενζαλδεϋδης. Όπου a: θερµοκρασία, B: χρόνος εξισορρόπησης, C: Χρόνος εκχύλισης, D: Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα, E: : Όγκος δείγµατος και F: αναλογία νερό / µέλι.   6. 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο Το 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο, παρατηρήθηκε να έχει µια αρνητική συσχέτιση µε την θερµοκρασία (Εικ. 27.) µε r= -0,468 και στατιστικά σηµαντική µε p-value < 0,05. Στη χαµηλότερη θερµοκρασία που τέθηκε, αυτή των  30 °C, επιτεύχθηκαν και οι εκχυλίσεις των µεγαλύτερων ποσοτήτων της ένωσης. Η ταχύτητα του µαγνητικού 



 4αναδευτήρα, µπορεί να έχει µικρή θετική συσχέτιση µε την ένωση (r= 0,144) και όχι στατιστικά σηµαντική (p-value= 0,07), όµως αξίζει να σηµειωθεί ότι ο συνδυασµός των 30 °C µαζί µε την υψηλότερη ταχύτητα του µαγνητικού αναδευτήρα στα 700 rpm µας έδωσε τη βέλτιστη ποσότητα από το 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο. Οι υπόλοιποι ποιοτικοί παράγοντες βρέθηκαν να έχουν ακόµα µικρότερη ή και καθόλου συσχέτιση µε την εκχύλιση αυτού και κανένας τους δεν είναι στατιστικά σηµαντικός (Εικ. 28). Τέλος, ο κατηγορικός παράγοντας της αναλογίας νερό / µέλι παρατηρείται στατιστικά σηµαντικός µε p-value< 0,05.  Εικόνα 26. ∆ιάγραµµα διασποράς του 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλινίου σε σχέση µε τη θερµοκρασία και την ταχύτητα αναδευτήρα.  Εικόνα 27. Πλέγµα συσχέτισης του 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλινίου.. Όπου a: θερµοκρασία, B: χρόνος εξισορρόπησης, C: Χρόνος εκχύλισης, D: Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα, E: Όγκος δείγµατος και F: αναλογία νερό / µέλι. 



 47. (Ε)-1-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο)βουτ-2-εν-1-όνη (δαµασκηνόνη) Η (Ε)-1-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο)βουτ-2-εν-1-όνη (δαµασκηνόνη) είναι µια ένωση που παρουσιάζει µικρή συσχέτιση µε τους υπό µελέτη παράγοντες (Εικ. 29). Η µεγαλύτερη συσχέτιση που εµφανίζει είναι αυτή του παράγοντα της θερµοκρασίας µε r= 0,172 και είναι θετική, όµως όχι στατιστικά σηµαντική αφού το p-value ξεπερνάει την τιµή των 0,05. Μόνον ο κατηγορικός παράγοντας της αναλογίας νερό / µέλι παρατηρείται στατιστικά σηµαντικός µε p-value< 0,05.  Εικόνα 28. (Α) ∆ιάγραµµα διασποράς της (Ε)-1-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο)βουτ-2-εν-1-όνης (δαµασκηνόνη)  σε σχέση µε τη θερµοκρασία και (Β) πλέγµα συσχέτισης της 4-µεθοξυβενζαλδεϋδης. Όπου a: θερµοκρασία, B: χρόνος εξισορρόπησης, C: Χρόνος εκχύλισης, D: Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα, E: Όγκος δείγµατος και F: αναλογία νερό / µέλι.  8. (Ε)-1,6,6-τριµεθυλ-7-(3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ)-3,8-διοξατρικυκλο [5.1.0.0 (2,4)] οκταν-5-όνη Όσον αφορά την (Ε)-1,6,6-τριµεθυλ-7-(3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ)-3,8-διοξατρικυκλο [5.1.0.0 (2,4)] οκταν-5-όνη, παρατηρήθηκε µεγάλη θετική συσχέτιση µε τον παράγοντα της θερµοκρασίας η οποία είναι στατιστικά σηµαντική, µε r= 0,944 και p-value < 0,0001 αντίστοιχα. Εφόσον οι υπόλοιποι παράγοντες έχουν πολύ µικρή συσχέτιση µε την ένωση, και όχι στατιστικά σηµαντική και λόγω των παραπάνω υψηλών τιµών, θα µπορούσε κανείς να υποθέσει ότι η εκχύλιση αυτής εξαρτάται σχεδόν άµεσα από τον παράγοντα 



 5της θερµοκρασίας και πάντοτε στα πλαίσια των παραγόντων που µελετήθηκαν. Παρατηρώντας το διάγραµµα διασποράς, φαίνεται πως η εν λόγω ένωση εκχυλίζεται και δίνει µεγαλύτερες ποσότητες στους  60 °C. Το πλέγµα συσχέτισης επιβεβαιώνει τα παραπάνω (Εικ. 30).  Εικόνα 29. (Α) ∆ιάγραµµα διασποράς της (Ε)-1,6,6-τριµεθυλ-7-(3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ)-3,8-διοξατρικυκλο [5.1.0.0 (2,4)] οκταν-5-όνης  σε σχέση µε τη θερµοκρασία και (Β) πλέγµα συσχέτισης της 4-µεθοξυβενζαλδεϋδης. Όπου a: θερµοκρασία, B: χρόνος εξισορρόπησης, C: Χρόνος εκχύλισης, D: Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα, E: Όγκος δείγµατος και F: αναλογία νερό / µέλι.  9. 4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρας Η εκχύλιση του 4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρα παρατηρήθηκε να έχει µεγάλη συσχέτιση µε την θερµοκρασία και µικρή αλλά στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µε τον χρόνο εκχύλισης. Συνεπώς, σε αυτήν την περίπτωση δύο είναι οι παράγοντες που είναι στατιστικά σηµαντικοί, µε την θερµοκρασία να έχει p-value < 0,05 και θετική συσχέτιση µε r= 0,864 και  τον χρόνο εκχύλισης να έχει p-value < 0,05και  θετική συσχέτιση r= 0,176. Παρατηρώντας το διάγραµµα διασποράς, φαίνεται ότι ο παράγοντας της θερµοκρασίας  δείχνει την ιδανικότερη τιµή των  60 °C  για την επίτευξη της εκχύλισης της ουσίας σε µέγιστο βαθµό.  Τέλος, φαίνεται πως για να παραλάβουµε την ένωσή µας σε µεγαλύτερη ποσότητα ο χρόνος εκχύλισης  θα πρέπει να κυµανθεί, κυρίως, στους µεγαλύτερους χρόνους από τους τρείς που µελετήθηκαν (15, 30, 60 min), δηλαδή µεταξύ 



 530 και 60 min.  Αυτό φαίνεται από τα «πράσινα τετραγωνάκια» που αντιστοιχούν στις δοκιµές που έγιναν στους  60 °C  , όπου παραλαµβάνουµε τις µέγιστες ποσότητες. Ο κατηγορικός παράγοντας της αναλογίας νερό / µέλι παρατηρείται στατιστικά σηµαντικός µε p-value< 0,05. Το πλέγµα συσχέτισης αλλά και τα p-value των υπολοίπων παραγόντων µας δείχνουν πώς  δεν υπάρχει κάποια άλλη συσχέτιση άξια αναφοράς (Εικ. 31).  Εικόνα 30. (Α) ∆ιάγραµµα διασποράς του 4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρα σε σχέση µε τη θερµοκρασία και τον χρόνο εκχύλισης (Β) πλέγµα συσχέτισης της 4-µεθοξυβενζαλδεϋδης. Όπου a: θερµοκρασία, B: χρόνος εξισορρόπησης, C: Χρόνος εκχύλισης, D: Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα, E: Όγκος δείγµατος και F: αναλογία νερό / µέλι. 



 5Γ.2.2.3  Έλεγχοι υποθέσεων και στατιστικών µετρήσεων για την απόδοση του µοντέλου, στατιστικά καλής προσαρµογής (Fit Statistics). Πριν την βελτιστοποίηση του κύριου πτητικού προφίλ, κάθε πτητική ένωση επιβεβαιώθηκε µε κανονική κατανοµή, συντελεστή προσδιορισµού (R2) και ανάλυση διακύµανσης ANOVA ώστε να εκτιµηθεί η ορθότητα του µοντέλου (Πίνακας 9). Τα πτητικά ακολούθησαν την κανονική κατανοµή. Το R2 αποτελεί ένα µέτρο της ποσότητας της διακύµανσης γύρω από το µέσο που εξηγείται από το µοντέλο. Συγκεκριµένα το προτεινόµενο µοντέλο εµφάνισε καλή εφαρµογή µε ακρίβεια, σε επίπεδο εµπιστοσύνης 95%, κάτι που επαληθεύεται από τις τιµές του συντελεστή προσδιορισµού R2 (≥0,89) οι οποίες βρίσκονται σύµφωνες µεταξύ των παρατηρούµενων και των προβλεπόµενων τιµών. Το ANOVA επιβεβαιώνει την επάρκεια του µοντέλου (τιµή p <0,05) και υποδεικνύει εάν οι όροι του µοντέλου ήταν σηµαντικοί. Οι σηµαντικοί όροι µοντέλου πιθανώς να έχουν πραγµατική επίδραση στην απόκριση, δηλαδή επηρεάζουν την εκχύλιση των πτητικών ενώσεων. Η σηµαντικότητα του κάθε παράγοντα φαίνεται στον Πίνακα 9,  µε έντονη γραφή (bold) το p-value<0,05 κάτι που σηµαίνει ότι οι όροι του µοντέλου είναι σηµαντικοί, µε κανονική γραφή το 0,05 ≤ p-value < 0.1. Άρα οι όροι του µοντέλου δεν είναι στατιστικά σηµαντικοί αλλά ίσως ασκούν κάποια επιρροή και µε πιο αχνή γραφή p-value ≥ 0,1, κάτι που κάνει του όρους πλέον ασήµαντους. Πίνακας 9. Ανάλυση διακύµανσης ANOVA.   Αποκρίσεις / Πτητικές Ενώσεις ANOVA (p-value < 0,05) R2  Παράγοντες  (p < 0,05   0,05 ≤ p < 0,1   p ≥ 0,1) θερµοκρασία χρόνος εξισορρόπησης Χρόνος εκχύλισης Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα Όγκος δείγµατος αναλογία νερό / µέλι R1 0,19 0,50 0,40 0,35 0,60 0,00 0,988 R2 0,23 0,84 0,11 0,05 0,04 0,01 0,979 R3 0,09 0,12 0,54 0,19 0,44 0,00 0,988 R4 0,09 0,53 0,73 0,36 0,17 0,07 0,895 R5 0,00 0,53 0,00 0,64 0,74 0,00 0,997 R6 0,00 0,41 0,37 0,07 0,59 0,00 0,985 R7 0,66 0,95 0,35 0,18 0,12 0,00 0,956 R8 0,00 0,39 0,97 0,24 0,32 0,09 0,991 R9 0,00 0,32 0,01 0,70 0,23 0,00 0,988   Όπου R1: Βενζαλδεΰδη, R2: 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-Ισοφορόνη), R3: 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη), R4: 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (Σαφρανάλη), R5: 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη / (p-ανισαλδεΰδη), R6: 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο, R7: (Ε)-1-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο)βουτ-2-εν-1-όνη (∆αµασκηνόνη), R8: (Ε)-1,6,6-τριµεθυλ-7-(3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ)-3,8-διοξατρικυκλο [5.1.0.0 (2,4)] οκταν-5-όνη και R9: 4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρας. 



 5Γ.2.3.4 Ανάπτυξη µοντέλων βελτιστοποίησης βασισµένα σε κάθε πτητική ένωση Το στατιστικό µοντέλο, ορίζοντάς του κριτήρια, προτείνει λύσεις ώστε κάθε µια από τις αποκρίσεις που µας ενδιαφέρουν, δηλαδή οι πτητικές ενώσεις του µελιού στη προκειµένη περίπτωση, να αποµονωθούν στο βέλτιστο βαθµό. Ο βέλτιστος βαθµός καθορίζεται από την  χρωµατογραφική περιοχή (%) (% area). Ο στόχος της βελτιστοποίησης, στην παρούσα µελέτη, ήταν οι τιµές των παραγόντων, που τέθηκαν στο σχεδιασµό του πειράµατος, να βρίσκονται σε ορισµένο εύρος τιµών. ∆ηλαδή, η θερµοκρασία να βρίσκεται µεταξύ 30 και 60 °C, ο χρόνος εξισορρόπησης µεταξύ 5 και 30 min, ο χρόνος εκχύλισης µεταξύ 15 και 60 min, η ταχύτητα του µαγνητικού αναδευτήρα µεταξύ 100 και 700 rpm, ο όγκος του δείγµατος από 2 έως 6 mL ενώ τέλος η αναλογία νερό / µέλι να είναι ίση µε 1:3 , είτε µε 1:1, είτε µε 3:1 v/m, αφού είναι κατηγορικός και όχι ποσοτικός παράγοντας.  Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον Πίνακα 10, ενώ η αξιολόγηση έγινε µε δείκτες αποδοχής. Οι δείκτες αυτοί κυµαίνονται από 0 έως 1  µε την ιδανική περίπτωση να βρίσκεται στο 1. Για κάθε πτητική ένωση δίνεται και ένας προβλεπόµενος µέσος όρος. Όπως παρατηρείται, η κάθε ένωση για να αποµονωθεί «βέλτιστα» απαιτεί διαφορετικό συνδυασµό των τιµών των παραγόντων. Φαίνεται πως η θερµοκρασία για τις περισσότερες πτητικές ενώσεις απαιτούσε τη µέγιστη τιµή του µοντέλου. Από την άλλη ο χρόνος εκχύλισης, όπως και η ταχύτητα του µαγνητικού αναδευτήρα φαίνεται να προτιµούν τις χαµηλότερες τιµές που µελετήθηκαν. Πίνακας 10. Βέλτιστες συνθήκες, αποδοχής και προβλεπόµενη µέση τιµή για κάθε κύρια πτητική ένωση.  Παράγοντες Επιθυµη- τότητα Προβλεπόµενος Μέσος (%Area) Αποκρίσεις / Πτητικές Ενώσεις Θερµοκρασία Χρόνος εξισορρόπησης Χρόνος εκχύλισης Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα Όγκος δείγµατος Αναλογία νερό / µέλι ( v/m ) R1 60 5 60 700 6 1:1 1,000 4,07 ± 0,36 R2 45 30 15 700 2 1:3 1,000 0,96 ± 0,18 R3 60 30 15 100 4 1:3 1,000 1,63 ± 0,22 R4 45 30 15 100 6 1:3 1,000 1,97 ± 0,71 R5 60 15 15 100 2 1:3 1,000 12,61 ± 0,64 R6 60 5 15 700 6 1:3 1,000 0,64 ± 0,11 R7 60 15 30 400 2 1:3 1,000 0,77 ± 0,23 R8 60 30 30 100 4 1:3 1,000 0,84 ± 0,22 R9 60 30 15 100 2 1:1 1,000 2,48 ± 0,39 



 5Εικόνα 31. ∆ιάγραµµα ράβδων αποδοχής αναφορικά µε το επιθυµητό αποτέλεσµα. Πρακτικά όµως, εάν θελήσουµε να αποµονώσουµε τις κύριες πτητικές ενώσεις από ένα µέλι ερείκης, πιθανότατα να θελήσουµε να µειώσουµε τον αριθµό των πειραµάτων και των διαφορετικών συνθηκών, παραλαµβάνοντας όλο το άρωµα στο βέλτιστο βαθµό µε ένα πείραµα. Βάσει αυτού και των παραπάνω κριτηρίων που τέθηκαν, το στατιστικό πρόγραµµα πρότεινε λύσεις και ως βέλτιστη επιλέχθηκε εκείνη που έχει την καλύτερη αποδοχή µε τιµή 0.40 (Εικ. 32.) και συνάµα αποτελεσµατικότητα της παραλαβής των περισσότερων πτητικών ενώσεων στο µέγιστο βαθµό.  Το γράφηµα ράβδων δείχνει πόσο καλά η κάθε µεταβλητή πληροί τα κριτήρια που ορίστηκαν. Παρατηρείται ότι οι περισσότερες ενώσεις είναι κοντά στο επιθυµητό αποτέλεσµα µε δείκτη αποδοχής = 1.   Οι βέλτιστες τιµές των παραγόντων που πρότεινε το πρόγραµµα και οι προβλεπόµενες µέσες τιµές (%Area) των πτητικών ενώσεων φαίνονται στον Πίνακα 11.   



 5Πίνακας 11. Οι βέλτιστες τιµές επιφανειακής απόκρισης που πρότεινε το στατιστικό πρόγραµµα. Βέλτιστη τιµή επιφανειακής απόκρισης Παράγοντες Θερµοκρασία  60 °C  Χρόνος εξισορρόπησης  30 min  Χρόνος εκχύλισης  15 min  Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα  100 rpm  Όγκος δείγµατος προς εκχύλιση  6 mL  Αναλογία νερό: µέλι 1:3  v/m Πτητικές ενώσεις βενζαλδεΰδη 4,53 % 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-ισοφορόνη) 0,88 % 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη) 1,64 % 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (σαφρανάλη) 1,29 % 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη / (p-ανισαλδεΰδη) 12,21 % 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο  0,66 % (Ε)-1-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο)βουτ-2-εν-1-όνη (δαµασκηνόνη) 0,15 % (Ε)-1,6,6-τριµεθυλ-7-(3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ)-3,8-διοξατρικυκλο [5.1.0.0 (2,4)] οκταν-5-όνη 0,71 %  4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρας 2,88 %    Εικόνα 32. ∆ιαγράµµατα επιφάνειας απόκρισης (contour και 3D-surface) αποδοχής του χρόνου εξισορρόπησης ως συνάρτηση της θερµοκρασίας. Η Εικόνα 33 παρουσιάζει τα διαγράµµατα της επιφάνειας απόκρισης της αποδοχής σε συνάρτηση µε την θερµοκρασία και τον χρόνο εξισορρόπησης. Παρατηρήθηκε ότι ο χρόνος εξισορρόπησης στα 30 min παρουσίασε µια ασυνήθιστη υψηλή τιµή.  Τα διαγράµµατα διαβάθµισης χρώµατος, εικονιζόµενα ως δύο και τριών διαστάσεων, 



 5δείχνουν πως οι επιθυµητές αποκρίσεις που αναπαρίσταται µε το πράσινο χρώµα, εµφανίζονται κοντά στον χρόνο εξισορρόπησης των 30 min, ενώ όσο η θερµοκρασία αυξάνεται υπάρχει χρωµατική διαβάθµιση µε έντονο το πράσινο χρώµα στους 60 °C, γεγονός που επιβεβαιώνει πως ο συνδυασµός των παραγόντων χρόνου εξισορρόπησης στα 30 min και θερµοκρασίας στους 60 °C είναι ικανοποιητικός ως προς την επιθυµητότητα για την εκχύλιση των ενώσεων. Γ.3  Εκχύλιση πτητικών συστατικών µελιού ερείκης και ανάλυση µε GC-MS Γ.3.1 Πειραµατική πορεία Μετά τη βελτιστοποίηση, ακολούθησε η παραλαβή του πτητικού κλάσµατος από δείγµατα 25 µελιών ερείκης από διάφορες γεωγραφικές περιοχές της Ελλάδας (Πίν. 12). Τα δείγµατα παρελήφθησαν κατευθείαν από τοπικούς παραγωγούς και παράχθηκαν κατά την περίοδο συγκοµιδής 2019-2020. Πριν την εκτέλεση των πειραµάτων εξασφαλίστηκαν ότι τα δείγµατα είναι αµιγή µε βάση τα νοµοθετικά κριτήρια τα οποία ορίζουν τις φυσικοχηµικές και τις γυρεοσκοπικές αναλύσεις. Η πειραµατική πορεία που ακολουθήθηκε είναι ίδια µε αυτή που περιγράφεται στην παράγραφο Γ.3.1 µε τη διαφορά ότι οι συνθήκες των παραγόντων παρέµειναν σταθερές για κάθε δείγµα, ενώ για µεγαλύτερη ακρίβεια έγινε δειγµατοληψία τρείς φορές από κάθε δείγµα. Ως αποτέλεσµα της µελέτης της βελτιστοποίησης, οι τιµές των παραγόντων που επιλέχθηκαν ήταν αυτές που προτάθηκαν από το πρόγραµµα ως βέλτιστες για την παραλαβή του πτητικού κλάσµατος. Αυτές είναι: • Θερµοκρασία    60 °C  • Χρόνος εξισορρόπησης  30 min  • Χρόνος εκχύλισης   15 min  • Ταχύτητα µαγνητικού αναδευτήρα 100 rpm  • Όγκος δείγµατος προς εκχύλιση 6 mL  • Αναλογία νερό: µέλι   1:3 v/m (συγκεκριµένα: 3 mL νερό : 9 g µέλι)   



 5 Πίνακας 12. ∆είγµατα µελιών ερείκης που χρησιµοποιήθηκαν. Κωδικός δείγµατος Προέλευση µονοανθικού µελιού Γεωγραφική περιοχή Έτος Ερεικ_χαλκ_2019_1 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Χαλκιδική 2019 Ερεικ_καλ_2019_2 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Κάλαµος Αττικής 2019 Ερεικ_καλ_2019_3 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Κάλαµος Αττικής 2019 Ερεικ_χαλκ_2019_4 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Χαλκιδική 2019 Ερεικ_χαλκ_2019_5 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Χαλκιδική 2019 Ερεικ_χαλκ_2019_6 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Χαλκιδική 2019 Ερεικ_χαλκ_2019_7 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Χαλκιδική 2019 Ερεικ_χαλκ_2019_8 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Χαλκιδική 2019 Ερεικ_ανδ_2019_9 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Άνδρος 2019 Ερεικ_θεσσ_2019_10 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Θεσσαλονίκη 2019 Ερεικ_ανδ_2019_11 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Άνδρος 2019 Ερεικ_ανδ_2019_12 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Άνδρος 2019 Ερεικ_ανδ_2019_13 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Άνδρος 2019 Ερεικ_καλ_2019_14 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Κάλαµος Αττικής 2019 Ερεικ_αγ.φωτ_2019_15 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Αγ. Φωτεινή Κρήτης 2019 Ερεικ_στε_2019_16 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Στερεά Ελλάδα 2019 Ερεικ_βοι_2019_17 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Βοιωτία 2019 Ερεικ_ευβ_2019_18 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Εύβοια 2019 Ερεικ_αχα_2019_19 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Αχαΐα 2019 Ερεικ_ευβ_2019_20 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Εύβοια 2019 Ερεικ_θεσ_2019_21 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Θεσσαλονίκη 2019 Ερεικ_ευβ_2019_22 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Εύβοια 2019 Ερεικ_ευβ_2019_23 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Εύβοια 2019 Ερεικ_κυκ_2019_24 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Κυκλάδες 2019 Ερεικ_αρκ_2019_25 Ερείκη (Erica manipuliflora L.) Αρκαδία 2019 Γ.3.2 Αποτελέσµατα – Συζήτηση Γ.3.2.1 Αξιολόγηση των αποµονωµένων πτητικών ενώσεων  Από τα 25 δείγµατα αποµονώθηκαν συνολικά 49 πτητικές ενώσεις που ανήκουν σε διαφορετικές κατηγορίες όπως εστέρες, αλκοόλες, καρβοξυλικά οξέα, αλδεΰδες, κετόνες, υδρογονάνθρακες, τερπένια και άλλες ενώσεις (Πιν. 13). Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται σε ηµιποσοτικοποιηµένες τιµές, αφού χρησιµοποιήθηκε εσωτερικό πρότυπο η βενζοφαινόνη, αλλά και η εκατοστιαία αναλογία του εµβαδού της κάθε 



 5κορυφής επί του συνολικού εµβαδού. Όπως φαίνεται, το µέλι ερείκης περιέχει  διάφορες πτητικές ενώσεις αλλά σε πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις. Πίνακας 13. Πτητικές ενώσεις που αποµονώθηκαν από δείγµατα µελιού ερείκης. Αρ. Πτητικές ενώσεις RTα RIβ Ελάχιστο (mg/kg µελιού) Μέγιστο (mg/kg µελιού)   Μέσος όρος (mg/kg µελιού) Μέσος όρος Εµβαδό (%) επί του συνόλου (% Area)  Εστέρες 1 βενζοϊκός µεθυλεστέρας 17,3 1093 0,00 0,33 0,02 0,16 2 Οκτανοϊκός µεθυλεστέρας 18,3 1124 0,00 0,17 0,06 1,07 3 βενζοϊκός αιθυλεστέρας 19,6 1165 0,00 1,68 0,11 1,95 4 2-φαινυλοξικός µεθυλεστέρας 19,8 1179 0,00 0,32 0,04 0,80 5 2-υδροξυβενζοϊκός µεθυλεστέρας (σαλικυλικός µεθυλεστέρας) 20,4 1192 0,00 0,54 0,06 0,77 6 εννεανοϊκός µεθυλεστέρας 21,3 1222 0,06 0,44 0,16 2,95 7 δεκανοϊκός µεθυλεστέρας 24,3 1322 0,00 0,10 0,05 0,76 8 4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρας 28,7 1458 0,00 0,24 0,02 0,22 9 δωδεκανοϊκός µεθυλεστέρας 30,8 1521 0,00 0,06 0,01 0,24 10 φθαλικός  διβουτυλεστέρας 39,0 1859 0,00 0,07 0,02 0,46  Αλκοόλες 11 οκτ-1-εν-3-όλη 13,4 981 0,00 0,26 0,02 0,10 12 2-αιθυλοεξαν-1-όλη 15,1 1029 0,00 0,16 0,03 0,52 13 5-(3,3-διµεθυλοξιραν-2-υλ)-3-µεθυλοπεντ-1-εν-3-όλη (cis-λιναλολοξείδιο) 16,6 1072 0,00 0,35 0,07 0,96 14 2-φαινυλοαιθαν-1-όλη 17,9 1114 0,00 0,34 0,06 0,98 15 4-µεθυλο-1-(προπ-1-εν-2-υλο) κυκλοεξ-3-εν-1-όλη 20,0 1183 0,00 0,54 0,02  16 3,4,5-τριµεθυλοφαινόλη 24,0 1314 0,00 0,93 0,08 0,98 17 4,6,10,10-τετραµεθυλο-5-οξατρίκυκλο [4.4.0.0 (1,4)] δεκ-2-εν-7-όλη 29,3 1476 0,00 0,11 0,01 0,20 18 6,6-διµεθυλο-5-µεθυλενοδικυκλο [2.2.1] επταν-2-όλη (6-καµφενόλη) 30,5 1510 0,00 0,38 0,02 0,22  Καρβοξυλικά οξέα 19 εννεανοϊκό οξύ 23,2 1288 0,00 0,27 0,11 1,93  Αλδεΰδες 20 φουρανο-2-καρβαλδεΰδη (φουρφουράλη) 7,4 826 0,01 2,61 1,14 18,73 21 βενζαλδεϋδη 12,6 959 0,02 1,44 0,18 2,62 22 οκτανάλη 14,2 1001 0,00 0,15 0,05 0,75 23 2-φαινυλοακεταλδεΰδη 15,6 1041 0,00 0,85 0,16 2,70 24 εννεανάλη 17,7 1104 0,07 0,46 0,19 3,38 25 δεκανάλη 20,8 1205 0,00 0,35 0,15 2,66 26 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη / (p-ανισαλδεΰδη) 22,4 1261 0,00 1,36 0,23 3,62  Κετόνες 



 5αΧρόνοι συγκράτησης – RT (min), β∆είκτης κατακράτησης – RI.  Οι εστέρες είναι µία κατηγορία ενώσεων που απαντάται συχνά στα άνθη και στο µέλι από µελιτώµατα, ενώ κάποιες από αυτές είναι κύριες πτητικές ενώσεις αυτών (Machado et al., 2020). Στην παρούσα µελέτη, ο µοναδικός εστέρας που ανιχνεύθηκε σε µεγαλύτερη, σε σύγκριση µε του υπόλοιπους, συγκέντρωση είναι ο εννεανοϊκός µεθυλεστέρας. Σε προηγούµενη µελέτη, ο οκτανοϊκός µεθυλεστέρας, ο εννεανοϊκός µεθυλεστέρας και ο δωδεκανοϊκός µεθυλεστέρας έχουν αναφερθεί σε µέλι από µελιτώµατα ελάτου και πεύκου και πιθανότατα η παρουσία τους να οφείλεται στην 27 1- (φουρανο-2-υλ) αιθανόνη (2-ακετυλοφουράνιο) 10,6 907 0,07 0,34 0,16 2,69 28 2-κυκλοεξέν-1-όνη 14,7 1015 0,00 0,15 0,01 0,10 29 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-ισοφορόνη) 18,2 1120 0,01 4,16 0,43 6,14 30 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη) 18,9 1143 0,01 0,89 0,13 1,90 31 2-υδροξυ-3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη 18,9 1145 0,00 0,29 0,09 1,29 32 1- (1,4-διµεθυλοκυκλοεξ-3-εν-1-υλο) αιθαν-1-όνη 19,1 1149 0,00 0,22 0,02 0,17 33 (Ε) -4- (2,4,4-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,5-διεν-1-υλ) βουτ-3-εν-2-όνη 27,6 1420 0,00 0,10 0,01 0,17 34 (Ε) -1,6,6-τριµεθυλο-7- (3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ) -3,8-διοξατρικυκλο [5.1.0.0 (2,4)] οκταν-5-όνη 28,0 1437 0,00 0,23 0,05 0,84 35 4- (2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διενυλο) βουτ-3-εν-2-όνη 29,2 1474 0,00 0,10 0,01 0,05 36 1-(4-(τριτ.-βουτυλο)-2,6-διµεθυλοφαινυλ) αιθαν-1-όνη 33,3 1584 0,00 0,14 0,04 0,63 37 (Ε) -3,5,5-τριµεθυλο-4- (3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ) κυκλοεξ-2-εν-1-όνη 35,0 1654 0,00 0,09 0,02 0,29  Υδρογονάνθρακες 38 οκτάνιο 6,3 800 0,00 0,18 0,06 1,16 39 εννεάνιο 10,3 898 0,00 0,16 0,03 0,44 40 ενδεκάνιο 17,6 1101 0,10 0,52 0,21 3,69 41 δωδεκάνιο 20,7 1201 0,00 0,18 0,02 0,22  Τερπένια 42 1-µεθυλο-4-προπαν-2-υλ)βενζόλιο  (p-κυµένιο) 14,9 1022 0,00 0,15 0,01 0,17 43 1-µεθυλο-4- (προπ-1-εν-2-υλ) βενζόλιο (p-κυµενένιο) 17,2 1090 0,00 0,18 0,02 0,17 44 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (σαφρανάλη) 20,6 1198 0,00 0,54 0,12 1,75 45 1-µεθοξυ-4-προπυλοβενζόλιο 23,5 1299 0,00 0,83 0,04 0,56 46 (Ε) -1- (2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο) βουτ-2-εν-1-όνη (δαµασκηνόνη) 26,0 1377 0,00 0,16 0,05 0,84  Άλλες ενώσεις 47 (2S, 8aR) -2,5,5,8a-τετραµεθυλο-3,5,6,8a-τετραϋδρο-2Η-χρωµίνη 23,9 1306 0,00 0,09 0,01 0,12 48 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο 25,2 1352 0,00 0,19 0,08 1,21 49 8-ισοπροπυλο-1-µεθυλ-1,2,3,4-τετραϋδροναφθαλένιο 31,5 1535 0,00 0,11 0,05 0,91 



 6περίοδο συλλογής των µελισσών από τα πεύκα (Xagoraris et al., 2021). Από όλους τους εστέρες που αποµονώθηκαν, µόνο ο 4-µεθοξυβενζοϊκός αιθυλεστέρας έχει αναφερθεί σε µέλι από ερείκη (Guyot et al., 1999) και επιλέχθηκε νωρίτερα στην µελέτη ως «κύριο» πτητικό συστατικό. Αξίζει να σηµειωθεί ότι ο εννεανοϊκός µεθυλεστέρας ήταν ο µόνος εστέρας που εµφανίστηκε σε όλα τα δείγµατα. Οι αλκοόλες βρέθηκαν εξίσου σε χαµηλές συγκεντρώσεις και καµία από αυτές δε κρίθηκε άξια µελέτης ως ένωση «δείκτης» του µελιού ερείκης στο προηγούµενο κεφάλαιο. Προηγούµενες έρευνες έχουν αναφέρει κάποιες αλκοόλες που βρέθηκαν στην παρούσα µελέτη, ενώ κάποιες τις έχουν χαρακτηρίσει ως «βασικές» πτητικές ενώσεις του µελιού ερείκης. Οι Rodríguez-Flores et al. το 2021 ανέφεραν την 4,6,10,10-τετραµεθυλ-5-οξατρίκυκλο[4.4.0.0(1,4)]δεκ-2-εν-7-όλη και την 6,6-διµεθυλο-5-µεθυλενοδικυκλο[2.2.1]επταν-2-όλη (6-καµφενόλη) στο πτητικό κλάσµα που λήφθηκε µε τεχνική SPME και παρόµοιες συνθήκες µε την παρούσα εργασία από δείγµατα µελιού ερείκης σε περιοχές της Ιβηρικής Χερσονήσου. Άλλη µελέτη ανέφερε την 3,4,5-τριµεθυλοφαινόλη ως µία από τις κύριες πτητικές ενώσεις του µελιού ερείκης από την Πολωνία (Plutowska et al., 2011). Επίσης, οι αλκοόλες 5-(3,3-διµεθυλοξιραν-2-υλο)-3-µεθυλπεντ-1-εν-3-όλη (cis-λιναλολοξείδιο) και 2-φαινυλοαιθαν-1-όλη έχουν βρεθεί σε µέλια από εσπεριδοειδή, ακακία, κάστανο και θυµάρι σε υψηλές συγκεντρώσεις (Machado et al., 2020), ενώ άλλες πηγές τις αναφέρουν ως κύριες πτητικές ενώσεις (Rodríguez-Flores et al. 2021; de la Fuente et al. 2005, Guyot et al. 1999; Castro-Vázquez et al. 2009; Soria et al. 2009). Οι αλδεϋδες αποτελούν µια οµάδα ενώσεων που εντοπίστηκαν σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις σε σχέση µε τις υπόλοιπες κατηγορίες. Σε µεγάλες συγκεντρώσεις εντοπίστηκε η φουρανο-2-καρβαλδεΰδη (φουρφουράλη), µια ένωση που προέρχεται από το φουράνιο και θεωρείται ότι είναι δείκτης θερµικής επεξεργασίας και αποθήκευσης (Castro-Vázquez et al., 2007). Παρόλο που η φουρφουράλη έχει αποδοθεί σε µέλια ερείκης (Castro-Vázquez et al., 2009), στην παρούσα µελέτη δεν είχε αξιοσηµείωτο ενδιαφέρον. Προηγούµενες µελέτες απέδωσαν σε µέλια ερείκης αλδεϋδες όπως η 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-καρβαλδεϋδη (σαφρανάλη, µονοτερπενική αλδεΰδη), η 4-µεθοξυβενζαλδεϋδη / (p-ανισαλδεΰδη), η βενζαλδεΰδη και η 2-φαινυλακεταλδεΰδη (Boi et al. 2013; Guyot et al. 1999; de la Fuente et al. 2005; Soria et al. 2009; Castro-Vázquez 



 6et al. 2009; Seisonen et al. 2015; Rodríguez-Flores et al. 2021). Η οκτανάλη, η εννεανάλη και η δεκανάλη είναι ενώσεις που έχουν εντοπιστεί σε µέλια πεύκου, ακακίας και µελιτωµάτων, εποµένως δεν έχουν κάποιο ενδιαφέρον για το µέλι ερείκης (Machado et al. 2020). Οι αλδεΰδες που εντοπίστηκαν σε όλα τα δείγµατα ήταν η φουρανο-2-καρβαλδεΰδη (φουρφουράλη), η βενζαλδεΰδη και η εννεανάλη. Οι περισσότερες κετόνες βρέθηκαν σε µικρές συγκεντρώσεις µε εξαίρεση την 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-ισοφορόνη), τη 1-(φουρανο-2-υλ)αιθανόνη (2-ακετυλοφουράνιο) και η 2,6,6-τριµεθυλκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη), οι οποίες εκτός της εµφανούς µεγαλύτερης συγκέντρωσης που βρέθηκαν, ανιχνεύθηκαν σε όλα τα δείγµατα. Προηγούµενες µελέτες έχουν αναφέρει ορισµένες κετόνες σε µέλια ερείκης, όπως η 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-ισοφορόνη), η 2,6,6-τριµεθυλκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη), 2-υδροξυ-3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη, η (Ε) -1,6,6-τριµεθυλ-7- (3-οξοβουτ-1-εν-1-υλ) -3,8-διοξατρικυκλο [5.1.0.0 (2,4)] οκταν-5-όνη, η 4- (2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διενυλο) βουτ-3-εν-2-όνη και η (Ε)-1-(2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξα-1,3-διεν-1-υλο) βουτ-2-εν-1-όνη (δαµασκηνόνη) (Guyot et al. 1999; Castro-Vázquez et al. 2009; Plutowska et al. 2011; Tan et al. 1989). Μόνο τέσσερις υδρογονάνθρακες ανιχνεύθηκαν µε το ενδεκάνιο να εµφανίζεται σε όλα τα δείγµατα και να απαντάται στη µεγαλύτερη συγκέντρωση σε σχέση µε τα υπόλοιπα. Οι υδρογονάνθρακες βρίσκονται σε πολλά είδη µελιού (Machado et al. 2020), εποµένως δεν παρουσιάζουν κάποιο ενδιαφέρον. Τέλος, από τα καρβοξυλικά οξέα, τις τερπενοειδείς ενώσεις (πέραν από αυτές που έχουν ήδη αναφερθεί) και άλλες ενώσεις µόνο το 1,1,5-τριµεθυλο-1,2-διυδροναφθαλίνιο βρέθηκε και το οποίο έχει αναφερθεί και σε προηγούµενη µελέτη του πτητικού προφίλ µελιών ερείκης (Rodríguez-Flores et al. 2021).  Γ.4 Προσδιορισµός φαινολικών ενώσεων σε δείγµα µελιού ερείκης και χρωµατογραφική µελέτη µε την τεχνική της Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Πίεσης (LC/Q-TOF MS). O προσδιορισµός των φαινολικών ενώσεων σε δείγµατα από µέλι ερείκης χρησιµοποιώντας την τεχνική της υγροχρωµατογραφίας υψηλής πίεσης συζευγµένη µε φασµατοµετρία µαζών υψηλής διακριτικής ικανότητας (LC/Q-TOF MS), έγινε για την 



 6ανάλυση του φαινολικού του προφίλ καθώς οι φαινολικές ενώσεις µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως δείκτες βοτανικής προέλευσης του µελιού και σε ορισµένες περιπτώσεις δείκτες για τη γεωγραφική προέλευση του µελιού. Για το σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκε αρχικά αποµόνωση των φαινολικών ενώσεων των δειγµάτων µέλι ερείκης µε την τεχνική εκχύλισης στερεάς φάσης SPE (Solid Phase Extraction) και στη συνέχεια διαχωρισµός και ταυτοποίηση αυτών µε LC/Q-TOF MS. Οι φαινολικές ενώσεις που αναζητήθηκαν στα συνολικά πέντε δείγµατα µελιού ερείκης που επιλέχθηκαν τυχαία, ήταν γνωστές πρότυπες ουσίες που ζυγίστηκαν, αραιώθηκαν σε γνωστή συγκέντρωση και ταυτοποιήθηκαν µε την ίδια πειραµατική διαδικασία που ακολούθησαν τα δείγµατα. Γ.4.1 Πειραµατική πορεία Γ.4.1.1 Εκχύλιση Φαινολικών από µέλι ερείκης µε SPE Όργανα – Αντιδραστήρια: • Υπερκάθαρο νερό • Οξινισµένο υπερκάθαρο νερό • Υδροχλωρικό οξύ, HCl (14 M) • Ακετονιτρίλιο • Πιππέτα 1000 ul • Πιππέτα 50 ul • Πλαστικοί περιέκτες • Αναλυτικός ζυγός ακριβείας τεσσάρων δεκαδικών ψηφίων (0,0000 g) • Οικιακό κουτάλι • Συσκευή Buchner  • Ποτήρι ζέσεως • Φίλτρο καθαρισµού πολυτετραφθοροαιθυλένιου (PTFE)  Προετοιµασία δείγµατος µελιού για την εκχύλιση των φαινολικών: Από το αποθηκευµένο δείγµα µελιού παρελήφθησαν 20 g και διαλύθηκαν σε 20 mL υπερκάθαρου νερού σε πλαστικό φιαλίδιο. Στο παραπάνω διάλυµα έγινε ρύθµιση του pH στην τιµή 2 µε υδροχλωρικό οξύ 0,1 M . Ακολούθησε οµογενοποίηση µε υπέρηχους για 30 min σε θερµοκρασία δωµατίου. Το διάλυµα που προέκυψε διηθήθηκε µε χωνί Buchner για να αποµακρυνθούν τυχόν στερεά σωµατίδια που υπάρχουν πολλές φορές 



 6στο µέλι. Οι στήλες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν Isolute C18 (EC) 2 g / 15 mL συζευγµένες µε αντλία κενού. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε φαίνεται στις Εικόνες 34 και 35: • Ενεργοποίηση της στήλης: Πρώτο βήµα είναι να ενεργοποιήσουµε την στήλη. Το στηλάκι SPE ενεργοποιήθηκε µε 3 mL ακετονιτρίλιο και 9 mL υπερκάθαρου νερού. • Τοποθέτηση δείγµατος και πλύση SPE: Τοποθετούµε το δείγµα µας. Ακολουθεί εκχύλιση µε διαλύτες διαφορετικής πολικότητας µε στόχο την κλασµατοποίηση. Περάστηκε το δείγµα και στην συνέχεια η στήλη ξεπλύθηκε µε 12 mL οξινισµένου νερού µε σκοπό να αποµακρυνθούν τα σάκχαρα και άλλα πολικά συστατικά. • Παραλαβή ενώσεων στόχων από την στήλη SPE: Τα φαινολικά συστατικά παρελήφθησαν µε 1,5 mL ακετονιτρίλιο. Το διάλυµα των φαινολικών καθαρίστηκε χρησιµοποιώντας φίλτρα (PTFE) 0,45 µm. Στη συνέχεια αποθηκεύτηκαν στην κατάψυξη στους -20 °C µέχρι να αναλυθούν.    Εικόνα 34. Γραφική αναπαράσταση διαδικασίας SPE. 



 6 Εικόνα 35. Τεχνική SPE παραλαβής φαινολικών απο µέλι ερείκης εργαστηριακά. Α: Ενεργοποίηση στήλης SPE. B: Προσθήκη δείγµατος στο στηλάκι. Γ: Έκπλυση δείγµατος απο το στηλάκι. ∆: Παραλαβή φαινολικών. E: Καθαρισµός φαινολικών µε φίλτρο. Γ.4.1.2. Ανάλυση Φαινολικών από µέλι ερείκης µε LC/Q-TOF MS Η ανάλυση των φαινολικών που αποµονώθηκαν µε SPE πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση ενός συστήµατος LC/Q-TOF MS που αποτελείται από ένα σύστηµα υγρού χρωµατογράφου υψηλής πίεσης HPLC συζευγµένο µε φασµατόµετρο µαζών χρόνου πτήσης QTΟF-MS της εταιρίας Agilent Series 1260 µε αυτόµατο δειγµατολήπτη (Εικ. 36). Τα χαρακτηριστικά του συστήµατος ήταν τα εξής: • Στήλη αντίστροφης φάσης Supelco Discovery HS C18 µε µήκος 150 mm, διάµετρο 4,5 mm και πάχος επένδυσης 5 µm. • Σύστηµα διαλυτών: Οξινισµένο νερό µε µυρµηκικό οξύ 0,1% LC-MS (διαλύτης Α) και ακετονιτρίλιο LC-MS (διαλύτης Β). 



 6• Πρόγραµµα έκλουσης: Από 0 min., 10 % ο διαλύτης (B), από 20 min., 30 % ο διαλύτης (B), από 30 min., 40 %  ο διαλύτης (B), από 40 min., 50 % ο διαλύτης (B), από 45 min., 10% ο διαλύτης (B), από 60 min., 10% ο διαλύτης (B). • Όγκος ένεσης 5 µL, ρυθµός ροής 1 mL/min • Καταγραφή χρωµατογραφηµάτων στα 280, 320, 330, 360 και 520 nm. • Το σύστηµα QTΟF-MS είναι εφοδιασµένο µε πηγή ESI, σε λειτουργία αρνητικού ιονισµού. Η τριχοειδής τάση ήταν 3000 V, η πίεση εκνεφωτή 2 bar (Ν2), το αέριο ξήρανσης µε ταχύτητα ροής 8 L/min (Ν2) και θερµοκρασία ξήρανσης 200 °C.    Εικόνα 36. Σύστηµα HPLC/DAD/QTOF. Γ.4.2 Αποτελέσµατα – Συζήτηση Συνολικά εντοπίστηκαν 26 φαινολικές ενώσεις στα πέντε δείγµατα που µελετήθηκαν. Στον Πίνακα 14 παρουσιάζονται αναλυτικά όλα τα αποµονωµένα φαινολικά συστατικά από τα δείγµατα ερείκης. Στο παράρτηµα 1 υπάρχουν τα φάσµατα µαζών των ευρεθέντων φαινολικών ενώσεων. Τέλος, στις εικόνες 37 – 41 φαίνονται αντιπροσωπευτικά χρωµατογραφήµατα των δειγµάτων (8, 9, 11, 12, 13,) που µελετήθηκαν.  



 6Πίνακας 14. Φαινολικά συστατικά µελιών ερείκης. Νο. Ονοµασία φαινολικής ένωσης Μοριακός τύπος Χρόνος Έκπλουσης (min) Μοριακή µάζα g/mol [M−H]−m/z προτύπου [M−H]− m/z πειραµατικό Σφάλµα µάζας (ppm) Aφθονία Diff 1 απιγενίνη C15H10O5 11.6 270.0528 269.0455 269.4532 0.72 112905.25 0.89 2 γαλλικό οξύ C7H6O5 1.5 170.0215 169.0142 169.1463 -3.42 6922.92 -3.26 3 βανιλικό οξύ  C8H8O4 4.0 168.0423 167.0350 167.3494 0.30 36368.87 -0.04 4 συρριγγικό οξύ C9H10O5 4.3 198.0528 197.0455 197.4612 -3.70 27958.58 -3.28 5 p-κουµαρικό οξύ C9H8O3 5.6 164.0473 163.0400 163.3990 0.77 77919.09 1.08 6 καµφερόλη C15H10O6 11.9 286.0477 285.0404 285.4240 0.10 28932.27 0.41 7 καφεϊκό οξύ C9H8O4 4.0 180.0423 179.0350 179.3460 2.33 1783744.01 2.18 8 φερουλικό οξύ C10H10O4 6.1 194.0579 193.0506 193.5510 -5.18 9553.48 -4.87 9 λουτεολίνη C15H10O6 10.0 286.0477 285.0404 285.4400 -0.77 17554.17 -0.13 10 trans-κινναµωµικό οξύ  C9H8O2 9.7 148.0524 147.0451 147.4490 1.51 9187.66 2.28 11 µυρικετίνη C15H10O8 8.0 318.0376 317.0303 317.2990 0.63 83138.85 0.75 12 4-υδροξυβενζοϊκό οξύ C7H6O3 3.4 138.0317 137.0244 137.2426 0.62 276530.15 1.05 13 αµπσισικό οξύ C15H20O4 9.1 264.1362 263.1289 263.1284 1.79 588777.24 1.68 14 χρυσίνη C15H10O4 15.0 254.0579 253.0506 253.5260 1.56 13014.93 1.50 15 ελαγικό οξύ C14H6O8 6.2 302.0063 300.9990 3.9991 -0.41 20152.41 -0.42 16 γεντισικό οξύ C7H6O4 3.3 154.0266 153.0193 153.1932 -0.33 29391.32 0.02 17 εσπερετίνη C16H14O6 11.8 302.0790 301.0717 31.7176 -0.09 142828.31 0.12 18 οµογεντισικό οξύ C8H8O4 1.8 168.0423 167.0350 167.3486 1.86 15645.21 1.11 19 ισορχαµνετίνη C16H12O7 12.3 316.0583 315.0510 315.5380 2.18 105522.14 2.24 20 συριγγικός µεθυλεστέρας C10H12O5 8.0 212,0685  211.0612 211.6106 0.82 558721.93 0.82 21 ναριγενίνη C15H12O5 11.3 272.0685 271.0612 271.6720 1.10 122075.18 1.09 22 φλωρογλυκινόλη C6H6O3 1.5 126.0317 125.0244 125.2427 0.93 5893.03 1.35 23 πινοσεµπρίνη C15H12O4 15.2 256.0736 255.0663 255.6590 1.69 51416.29 1.54 24 πρωτοκατεχικό οξύ C7H6O4 2.4 154.026 153.0187 153.1924 -3.98 37099.28 0.20 25 ροσµαρινικό οξύ C18H16O8 7.6 360.0845 359.0772 359.7773 -1.41 37457.99 -1.29 26 σιναπικό οξύ C11H12O5 6.3 224.0685 223.0612 223.6153 -1.47 12808.83 -1.62  



 6 Εικόνα 37. Χρωµατογράφηµα δείγµατος ερείκης 11.   Εικόνα 38. Χρωµατογράφηµα δείγµατος ερείκης 12.  Εικόνα 39. Χρωµατογράφηµα δείγµατος ερείκης 13. 



 6 Εικόνα 40. Χρωµατογράφηµα δείγµατος ερείκης 9.   Εικόνα 41. Χρωµατογράφηµα δείγµατος ερείκης 8.  Η βοτανική προέλευση του µελιού είναι µια από τις κύριες ποιοτικές παραµέτρους του και η τιµή του σχετίζεται πολύ συχνά µε την ανθική προέλευση. Ορισµένα µονοανθικά µέλια εκτιµώνται περισσότερο από άλλα είτε λόγω της γεύσης και των αρωµάτων τους, είτε λόγω των φαρµακολογικών τους ιδιοτήτων και αυτά κοστίζουν γενικά πιο ακριβά από τα πολυανθικά µέλια (Ferreres et al., 1996). Τα συστατικά του µελιού µε αντιοξειδωτική δράση είναι τα φλαβονοειδή, τα φαινολικά οξέα, το ασκορβικό οξύ, η καταλάση, η υπεροξειδάση, τα καροτενοειδή και τα προϊόντα των αντιδράσεων Maillard (Gheldof & Engeseth, 2002). Τα φαινολικά οξέα και τα φλαβονοειδή έχουν διερευνηθεί εκτενώς στο µέλι (Dimitrova et al., 2007; Ferreira et al., 2009; Kečkeš et al., 



 62013; Khalil et al., 2011; Pyrzynska and Biesaga, 2009) και µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την αξιολόγηση της ποιότητας του µελιού. Η προετοιµασία του δείγµατος είναι µια βασική διαδικασία στη σύγχρονη χηµική ανάλυση. Η εκχύλιση στερεάς φάσης µε στηλάκια µίας χρήσης που διατίθενται στο εµπόριο, παρέχει τον απλούστερο και αποτελεσµατικότερο τρόπο διαχωρισµού φαινολικών οξέων και φλαβονοειδών από ανεπιθύµητα συστατικά της µήτρας του µελιού, δηλαδή κυρίως σάκχαρα και άλλες πολικές ενώσεις, και αυξάνει τη προ-συγκέντρωσή τους στην οργανική φάση (Bertoncelj et al., 2011; Michalkiewicz et al., 2008; Pulcini et al., 2006). Η πολυπλοκότητα της µήτρας του µελιού και του φαινολικού κλάσµατος απαιτεί την αντικατάσταση των συµβατικών µη ειδικών µεθόδων µε άλλες που παρουσιάζουν υψηλότερη εκλεκτικότητα και ευαισθησία. Η HPLC σε συνδυασµό µε τη φασµατοµετρία µαζών προσφέρει µια ισχυρή αναλυτική εναλλακτική λύση. Η φασµατοµετρία µαζών είναι µια µέθοδος υψηλής ευαισθησίας και έχει τα πλεονεκτήµατα της παροχής ακριβών δοµικών πληροφοριών για τις φαινολικές ενώσεις. Επιπλέον, η χρήση φασµατοµετρίας µαζών τετραπολικού χρόνου πτήσης (QTOF) επιτρέπει την ακριβή µέτρηση µάζας τόσο των ιόντων MS όσο και των MS/MS, η οποία είναι απαραίτητη για τον προσδιορισµό της στοιχειακής σύνθεσης και, εποµένως, για τον χαρακτηρισµό των µικρών µορίων (Cádiz-Gurrea et al., 2014). Σύµφωνα µε την ερευνητική µελέτη των Andrade, P., Ferreres, F. & Amaral, M. T. το 1997, το µέλι Erica sp. χαρακτηρίζεται από την παρουσία p-υδροξυβενζοϊκού οξέος, συριγγικού οξέος, ο-κουµαρικού οξέος και ελαγικού οξέος. Η παρουσία ελαγικού οξέος (διµερές παράγωγο του γαλλικού οξέος) στο µέλι Erica sp. συµφωνούν µε προηγούµενες αναφορές στις οποίες αυτό το φαινολικό οξύ προτάθηκε ως δείκτης για την βοτανική του προέλευση. Φαίνεται ότι η συγκέντρωση ενός µεµονωµένου φαινολικού οξέος θα µπορούσε να σχετίζεται µε την βοτανική προέλευση του µελιού. Έτσι, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της εν λόγω έρευνας το µέλι Erica sp. περιέχει σηµαντική συγκέντρωση (περίπου 39%, µονάδες;) p-κουµαρικού οξέος (Andrade et al., 1997). Λίγο νωρίτερα, περίπου η ίδια ερευνητική οµάδα σε άλλη δηµοσίευση συµπέρανε ότι  ο  3-µεθυλαιθέρας µυρικετίνης και το ελαγικό οξύ είναι οι πιο ενδιαφέροντες µεταβολίτες που σχετίζονται  µε τη βοτανική προέλευση του µελιού ερείκης, , αφού δεν έχουν ανιχνευθεί στην 



 7πλειονότητα δειγµάτων µονοανθικών µελιών που είχαν αναλυθεί µέχρι τότε (δεντρολίβανο, ηλίανθος, εσπεριδοειδή, λεβάντα, ευκάλυπτος, αµύγδαλο, καστανιά, ακακία, θυµάρι, βιασµός, έλατο, σκλήθρα, ροδόδενδρο, φιλύρακ.λπ.) και φαίνεται να είναι πολλά υποσχόµενοι δείκτες που είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθούν ως δείκτες στον προσδιορισµό της βοτανικής προέλευσης του µελιού ερείκης (Ferreres, F., Andrade, P., Gil, M. I. & Tomás-Barberán, F. A., 1996). Άλλη µια ακόµα µελέτη κατέληξε ότι το αµπσισικό οξύ θα µπορούσε να είναι ένας χρήσιµος δείκτης για την βοτανική προέλευση του µελιού ερείκης (Ferreres, F., Andrade, P. and Tomás-Barberán, F. A., 1996). Τέλος αξίζει να αναφερθεί µία ακόµα επιστηµονική µελέτη, στην οποία αναλύθηκαν  τα φλαβονοειδή που υπάρχουν σε επιλεγµένα δείγµατα µελιού ερείκης από την περιοχή Κοΐµπρα της Πορτογαλίας (Ferreres, F., Andrade, P. and Tomás-Barberán, F. A., 1994). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι όλα τα δείγµατα είχαν παρόµοιο προφίλ φλαβονοειδών, αποτελούµενο από τουλάχιστον 22 ενώσεις. Οι πιο χαρακτηριστικές ουσίες ήταν η µυρικετίνη, ο 3'-µεθυλαιθέρας της µυρικετίνης, ο 3-µεθυλαιθέρας της µυρικετίνης και η τρικετίνη. Είναι επίσης σηµαντικό, ότι τα τέσσερα φλαβονοειδή που φαίνεται να είναι χαρακτηριστικά του µελιού ερείκης δείχνουν να έχουν ένα κοινό δοµικό χαρακτηριστικό, έναν τριοξυγονωµένο δακτύλιο Β (3', 4', 5'- τριοξυγόνωση), αυτό είναι ένα χαρακτηριστικό που δεν βρίσκεται σε φλαβονοειδή που ανιχνεύθηκαν σε οποιοδήποτε άλλο δείγµα µελιού διαφορετικής βοτανικής προέλευσης που είχε αναλυθεί µέχρι τότε, υποδηλώνοντας ότι αυτές οι ουσίες θα µπορούσαν πιθανώς να χρησιµοποιηθούν ως δείκτες για τη βοτανική προέλευση του µελιού ερείκης. Στην παρούσα µελέτη, παρατηρώντας τα χρωµατογραφήµατα, εάν εξαιρεθεί το δείγµα 9, τα υπόλοιπα δείγµατα παρουσιάζουν µια οµοιοµορφία (Εικ. 37 – 41). Η ένωση που εµφανίστηκε µε διαφορά σε αφθονία, σε όλα τα δείγµατα ήταν το καφεϊκό οξύ, ένα φαινολικό οξύ που ανήκει στα υποκατεστηµένα κινναµωµικά οξέα (Πιν. 14).   



 7Γ.5 Φασµατοσκοπική µελέτη του χηµειότυπου µελιού ερείκης µε χρήση της φασµατοσκοπίας FT-IR Γ.5.1 Πειραµατική πορεία Η καταγραφή των φασµάτων FT-IR πραγµατοποιήθηκε στο φασµατοφωτόµετρο IROS 05 της εταιρίας Ostec και ο υποδοχέας του δείγµατος ήταν πρίσµα διαµαντιού (Εικ. 42). Συνολικά µελετήθηκαν 13 δείγµατα µελιού ερείκης και καταγράφηκαν φάσµατα τριών δειγµατοληψιών από κάθε δείγµα. Πριν από κάθε λήψη φάσµατος, καταγραφόταν το φάσµα υποβάθρου (background) µε κενό τον υποδοχέα του δείγµατος µε το πρίσµα διαµαντιού. Η επεξεργασία των φασµάτων που λήφθηκαν πραγµατοποιήθηκε µε το πρόγραµµα IROS που συνοδεύει το φασµατοφωτόµετρο. Πιο συγκεκριµένα, από τα φάσµατα FT-IR αφαιρέθηκε η  κορυφή του διοξειδίου του άνθρακα, εξοµαλύνθηκε το φάσµα µε διεργασία αυτόµατης εξοµάλυνσης (automatic smooth), διορθώθηκε η βασική γραµµή µε διεργασία αυτόµατης διόρθωσης (automatic baseline correct) και τέλος υπολογίστηκε ο µέσος όρος των φασµάτων που λήφθηκαν για κάθε δείγµα.   Εικόνα 42. Το φασµατοφωτόµετρο FT-IR  Ostec IROS 05 που χρησιµοποιήθηκε και ο υποδοχέας του δείγµατος.   



 7Εικόνα 43. Αντιπροσωπευτικό φάσµα FT-IR µελιού ερείκης. Γ.5.2 Αποτελέσµατα – Συζήτηση Παρατηρώντας τους µέσους όρους των επεξεργασµένων φασµάτων των δεκατριών δειγµάτων µελιού ερείκης που µελετήθηκαν, φαίνεται ότι τα φάσµατα παρουσιάζουν παρόµοια υφή µε µικρές διαφορές στο εύρος και ένταση των κορυφών. Όλα τα φάσµατα βρίσκονται στο Παράρτηµα 2, ενώ αντιπροσωπευτικό φάσµα εικονίζεται στην Εικόνα 43.   Η περιοχή των χαρακτηριστικών οµάδων των φασµάτων FT-IR βρίσκεται µεταξύ 4000 και 1500 cm-1. Οι παρατηρούµενες κορυφές αποδίδονται στις λειτουργικές οµάδες των χηµικών ενώσεων. Η κορυφή στα 769 cm-1 αποδόθηκε στην δόνηση του δακτυλίου της φρουκτόζης, ενώ η κορυφή στα 815 cm-1 στην δόνηση της φρουκτόζης C-C-H. Στη συνέχεια, η κορυφή που ακολουθεί στα 863 cm-1 αποδόθηκε στη δόνηση της β- φρουκτόζης C-C. Ακολουθεί, στα 913 cm-1 η κορυφή που αποδόθηκε στη δόνηση C-H της γλυκόζης και των σακχάρων γενικότερα (Svečnjak et al., 2017).  Στα 1025 cm-1 παρατηρείται κορυφή µε µεγάλη ένταση και σχετικά µικρό εύρος, η οποία αποδίδεται στη δόνηση C-O του σκελετού των σακχάρων, της φρουκτόζης και του C-OH (Anjos et al. 2018). Η κορυφή στα 1250 cm-1 µπορεί να αποδοθεί στη δόνηση του -CH2 της γλυκόζης, στη δόνηση  του δακτυλίου της φρουκτόζης και στη δόνηση C-C του σκελετού των σακχάρων (Svečnjak et al., 2017; Anjos et al. 2018). Επιπλέον, η κορυφή 



 7στα 1347 cm-1 αποδόθηκε στη δόνηση του -OH της γλυκόζης, ενώ η κορυφή στα 1414 cm-1 αποδόθηκε στη δόνηση του C-O-H της φρουκτόζης (Svečnjak et al., 2017), στη δόνηση -CH2 και στη δόνηση C-H των αλκενίων (Anjos et al. 2018). Η κορυφή στα 1641 cm-1 όπως και η πλατιά µε µεγάλο εύρος κορυφή στα 3293 cm-1 µπορούν να αποδοθούν στις δονήσεις O-H του νερού. Τέλος, η κορυφή στα 2928 cm-1 αποδόθηκε στην δόνηση του C-H των καρβοξυλικών οξέων και στην δόνηση του -NH2 των ελευθέρων αµινοξέων (Anjos et al. 2018). Στον Πίνακα 14 που ακολουθεί παρουσιάζονται συγκεντρωτικά οι αποδόσεις των κορυφών που δόθηκαν.  Πίνακας 15. Οι βασικές κορυφές ενδεικτικού φάσµατος FT-IR δείγµατος µελιού ερείκης. Κυµαταριθµοί cm-1 Λειτουργική οµάδα Αποδόσεις ~3293 O-H Νερό ~2928 C-H, -NH2 Καρβοξυλικά οξέα, ελεύθερα αµινοξέα ~1641 O-H Νερό ~1414 C-O-H, -CH2, C-H Φρουκτόζη, αλκένια ~1347 -OH Γλυκόζη ~1250 -CH2, C-C Γλυκόζη, δακτυλίου της φρουκτόζης, σκελετού των σακχάρων ~1025 C-O Σάκχαρα, φρουκτόζη,  ~913 C-H Γλυκόζη, σάκχαρα  ~863 C-C β- φρουκτόζη  ~815 C-C-H Φρουκτόζη ~769 C-C-H ∆ακτύλιος της φρουκτόζης  Γ.6 Φασµατοσκοπική µελέτη του χηµικού προφίλ µελιού ερείκης µε χρήση της φασµατοσκοπίας Raman  Γ.6.1 Πειραµατική πορεία Η καταγραφή των φασµάτων Raman πραγµατοποιήθηκε µε φαµατοφωτόµετρο Vis-Raman της εταιρίας DeltaNu (Εικ. 44). Μελετήθηκαν τα ίδια 13 δείγµατα µελιού ερείκης που χρησιµοποιήθηκαν στην φασµατοσκοπική µελέτη FT-IR.  



 7Αρχικά, λήφθηκαν µικρές ποσότητες από κάθε δείγµα και αφού παρέµειναν σε υδατόλουτρο για 20 min στους 55 °C ώστε να αποκρυσταλλωθούν τα σάκχαρα, µέρος τους τοποθετήθηκε σε γυάλινο σωληνίσκο Widmad WG-SM τύπου NMR 4,97 mm και πάχος τοιχώµατος 0,38 mm. Στη συνέχεια, καταγράφηκαν για κάθε δείγµα 9 φάσµατα, µε την πηγή του οργάνου να εκπέµπει στα 768 nm. Τέλος, η επεξεργασία των φασµάτων πραγµατοποιήθηκε µε το πρόγραµµα OMNIC 9.1. Πιο συγκεκριµένα έγινε εξοµάλυνση (automatic smooth), διόρθωση της βασικής γραµµής (automatic baseline correct) και λήφθηκε ο µέσος όρος των φασµάτων που καταγράφηκε για κάθε δείγµα.   Εικόνα 44. Το φασµατοφωτόµετρο Raman. Γ.6.2 Αποτελέσµατα – Συζήτηση Τα φάσµατα Raman που καταγράφηκαν παρουσίασαν οµοιότητες ως προς τις κορυφές µεταξύ των δειγµάτων. Ενδεικτικά παρουσιάζεται στην Εικόνα 45 αντιπροσωπευτικό φάσµα, ενώ τα φάσµατα των υπόλοιπων δειγµάτων βρίσκονται στο Παράρτηµα 3. Μελετώντας την κύρια και σηµαντικότερη περιοχή του φάσµατος, µπορούµε να αναγνωρίσουµε και να αποδώσουµε τις κορυφές στις αντίστοιχες χαρακτηριστικές οµάδες και τα σάκχαρα, τα οποία εκπέµπουν µεταξύ 1600 – 400 cm-1. Πιο συγκεκριµένα, µε τη µελέτη του φάσµατος και σύµφωνα µε τη σχετική βιβλιογραφία δόθηκαν πληροφορίες για τον σκελετό των µορίων.  Εποµένως, η κορυφή που εµφανίζεται στα 422 cm-1 µπορεί να αποδοθεί στη δόνηση κάµψης των C-C-O και C-C-C των σκελετών της φρουκτόζης και της γλυκόζης. Η κορυφή που ακολουθεί στα 453 cm-1 αποδόθηκε στη δόνηση τάσης του σκελετού των σακχάρων (Oroian et al., 2018). 



 7 Εικόνα 45. Ενδεικτικό φάσµα Raman µελιού ερείκης.  Η κορυφή που ακολουθεί στα 518 cm-1 αποδίδεται στη παραµόρφωση των C-C-O και C-C-C λόγω της δόνησης κάµψης του σκελετού της φρουκτόζης και της γλυκόζης (Tahir et al., 2017; Batsoulis et al., 2005). Στα 626 cm-1 η κορυφή µπορεί να αποδοθεί στη παραµόρφωση του δακτυλίου της φρουκτόζης (Goodacre et al., 2002; Anjos et al., 2015; Frausto-Reyes et al., 2017). Στα 704 cm-1 η κορυφή αποδίδεται στη δόνηση τάσης των C-O και C-C-O και στη δόνηση κάµψης του O-C-O (Tahir et al., 2017; Oroian et al., 2018). Στη συνέχεια, η κορυφή στα 818 cm-1 αποδόθηκε στη δόνηση τάσης του C-H (Corbett et al., 1991). Ακολουθεί η κορυφή στα 864 cm-1, µε αυτή να αποδίδεται στην αντισυµµετρική δόνηση τάσης των C-H, C-H-O και -CH2 (Oroian et al., 2018). Έπειτα, η κορυφή στα 916 cm-1 αποδόθηκε στη δόνηση κάµψης των C-H και C-O-H (Tahir et al., 2017; Oroian et al., 2018). Στα 978 cm-1 η κορυφή αποδόθηκε στην κάµψη C-C-H της φρουκτόζης (Jandrić et al. 2015).  Η εκποµπή στα 1063 cm-1 οφείλεται στην δόνηση τάσης του C-O των σακχάρων  (Oroian et al., 2018). Ακολούθως, στα 1265 cm-1 η κορυφή αποδόθηκε στη δόνηση τάσης του C-OH των πρωτεϊνών και του αµιδίου (ΙΙΙ). Ακόµα, η κορυφή στα 1370 cm-1 αποδόθηκε στη δόνηση -CH2 των σακχάρων, ενώ τέλος η κορυφή στα 1460 cm-1 στις 



 7δονήσεις κάµψης του -CH2 µε τις δόνηση τάσης του COO- (Oroian et al., 2018; Anjos et al. 2018). Στον Πίνακα που ακολουθεί παρουσιάζονται συγκεντρωτικά όλες οι αποδόσεις που δόθηκαν.  Πίνακας 16. Οι αποδόσεις των βασικών κορυφών αντιπροσωπευτικού φάσµατος Raman µελιού ερείκης. Κυµαταριθµοί cm-1 Λειτουργική οµάδα Αποδόσεις Τρόπος δόνησης ~1460 -CH2 και COO- Οργανικά οξέα Τάση και Κάµψη ~1370 -CH2 Σάκχαρα Τάση ~1265 C-OH πρωτεΐνες και αµίδιο (ΙΙΙ) Τάση ~1063 C-O Σάκχαρα Τάση ~978 C-C-H Φρουκτόζη  Κάµψη ~916 C-H και C-O-H Σάκχαρα Κάµψη ~864 C-H, C-H-O και -CH2 Σάκχαρα Τάση ~818 C-H Σάκχαρα Τάση ~704 C-O, C-C-O και O-C-O Σάκχαρα Κάµψη ~626 Σκελετός Σάκχαρα Τάση ~518 C-C-O και C-C-C Φρουκτόζη και γλυκόζη Κάµψη ~453 Σκελετός Σάκχαρα Τάση ~422 C-C-O και C-C-C Φρουκτόζη και γλυκόζη Κάµψη   



 7Συµπεράσµατα Στη παρούσα µεταπτυχιακή διατριβή µελετήθηκε η χηµική σύσταση του ελληνικού µελιού ερείκης, συλλεγµένο από διάφορες γεωγραφικές περιοχές της Ελλάδος. Η µελέτη της βελτιστοποίησης της παραλαβής των κύριων πτητικών συστατικών σε συνεργασία µε τη στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων, απέδωσε τις βέλτιστες πειραµατικές συνθήκες ώστε να επιτευχθεί η µέγιστη απόδοση στην παραλαβή του κύριου πτητικού κλάσµατος. Αυτές ήταν: η θερµοκρασία στους 60 °C, ο χρόνος εξισορρόπησης στα 30 min, ο χρόνος εκχύλισης στα 15 min, η ταχύτητα του µαγνητικού αναδευτήρα στα 100 rpm, ο όγκος δείγµατος προς εκχύλιση στα 6 mL και η αναλογία νερό:µέλι η 1:3 v/m.  Ακολούθως, οι παραπάνω τιµές χρησιµοποιήθηκαν για την παραλαβή των πτητικών ενώσεων µε την ίδια µέθοδο από 25 δείγµατα µελιού ερείκης από διαφορετικές περιοχές της ελληνικής επικράτειας. Από τα κύρια πτητικά συστατικά, η βενζαλδεϋδη, η 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-ισοφορόνη) και η 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη) ταυτοποιήθηκαν σε όλα τα δείγµατα και πιθανόν να αποτελούν δείκτες βοτανικής προέλευσης του ελληνικού φθινοπωρινού µελιού ερείκης Erica manipuliflora L. . Τα υπόλοιπα συστατικά που επιλέχθηκαν ως κύρια και µελετήθηκαν εµφανίστηκαν στα περισσότερα δείγµατα αλλά όχι σε όλα. Έπειτα, µε την παραλαβή των φαινολικών συστατικών πέντε τυχαίων δειγµάτων µελιού ερείκης µε SPE και µε τη µελέτη της χηµικής τους σύστασης µε LC/Q-TOF MS, εντοπίστηκαν 26 φαινολικές ενώσεις. Τα χρωµατογραφήµατα που λήφθηκαν δεν παρουσίαζαν σηµαντικές διαφορές µεταξύ τους. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η ένωση που εµφανίστηκε µε διαφορά σε αφθονία σε όλα τα δείγµατα ήταν το καφεϊκό οξύ, ένα φαινολικό οξύ που ανήκει στα υποκατεστηµένα κινναµωµικά οξέα. Εποµένως θα µπορούσε να αποτελέσει χηµικό δείκτη για την αναγνώριση του ελληνικού φθινοπωρινού µελιού ερείκης καθώς σύµφωνα µε την υπάρχουσα βιβλιογραφία δεν αναφέρεται ως δείκτης σε άλλα µέλια ερείκης ανά τον κόσµο. Η παρουσία των p-υδροξυβενζοϊκού οξέος, συριγγικού οξέος, ελαγικού οξέος, p-κουµαρικού οξέος, αµπσισικού οξέος και µυρικετίνης στα δείγµατά µας επιβεβαιώθηκε από τη βιβλιογραφία ότι οι ενώσεις αυτές ίσως αποτελούν χηµικούς δείκτες για το µέλι ερείκης. 



 7Τέλος, 13 δείγµατα µελιού ερείκης µελετήθηκαν µε φασµατοσκοπία FT-IR και Raman. Παρατηρήθηκε ότι τα φάσµατα που καταγράφηκαν παρουσίαζαν οµοιότητες µεταξύ τους µε ελάχιστες διαφορές στο εύρος και την ένταση των κορυφών απορρόφησης και εκποµπής αντίστοιχα. Οι πληροφορίες που δόθηκαν από τα φάσµατα αφορούσαν τις χαρακτηριστικές οµάδες αλλά και δοµικές πληροφορίες για τον σκελετό των µορίων που αποτελείται το µέλι ερείκης. Συµπερασµατικά, το µέλι ερείκης αποτελείται από νερό, σάκχαρα, αµινοξέα, οργανικά οξέα και φαινολικά συστατικά. Συνοψίζοντας, τα ελληνικά φθινοπωρινά µέλια ερείκης Erica manipuliflora L. δεν έχουν µελετηθεί επαρκώς και η παρούσα µελέτη θα µπορούσε να συµβάλλει ουσιαστικά στην ενίσχυση της υπάρχουσας βιβλιογραφίας µε σκοπό την ανάδειξη των ιδιαίτερων χαρακτηριστικών µιας ποικιλίας µε εµπορικό ενδιαφέρον. Τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης θα µπορούσαν να αποτελέσουν έναυσµα για περεταίρω έρευνα καθώς γεννήθηκαν κάποια ουσιώδη ερωτήµατα: 
• Η βελτιστοποίηση πρότεινε ορισµένες τιµές για τη βέλτιστη παραλαβή των ενώσεων που µας ενδιαφέρουν. Θα µπορούσε να επιτευχθεί η βέλτιστη παραλαβή αυτών αλλά µε γνώµονα το περιβαλλοντικό αποτύπωµα; Παραδείγµατος χάριν, να µειωθεί η θερµοκρασία των 60 °C, ο χρόνος εξισορρόπησης - εκχύλισης ή και ακόµη η ποσότητα µελιού που χρησιµοποιείται;     
• Θα µπορούσαν οι πτητικές ενώσεις, που αποµονώθηκαν από το άρωµα του µελιού ερείκης και βρέθηκαν σε όλα τα δείγµατα, βενζαλδεϋδη, 3,5,5-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1-όνη (α-ισοφορόνη) και 2,6,6-τριµεθυλοκυκλοεξ-2-εν-1,4-διόνη (4-οξοϊσοφορόνη) να αποτελέσουν δείκτες βοτανικής προέλευσης του ελληνικού φθινοπωρινού µελιού ερείκης; 
• Θα µπορούσε η φαινολική ένωση καφεϊκό οξύ να αποτελέσει χηµικό δείκτη για την αναγνώριση του ελληνικού φθινοπωρινού µελιού ερείκης καθώς σύµφωνα µε την υπάρχουσα βιβλιογραφία δεν αναφέρεται ως δείκτης σε άλλα µέλια ερείκης ανά τον κόσµο; 
• Τα φάσµατα FT-IR και Raman που καταγράφηκαν παρουσίαζαν οµοιότητες. Θα µπορούσαν να αποτελέσουν έναν γρήγορο τρόπο αναγνώρισης του ελληνικού φθινοπωρινού µελιού ερείκης;  
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 8Παράρτηµα 1 Απιγενίνη C15H10O5  Γαλλικό οξύ C7H6O5  



 8Βανιλικό οξύ  C8H8O4  Συρριγγικό οξύ C9H10O5  



 8p-κουµαρικό οξύ C9H8O3  Καµφερόλη C15H10O6  



 8Καφεϊκό οξύ C9H8O4  Φερουλικό οξύ C10H10O4  



 9Λουτεολίνη C15H10O6  trans-Κινναµωµικό οξύ  C9H8O2  



 9Μυρικετίνη C15H10O8  4-Υδροξυβενζοϊκό οξύ C7H6O3  



 9Αµπσισικό οξύ C15H20O4  Χρυσίνη C15H10O4  



 9Eλαγικό οξύ C14H6O8  Γεντισικό οξύ C7H6O4  
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 9Πινοσεµπρίνη C15H12O4  Πρωτοκατεχικό οξύ C7H6O4  
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