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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

Zadatak ovog diplomskog rada bio je odrediti profil hlapljivih spojeva u uzorcima
domacih likera od limuna, mirte i narance te tako utvrditi koji su karakteristi¢ni spojevi u

ovoj vrsti testiranih uzoraka.
U svrhu izoliranja spojeva i identifikacije istih potrebno je:

< lzolirati hlapljive spojeve iz uzoraka likera metodom mikroekstrakcije vr§nih
para na krutoj fazi (HS-SPME) primjenom plavog i pink vlakna koja su
oblozena tankim polimernim slojem polidimetilsiloksan/divinilbenzen
(PDMS/DVB),

¢ lzolirane spojeve analizirati primjenom kombiniranog sustava plinske
kromatografije-spektrometrije masa (GC-MS) te utvrditi koji su karakteristi¢ni

hlapljivi spojevi za ovu vrstu jakog alkoholnog pica.



SAZETAK

Veliki broj prirodnih spojeva u prehrambenim proizvodima nisu stabilni, osobito
hlapljivi spojevi jer se mogu lako mijenjati prilikom procesa proizvodnje, dozrijevanja,
skladiStenja te uslijed djelovanja razli¢itih vanjskih ¢imbenika. Zadatak ovog
eksperimentalnog rada je bio identificirati hlapljive spojeve iz uzoraka domacih likera od

limuna, mirte i narance.

Izolacija hlapljivih spojeva izvedena je pomoc¢u mikroekstrakcije vr$nih para na
krutoj fazi (HS-SPME) koriste¢i plavo i pink polimerno vlakno s ovojnicama
polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB). lzolirani spojevi su analizirani

kombiniranim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS).

Najzastupljeniji spojevi u ispitivanim uzorcima su bili: 3-metilbutan-1-ol (5,7 - 56,5
%), 1,8-cineol (3,4 - 53,3 %), etil-heksadekanoat (1,2 - 26,1 %), a-terpineol (10,7 - 23,8
%) te 4-terpineol (10,7 - 19,2 %). Karakteristi¢ni Spojevi u uzorcima su veé¢inom terpeni,

primjerice mirtenol, mirtenil-acetat, mirtenal i dr.

Kljucéne rijeci: liker od limuna, liker od mirte, liker od narance, hlapljivi spojevi, HS-
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SUMMARY

Many compounds of natural origin in food products are not stable, especially
volatile substances, due to the fact that they can be easily changed during the process of
production, maturation, storage and due to the action of various external factors. The aim
of this graduate thesis was to identify volatile compounds from samples of homemade

liqueurs of lemon, myrtle and orange.

Isolation of volatile compounds was performed by headspace solid-phase
microextraction (HS-SPME) using blue and pink fiber with polydimethylsiloxane
/divinylbenzene coating (PDMS/DVB). The isolated compounds were analyzed by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

The most common compounds in the tested samples were: 3-methylbutan-1-ol (5,7
- 56,5 %), 1,8-cineole (3,4 - 53,3 %), ethyl hexadecanoate (1,2 - 26,1 %), a-terpineol
(10,7 - 23,8 %) and 4-terpineol (10,7 - 19,2 %). Characteristic compounds in samples are

mainly terpenes, namely mirtenol, mirtenyl acetate, mirtenal, etc.

Keywords: lemon liqueur, myrtle liqueur, orange liqueur, volatile compounds, HS-
SPME, GC-MS
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UvOoD



Pod pojmom jaka alkoholna pi¢a (JAP) podrazumijevamo pi¢a koja u sebi sadrze
minimalno 15 % vol. alkohola, imaju svoja specifi¢na senzorska svojstva te su predvideni
za ljudsku potrosnju. Mogu se dobiti direktnim postupkom destilacije prevrelih sirovina
poljoprivrednog podrijetla te sadrze Secer ili procesom maceracije odredenog

aromati¢nog bilja i plodova voca u etilnom alkoholu.

Proizvodnja jakih alkoholnih pi¢a se intenzivno povecala nakon unaprijedenih
postupaka redestilacije i rektifikacije sredinom 19. stolje¢a, a samim time je porasla

kvaliteta gotovih proizvoda.

Najvece koli¢ine rakije komovice se proizvode u onim zemljama koje obiluju
bogatom vinskom proizvodnjom zbog velike koli¢ine nusproizvoda (prevrela komina) pa

je cilj iskoristiti nusproizvod pri proizvodnji vina. [1]

Rakija komovica nastaje destilacijom prevreloga grozdanog masulja plemenite
vinove loze prilikom ¢ega se moze dodati i destilat vinskog taloga. Da bi ovakav proizvod
stavili na trziste, komovica mora zadovoljiti odredene uvjete. Primjena ove vrste rakije u
procesu dobivanja drugih jakih alkoholnih pi¢a je najveca jer se pokazala kao odli¢na

alkoholna baza drugim Zestokim pi¢ima.

Cilj ovog rada je odrediti kemijski profil hlapljivih spojeva iz uzoraka domacih
likera kojima je baza rakija komovica. Tehnika izolacije koja je koriStena je
mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME). Analiziranjem izoliranih spojeva
pomoc¢i plinske kromatografije-spektrometrije masa (GC-MS) dobije se uvid u kemijski
profil hlapljivih spojeva.



1. OPCIDIO



1.1 JAKA ALKOHOLNA PICA

Pocetak proizvodnje jakih alkoholnih pi¢a dolazi u periodu kada je proizvodnja piva
i vina u svijetu bila na visokoj razini. Prva Zestoka alkoholna pi¢a dobivena su izravnom,
grubo izvedenom destilacijom obi¢nih vina. Umakanje cvjetova i trava u vodi, potom
kuhanje i kondenziranje, stolje¢ima je imalo primjenu u medicini te kasnije u pripremi
hrane i parfema. Sve veé¢im proucavanjem procesa fermentacije i destilacije, pocinje
masovna proizvodnja jakih alkoholnih pi¢a. U hladnijim krajevima, nepogodnim za
proizvodnju vina, zapocinje se S gnjeCenjem i dodavanjem zitarica te proizvodnjom
danasnjih viskija.

Prvi proizvod dobiven destilacijom nazvan je voda zivota, lat. aqua vitae. Takav
izraz s vremenom postaje prepoznatljiv dio terminologije vezane za alkoholna pica
zestokog okusa. Skandinavci svojim zestokim alkoholnim pi¢ima daju ime aquavit,
Francuzi eau de vie, Rusi tzv. ,mala voda“ ili vodka dok Kelti uisge beatha kasnije

pretvoreno u rije¢ whisky. [1]

Obzirom da otkri¢e redestilacije i rektifikacije datira tek iz 19. stoljeca (slika 1.)
mozemo zakljuciti da prvotna zestoka alkoholna pic¢a nisu bila idealnog okusa zbog

visoke koncentracije ,,vi$ih alkohola“ koji daju neobradeni okus. [2]

Modernim tehnoloskim procesima Zestoka alkoholna pi¢a dobivaju dodatnu razinu
posebnosti, a moguc¢nost dodavanja aroma, ekstrakata bilja i zacina te izvodenje

redestilacije i rektifikacije su samo neki od njih.

Slika 1. Prvi uredaj za redestilaciju iz 1805. godine [3]



1.1.1 Definicija

Prema definiciji iz Pravilnika o jakim alkoholnim pi¢ima, to su alkoholna pica
namijenjena za ljudsku potro$nju te imaju specifi¢na senzorska svojstva. Moraju biti

minimalne alkoholne jakosti 15% i proizvede se na sljedece nacine:

% lzravno:

» destilacijom, uz moguce dodavanje arome, prirodno prevrele sirovine
poljoprivrednog podrijetla,

» maceracijom ili slicnom obradom bilja u destilatima poljoprivrednog
podrijetla i/ili u etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla i/ili u svim
jakim alkoholnim pi¢ima definiranim Pravilnikom o istima,

» dodavanjem aroma, Secera te drugih sladila i/ili drugih prehrambenih i/ili
poljoprivrednih proizvoda destilatima poljoprivrednog podrijetla i/ili
etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla i/ili jakim alkoholnim pi¢ima
definiranim Pravilnikom o istima.

% Mijesanjem jakog alkoholnog pi¢a s jednim ili vise:

» etilnim alkoholom  poljoprivrednog  podrijetla ili  destilatima
poljoprivrednog podrijetla, i/ili

» drugih alkoholnih pica, i/ili

» drugih jakih alkoholnih pica, i/ili

> pica. [4]

Podrijetlo etilnog alkohola koji se upotrebljava za proizvodnju jakih alkoholnih
pica te njegovih sastojaka striktno mora biti poljoprivredno. Takva vrsta alkohola dobiva
se rafinacijom prevrelih sirovina poljoprivrednog podrijetla te zadovoljava oshovne

zahtjeve kakvoce propisane pravilnikom.

Senzorska svojstva etilnog alkohola koje primarno definiraju miris i okus moraju
biti karakteristi¢ni za pocetnu sirovinu iz koje je proizveden, a minimalna alkoholna
jakost mora iznositi 96,0 % vol.. Osim senzorskih obiljezja, moraju biti zadovoljeni i
maksimalni udjeli ostataka poput ukupne kiselosti, estera, aldehida, visih alkohola,

metanola, suhi ekstrakt, hlapljivih spojeva na bazi dusika te furfurala. [5]



1.1.2 Klasifikacija

Jaka alkoholna pic¢a se obzirom na vrstu sirovine, koli¢inu alkohola i Secera te

tehnoloski postupak proizvodnje dijele na:

X/

% prirodno jaka alkoholna pica,
% umjetno jaka alkoholna pica, i

# aromatizirana vina.

Proizvodnja prirodno jakih alkoholnih pi¢a temelji se na destilaciji
prefermentiranih komina te krajnji proizvod ima specificnu aromu koja potjece od
osnovne sirovine. Da proizvod zavr$i na trzistu, tijekom proizvodnog procesa moraju biti
zadovoljeni odredeni uvjeti poput zabranjene dodavanja: Secera, ¢istog Skrobnog sirupa,
sirovina na bazi Skroba, umjetnih aroma i boja, proizvoda biljnog podrijetla dobivenih
ekstrakcijom etilnim alkoholom te dodavanja rafiniranog etilnog alkohola. Dijele se

prema vrsti sirovine iz kojih se dobivaju na voéne rakije, Secerne rakije i zitne rakije.

Umjetno jaka alkoholna pi¢a se dobivaju maceracijom sirovina u alkoholu,
destilacijom voénih sokova i/ili dodavanjem rafiniranog alkohola i aromati¢nih sastojaka.
Osnovna organolepticka svojstva su definirana pocetnom sirovinom u procesu

proizvodnje. [6]

Koristenjem aroma u procesu proizvodnje jakih alkoholnih pica, prema pravilniku
koji propisuje dozvoljene prehrambene aditive u hrani, proizvode se aromatizirana vina
procesom maceracije aroma i osuSenih dijelova nekih biljaka u vinima ili prevrelim
voénim sokovima. Tijekom proizvodnog procesa moze se, a i ne mora, dodati secer i/ili

rafinirani alkohol.

Prema podrijetlu sirovine i tehnoloskom postupku proizvodnje jaka alkoholna pica

se dijele na:

s rakije,

¢ rakije po posebnim postupcima,

< likere,

¢ jaka alkoholna pi¢a po posebnim postupcima, i

% mijeSana jaka alkoholna pica. [7]



1.2 RAKIJE

U svrhu dobivanja rakija mogu se koristiti skoro sve vrste voca koje u sebi sadrze
Secer, npr. Sljive, breskve, maline, jabuke, grozde, kruske, jagode, smokve, tresnje, suSeno
voce, razni nusproizvodi u preradi vocéa, kao drop i kom voca te talog vina. U svrhu
proizvodnje rakije vrhunske kvalitete treba se koristiti samo zrelo, o¢uvano voée bez
vidljivih o$tec¢enja. Proces dobivanja rakije temelji se na destilaciji prefermentiranog

soka, masulja i komine grozda te ostalog voca pa se rakije dijele na:

% rakija od grozda — vinjak, brandy, komovica, lozovaca, drozdenka i vinovica,

¢ vocne rakije — od kostunicavog voca (8ljiva, viSnja, treSnja), jezgri¢avog voca
(jabuka, dunja, smokva) i bobicastog voc¢a (borovnica, ribiz, kupina),

% rakije od vo¢ne komine,

¢+ specijalne rakije — travarica, orahovica, klekovaca, biska i dr. [8]

Slika 2. Visnjevac, viljamovka, travarica i lozovaca [9]

1.2.1 Komovica

Najvece koli¢ine ovakve vrste rakije se proizvode u zemljama s bogatom vinskom
proizvodnjom iz razloga da se iskoristi nusproizvod pri proizvodnji vina. Prema

propisima pod imenom komovica smatra se rakija dobivena destilacijom prevreloga



grozdanog masulja plemenite vinove loze kojoj se moZze dodati destilat vinskog taloga. S

ciljem stavljanja na trziste, komovica mora zadovoljiti sljedece uvjete:

X/
L X4

dobivena je strogo iz fermentirane grozdane komine te destilirana nedugo sa
vodenom parom ili nakon dodavanja vode grozdanoj komini,

maksimalno dozvoljena koli¢ina dodanog vinskog taloga na 100 kg iskoriStene
grozdane komine treba iznositi 25 kg,

prilikom destilacije proizvedena alkoholna tekuc¢ina mora imati manje od 86 %
vol. alkohola,

maksimalno dozvoljena koli¢ina alkohola koji vuce porijeklo od taloga mora
iznositi 35 % od ukupne koli¢ine alkohola u krajnjem proizvodu,

maksimalno dozvoljena koli¢ina metanola iznosi 1000 grama po hektolitru
preracunato na 100 % vol. alkohola,

sadrzaj ukupnih hlapljivih tvari mora iznositi najmanje 140 grama po hektolitru
prerac¢unato na 100 % vol. alkohola,

redestilacija je dopustena na identi¢nu alkoholnu jakost,

rakija komovica koja se stavlja na trziSte kao gotov proizvod treba imati

alkoholnu jakost najmanje 37,5 %. [10]

Rakija komovica je najvecu primjenu nasla u proizvodnji ostalih jakih alkoholnih

pica poput travarice, orahovice te u proizvodnji domacih likera gdje sluzi kao temeljna

rakija. [11]

1.3 TEHNOLOSKI POSTUPAK PROIZVODNJE

TehnoloSki postupak dobivanja rakije komovice ukljucuje odredene korake ¢ijom

se pravilnom izvedbom moze dobiti proizvod vrhunske kvalitete, a sastoji se od sljedecih

operacija:

X/
°

berba grozda,

muljanje i cijedenje grozda,
alkoholna fermentacija,
destilacija prevrele komine,

odlezavanje, dozrijevanje i1 zavrSna obrada rakije.



1.3.1 Berba, muljanje i cijedenje grozda

Berba grozda se kod manjih proizvodac¢a najcesce obavlja ru¢no $to rezultira boljim
oc¢uvanjem plodova, ali je vremenski sporije nego mehanicki nacin berbe. Stru¢njaci
smatraju da je kvaliteta svih rakija, pa tako i komovice, bolja ako se prilikom procesa
muljanja i cijedenja grozda odstrane peteljke, ali to nije nuzno. Proces muljanja i
odvajanja peteljki se obavlja pomoc¢u muljace/runjace, a takvo izmuljano grozde naziva

se masulj, koji nakon toga ide na alkoholnu fermentaciju. [12]

1.3.2 Alkoholna fermentacija

Alkoholna fermentacija, koja Cesto nosi naziv i alkoholno vrenje, je biokemijski
proces gdje dolazi do mikrobioloskog pretvaranja monosaharida (fruktoza i glukoza) u
alkohol etanol i ugljikov dioksid. Djelovanje mikroorganizama se u ovom slucaju
pripisuje kvascima (rodovi Saccharomyces, Torulaspora, Candida, Kloeckera,
Schizosaccharomyces, Metschnikowia i dr.) koji uz pomo¢ velikog broja enzima i
idealnih uvjeta vrse transformaciju monosaharida. Prvu formulu alkoholnog vrenja dao

je Gay-Lussac 1815. godine: [13]
C¢H,,05 — 2 CH;CH,0H + 2 CO,

Neprevrela (slatka) komina se stavlja u vrionik. Pritom je bitno da se vrionik ne
napuni viSe od 70% ukupnog obujma jer se prilikom alkoholne fermentacije stvara
ugljikov dioksid koji podize dijelove komine prema vrhu. Prilikom pripreme neprevrele
komine u svrhu proizvodnje rakije komovice nije potrebno dodavati hranu za kvasce,

namjestati kiselost same komine 1li dodavati enzimske pripravke.

Sam proces alkoholne fermentacije uobicajeno traje 4-10 dana i prvenstveno ovisi
o temperaturi unutar i van vrionika te o koncentraciji Secera u grozdu. Kraj fermentacije
moze se lako odrediti metodom mjerenja preostale koncentracije Secera pomocu mostne
vage po Oechsleu, a fermentacija se smatra gotovom kada vrijednost iznosi od 0 do 3°
Oe. [14]



1.3.3 Destilacija

Nakon uspjesno provedene alkoholne fermentacije komine pristupa se procesu
destilacije (pecenja) rakije. Svrha destilacije je odijeliti etilni alkohol i pozeljne tvari
arome od ostalih sastojaka. Obzirom da kvaliteta procesa destilacije ima najveéi utjecaj

na gotov proizvod, smatra se da je to najvazniji korak u tehnoloskom procesu. [15]

Medutim, ni najbolje izvedene destilacije nece osigurati kvalitetan krajnji proizvod
ako prethodno nije osigurana kvalitetna sirovina, a kasnije i prevrela komina. Sam proces
destilacije predstavlja pretvaranje tekuce faze u parnu fazu procesom grijanja te zatim

kondenziranja (ukapljivanja) parne faze u tekucu.

Osnovni sastojci komine koja je prevrela su uvijek voda i etanol (alkohol).
Uzimajuéi u obzir temperature vrenja etanola i vode (etanol pri 78,3 °C, a voda pri 100
°C), pri zagrijavanju viSe isparava etanol u odnosu na vodu. Postepenim povecavanjem
temperature destilacije isparavat ¢e sve vise vode, pa pretjerano zagrijavanje komine nije

pozeljno jer cilj je dobiti gotovi proizvod sa §to ve¢im sadrzajem alkohola.

Tijekom destilacije osim vode i etanola dolazi do isparavanja i ostalih hlapljivih
spojeva komine, poput acetaldehida i esteri octene kiseline. Sve hlapljive tvari kojima je

temperatura vrelista visa u odnosu na etanol, isparavaju kasnije (npr. patocno ulje). [16]

Provodenjem ponovljene (druge) destilacije moguce je odijeliti odredene tvari u
svthu dobivanja kvalitetnog destilata prilikom fega kontrola temperature predstavlja
glavni faktor. Postoji Citav niz uredaja za destilaciju jednostavne izvedbe (u narodu cesto

nazvani kotlovi, kazani i dr.) koji se uglavnom razlikuju konstrukcijski.

Klasi¢ni jednostavni uredaj za destilaciju ¢ija je shema prikazana na slici 3, ¢ine
kotao s dijelom za loziste i dijelom za destilaciju, gornji dio kotla (klobuk, kapa ili

poklopac), cijev koja se proteze od klobuka do hladila te samo hladilo. [17]



—

—  CURV
KAPA
HLADILO

KOTAO

Slika 3. Shematski prikaz jednostavnog (klasicnog) uredaja za destilaciju [18]

Iskustveno, u prosjeku od 100 kg prevrele komine dobivene od vina (ja¢ine oko 10
% vol. alkohola) moze se dobiti oko 13-14 litara rakije komovice alkoholne jakosti oko
45 % vol. Prevrelu kominu se preporuca destilirati nedugo nakon zavrSene alkoholne

fermentacije ili najkasnije 14 dana nakon zavrsetka vrenja.

U slucaju da se prevrela komina ne podvrgne procesu destilacije odmah, moze doéi
do gubitka alkohola i ostalih tvari arome pa samim time i gotovi proizvod ima lo$iju
kvalitetu. Proces destilacije moze se vremenski odgoditi na na¢in da se prevrela komina
napuni u posude ili bacve te onemoguci pristup zraku (kod kuénih izvedbi se stavlja
najlon na kominu preko kojeg se stavlja sloj zemlje i pijeska). Onemogucavanjem
pristupa zraka sprjeCava Se mogucnost kvarenja prevrele komine uz uvjet da je kod

predvidenog dugotrajnog ostavljanja komine, potrebno namjestiti pH vrijednost. [18]

Rakija komovica se skladisti u staklenim bocama prilikom ¢ega aroma ostaje
oCuvana, a rakija bezbojna. SkladiStenjem u hrastovim ba¢vama se moze dobiti i
aromatiziranija komovica prilikom ¢ega rakija poprima i zlatno zutu boju. Obzirom da se
komovica koristi najées¢e kao baza za proizvodnju drugih jakih alkoholnih pica (likeri,

travarica i dr.) preferiraju se komovice bez izrazenih aroma i boje.
Tijekom procesa destilacije razlikuju se tri osnovne frakcije:

% prvi tok (prvijenac),
< drugi tok, srednja frakcija (srce),

% treci tok (patoka).
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PRVI TOK (prvijenac)

Prvi tok (prvijenac) je karakteriziran bijelom bojom, izraZzenog zamucenja,
neugodnog i oStrog mirisa te niske koncentracije alkohola etanola. Obzirom da se u prvom
toku vecinski nalaze komponente koje imaju nisko vreliste, njihova prisutnost uzrokuje
nepozeljnu boju i miris. U tu grupu komponenata spadaju ketoni, aldehidi, visi alkoholi,

metanol i esteri (npr. etil-acetat).

Kako napreduje destilacija, a samim time i dolazi do povecanja temperature u kotlu,
udio etanola se povecava, a koncentracija nezeljenih tvari smanjuje pa mutnoc¢a lagano
nestaje. Alkoholna vrijednost prve frakcije iznosi oko 70-75 % vol. te se zbog svih losih

karakteristika baca.
DRUGI TOK, srednja frakcija (srce)

Srednji tok odlikuje cisti okus bez oStrih aroma uz voéne note §to finalnom

proizvodu donosi posebnost. Vrijeme skupljanja ove frakcije je duze u odnosu na ostale.

Znanje 1 iskustvo same osobe koja vr$i destilaciju najviSe dolazi do izrazaja
prilikom skupljanja srednje frakcije jer prisutnost prvijenca i patoke direktno utjece na
kvalitetu gotovog proizvoda. Vrijednost alkoholne jakosti srednjeg toka se vremenski
smanjuje od 60-75 % vol. do 40-45 % vol. [19]

TRECI TOK (patoka)

Pravovremenim prekidom skupljanja srednjeg toka u rakiju nece dospjeti tvari iz
treceg toka, tzv. patoke koju karakteriziraju visi alkoholi 1 esteri ¢ija prisutnost donosi
lo$, neugodan i ostar karakter. Kiseliji okus gotove rakije najcesce je zbog dospijeca tvari
iz tre¢eg toka, poput hlapljivih kiselina koje mogu tokom skladistenja uzrokovati

zamucenje.

U odnosu na prvi tok, tre¢i tok se nakon prekida destilacije moze skupiti te vratiti
na ponovnu destilaciju prilikom cega se moze dobiti 30-35 % drugog toka i na taj nacin
povecati ukupna koli¢ina gotovog proizvoda. Kraj destilacije se odreduje jednostavnim
mjerenjem koli¢ine alkohola pomoc¢u alkoholometra ¢ija vrijednost treba iznositi nula ili

kada temperatura dosegne 94 °C. [20]

11



1.4 LIKERI

Likeri pripadaju posebnoj grupi jakih alkoholnih pic¢a, a osobina svih je da su
proizvedeni od alkohola i Se¢ernog sirupa. Pocéetak proizvodnje likera datira iz srednjeg
vijeka kada su uglavnom koristeni u medicinske svrhe, ali tijekom 19. stoljeca, zbog
ugodnog okusa, konzumiraju se iz uzitka. Ovisno o dodanim tvarima likeri mogu biti
slatki (vo¢ni likeri, aromatizirani likeri, likeri s dodanim voénim aromama), gorki

(dodavanjem gorkih ekstrakata odredenih biljaka) i specijalni.

Najmanja kolic¢ina Secera koju sadrzi liker, izrazena kao invertni Secer varira od
vrste dodane tvari i njena vrijednost iznosi od 70 do 100 grama na litru likera. Propisana
alkoholna jakost likera prilikom stavljanja na trzi§te mora iznositi najmanje 15 % vol., a
ovisno o tehnoloskom procesu i vrsti sirovine, odlaze na trziSte kategorizirani kao voéni
likeri, likeri od voénog soka, biljni likeri, likeri od rakija, likeri od kave, Caja, kakaa,

¢okolade i cole, emulzijski likeri, aromatizirani likeri, likeri s vinom te ostali likeri. [21]

LIMUN (Citrus limon L.)

Zbog svoje viSestruke primjene, smatra se vaznom biljkom u prehrambenoj i
kozmeti¢koj industriji. Limun je takoder dekorativna zimzelena biljka koja pripada
porodici Rutaceae. U prehrani se ¢esto dodaje za aromatiziranje u raznim proizvodima na
nacin da se koza limuna struze ili reze. Najvecu primjenu limun je nasao u proizvodnji

svjezih sokova ili pi¢a na bazi citrusa. [22]

Velika koli¢ina zaostale kore limuna nakon prerade smatra se bogatim izvorom
fenola. U odnosu na ostale biljke, plodovi limuna (slika 4) sadrze obilje brojnih spojeva
od kojih se isticu flavanoni, polimetoksilirani flavoni i flavanonski glikozidi. Osim
navedenih, limun sadrzi razne bioaktivne spojeve (limunska kiselina, hesperidin,

diosmin, eriocitrin i D-limonen). [23]
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Slika 4. Plodovi limuna (Citrus limon L.) [24]

MIRTA (Myrtus communis L.)

Mirta je endemska voéna vrsta iz porodice mirta (Myrtaceae), karakteristi¢na za
podru¢je Mediterana, a moze se jo$ pronaci na zapadu Azije. Godinama se koristi u
prenhrambenoj i farmaceutskoj industriji zbog raznih pozitivnih svojstava, pa se tako
koristi u proizvodnji zacina, pica, parfema. Stablo mirte je visine do 3 metra kojeg krase
sitni listovi tamnozelene boje i okruglasti plodovi (slika 5) plave do crne boje (postoje

vrste sa bijelim plodom). [25]

Jaki aromati¢ni miris biljke se pripisuje plodovima koji su bogati etericnim uljima.
Zahvaljujuéi izvrsnim antioksidativnim svojstvima, struénjaci preporucuju koristenje
mirte (ekstrakta ploda) u prehrambene i medicinske svrhe. Od spojeva koji ¢ine kemijski

sastav, najinteresantnije su organske kiseline, fenolni spojevi, antocijani i flavonoidi. [26]

Slika 5. Plodovi mirte (Myrtus communis L.) [25]
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NARANCA (Citrus sinensis L.)

Slatka naranca iz porodice Rutaceae spada u biljke kojima najvise odgovara tropska
1 suptropska klima pa se najviSe uzgajaju u Juznoj Africi (Brazil), Kaliforniji i
Sredozemlju. Stablo moZze narasti do visine od 12 metara i godiSnje proizvesti oko 500
plodova zbog ¢ega se naranca svrstava u jednu od najplodnijih vrsta voc¢a uz bananu i
grozde. Plod narance (slika 6) je prepoznatljive narancaste boje, a ¢ine ga kora,
parenhimski mezokarp te meso sa sokom. Plodovi se koriste u prehrambene, medicinske

i kozmeticke svrhe. [27]

Kemijski sastav narance Karakterizira prisustvo antioksidativnih spojeva poput

askorbinske kiseline (vitamin C) i fenolnih spojeva (narirutin, hesperidin i naringin). Od

organskih kiselina najzastupljenija je limunska kiselina te jantarna i jabucna. [28]

A

Slika 6. Plodovi narance (Citrus sinensis L.) [29]

1.5 SPOJEVI AROME JAKIH ALKOHOLNIH PICA

Berbom sirovine odli¢nih svojstava, provodenjem pravilnog gnjecenja grozda,
izvedbom pravilne alkoholne fermentacije, nacCinom destilacije te kvalitetnim
dozrijevanjem destilata moze se ocekivati krajnji proizvod vrhunskog kemijskog sastava
uz specificna senzorska svojstva rakije. U procesu alkoholnog vrenja nastaju razni

produkti djelovanja mikroorganizama koji se destilacijom izdvajaju te uvelike utjecu na
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senzorska svojstva destilata. Sve te komponente arome mogu se razvrstati u sljedece

skupine:

¢+ komponente primarne arome,
% komponente sekundarne arome,
¢+ tvari arome nastale tijekom destilacije,

¢+ tvari arome nastale tijekom dozrijevanja.

Smatra se da su najzastupljeniji spojevi u jakim alkoholnim pi¢ima iz grupe estera,
visih alkohola, hlapljivih kiselina i aldehida. [30]

1.5.1 Komponente primarne arome

Prisutnost ovih spojeva se pripisuje pocetnoj sirovini u kojoj se stvaraju
zahvaljujué¢i sekundarnom metabolizmu biljke koji se odvija pod djelovanjem enzima u
fazama zrenja 1 rasta biljnog tkiva. U procesu proizvodnje rakija od voca, cilj je spojeve
primarne arome sacuvati u §to ve¢oj mjeri i na taj nacin osigurati vo¢nu aromu u destilatu.
Terpeni i fenoli se smatraju vaznim spojevima primarne arome i nositelji su pozeljnog
cvjetnog mirisa. Koli¢ina prisutnog alkohola metanola ovisi o enzimskoj razgradnji
pektina jer tu nastaje kao produkt, a zbog velike topljivosti u vodi nema znacajan utjecaj

na aromu rakije. [31]

1.5.2 Komponente sekundarne arome

U procesu alkoholne fermentacije nastaju razni kemijski spojevi koji odreduju
profil sekundarnih aroma. Glavnim skupinama koje grade sekundarnu aromu se smatraju
esteri i visi alkoholi. Etil-acetat i etil-laktat te etilni esteri masnih kiselina smatraju se
glavnim esterima iz vo¢nih rakija. Obzirom da veliki broj prisutnih estera u rakiji ima
nisku tocku vrenja, njihova koncentracija moze se kontrolirati pravilnom destilacijom na

nacin da se smanji ili poveca vrijeme skupljanja prve frakcije. [32]

Najzastupljenijom grupom kemijskih spojeva u jakim alkoholnim pi¢ima smatraju

se alkoholi koji u strukturi sadrZe viSe od 2 atoma. Obzirom da visoka koncentracija viSih
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alkohola u destilatu ima negativan, a niska koncentracija pozitivan utjecaj, njihova
koli¢ina ¢e uvelike odrediti aromati¢ni profil gotovog proizvoda. Od alkohola su
najvazniji propan-1-ol, 2-metilbutan-1-ol, 2-metilpropan-1-ol, 2-feniletanol i 3-

metilbutan-1-ol.

Osim visih alkohola i estera, kao produkti alkoholne fermentacije takoder nastaju
aldehidi (acetaldehid), ketoni, kiseline (octena, laurinska, kaprinska i kaprilna) i terpeni

(linalool, nerol, geraniol, citronelol i a-terpineol).

1.5.3 Tvari arome nastale tijekom destilacije

Vrijeme kada ¢e destilacija biti izvedena ima veliki utjecaj na konacni profil
aromati¢nih spojeva u gotovom proizvodu jer odgodenom destilacijom moze do¢i do
povecanja koncentracije kiselina, estera, metanola, aldehida i ostalih losih komponenti.
U samom procesu destilacije ¢esto nastaju novi spojevi poput heterocikli¢kih spojeva,
furfurala i spojeva koji sadrze sumpor. Moguce su i reakcije izmedu aldehida i alkohola

pa kao produkt nastaju tvari koje imaju pozitivan utjecaj na ukupni profil arome. [32]

1.5.4 Tvari arome nastale tijekom dozrijevanja

Kao u proizvodnji svih alkoholnih pica, tako i u proizvodnji rakija veliki utjecaj na
ukupnu aromu ima vrijeme 1 nacin dozrijevanja alkohola u za to predvidenim posudama
(hrastove bacve). Tokom odleZavanja rakije dolazi do interakcije izmedu drveta i destilata
pri ¢emu se stvaraju novi spojevi, a razgraduju vec¢ prisutni. Istrazivanja pokazuju da 60
% svih aromati¢nih tvari koje se nalaze u gotovom proizvodu potjecu iz hrastove bacve
tj. drveta. Kao bitni spojevi smatraju se aromati¢ni aldehidi, siringin i vanilin te produkti

esterifikacije i oksidacije. [32]
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1.6 METODE IZOLACIJE HLAPLJIVIH SPOJEVA

Razvojem novih tehnika i metoda u svrhu izoliranja hlapljivih spojeva, nastaju
tehnike u kojima se koriste jednostavne aparature visoke uc¢inkovitosti. Cilj bilo koje
metode izolacije hlapljivih spojeva je odrediti kemijski profil odredenog proizvoda ¢ime
se dokazuje porijeklo samog proizvoda te otkriti moguée dodane tvari tijekom

proizvodnje. [33]

1.6.1 Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME)

Ovu metodu izolacije hlapljivih spojeva je otkrio Janusz Pawliszyn i suradnici
1989. godine. Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (engl. headspace solid phase
microextraction, HS-SPME) spada u vrlo jednostavnu i u¢inkovitu sorpcijsku tehniku
koja se prvenstveno koristi u svrhu izoliranja aromatiénih spojeva. Cesto se koristi

zajedno sa vezanim sustavom plinska kromatografija — spektrometrija masa.

Jednostavnost ove tehnike lezi u integraciji vise koraka (uzorkovanje, ekstrakcija i
koncentriranje) u jedan korak uz odredene prednosti (ne koristi se otapalo). Sam proces
ekstrakcije hlapljivih spojeva iz uzorka se dogada upotrebom raznih silikonskih vlakana

koja mogu biti razli¢ite polarnosti, polarni, nepolarna i mijesana. [34]

Uloga vlakna je adsorbirati i koncentrirati organske spojeve iz uzorka. Odabir vrste
vlakna utjece na selektivnost ekstrakcije, pa se polarni spojevi izoliraju pomocu polarnog
vlakna, a nepolarni pomoc¢u nepolarnog vlakna. Koliko ¢e se spojeva ekstrahirati, ovisi
ne samo o vrsti vlakna nego i o vremenu ekstrakcije te o zasicenosti uzorka hlapljivim
spojevima. Prije same upotrebe, vlakno je potrebno kondicionirati pomocéu visoke

temperature u vremenu od 0,5 do 4 sata.

Sama izolacija se izvodi tako da se uzorak smjesti u posebnu posudicu, zatvori
septom i zagrijava prilikom Cega dolazi stvaranja vrs$nih para u prostoru iznad uzorka.
Nakon toga se vlakno koje se nalazi u sklopu igle postavljene u SPME drzac¢ (slika 7),
ubacuje u prostor vr$nih para probijanjem septuma bocice iglom. Kada je igla usla u

prostor vr$nih para, pritiskom na klip izbacuje se vlakno te zapocinje adsorpcija hlapljivih
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spojeva. Nakon to¢no odredenog vremena adsorpcije, vlakno se uvla¢i nazad u iglu i
prenosi na desorpciju u injektor plinskog kromatografa.

Drzad

SPME igla za
polimernom

stacionarnom

e

Uzorak

et [N N

Slika 7. Prikaz uredaja za HS-SPME [35]

Nedostatak ove tehnike je sto koli¢ina hlapljivih spojeva ovisi o vrsti, duzini i
debljini vlakna te o temperaturi i vremenu uzorkovanja. Mikroekstrakcija vr$nih para na
krutoj fazi osim navedenih nedostataka, ima i odredene prednosti u odnosu na ostale

tehnike ekstrakcije, a to su:

¢+ jednostavnost i brzina izolacije,
¢+ ponovljivost,

% stabilnost vlakana,

“* nije potrebno otapalo,

¢+ visoka osjetljivost,

.

¢+ potreban mali volumen uzorka,

+« niska cijena analize. [36]
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1.7 ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Nakon provedene izolacije hlapljivih spojeva iz uzorka, potrebno je provesti analizu
s ciljem dobivanja kemijskog profila i to se najces¢e izvodi pomocu vezanog sustava
plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS). Analiza hlapljivin spojeva
podrazumijeva kvalitativnu analizu (identifikacija pojedinih sastojaka smjese) te

kvantitativnu analizu (odredivanje udjela identificiranih sastojaka smjese). [37]

1.7.1 Plinska kromatografija

Plinska kromatografija je fizikalna metoda odvajanja komponenti koju su prvi put
koristili Anthony T. James i Archer J. P. Martin 1950-tih godina. Smatra se najéeSce
koristenom tehnikom za odjeljivanje hlapljivih spojeva, a izvodi se u plinskom
kromatografu (slika 8). Plinski kromatograf se sastoji od injekcijskog bloka,
kromatografske kolone, detektora, pojacala i pisaca (ra¢unalo). U plinskom kromatografu
postoje dvije faze od kojih je jedna stacionarna (selektivna tekudina ili krutina), a druga

mobilna i ima svoj put gibanja (inertni plin). [38]

mjerad
protoka
Eprica
-~
. sustavr
njekior /s/eptum detektor — podataka
regulacija tlaka \\\
/ﬁ’ regulator
protoka

| —

kolona

I
spremnik plina |

nosada kolotiska ped

Slika 8. Shematski prikaz uredaja za plinsku kromatografiju [39]

19



Proces izvodenja plinske kromatografije zapocCinje automatskim ili rucnim
ubacivanjem uzorka u injektor gdje dolazi do isparavanja uzorka i njegovog prenosenja
u kolonu uz pomo¢ plina nosioca (Ar, He, Nz ili H). Plin nosioc se skladi$ti u cilindrima
1 bocama za plin pod pritiskom te je njihova c¢istoca od velike vaznosti jer utjece na

kvalitetu analize.

Tijekom analize, odredene komponentne smjese imaju razli¢iti koeficijent
razdvajanja zbog razli¢ite polarnosti i hlapljivosti, pa imaju razliite brzine gibanja kroz
kolonu. Nakon prolaska kroz kolonu, plin i analit odlaze na detekciju preko detektora koji
oCitava neko fizikalno-kemijsko svojstvo analita (promjena vodljivosti plina nosioca).

Postoje razne izvedbe detektora, a to su:

*

% plamenoionizacijski detektor (engl. Flame lonization Detector, FID),

¢+ plamenofotometrijski detektor (engl. Flame Photometric Detector, FPD),
+« fotoionizacijski detektor (engl. Photo-ionization Detector, PID),

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

< detektor toplinske vodljivosti (engl. Thermal Conductivity Detector, FPD),

Nastankom ocitanog elektricnog signala, raCunalo ga prihvaca i pretvara u digitalni
oblik te ga prikazuje kao kromatogram. Moguénost razdvajanja komponenti u sloZzenim
smjesama u visokom postotku efikasnosti i prihvatljivom vremenu te preciznim
rezultatima svrstava plinsku kromatografiju u najkoriStenije metode analize kemijskih

smjesa. [40]

1.7.2 Spektrometrija masa

Spektrometrija masa spada u analitiCku tehniku u kojoj dolazi do ioniziranja
molekula, a zatim do razdvajanja nastalih iona prema njihovoj masi, to¢nije prema omjeru
mase 1 naboja. Ova tehnika pruza najveci broj podataka potrebnih za identifikaciju 1
odredivanje strukture sloZenih organskih spojeva. Izvodenje ove metode ukljucuje dva
koraka, a to su ionizacija uzorka te razdvajanje i odredivanje iona. U koraku ionizacije
uzorka dolazi do bombardiranja uzorka s elektronima velike energije pri ¢emu nastaje

pozitivni ion M* koji se fragmentira prema sljede¢oj formuli:
M +e” » Mt +2e”
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M* > Mf + MF + MF +..

Na prikazani nacin nastaju razni fragmenti koji se naknadnom analizom
identificiraju i na taj nacin daju moguénost odredivanja kemijske strukture spoja te koliko
iznosi njegova molekulska masa. Nastali ioni odlaze u analizator na razvrstavanje prema
intenzitetu i omjeru mase i naboja, m/z, a analizator ih registrira u obliku elektricnog
signala. Na taj naCin se dobiva spektar masa koji se prikazuje u obliku linijskog dijagrama

(slika 9) s odnosom omjera mase i naboja fragmenta (m/z) te relativnog intenziteta. [41]

relative
abundance

[ [ I 1 T 1
@0 92 84 95 98 100 102

Slika 9. Dijagram spektra masa [42]

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

Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (engl. Gas
Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS) se koristi u svrhu analiziranja smjesa
hlapljivih spojeva. Dobivanje velikog broja podataka iz male koli¢ine uzorka predstavlja
glavnu prednost ove metode analize. Pomocu plinskog kromatografa postize se vrhunsko
odjeljivanje i kvantizacija, ali je kvalitativna analiza nesigurnu u ¢emu je spektrometrija

masa gotovo savrsena. [43]

Obzirom na odli¢no nadopunjavanje plinske kromatografije i spektrometrije masa,
njihovim kombiniranjem dobiva se odli¢na instrumentalna metoda za analiziranje smjesa

hlapljivih spojeva.

Prvi dio analize se svodi na odjeljivanje sastojaka smjese u termostatiranoj koloni

plinskog kromatografa, dok u drugom dijelu odijeljeni sastojci odlaze u detektor
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(spektrometar masa) koji ¢e detektirati potpuno (sve fragmente) ili selektivno (odredeni

fragmenti). Kada spektrometar masa obavi analizu, racunalo uz pomo¢ baze podataka vrsi

usporedbu dobivenih spektara masa na osnovu slaganja u postotku te obavlja

identifikaciju spojeva. [44]

Glavne komponente GC-MS uredaja (slika 10) su:

% boca s plinom nositeljem,

¢ injektor,

¢ kromatografska kolona (pec),
s detektor (spektrometar masa),

¢+ racunalo. [33]

injektiranje

s

084

f_‘ °©@

S

relatvo intonsty

\ | | Y.
v ; . ool it AL SRS
o 50 Y 100 125 150
\ \ u ) retention time t /min

-
plin nosilac plinski kromatografs maseni kromatogram
kolonom i termostatiranim detektor
prostorom

Slika 10. Shematski prikaz vezanog sustava plinska kromatografija-spektrometrija masa

[45]
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2. EKSPERIMENTALNI DIO
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2.1 UZORCI LIKERA

U svrhu izolacije hlapljivih spojeva koriStena su 3 razlicita likera:

% Domacdi liker od limuna (slika 11)

>
>
>
>

Sastojci — limun, Secer, rakija komovaca,
Alkoholna jakost — 16,8 % vol.,

Neto — 200 mL,

Godina proizvodnje — 2016.,

% Domadi liker od mirte (slika 12)

>
>
>
>

X/

>

>
>
>

Sastojci — mirta, Secer, rakija komovaca,
Alkoholna jakost — 16 % vol.,

Neto — 200 mL,

Godina proizvodnje — 2016.,

% Domac¢i liker od narance (Slika 13)

Sastojci — naranca, Secer, rakija komovaca,
Alkoholna jakost — 21 % vol.,

Neto — 200 mL,

Godina proizvodnje — 2016.,

Proizvodi i puni — OPG Darinka Krnéevi¢, Prijatelj Lastova

Slika 11. Liker od limuna Slika 12. Liker od mirte Slika 13. Liker od narance
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2.2 APARATURA

Tijekom izvodenja ovog eksperimentalnog rada korisStena je sljedeca aparatura:

%+ Aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME)
» Vodena kupelj s termostatom — Heidolph EKT 3001, Njemacka,
» Drzac¢ za mikroekstrakciju vr$nih para — Supelco Co., SAD,
» Plavo vlakno duzine 5 cm s ovojnicom polidimetilsiloksan/divinilbenzen
(PDMS/DVB) — Supelco Co., SAD,
» Pink vlakno duzine 5 cm s ovojnicom polidimetilsiloksan/divinilbenzen
(PDMS/DVB) — Supelco Co., SAD.
« Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)
» GC 7820A — Agilent Technologies, SAD,
» MSD 5977E — Agilent Technologies, SAD,
» GC kapilarna kolona HP-SMS, J&W, SAD.

2.3 1ZOLACIJA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Hlapljivi 1 poluhlapljivi spojevi iz uzoraka domacih likera izolirani su metodom
mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME) koriste¢i ,,plavo* 1 ,,pink* vlakno.
Nakon procesa izolacije, slijedi proces analiziranja izoliranih spojeva pomocu vezanog

sustava plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS).

Proces mikroekstrakcije vrSnih para na krutoj fazi (HS-SPME) je proveden u

sljedeca Cetiri koraka:

% Kondicioniranje vlakna — prije koristenja vlakna, potrebno ga je aktivirati
kondicioniranjem, a to se radi tako da se SPME igla u kojoj je vlakno postavi
u injektor plinskog kromatografa na temperaturu od 250 °C u vremenskom
periodu od 30 minuta. Vlakno je nakon procesa kondicioniranja spremno za

ekstrakciju vr$nih para uzorka (slika 14).

25



wwmq.

Slika 14. Plavo vlakno s ovojnicom PDMS/DVB [46]

% Priprema uzorka — potrebno je staviti 5 mL uzorka likera u specifi¢nu staklenu
bocicu koja ima volumen od 15 mL. Nakon stavljanja uzorka, vrh bocice se
hermeticki zatvara PTFE/silikon septom te se tako zatvorena bocica postavlja
u vodenu kupelj na 60 °C uz konstantno mijeSanje uz pomo¢ magnetske
mijeSalice. KoriStena aparatura je prikazana na slici 15.

% Ekstrakcija vr$nih para — nakon pravilno izvedene pripreme uzorka i
kondicioniranja vlakna slijedi adsorpcija hlapljivih spojeva iz uzorka. SPME
igla se probijanjem septe uvodi u bocicu s uzorkom te izbacivanjem vlakna
zapocinje proces adsorpcije spojeva koji traje 40 minuta.

% Desorpcija i analiza — nakon uzorkovanja, vlakno se uvlaéi iglu te se SPME
igla uvodi u GC-MS injektor. Proces desorpcije se odvija na 250 °C u
vremenskom periodu od 7 minuta. Ubacivanje SPME igle u GC-MS se obavilo

ru¢no uz pomo¢ drzaca za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi (HS-
SPME).

Slika 15. Aparatura koristena u pripremi uzorka [46]
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2.4  ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Nakon izolacije spojeva tehnikom mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi slijedi
analiza uzorka pomocu vezanog sustava plinska kromatografija-spektrometrija masa
(GC-MS). U tu svrhu je koristen plinski kromatograf Agilent Technologies (model
7820A, SAD) u kombinaciji s masenim spektrometrom Agilent Technologies (model

5977E, SAD). U sklopu ovog vezanom sustava nalazi se i racunalo, slika 16.

Slika 16. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa u Zavodu za
organsku kemiju KTF-a (GC-MS)

Karakteristike kolone plinskog kromatografa (HP-5MS nepolarna kapilarna

kolona):

% Promjer — 0,25 mm,
¢ Duljina—30m,
%+ Stacionarna faza — (5 % fenil)-metilpolisiloksan,

«+ Debljina sloja stacionarne faze — 0,20 um.
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Plinski kromatograf (GC) — uvjeti rada:

X/

« Postavljena pocetna radna temperatura iznosi 70 °C u vremenskom periodu od
2 min, a zatim zapoc¢inje konstantan rast temperature u iznosu od 3 °C po minuti
sve do krajnje temperature od 200 °C,

« Temperatura plinskog injektora — 250 °C, splitless mode,

s ,.solvent delay“ (vrijeme izlaska otapala pa se spektar ne snima) — 3 minute,

¢ Koli¢ina injektiranog uzorka — 1 pL,

¢ Protok mobilne faze (helij) — 1 mL/min.
Spektrometar masa (MS) — uvjeti rada:

¢+ Temperatura detektora — 280 °C,
¢ Interval snimanja spektra masa — 30-300 masenih jedinica,

% Energija ionizacije — 70 eV.

Nakon provedene analize hlapljivih spojeva pomocéu plinskog kromatografa-

spektrometra masa, za svaki analizirani uzorak dobivaju se rezultati u obliku:

< Kromatogram ukupne ionske struje,

¢ Pik na kromatogramu koji predstavlja vrijeme zadrzavanja svake komponente

s Udio povrSine pojedinog pika u ukupnoj povrSini kromatograma koji
predstavlja relativni udio pojedine komponente (izraZzeno u postotcima),

¢+ Naziv spoja ili spojeva iz baze podataka ¢iji se spektar najvise poklapa spektru
nepoznate komponente pojedinog pika iz kromatograma ukupne ionske struje

(izrazeno u postotcima).

Identifikacija svih dobivenih pojedinacnih komponenti provedena je tehnikom
usporedbe njihovih masenih spektara s masenim spektrima pohranjenim u komercijalnoj
biblioteci masenih spektara (Wiley 9 MS library i NIST14) uz moguénost koristenja

druge literature.
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3.

REZULTATI
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Rezultati analiza uzoraka domacih likera od limun, mirte i narance pomocu vezanog
sustava plinska kromatografija-spektrometrija masa, prikazani su tabli¢no i u obliku

kromatograma.

Tablica 1. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzorku domaceg likera od limuna,
izoliranih HS-SPME metodom koristenjem plavog vlakna

Red. RI Spoj Udio
broj (%)
1. <900 etil-acetat 3,6
2 <900 2-metilpropan-1-ol 1,2
3 <900 3-metilbutan-1-ol 10,2
4 <900 2-metilbutan-1-ol 3,3
5. 1023 a-terpinen 2,6
6 1031 p-cimen 2,1
7 1035 limonen 51
8 1039 1,8-cineol 3,9
9 1065 y-terpinen 1,1
10.| 1103 linalol 1,0
11.| 1122 2-feniletanol 6,8
12.| 1172 borneol 2,5
13.| 1182 4-terpineol 19,2
14.] 1194 a-terpineol 23,2
15.| 1242 (2)-citral 2,5
16.| 1258 cis-piperiton-oksid 1,0
17.] 1273 (E)-citral 15
18.| 1992 etil-heksadekanoat 1,2
Ukupno identificirano 91,0%
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Tablica 2. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzorku domaceg likera od limuna,

izoliranih HS-SPME metodom koristenjem pink vlakna

Red. RI Spoj Udio

broj (%)
1. <900 3-metilbutan-1-ol 57
2 <900 2-metilbutan-1-ol 3,1
3 1035 limonen 3,7
4 1039 1,8-cineol 3,4
5. 1103 linalol 1,0
6 1122 2-feniletanol 6,2
7 1172 borneol 2,4
8 1182 4-terpineol 18,4
9 1194 a-terpineol 23,8
10.| 1242 (2)-citral 1,6
11.| 1258 cis-piperiton-oksid 0,9
12.| 1273 (E)-citral 1,5
13.| 1593 etil-dodekanoat 3,8
14.| 1992 etil-heksadekanoat 16,6

Ukupno identificirano 92,1%

Tablica 3. Kemijski sastav i udio ilapljivih spojeva u uzorku domaceg likera od mirte,

izoliranih HS-SPME metodom koristenjem plavog vlakna

Red. RI Spoj Udio
broj (%)
1. <900 etil-acetat 4,2
2 <900 2-metilpropan-1-ol 7,0
3. <900 3-metilbutan-1-ol 56,5
4 1039 1,8-cineol 23,4
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5. 1122 2-feniletanol 1,1

6. 1207 mirtenol 3,1

7. 1335 mirtenil-acetat 3,1
Ukupno identificirano 98,4%

Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzorku domaceg likera od mirte,

izoliranih HS-SPME metodom koristenjem pink vlakna

Red. RI Spoj Udio

broj (%)
1. <900 3-metilbutan-1-ol 15,2
2. <900 2-metilbutan-1-ol 7,7
3. 1039 1,8-cineol 53,3
4. 1122 2-feniletanol 3,8
5. 1181 dietil-sukcinat 11
6. 1198 mirtenal 2,9
7. 1207 mirtenol 7,9
8. 1335 mirtenil-acetat 5,2

Ukupno identificirano 97,1%

Tablica 5. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzorku domaceg likera od narance,

izoliranih HS-SPME metodom koristenjem plavog vlakna

Red. RI Spoj Udio

broj (%)
1. <900 etil-acetat 7,1
2. <900 2-metilpropan-1-ol 2,1
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3. <900 3-metilbutan-1-ol 30,1
4. <900 2-metilbutan-1-ol 6,4
5. <900 izoamil-acetat 4,3
6. 988 etil-heksanoat 4.4
7. 1031 p-cimen 1,4
8. 1035 limonen 58
9. 1039 1,8-cineol 7,1
10.| 1122 2-feniletanol 3,6
11.] 1182 4-terpineol 10.7
12.| 1194 a-terpineol 10,7
13.| 1196 etil-oktanoat 2,1
Ukupno identificirano 95,8%

Tablica 6. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzorku domaceg likera od narance,

izoliranih HS-SPME metodom Kkoristenjem pink vlakna

Red. RI Spoj Udio

broj (%)
1. <900 etil-acetat 1,9
2 <900 3-metilbutan-1-ol 14,3
3 <900 2-metilbutan-1-ol 7,3
4 <900 izoamil-acetat 1,8
5. 988 etil-heksanoat 1,9
6 1035 limonen 1,0
7 1039 1,8-cineol 55
8 1122 2-feniletanol 6,7
9 1172 borneol 1,3
10.| 1182 4-terpineol 10.7
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11.] 1194 a-terpineol 15,2

12.| 1196 etil-oktanoat 1,0

13.| 1992 etil-heksadekanoat 26,1

Ukupno identificirano 94,7%

Intezitet
HHHHHEY
LITH AN
A UHHHHY
HHHEHHEY
TARTHHE Y
THHHHEE
TATHHHHY
TRTHHHEHY
SRS
PRTHHE
STHHEHEY
AW
DICHHHHS
FUHHHHEY
T RRES
TSNS
1O WS
1RO
TS

PR WS
TR
ACWWWWS
SRS

|b|..J_I l -

L I T = TR T R e T e e I T S e S e PR Y

Vrijjeme
Slika 17. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva domaceg likera od

limuna izoliranih pomocu HS-SPME koristenjem plavog vlakna
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Slika 18. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva domaceg likera od

limuna izoliranih pomocéu HS-SPME koristenjem pink vlakna
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Slika 19. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva domaceg likera od

mirte izoliranih pomocu HS-SPME koristenjem plavog vliakna
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Slika 20. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva domaceg likera od

mirte izoliranih pomocéu HS-SPME koristenjem pink vlakna
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Slika 21. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva domaceg likera od

narance izoliranih pomocu HS-SPME koristenjem plavog vlakna
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Slika 22. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva domaceg likera od

narance izoliranih pomocu HS-SPME koristenjem pink vlakna
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4, RASPRAVA
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Kvaliteta prehrambenih proizvoda proizlazi iz kvalitete primarnih sirovina za
proizvodnju, na¢ina na koji je proizvod dobiven, ali i o podneblju u kojem su rasle
primarne sirovine za proizvodnju. U ovom diplomskom radu su analizirani hlapljivi
spojevi izolirani iz uzoraka domacih likera od limuna, mirte i narance s ciljem utvrdivanja
kemijskog sastava hlapljivih spojeva te identifikacije mogucih karakteristi¢nih spojeva

koji potvrduju prisutnost maceriranog bilja unutar likera.

Obzirom da je proces dobivanja ovakve vrste alkoholnog pica vrlo zahtjevan i
osjetljiv u mnogim fazama tehnoloskog postupka proizvodnje, kemijski profil hlapljivih

spojeva gotovog proizvoda itekako ovisi 0 svim koracima proizvodnje.

Za izolaciju hlapljivih spojeva, koristena je metoda mikroekstrakcije vr$nih para na
krutoj fazi (HS-SPME) koriste¢i plavo (PDMS/DVB) i pink vlakno (PDMS/DVB). Za
kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu koriSten je vezani sustav plinska kromatografija-

spektrometrija masa (GC-MS).

4.1 HLAPLJIVI SPOJEVI UZORAKA IZOLIRANI HS-SPME METODOM

Mikroekstrakcijom vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME) koristec¢i oba vlakna u
svim uzorcima je izolirano ukupno 26 spojeva. Pogledom na rezultate analize u tablicama

1 - 6 moze se vidjeti da su izolirani sljedeci spojevi:

U vr$nim parama domaceg likera od limuna izoliranim koriStenjem plavog vlakna
identificirano je 18 spojeva (tablica 1), Sto predstavlja 69,2 % od ukupno izoliranih
hlapljivih spojeva. Glavni spoj identificiran u ovom uzorku je a-terpineol (23,2 %). Ostali
spojevi koji su izolirani su: 4-terpineol (19,2 %), 3-metilbutan-1-ol (10,2 %), 2-
feniletanol (6,8 %), limonen (5,1 %), 1,8-cineol (3,9 %), etil-acetat (3,6 %), 2-metilbutan-
1-ol (3,3 %), a-terpinen (2,6 %), borneol (2,5 %), (Z)-citral (2,5 %), p-cimen (2,1 %), (E)-
citral (1,5 %), etil-heksadekanoat (1,2 %), 2-metilpropan-1-ol (1,2 %), y-terpinen (1,1 %),
cis-piperiton oksid (1,0 %) te linalol (1,0 %).

U vr$nim parama domaceg likera od limuna izoliranim koriStenjem pink vlakna
identificirano je 14 spojeva (tablica 2), sto predstavlja 53,8 % od ukupno izoliranih
hlapljivih spojeva. Glavni spoj identificiran u ovom uzorku je a-terpineol (23,8 %). Ostali

spojevi koji su izolirani su: 4-terpineol (18,4 %), etil-heksadekanoat (16,6 %), 2-

39



feniletanol (6,2 %), 3-metilbutan-1-ol (5,7 %), etil-dodekanoat (3,8 %), limonen (3,7 %),
1,8-cineol (3,4 %), 2-metilbutan-1-ol (3,1 %), borneol (2,4 %), (Z)-citral (1,6 %), (E)-
citral (1,5 %), linalol (1,0 %) te cis-piperiton oksid (0,9 %).

U vr$nim parama domaceg likera od mirte izoliranim koristenjem plavog vlakna
identificirano je 7 spojeva (tablica 3), Sto predstavlja 26,9 % od ukupno izoliranih
hlapljivih spojeva. Glavni spoj identificiran u ovom uzorku je 3-metilbutan-1-ol (56,5 %).
Ostali spojevi koji su izolirani su: 1,8-cineol (23,4 %), 2-metilpropan-1-ol (7,0 %), etil-
acetat (4,2 %), mirtenil-acetat (3,1 %), mirtenol (3,1 %) te 2-feniletanol (1,1 %).

U vr$nim parama domaceg likera od mirte izoliranim koriStenjem pink vlakna
identificirano je 8 spojeva (tablica 4), Sto predstavlja 30,8 % od ukupno izoliranih
hlapljivih spojeva. Glavni spoj identificiran u ovom uzorku je 1,8-cineol (53,3 %). Ostali
spojevi koji su izolirani su: 3-metilbutan-1-ol (15,2 %), mirtenol (7,9 %), 2-metilbutan-
1-ol (7,7 %), mirtenil-acetat (5,2 %), 2-feniletanol (3,8 %), mirtenal (2,9 %) te dietil-
sukcinat (1,1 %).

U vrS$nim parama domaceg likera od narance izoliranim koriStenjem plavog vlakna
identificirano je 13 spojeva (tablica 5), Sto predstavlja 50 % od ukupno izoliranih
hlapljivih spojeva. Glavni spoj identificiran u ovom uzorku je 3-metilbutan-1-ol (30,1 %).
Ostali spojevi koji su izolirani su: a-terpineol (10,7 %), 4-terpineol (10,7 %), etil-acetat
(7,1), 1,8-cineol (7,1 %), 2-metilbutan-1-ol (6,4 %), limonen (5,8 %), etil-heksanoat (4,4
%), izoamil-acetat (4,3 %), 2-feniletanol (3,6 %), etil-oktanoat (2,1 %), 2-metilpropan-1-
ol (2,1 %) te p-cimen (1,4 %).

U vrSnim parama domaceg likera od narance izoliranim koriStenjem pink vlakna
identificirano je 13 spojeva (tablica 6), Sto predstavlja 50% od ukupno izoliranih
hlapljivih spojeva. Glavni spoj identificiran u ovom uzorku je etil-heksadekanoat (26,1
%). Ostali spojevi koji su izolirani su: a-terpineol (15,2 %), 3-metilbutan-1-ol (14,3 %),
4-terpineol (10,7 %), 2-metilbutan-1-ol (7,3 %), 2-feniletanol (6,7 %), 1,8-cineol (5,5 %),
etil-acetat (1,9 %), etil-heksanoat (1,9 %), izoamil-acetat (1,8 %), borneol (1,3 %), etil-
oktanoat (1,0 %) te limonen (1,0 %).

Esteri su jedni od najzastupljenijih hlapljivin spojeva unutar sastava jakih
alkoholnih pica, a njihova prisutnost je potvrdena i u ispitanim uzorcima. Najveci udio
kod svih ispitanih uzoraka imao je etil-heksadekanoat (26,1 %). Od ostalih izoliranih

spojeva iz grupe estera zabiljezeni su etil-acetat, etil-heksanoat, etil-oktanoat, etil-
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dodekanoat, dietil-sukcinat te izoamil-acetat. Esteri masnih kiselina koji u strukturi sadrze
od 8 do 18 ugljikovih atoma u destilatima Zestokih alkoholnih pica osiguravaju ugodan
voéni miris. Voéne i cvjetne arome se Cesto istiCu prisustvom etil-dodekanoata. Prisutnost
etil-acetata je potpuno prirodna jer je on redoviti ester vina i proizvoda dobivenih od iste

primarne sirovine (grozde), a pogoduje stvaranju voénih nota i kompleksne arome.

Jedna od najvaznijih kemijskih skupina u jakim alkoholnim pi¢ima su visi alkoholi,
a nastaju najcesc¢e u procesu alkoholne fermentacije prilikom pretvorbe Secera iz mosta
pomocu kvasaca. Izolirani visi alkoholi u ispitanim uzorcima su 2-metilpropan-1-ol
(izobutanol), 2-metilbutan-1-ol (amilni alkohol), 3-metilbutan-1-ol (izoamilni alkohol) te
2-feniletanol. Najve¢i udio u ispitanim uzorcima ima 3-metilbutan-1-ol (izoamilni
alkohol) koji uglavnom dominira u odnosu na ostale viSe alkohole $§to je potpuno
oc¢ekivano za jaka alkoholna pic¢a. Izoamilni alkohol je karakteriziran oporom aromom i

aromom po bilju.

Specifi¢an spoj koji je izoliran koriste¢i plavo 1 pink vlakno iz likera od mirte je
ciklicki monoterpenski eter 1,8-cineol (plavo vlakno 23,4 % te pink vlakno 53,3 %).
Obzirom da je ovaj spoj normalan sastojak mnogih eteri¢nih ulja, njegovu prisutnost
pripisujemo koristenju biljke mirte (Myrtus communis L.). Osim njega, prisutni su i ostali
specifi¢ni spojevi koji su u mnogim istraZivanjima izolirani iz listova, cvatova i plodova
mirte. lzolirani hlapljivi spojevi koji dokazuju prisutnost biljke mirte su mirtenal,
mirtenol te mirtenil-acetat. [47]

Osim ve¢ navedenih kemijskih spojeva, u koriStenim uzorcima je izolirana velika
koli¢ina ugljikovodika koji mogu biti monoterpenski, seskviterpenski i diterpenski. Od
ciklickih monoterpenskih ugljikovodika najzastupljeniji je a-terpineol (23,8 %) koji uz
limonen dokazuju prisutnost ulja iz usploda limuna. Izolirani su i ostali terpenski spojevi,
a to su 4-terpineol, p-cimen, linalol, a-terpinen te y-terpinen. Prisutnost spoja limonena

osigurava ugodan miris na citruse, limun 1 narancu.

Analizom rezultata i pregledom svih izoliranih hlapljivih spojeva ¢ije su kemijske
strukture prikazane na slici 23, mozemo pretpostaviti da su se u proizvodnji ispitanih
uzoraka koristili listovi, cvatovi i/ili plodovi limuna, mirte i narane. Razlika u
koncentracijama odredenih spojeva ukazuje na razli¢itost aromatic¢nih profila koriStenih

uzoraka, a posljedica su odabira aromati¢nog bilja te na¢ina njegove maceracije.
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Kemijske strukture spojeva oznacene su rednim brojevima kako odgovara slici 23:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)
21)
22)
23)
24)
25)

etil-acetat
2-metilpropan-1-ol
3-metilbutan-1-ol
2-metilbutan-1-ol
a-terpinen

p-cimen

limonen

y-terpinen
2-feniletanol
a-terpineol
4-terpineol

linalol

borneol
cis-piperiton-oksid
mirtenal
mirtenil-acetat
mirtenol

1,8-cineol
izoamil-acetat
etil-dodekanoat
citral
etil-heksadekanoat
etil-oktanoat
dietil-sukcinat

etil-heksanoat
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Slika 23. Pregled svih kemijskih struktura izoliranih spojeva [48]
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5. ZAKLJUCAK
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Na osnovu analize izoliranih hlapljivih spojeva i uvidom u dobivene rezultate
odredivanja kemijskog profila hlapljivih spojeva ispitanih uzoraka domacih likera od

limuna, mirte i narance mozemo zakljuciti:

« Cilj ovog diplomskog rada je bio analizirati hlapljive spojeve u uzorcima
domacih likera od limuna, mirte 1 naranCe KkoristeCi se metodom
mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME). Za metodu izolacije
hlapljivih spojeva koristeno je plavo vlakno s ovojnicom (PDMS/DVB) te pink
vlakno s ovojnicom (PDMS/DVB). lzolirani spojevi su analizirani vezanim
sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS).

% Mikroekstrakcija vrinih para na krutoj fazi (HS-SPME) je idealna metoda za
koristiti viSe razli¢itih metoda izolacije kako bi dobili kvalitetniji uvid u
kompletni kemijski sastav ispitanih uzoraka. KoriStenom metodom izolacije
(HS-SPME) moze se dobiti uvid u udio spojeva unutar vr$nih para, ali to ne
znaci da je taj isti udio 1 u samom uzorku.

¢ Koristeci plavo vlakno kod svih ispitivanih uzoraka najzastupljeniji su sljedeci
spojevi: 3-metilbutan-1-ol (56,5 %), 1,8-cineol (23,4 %), a-terpineol (23,2 %),
4-terpineol (19,2 %), etil-acetat (7,1 %), 2-metilpropan-1-ol (7,0 %), 2-
feniletanol (6,8 %), limonen (5,1 %), mirtenol (3,1 %) te mirtenil-acetat (3,1
%).

« Koristec¢i pink vlakno kod svih ispitivanih uzoraka najzastupljeniji su sljedeci
spojevi: 1,8-cineol (53,3 %), etil-heksadekanoat (26,1 %), a-terpineol (23,8 %),
4-terpineol (18,4 %), 3-metilbutan-1-ol (15,2 %), mirtenol (7,9 %), 2-
metilbutan-1-ol (7,7 %), 2-feniletanol (6,2 %) te mirtenil-acetat (5,2 %).

¢ Od ostalih spojeva u manjim koncentracijama izolirani su sljedeci: borneol, a-
terpinen, p-cimen, limonen, y-terpinen, linalol, etil-dodekanoat, dietil-sukcinat,
mirtenal, etil-oktanoat, etil-heksanoat, (Z)-citral, (E)-citral, cis-piperiton-oksid
I izoamil-acetat.

*¢  Prema dobivenim rezultatima mozemo zakljuéiti kako su esteri, visi alkoholi
te terpeni najzastupljeniji hlapljivi spojevi u svim ispitivanim uzorcima.
Pretpostavlja se da se u procesu proizvodnje ispitivanih likera koristilo

aromaticno bilje poput limuna, mirte 1 narance.
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