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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

Odrediti profil hlapljivih spojeva tri razli¢ita uzorka brandya pomocu dvije
metode izolacije 1 to ekstrakcije tekuce-tekuce 1 mikroekstrakcije vrsnih para na
krutoj fazi (HS-SPME)

Identificirati izolirane hlapljive spojeve koriste¢i vezani sustav plinska
kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)

Analizirati i usporediti dobivene rezultate ispitivanih uzoraka i odrediti sli¢nosti 1

razlike u analizi uzoraka primjenom dviju razli¢itih metoda izolacije



SAZETAK

Brandy je jako alkoholno pice alkoholne jakosti najmanje 36% vol. dobiveno iz
rakije od vina s ili bez dodatka vinskog destilata koje dozrijeva u drvenim bacvama.
Tijekom cijelog tehnoloskog procesa proizvodnje sintetiziraju se razni hlapljivi spojevi
Ciji kemijski sastav 1 zastupljenost utjecu na finalnu aromu i kvalitetu konacnog
proizvoda. Cilj ovog rada je identificirati i usporediti profil hlapljivih spojeva 3 uzorka
brandya. Izolacija hlapljivih spojeva izvedena je pomocu dvije metode izolacije:
ekstrakcija tekuce-tekuce i mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME) s dva
razli¢ita vlakna. Primjenom vezanog sustava plinska kromatografija-spektrometrija masa
(GC-MS) izvedena je analiza izoliranih spojeva. Kontinuiranom ekstrakcijom tekuce-
tekuce identificirano je 11 spojeva, dok je mikroekstrakcijom vrs$nih para na krutoj fazi
identificirano 9 spojeva. Najzastupljenije kemijske skupine su esteri i alkoholi, a
najzastupljenije spojevi su 3-metilbutan-1-ol, 3-metilbutil-etanoat, etil-oktanoat, etil-

dekanoat i etil-dodekanoat.

Kljuéne rije¢i: brandy, hlapljivi spojevi, ekstrakcija tekucée-tekuc¢e, HS-SPME, GC-MS



SUMMARY

Brandy is strong alcoholic drink with an alcohol strength of at least 36% vol.
obtained from wine schnapps with or without the addition of wine destillate, which
matures in wooden barrels. During the entire technological process of production, various
volatile compounds are synthesized whose chemical composition and representation
influence the final aroma and quality of the final product. The aim of this work is to
identify and compare the profile of volatile compounds of 3 brandy samples. Isolation of
volatile compounds was perfomed using two isolation methods: liquid-liquid extraction
and headspace solid phase microextraction (HS-SPME) with two different fibres. The
analysis of the isolated compounds was perfomed using gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) system. 11 compunds were identified by continuous liquid-liquid
extraction, while 9 compounds were identified by headspace solid phase microextraction.
The most common chemial group are esters and alcohols, and the most common
compounds are 3-methyl-butan-1-ol, 3-methylbutyl acetate, ethyl octanoate, ethyl

decanoate and ethyl dodecanoate.

Keywords: brandy, volatile compouns, liquid-liquid extraction, HS-SPME, GC-MS
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UvoD

Alkoholna pic¢a su poznata od davnina te su se kroz povijest koristila u narodnoj
medicini, u religijsko magijske svrhe i kao opojna sredstva za uzivanje. Pretpostavlja se
da je alkohol otkriven slu¢ajno, a pivo i vino su bili poznati ve¢ nekoliko tisu¢a godina
prije Krista. Drevni narodi su vino nazivali ,,svetim pi¢em® ili ,,vodom zivota“. Prvo
spominjanje destilacije kao procesa dobivanja alkohola je u knjizi ,, Liber de arte
distillandi* 1500 godina prije Krista, ali sam proces ostaje nepoznat u Europi sve do 11.
stolje¢a kada se spominje prva destilacija viskija u Irskoj. Nakon toga proizvodnja
alkohola destilacijom se $iri na Skotsku i dalje te dolazi do usavriavanja uredaja za
destilaciju, ali nagli razvoj i poboljsanje destilacije dolazi poslije Prvog, a osobito Drugog

svjetskog rata. (1)

Zahvaljujuéi destilaciji danas u svijetu imamo mnoga poznata i kultna jaka
alkoholna pica. Jedno od takvih je Brandy, jako alkoholno piée proizvedeno od rakije od
vina sa ili bez dodatka vinskog destilata koje je najmanje jednu godinu dozrijevalo u
hrastovim spremnicima ili najmanje Sest mjeseci u hrastovim ba¢vama sa zapreminom

manjom od 1000 litara.

Kvaliteta i senzorska svojstva brandya ovise 0 mnogim parametrima kao §to su
kvaliteta koriStenith sirovina (kvaliteta 1 sorta groZda), naCin prerade grozda, nacin
provedbe fermentacije i destilacije te odlezavanje i dozrijevanje u kontaktu s hrastovim
drvom. Svaki od provedenih proces u proizvodnji brandya pridonosi stvaranju brojnih
hlapljivih spojeva koji svojim sastavom 1 udjelom itekako utjecu na kvalitetu konacnog
proizvoda. Upravo identifikacijom tih nastalih spojeva moZemo pravilno ocijeniti

kvalitetu proizvoda.



1. OPCI DIO
1.1 JAKA ALKOHOLNA PICA

Prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima, jaka alkoholna pi¢a su definirana

kao pi¢a namijenjena za ljudsku potro$nju s minimalno 15% vol. alkohola i posebnim

senzorskim svojstvima. Dobivena su od poljoprivrednih sirovina bogatih Se¢erom ili

Skrobom i to procesima alkoholne fermentacije i destilacije te su proizvedena ili:

e lzravnim postupkom i to:

-destilacijom, s ili bez dodavanja aroma, prirodno prevrelih sirovina

poljoprivrednog podrijetla, i/ili

-maceracijom ili slinom preradom bilja u etilnom alkoholu
poljoprivrednog podrijetla i /ili u destilatima poljoprivrednog podrijetla,

i/ili u jakim alkoholnim pi¢ima, i/ili

-dodavanjem aroma, Secera ili drugih sladila i/ili drugih poljoprivrednih
proizvoda i/ili prehrambenih proizvoda etilnom alkoholu poljoprivrednog
podrijetla i/ili destilatima poljoprivrednog podrijetla i/ili jakim alkoholnim

pi¢ima,

e MijeSanjem jakog alkoholnog pi¢a s jednim ili viSe:

Etilni

-drugih jakih alkoholnih pica 1/ili;

-etilnim  alkoholom  poljoprivrednog podrijetla ili  destilatima

poljoprivrednog podrijetla, i/ili
-drugih alkoholnih pica, i/ili
-pica.

alkohol koriSten u proizvodnji jakih alkoholnih pi¢a mora biti

poljoprivrednog podrijetla, minimalne alkoholne jakosti od 96,0% vol. i mirisa i okusa

karakteristicnog za upotrijebljenu sirovinu. Uz senzorska obiljezja moraju biti

zadovoljeni maksimalni udjeli ostataka poput aldehida, estera, visih alkohola, ukupne

kiselosti, metanola, suhog ekstrakta, hlapljivih spojeva na bazi dusika i furfurala. (2)



Danas postoje mnogobrojne razli¢ite podjele jakih alkoholnih pi¢a ovisno o
koriStenoj sirovini, postupku dobivanja i udjelu alkohola. Prema Pravilniku o jakim

alkoholnim pi¢ima postoji ¢ak 46 kategorija jakih alkoholnih pica. (2)

Obzirom na vrstu sirovine, tehnoloskom postupku proizvodnje, koli¢ini alkohola

1 Secera jaka alkoholna piéa dijelimo na:

e prirodna jaka alkoholna pica,
e umjetna jaka alkoholna pica i

e aromatizirana vina

Prirodna jaka alkoholna pica se dobivaju destilacijom prefermentiranih komina i
obiljezava ih specificna aroma te okusne i mirisne karakteristike koje dolaze od
upotrijebljene sirovine za proizvodnju. Upravo zbog toga spadaju medu najkvalitetnije
proizvode jakih alkoholnih pica. Tijekom proizvodnje nije dozvoljena upotreba Secera,
Cistog Skrobnog sirupa ili sirovina na bazi Skroba, umjetnih boja i aroma 1 rafiniranog
etilnog alkohola. Prema vrsti sirovine dijele se na vo¢ne rakije, Secerne rakije i zitne

rakije.

Umjetna jaka alkoholna pi¢a se proizvode maceracijom sirovina u alkoholu,
destilacijom vocnih sokova i/ili dodatkom rafiniranog alkohola i aromatskih tvari te imaju

sve karakteristike upotrijebljene sirovine za proizvodnju i to u oplemenjenom obliku.

Aromatizirana vina se proizvode procesom maceracije aroma i osusenih dijelova
neke biljke u prefermentiranim voénim sokovima (vinima) gdje se tijekom proizvodnje

moze, ali ne mora nuzno dodati Secer i/ili rafinirani alkohol. (3)

Podjela koja ovisi o podrijetlu sirovine, na¢inu i uvjetima proizvodnje dijeli jaka

alkoholna pica na:

e rakije,
e rakije po posebnim postupcima,
e jaka alkoholna pi¢a po posebnim postupcima te

o likeri i kokteli. (1)
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1.1.1 RAKIJE

Rakije su proizvodi dobiveni destilacijom prefermentiranog soka, masulja ili komine
grozda i1 drugog voca na manje od 86% vol. alkohola. Prirodnim rakijama nazivamo pica
dobivena destilacijom prefermentirane komine grozda, voc¢a i Sumskih plodova. Rakije

se dijele na:

e rakiju od grozda — brandy, vinjak, lozovaca, komovica, vinovica, drozdenka
e vocne rakije — od koStunicavog voca (Sljiva, tresnja, viSnja), od jezgriCavog
voca (dunja, jabuka, smokva) i bobicastog voca (ribiz, kupina, borovnica)

e rakije od vo¢ne komine i

e specijalne rakije — travarica, klekovaca, orahovica, biska i dr. (4)
Destilacijom alkoholno prevrelih proizvoda od grozda dobivamo:

e vinski destilat,
e vinski alkohol
e rakijei

e vinjak.

Vinski destilat se proizvodi destilacijom vina ili vina za preradu koja nemaju vise
od 2 g/L hlapljivih kiselina, izrazenih kao octena kiselina. Za destilaciju se moze Koristiti
bijelo, crno i rose vino, a krajnji vinski destilat mora zadovoljavati uvjete kao §to je

sadrzaj:

e stvarnog alkohola od 54 do 72 volumna %,

e ekstrakta od 0,2 do 5,0 g/L,

e estera, kao etil estera octene kiseline, od 500 do 2.500 mg/L
apsolutnog alkohola,

e ukupne kiseline, kao octene kiseline, od 50 do 1.000 mg/L apsolutnog
alkohola,

e visih alkohola od 1.500 do 5.000 mg/L apsolutnog alkohola,

e metil alkohola do 0,25 volumnih % racunato na apsolutni alkohol,

e furfurala do 20 mg/L apsolutnog alkohola,

e aldehida od 40 do 400 mg/L apsolutnog alkohola,



e sumpornog dioksida do 50 mg/L
e permanganatni indeks nula i

e izdasnost najmanje 1:300.

Vinski alkohol se proizvodi destilacijom vina ili ¢ak nekih drugih alkoholno
prevrelih proizvoda od grozda gdje stvarni sadrzaj alkohola iznosi najmanje 90 volumna
%, te taj proizvod nazivamo rafinirani alkohol dok je kod nerafiniranog stvarni sadrzaj

alkohola u rasponu od 72 do 90 volumnih %.

Starenjem to jest odlezavanjem vinskog destilata u kontaktu s hrastovim drvom
dobivamo proizvod nazvan vinjak. Tijekom proizvodnje vinjaka dopusten je dodatak
tvari koje ¢e pridonijeti poboljsanju kakvoce, mirisa, okusa, boje i ekstrakta, te smanjenju
alkohola ako je to potrebno. Za poveéavanje ekstrakta moze se dodati saharoza do 10 g/L,
za povecavanje boje karamel do 1 g/L i za smanjenje sadrzaja alkohola dodaje se

destilirana ili omekSana voda. Vinjak je proizvod koji sadrZi:

e stvarnog alkohola od 38 do 45 volumnih %,

e ekstrakta od 1,5do 16 g/L,

e estera, kao etil estera octene kiseline, od 500 do 3.000 mg/L apsolutnog alkohola,
o ukupne kiseline, kao octene kiseline, od 100 do 1.000 mg/L apsolutnog alkohola,
e visih alkohola od 1.500 do 5.000 mg/L apsolutnog alkohola,

¢ metil alkohola do 0,25 volumnih % racunato na apsolutni alkohol,

e furfurala do 30 mg/L apsolutnog alkohola,

e aldehida od 40 do 500 mg/L apsolutnog alkohola,

e sumpornog dioksida do 25 mg/L

e permanganatni indeks od 3,0 do 24 i

e izdasnost najmanje 1:400.
Da bi se vinjak mogao staviti na trziSte mora zadovoljavat slijedece uvjete:

e da je bistre, bezbojne ili boje svojstvene vrsti vinjaka,

e mirisa i okusa karakteristicnog odgovarajucoj vrsti vinjaka,
e Dbez neprijatnog okusa i mirisa,

e ispravno doraden, te

e bez nedozvoljenih stranih tijela (dijelovi ¢epa, zatvaraca i sl.). (5)



Jako alkoholno pi¢e dobiveno isklju¢ivo iz vinskog destilata koji je proizveden
postupkom destilacije vina ili vina poja¢anog za destilaciju na manje od 86% vol.
alkohola ili redestilacijom vinskog destilata takoder na manje od 86% vol. alkohola je
rakija od vina. Kod proizvodnje nije dopusteno dodavanje razrijedenog ili
nerazrijedenog alkohola, takoder se ne smije aromatizirati, izuzevsi tradicionalne
metode proizvodnje. Dopusteno je dodavanje karamela kao sredstva za prilagodbu boje.
Kao gotov proizvod na trziStu mora imati alkoholnu jakost najmanje 37,5% vol. U
Republici Hrvatskoj rakija od vina se moze oznaciti kao vinjak ukoliko je dozrijevala
najmanje jednu godinu u hrastovim spremnicima ili najmanje Sest mjeseci u hrastovim

ba¢vama zapremnine manje od 1000 litara. (2)

1.2. BRANDY

Povijest proizvodnje brandya seze u 16. stoljec¢e kada je u Europi najpopularnije
pice za trgovanje bilo vino. Pri¢a ukljucuje Nizozemskog brodskog zapovjednika koji je
bio zaduzZen za prijevoz vina iz Francuske u Nizozemsku. PokuSavajuéi zaraditi Sto vise
novca shvatio je da bi uklanjajuéi $to je vise moguce vode iz vina mogao koncentrirati
vino 1 tako poslati vece koli¢ine u Nizozemsku gdje bi se po dolasku u tako koncentrirano
vino dodala voda. Ipak nije mislilo da ¢e njegova posada poceti piti koncentrirano vino,
vjerujuéi da je grijeh dodavati vodu u takvo pic¢e. Koncentrirano vino je nazvano
,Brandewijn“ §to u izravhom prijevodu znaci ,,izgorjelo vino*“. S vremenom se taj naziv
skratio na Brandy. lako su Nizozemci osigurali veliki dio originalnog kapitala zajedno s
destilacijskim aparatima i tehnologijom potrebnom za destilaciju, lokalni proizvodaci su
takoder ulozili u proizvodnju brandya i stoga su bili prisiljeni traziti nova trzista za svoje
proizvode. Svugdje drugdje u Francuskoj, ali posebno u Armagnacu, proizvodaci su

poceli destilirati svoje vino, posebno ona vina losije kvalitete. (6)

Do sredine 1600-ih godina francuski vinari su prihvatili osnove tehnologije
destilacije i uveli neka poboljsanja otkrivsi da druga destilacija jo$ viSe procisti eau-de-
vie to jest ,,vodu zivota‘“ kako su nazivali brandy. Uz to dosli su do jo$ jednog znacajnog
otkri¢a: svrhovito sazrijevanje u drvenim ba¢vama. Duljim odmaranjem u okvirima
hrastovih bacvi izgradenih od obliZznjega hrasta, eau-de-vie poprima Zutu boju polja

pSenice, 1 jo$ vaznije, okus i tekstura postaju puniji i zreliji. Biokemijska interakcija



izmedu svjezih alkoholnih pi¢a i svojstvenih spojeva hrasta je znatno poboljsala
djevicanski eau-de-vie. Ustvari duzim odmaranjem u drvenim ba¢vama okus eau-de-vie

bi postao profinjeniji i gladi. (7)

Prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima brandy je jako alkoholno pice
dobiveno iz rakije od vina sa ili bez dodatka vinskog destilata, destiliranog na manje od
94,8% vol. alkohola pod uvjetom da udio alkohola iz tog vinskog destilata ne prelazi vise
0d 50% od ukupne koli¢ine alkohola u gotovom proizvodu; koje je najmanje jednu godinu
dozrijevalo u hrastovim spremnicima ili najmanje Sest mjeseci u hrastovim ba¢vama sa
zapremninom manjom od 1000 litara. Brandy je pic¢e koje sadrzava maksimalno 200
grama po hektolitru preracunato na 100% vol. alkohola metanola i najmanje 125 grama
po hektolitru preracunato na 100% vol. alkohola hlapivih tvari koje nastaju iskljuc¢ivo
destilacijom ili redestilacijom upotrijebljene sirovine. Kod proizvodnje nije dopustena
upotreba razrijedenog ili nerazrijedenog alkohola niti aromatiziranje izuzevsi
tradicionalne metode proizvodnje. Dopusteno je dodavanje karamela kao sredstva za
prilagodbu boje pi¢a. Ukoliko se stavlja na trziSte kao gotov proizvod brandy mora

sadrzavati najmanje 36% vol. alkohola. (2)

Neki od najpoznatijih brandya su francuski Armagnac i Cognac. Armagnac je
najstarija vrsta brandya u Francuskoj i proizvodi se u ograni¢enom podrucju na
jugozapadu Francuske posebno u okruzima Gers. Regija Armagnac nalazi se u srcu
drevne pokrajine Gascony u jugozapadnom kraju Francuske. Kod Armagnaca destilacija
se odvija u alambic destilatoru s kolonom od 5 do 15 tavana. U Francuskoj javnosti on se
smatra brandyem Francuske iako se nazalost ponekad dozivljava kao vrsta Cognaca sto
nije. Najcjenjeniji od najvecih svjetskih brandya je Cognac koji se smatra mjerilom za
ocjenjivanje drugih brandya. Dominirao je koncept brandya do te mjere da se rije¢
Cognac §iroko koristi u drugim zemljama kao sinonim- ,,Conac* u Spanjolskoj,
,»Cohnac* u Portugalu, ,,Konyak* u Centralnoj Europi. Cognac je zasti¢eno ime dobiveno
po istoimenom povijesnom gradu i proizvodi se samo u regiji Cognac u departmanima
Charente i Charente-Maritime. Tehnologija proizvodnje je propisana i zasti¢ena te sadrzi
tradicionalni destilacijski postupak - dvokratnu destilaciju pomocu jednostavnog
destilacijskog uredaja alambic Charentais, te dozrijevanje najmanje dvije godine u

ba¢vama od francuskog hrasta. (6,7)



U poznate europske brandye se ubraja i Spanjolski brandy podrijetlom iz regije
Jeres koji je specifican po odlezavanju u rabljenim ba¢vama od sherrya. Metoda
mijesanja koja se koristi kod proizvodnje sherry vina se primjenjuje kod proizvodnje
Brandy de Jerej gdje se mijeSaju destilati razlicite starosti. Italija ima dugu povijest
proizvodnje brandya i za razliku od Francuske nema ograni¢eno podrucje proizvodnje te
koristi regionalno grozde. Vecina se proizvodi u uredajima za destilaciju s tavanima iako
postoji niz manjih proizvodaca koji upotrebljavaju alambic destilatore. U znatnim
kolicinama se proizvodi Grappa, pi¢e dobiveno destilacijom komine grozda. U
Njemackoj se proizvode i konzumiraju znatne koli¢ine brandya nazvanog ,,weinbrand*
koji se proizvodi od uvezenog vina vecinom iz Francuske i Italije. Najpoznatiji
juznoameric¢ki brandy je Pisco, bistar i sirov brandy iz Perua i Cilea dobiven uglavnom
od muskatnog grozda dvostrukom destilacijom u kotlovima. U Cileu se u proizvodnji

koriste razlicite sorte vinove loze te se destilacija vrsi u loncima. (6)

COGNAC
)
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Slika 2. Cognac (8)



1.2.1. TEHNOLOGIJA PROIZVODNJE BRANDYA

Tehnoloski postupak proizvodnje brandya ukljucuje odredene operacije koje je

potrebno pravilno izvrSiti da bi se dobio proizvod vrhunske kvalitete, a te operacije su:

odabir sorte grozda,

e berba i prerada grozda,
e alkoholna fermentacija,
e destilacija,

e odlezavanje,

e finalizacija i punjenje u boce.

Na kvalitetu i okus brandya utjece dosta ¢cimbenika. Osim klimatskih uvjeta svi ostali

¢imbenici se mogu kontrolirati kako bi se zadrzala ili ¢ak poboljsala kvaliteta i senzorska

svojstva brandya. Najvazniji ¢imbenici su prikazani na slici 3. (9)

Stage

Input and variation

Grapes

Vinification

Distillation

Maturation

Climatological conditions
Grape variety

Ripeness of grapes
Sanitary state of grapes
Method of harvesting
Fermentation

Yeast variety

Storage conditions
Method of distillation
Presence of yeast
Processing

Barrel

Wood extracts

Slika 3. Cimbenici koji utje¢u na kvalitetu i senzorska svojstva brandya (9)
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1.2.2. SORTE GROZDPA

Osnovna sirovina za proizvodnju brandya je grozde, potom vino, pa sama
kvaliteta grozda znatno utjeCe na aromu i kvalitetu samog brandya. Vazna je sorta grozda
kao 1 uvjeti uzgoja, klimatske prilike 1 zemljiSna regija u kojoj se grozde uzgaja. Nije
nuzno da visoko kvalitetne sorte daju kvalitetan brandy. Glavne karakteristike sorti
grozda za brandy su niski sadrzaj alkohola i visi sadrzaj ukupnih kiselina. Jednako vazan
je 1 dobar omjer Secera 1 kiselina. Pozeljno je da sorte imaju sadrzaj ukupnih kiselina od
6 do 10 g jer veCi sadrzaj kiselina omogucava uspjesno provodenje alkoholne
fermentacije bez dodatka sumpornog dioksida. Prisutnost veceg sadrzaja kiselina snizava
pH vrijednost §to povoljno utjeCe na proces fermentacije i destilacije jer tako dobiveno
vino, odnosno destilat, sadrzi manje aldehida. Kao i izbor sorte vazno je i vrijeme berbe
grozda. Nuzno je da grozde sazrije, da ne bude prezrelo da bi se odrzao povoljan omjer
Secera i kiselina. Pogodne su sorte koje dospijevaju kasnije jer daju grozde sa smanjenim

udjelom Secera (ne vise od 0,22%) i poveé¢anim udjelom kiselina. (1,4)

Budu¢i da se od 4,5 L vina dobije 1 L brandya vazan je i prinos. Posto vecina
aromaticnih komponenti nastaje prilikom proces destilacije favorizirana je uporaba
grozda neutralnih karakteristika kao $to je to Ugni Blanc u proizvodnji Cognaca koja
osigurava zadovoljavajuéi prinos proizvodnje. Ne preporuc¢uju se muskatne sorte kao ni
sorte sa snaznim i postojanim okusom kao §to je Sauvigon blanc koje daju aromati¢na

vina te zbog izraZzene arome nisu pogodna za proizvodnju brandya. (10)

Sorte koje su pogodne za proizvodnju brandya su obi¢no bijele sorte kao
graSevina, kraljevina, pinot bijeli, rajnski rizling i1 Sipon, zuti plavac. Za proizvodnju

francuskog Cognaca se koriste sorte Ugni Blanc, Colombrad, Folle Blanche. (11)

Klimatski uvjeti imaju veliku ulogu u dozrijevanju grozda. Topla klima nije
pogodna za uzgoj grozda za brandy jer takvo grozde prezrije i dobiveno vino sadrzi vise
alkohola 1 manje kiselina §to nije poZeljno. Kod hladnije i vlaznije klime problem je §to
grozde ne sazrijeva dovoljno te dolazi do truljenja. Prema tome najbolje grozde dobiva

se u umjerenim klimatskim uvjetima. (4)
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Jo§ jedan ¢imbenik koji utjee na kvalitetu grozda je i tlo. Iako nije znanstveno
ispitano generalno je prihvaceno da tlo s viskom sadrzajem kalcijevog karbonata daje

bolje grozde. (12)

Vazno je da je koriSteno grozde zdravo. Jedno od najces¢ih mikrobnih
kontaminacija grozda je infekcija botritisom. Botrytis cinerea je plijesan koja proizvodi
supstance kao okt-1-en-3-ol (miris gljiva) koje imaju negativan u¢inak na aromu destilata

jer se miris plijesni moZe otkriti ¢ak i nakon destilacije i odleZavanja. (10)

1.2.3. BERBA I PRERADA GROZDPA

Berba grozda se obavlja kada je grozde tehnoloski zrelo. Kod manjih proizvodaca
berba se najcesce obavlja ru¢no gdje imamo bolje oCuvanje ploda, ali oduzima dosta
vremena za razliku od mehani¢kog nacina. GroZzde se mora §to prije transportirati u

vinariju da bi se uklonilo trulo grozde i pocelo s preradom grozda. (13)

Prerada grozda ukljucuje muljanje, runjenje i preSanje grozda. Muljanje je
postupak mehanickog drobljenja grozda gdje se izdvaja sok i meso od kozice grozda.
Runjenje je proces uklanjanja peteljkovine grozda prvenstveno radi smanjenja ekstrakcije
nezeljenih fenola, posebno tanina, koji daju trpak i gorak okus. Potom se dogada
maceracija, odnosno ekstrakcija, gdje se oslobadaju enzimi iz stanica grozda koji
osiguravaju lakSe otapanje i oslobadanje tvari vezanih unutar stanica mesa, sjemenki 1

pokozice. Vrijeme maceracije je obi¢no u prvim fazama fermentacije. (14)

PreSanje grozda je zapravo stiskanje masulja pri cemu se odvaja sok (most) od
krutih dijelova (kozice, mesa i sjemenke). PreSanje je vazno provest odmah nakon berbe
jer grozde s zapocetom fermentacijom na koZzi nije poZeljno. Presa s kontinuiranim radom
se ne koristi jer uzrokuje povecavanje vinskog taloga i oslobadanje nezeljenih spojeva
zbog Cega se upotrebljavaju prese s diskontinuiranim radom. Takoder postoje mehanicke
ili pneumatske prese koje su pogodne za koriStenje jer ne uzrokuju veliko oste¢enje na
kozici. Da se izbjegne ekstrakcija fenola presanje se provodi umjerenim pritiskom. (12)
Mora se ograniCiti aeracija 1 oksidacija moSta tijekom prerade grozda. Grozde se
preraduje po tipu bijelog vina bez obzira je li koriSteno grozde bijelo ili crno. Vrijeme

izmedu presanja grozda i fermentacije treba biti Sto krace jer se kod prerade grozda za
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brandy ne koristi sumporov dioksid ¢ija je uloga zastita mosta od oksidacije i mikrobnog
kvarenja. Sumporov dioksid se ne koristi kod prerade grozda ni u mostu jer se njegovom
uporabom povecava koli¢ina aldehida koji za vrijeme destilacije grade tioestere (C2H5-S-
H5-C2) koji daju neugodan i oStar miris destilata. U kontaktu s bakrom stvara bakrov
sulfid (CuS) koji uzrokuje korodiranje bakrenih dijelova kazana. Nije pozeljan ni u vinu
za destilaciju jer tijekom destilacije nastaje etil-merkaptan (C2H5-SH) koji ima neugodan
miris osjetan Cak i u malim koncentracijama. Sumporov dioksid otezava i proces

odlezavanja odnosno starenja vinskih destilata. (4,10)

U odredenim slucajevima gdje higijensko stanje grozda nije zadovoljavajuce,
mostu se smije dodati sumporov dioksid u koncentraciji od 0,01 g/L da bi se izbjegla

pojava etil-laktata i etil-acetata. (10)

1.2.4. ALKOHOLNA FERMENTACIJA

Alkoholna fermentacija ili alkoholno vrenje, kako se ¢esto naziva, je biokemijski
proces mikrobioloske pretvorbe monosaharida (glukoza, fruktoza) u alkohol etanol i
ugljikov dioksid. Mikroorganizmi zasluzni za tu pretvorbu su kvasci. Prvu formulu

alkoholne fermentacije je dao Gay-Lussac 1815. godine:
CeH1206 — 2 CH3CH20OH + 2 CO2

Vina koriStena za dobivanje destilata za proizvodnju brandya se rade po
tehnologiji proizvodnje bijelih vina gdje se u fermentaciji koristi most. Most sadrZi vodu,
Secer 1 kiseline te je dobar medij za kvasce jer sadrzi sve tvari potrebne za razvoj
mikroorganizama. Najznacajniji kvasci za proizvodnju vina su iz rodova Saccharomyces,
Candida, Torulaspora, Kloeckera, Schizosaccharomyces, Metschnikowia i drugi. (14)
Najveci broj kvasaca vaznih za alkoholnu fermentaciju dolazi upravo iz roda
Saccharomyces. Za neke vrste iz toga roda se smatra da su glavni nositelji procesa
alkoholne fermentacije. Prisutne su i druge manje zastupljene vrste kvasaca koje takoder

utjecu na kvalitetu vina i destilata vina svojim metabolizmom. (15)

Kvasci obi¢no potje¢u s povrSine grozda, povrsine opreme vinarije i razlicitih

starter kultura koje se koriste u kontroliranoj provedbi alkoholne fermentacije. Ukupna
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populacija kvasaca i odnos medu vrstama na grozdu odreduju mnogi faktori kao $to su
klimatski faktori (temperatura, oborine i drugi), upotreba fungicida, fizikalna oStec¢enja
uzrokovana mikroorganizmima, insektima i pticama kao i kultivar vinove loze, stupanj

zrelosti grozda te samo vrijeme berbe grozda. (14)

Na aromu i okus vina i destilata od vina snazno utjeCe vrsta upotrijebljenog
kvasca. Cavazza i sur. su ispitali utjecaj Sest vrsta kvasaca iz roda Saccharomyces na
stvaranje hlapljivih spojeva. Svaki most od cetiri kultivara vinove loze je fermentiran sa
Sest razli¢itih sojeva Saccharomyces te je u svakom fermentiranom proizvodu
kvantificirano 38 hlapljivih tvari. Statisticka analiza podataka je pokazala da se
koncentracija vaznih spojeva okusa kao §to je 2-fenetil-laktata, etil-butanoata, butanske
kiseline, heksanske kiseline koja daje voénu aromu, etil-hidroksibutanoata koji daje
vinsku aromu, heksanola koji daje aromu nalik zelenom lis¢u i 2-feniletanola koji daje

ruzicast miris, znacajno razlikovala od serije do serije ovisno o soju koriStenog kvasca.

(16)

Soj koji proizvodi povisene razine 2-feniletanola (cvjetni miris) i niske razine
acetaldehida (“Sherry miris*) ima prednost jer ti spojevi pozitivno utjeu na destilat.
Takoder talog kvasaca ima ucinak na koncentraciju visih alkohola i estera u destilatu jer
u sebi sadrzi visoke koncentracije masnih kiselina i estera masnih kiselina koje daju vazne
kvalitete proizvodu. PoviSena razina estera i umjerena koncentracija viSih alkohola
pozitivno utjeCe na kvalitetu proizvoda dok su visoke koncentracije etil-acetata i izomil-

acetata nepozeljne. (12)

Alkoholna fermentacija je anaeroban proces zbog brze potro$nje kisika iz mosta
te nastanka ugljikov dioksida koji osigurava anaerobne uvjete. Nastali ugljikov dioksid
se nakuplja na povrsini komine te onemogucava razvoj aerobnih bakterija i plijesni.
Alkohol koji nastaje u fermentaciji inhibitorno djeluje na vecinu bakterijskih vrsta te tako
smanjuje njihov broj. U takvim uvjetima omogucen je razvoj jedino kvasaca koji jedini 1
zaostaju na kraju fermentacije. U ranijim fazama fermentacije odnosno tijekom spontane
fermentacije prisutni su kvasci iz ne-Saccharomyces skupine kao §to su Kloeckera
apiculata, Candida stellata, Metschnikowia pulcherrima dok u kasnijim fazama njihov
rast inhibira nastali alkohol. Fermentaciju potom nastavlja i zavr§ava Saccharomyces

cerevisiae koji je otporan na visoku koncentraciju sintetiziranog etanola. (17)
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lako se sumporov dioksid tradicionalno koristi kao konzervans protiv oksidacije
u proizvodnji vina njegova uporaba u proizvodnji vina temeljnih za brandy nije dopustena
zbog korozivnog ucinka na destilatore te zbog opasnosti nastanka sumporne kiseline

tijekom sazrijevanja u hrastovim bacvama. (18)

Proces fermentacije se odvija u spremnicima, ba¢vama razlicitih veli€ina, ali u
velikim proizvodnjama obi¢no se koriste betonski tankovi. Proces vrenja se odvija na
temperaturi od 25 °C i traje 3 tjedna. PoviSena temperatura osigurava da proces
fermentacije napreduje, da ne zaostaje niti proizvodi nepozeljne i neugodne mirise.
Dobiveno vino je kiselo i zamuceno, te mora imati boju karakteristi¢énu za bijelo vino,
zelenkasto-zutu ili svijetlo crvenu ukoliko potjece od crnih sorata. Vino za destilaciju
mora imati sadrzaj alkohola od 8 do 10% vol., ukupnih kiselina iznad 8 g/L te ne smije
sadrzavati vise od 0,2% neprevrelog Secera jer on utjeCe na teze odvajanje soli vinske
kiseline iz komine nakon destilacije. Na kvalitetu brandya utjece i sadrzaj dusiénih tvari
vina te ukoliko je potrebno u procesu fermentacije se moze dodati diamonijev fosfat koji
povecava stvaranje estera, a inhibira nastanak visih alkohola. Mlada vina s ponesto vise
vinskog kvasca se smatraju pozeljna za proces destilacije jer destilacijom kvasca dolazi
do izdvajanja estera koji daju ugodnu aromu. Vino koje ide na destilaciju ne mora biti
bistro, ali mora biti zdravo, bez stranih mirisa i okusa te imati izrazene sortne

karakteristike arome. (3,12)

1.2.5. DESTILACIJA

Nakon provedene alkoholne fermentacije slijedi destilacija. Destilacija je fizicko
kemijski separacijski proces temeljen na razli¢itoj tocki hlapljivosti gdje se isparavanjem,
zatim kondenziranjem nastalih para procis¢avaju kapljevine. Nacelo destilacije je
spoznaja da je koncentracija komponenti razli¢ita u plinovitoj i tekucoj fazi. Fermentirani
proizvodi grozda i vina, komine i razne druge sirovine bogate alkoholom se zagrijavaju
u destilacijskom uredaju, te se tako hlapljivi spojevi prevode u plinovito stanje potom
kondenziranjem tih para nastaje destilat. Glavni i najzastupljeniji sastojak destilata je
etilni alkohol potom voda, te u manjoj koli¢ini primjese. Uz koncentriranje etanola dolazi

1 do prijenosa niza drugih hlapljivih spojeva koji potjecu iz sirovine ili su nastali u procesu
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fermentacije i destilacije. Upravo zbog toga destilacija se smatra jednim od najvaznijih

koraka u proizvodnji jakih alkoholnih pica. (3,19)

Period izmedu alkoholne fermentacije i destilacije moze trajati do 5 mjeseci iako
je pozeljno da se destilacija provede u $to kra¢em roku nakon fermentacije. Upravljanje
kisikom je Kkljuéno jer su mnogi pozeljni hlapljivi spojevi nastali tijekom fermentacije
osjetljivi na oksidaciju. U periodu izmedu ta dva proces dogadaju se kemijske reakcije
koje mijenjaju sastav vina. Tih promjena nema kod sadrzaja visih alkohola u vinu, ali se
sadrzaj estera moze znacajno smanjiti. NajviSe pogodeni su upravo esteri s pozeljnim
aromatskim svojstvima kao S$to su heksil-acetat, fenetil-acetat, etil-kaprilat, etil-
heksanoat, etil-kaprat, etil-laurat. Istovremeno se dogada nepozeljno povecanje etil-

laktata, etil-acetata, dietil-sukcinata, octene kiseline i acetaldehida. (10)

Tijekom destilacije uz ekstrakciju hlapljivih spojeva dogadaju se brojne kemijske
reakcije kao Sto su acetalizacija, esterifikacija, Maillardove reakcije i Streckerove
degradacije koje uveliko utjecu na kvalitetu pi¢a. Razlog zasto se ove reakcije dogadaju
su niz povoljnih reakcijskih uvjeta kao $to su pogodna temperatura, sadrzaj otopljenog
kisika i antioksidansa i drugi. Zbog visoke temperature dogadaju se kemijske reakcije
poput reakcija izmedu Secera i aminokiselina koje tvore heterocikle kao $to su furani,
pirazini i piridini, te hidroliziraju¢e nehlapljive terpenske glikozide i slobodne hlapljive
terpene. (6) Zbog tih procesa specifican miris grozda i sastojci mirisa bi mogli ostati u
optimalnom omjeru tijekom destilacije i tako opskrbiti proces starenja s pozeljnim

mirisnim spojevima. (10, 20)

Glavni cilj destilacije je izdvajanje etilnog alkohola u povoljnom odnosu s
primjesama, stoga velika koli¢ina vode i primjesa u destilatu nije pozeljna. Upravo zbog
toga se sirovi destilat (meka rakija) ne koristi u pripremi gotovih proizvoda nego se
podvrgava smanjenju neZeljene vode i primjesa. Postupci kojima se to postize su

redestilacija, deflegmacija i rektifikacija. (21)

Redestilacija je najstariji oblik pojaavanja i pro¢is¢avanja sirovog destilata. To
je ponovljena destilacija kojom se koncentrira alkohol etanol na raCun smanjenja vode i
primjesa. Najce$¢e se obavlja na obi¢nim, domac¢im kotlovima i nekada se destilacija
mora ponoviti par puta kako bi se postigla visoka koncentracija alkohola. Samo

koncentriranje je jace ukoliko je koli¢ina alkohola u sirovom destilatu manja. (21)
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Deflegmacija je takoder proces pojacavanja i proc¢is¢avanja sirovog destilata, ali
se izvodi na slozenim uredajima za destilaciju. Ti uredaji za destilaciju pored obi¢nog
hladnjaka sadrze posebni hladnjak nazvan deflegmator. Proces destilacije se odvija tako
da alkoholne pare prvo odlaze u deflegmator gdje se djelomi¢no hlade i kondenzira se dio
alkohola, vode i primjesa koji se naziva flegma. Flegma se automatski vra¢a natrag u
uredaj za destilaciju, a pojacane i proc¢is¢ene alkoholno vodene pare se kondenziraju u
glavnom hladnjaku, te tako daju destilat s ve¢im sadrzajem alkohola i manjim sadrzajem
vode 1 primjesa bez ponovne destilacije. Prednosti ovog procesa su usteda vremena,
energije i radne snage, te Cinjenica da se prvom destilacijom dobiva destilat vece Cistoce

ijacine. (21)

Rektifikacijom se hlapljivi spojevi uklanjaju iz kapljevine vise puta ponovljenom
frakcijskom destilacijom i kondenzacijom. Provodi se na slozenim uredajima za
destilaciju koji uz rektifikacijsku kolonu imaju i deflegmator. Proces se temelji na
principu da nastala para sadrzi vise lako hlapljivih spojeva u odnosu na kapljevinu iz koje
je proizasla i djelomi¢nim hladenjem odnosno kondenzacijom ta para se moze i dalje
obogacivati lakse hlapljivim spojevima jer je kondenzat nastao iz te pare bogatiji teze
hlapljivim spojevima. Tako od prve destilacije nastaje pro¢iscen i jak destilat nazvan

rektificirani destilat. (22)

Kod proizvodnje kvalitetnog brandya nuzna je dvostruka destilacija koja destilat
obogacuje pozeljnim karakteristikama i uklanja nepozeljne primjese. Prva destilacija je u
biti proces koncentriranja gdje se zagrijavanjem odnosno destiliranjem vina temeljnog za
brandy uklanja voda i dobiva se tako-zvani sirovi brandy ili brouillis. Proces obi¢no traje
izmedu 6 1 9 sati te je nuzno da se destilacija odvija mirno, kap po kap odnosno bez
,udara®. Prvi dio destilata ima alkoholnu jakost oko 83% vol. 1 obi¢no se odstranjuje jer
sadrzi nepozeljne spojeve poput acetaldehida i etil-acetata. Sirovi brandy ili ,,dusa vina“,
kako se naziva sadrzi sve pozeljne hlapljive spojeve iz vina, sadrzaj alkohola izmedu 26
I 32% vol. i1 dosta je ostar. Kada se skupi dovoljna koli¢ina sirovog destilata slijedi

redestilacija uz izdvajanje frakcija s ciljem uklanjanja viska nepozeljnih primjesa. (12)

U kazanu zaostaje patocna voda bogata vrijednim komponentama vina koje se
mogu iskoristit ukoliko se u pato¢nu vodu bez alkohola doda do 10% sirovog vinskog

destilata 1 takva smjesa podvrgne odlezavanju u hrastovim spremnicima u trajanju od 3

17



do 5 tjedana. Nakon toga se destilira i dobiven destilat nazvan ,,aromati¢na voda“ koji se

moze koristiti za finaliziranje brandya. (4)

Druga destilacija ili redestilacija se provodi s ciljem intenziviranja i procis¢avanja
alkohola te se mora izvoditi mnogo pazljivije od prve destilacije. Trajanje je obi¢no oko
10 do 12 sati. U svrhu odstranjivanja nezeljenih primjesa i komponenti vrsi se
redestilacija uz izdvajanje frakcija. Vrijeme reza odredenih frakcija odreduju destileri
ovisno o koncentraciji alkohola i sastavu odredenih hlapljivih spojeva i uvelike je vazno

iskustvo osobe koja provodi proces destilacije. (23)
Razlikuju se tri frakcije:

e prvitok (prvijenac),
e drugi tok (srce, brouilius) i

e tredi tok (patoka).
Prvi tok (prvijenac)

Komponente koje ¢ine najveéi sadrzaj prvog toka su etil-acetat, metanol,
acetaldehid, i visi alkoholi. To su komponente niskog vrelista koje daju nepozeljan miris
i zamucenje, ¢ak i bijelu boju prvom toku. Kako destilacija napreduje dolazi do bistrenja
1 povecavanja etanola te se radi frakcioniranje prvog toka obi¢no na temperaturi od 74 do
76 °C kada i nestaje ,,bockajuci* miris aldehida. Prvi tok sadrzi oko 70 do 75% vol.

alkohola i zbog losih svojstava se odbacuje. (24)
Drugi tok (srce, brouilius)

Srce redestilacije je najkvalitetniji dio destilata, uz dovoljnu koli¢inu etanola i
drugih hlapljivih spojeva vaznih za kvalitetu brandya. Za razliku od prvog toka koji
obic¢no traje 15 min, drugi tok traje dosta duze. Sadrzaj alkohola ostaje od 68 do 70% vol.
I kada krene padati ukazuje na kraj srednjeg toka. Kod jakosti od 50% vol. alkohola i uz

prisustvo reskog mirisa srednji tok je zavrsen. (4)
Treéi tok (patoka)

Zadnji tok se hvata sve dok koncentracija alkohola ne padne na 0% i u kotlu
zaostaje samo patocna voda. Kao 1 prvi tok, patoka sadrZi dosta visSih alkohola, aldehida,

hlapljivih kiselina. Patoka se moze mijeSati s prvim tokom i ta smjesa se podvrgava
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redestilaciji uz frakcioniranje. Srednji tok te redestilacije se koristi u proizvodnji brandya
losije kvalitete. (4)

Ovakvim postupkom dobiva se 1 do 2% prvog toka, 30 do 35% drugog toka i 15
do 25% zadnjeg toka. Destilat koji se dalje podvrgava odlezavanju je drugi tok odnosno
srce redestilacije i sadrzi 62 do 70% alkohola i metanola do 0,1%. Ostale komponente su
dane u mg/100ml i iznose: visi alkoholi od 150 do 600, esteri do 250, aldehidi 50 te u

dosta manjim koli¢inama su sumporna kiselina 10, bakar 8, furfural 5, olovo 5. (4)

) First distillation ) Second distillation
Mixture A » Mixture B » Mixture C
10% alcohol/volume 28 % alcohol/volume 70% alcohol/volume
- First distillation — Second distillation
Wine P Brouillis »| Brandy

Slika 4. Tehnika dvostruke destilacije. (6)

Uz pomo¢ koeficijenata isparavanja alkohola, primjesa i rektifikacije moze se
odrediti dinamika prelazenja spojeva u destilat. Glavni sastojak etanol ravnomjerno opada
kako napreduje proces destilacije. Isto tako se ponasa i metanol. Aldehidi i etil-formijat
najintenzivnije prelaze u prvu frakciju potom im se koncentracija naglo smanjuje. Etil-
acetat se takoder destilira u prvoj frakciji uz nagli pad koncentracije iako ga se moze
pronacdi i u trecoj frakciji. Butanol, izo-butanol i amilni alkohol prelaze u prvoj frakciji,
te im koncentracija opada. Propan-1-ol u cijelosti prelazi u prvi tok, a hlapljive kiseline
najvise u treci tok. Furfural se pojavljuje pocetkom glavnog toka i do samog kraja glavnog

toka se povecava i zatim se u trec¢oj frakciji smanjuje. (4)

Tijekom destilacije dolazi do stvaranja i nestajanja nekih komponenti, te do
njihovih promjena u odnosu na izvorno stanje. Dogadaju se i brojne reakcije kao
esterifikacija, hidroliza, acetalizacija i povremeno piroliza. Reakcije tijekom prve
destilacije su vazne u odredivanju karakteristika brandya i na njih utjecu razliciti
¢imbenici kao §to je i sastav vina, veli€ina i stanje kotla, trajanje destilacije i temperatura
unutar kotla. Ukoliko se vrsi destilacija s talogom destilat ¢e imati visoke razine masnih
kiselina, estera srednjelanc¢anih i dugolan¢anih masnih kiselina i dusikovih spojeva.
Masne kiseline su pozeljne jer se ponasSaju kao ,,fiksatori* za brojne druge aromatske

spojeve. Aminokiseline i reducirajuci Seceri mogu sudjelovati u Maillardovim reakcijama
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koje daju slozeni niz heterociklickih spojeva u koje ubrajamo hlapljive spojeve okusa i

smede melanoidine ve¢e molekularne tezine. (12)

Destilacijski uredaj koristen za proizvodnju brandya je alambic uredaj izraden od
bakra 1 bronce. Oblik, materijal uredaja, kapacitet 1 metode grijanja su faktori koji utje€u
na kvalitetu destilata i definirani su od 1936. g. Neki dijelovi kao Sto su ventil i
kondenzator mogu biti izradeni od nehrdajuceg Celika iako se smatra da je najbolji i
najucinkovitiji materijal za izradu bakar. Dobar je vodi¢ topline, te visoke temperature
bakrenog kotla kataliziraju mnoge kemijske reakcije koje doprinose kvaliteti brandya,
reaktivan je sa spojevima iz vina kao $to su masne kiseline i spojevi sa sumporom i

otporan je na koroziju. (23,25)

Slika 5. Uredaji za destilaciju: (A) Charentais alembic (francuski stil) i (B) uredaj s

kolonama (njemacki stil) (26)

Najvazniji dijelovi tipi¢nog alambic uredaja prikazanog na slici 6. su: bakreni
kotao, kapa, labudi vrat, predgrija¢, zavojnica, kondenzator, hidrometar, tank za prvi tok

i grijac.
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(A) Bakreni kotao (chaudiere) je glavni dio alambica. Posebno je napravljen da
izdrzi direktan plamen i temperaturu oko 815 °C. UnutraSnjost je glatka i dobro
polirana kako bi se olakSalo ¢iS¢enje i odrzavanje. Pomoc¢na oprema kotla
ukljucuje cijev za punjenje, boc¢ni prozor i otvor za odzracivanje, prskalicu za
pranje kotla i ventil za praznjenje.

(B) Kapa (chapeau, chapiteau) se nalazi poviSe kotla i ovisno o zahtjevima
destilera iznosi od 10 do 12% kapaciteta kotla. Oblik i volumen kape imaju vazan
utjecaj, odreduju odabir koncentracija 1 odvajanje razli¢itih hlapljivih
komponenti. Proces selekcije se dogada kada se hlapljivi spojevi kondenziraju u
kapi i vracaju natrag u kotao. Tu se dogada proces deflegmacije, a ovaj fenomen
se naziva refluks.

(C) Labudi vrat (col de eygne) je cijev savinuta kao labudi vrat i povezuje kapu
s kondenzatorom odnosno ima ulogu usmjeravanja alkoholno vodene pare u
spiralnu cijev kondenzatora. Visina i oblik cijevi imaju vaznu ulogu u procesu
vracanja refluksa.

(D) Predgrija¢ (chaufee-vin) se nalazi oko labudeg vrata odnosno labudi vrat
prolazi kroz njega. Tijekom prvih sati destilacije predgrija¢ se puni za sljedecu
seriju destilacije. Ovdje se vino podgrijava za iducu destilaciju usmjeravanjem
vrucih para trenutne destilacije iz kotla preko labudeg vrata u kondenzator. Kada
je postignuta odgovarajuc¢a temperatura vina, otvori se odvodna cijev predgrijaca
kako bi se izbjeglo nepozeljno pregrijavanje vina.

(E) Zavojnica (serpentin) je zavr$ni dio destilacijskog uredaja takoder izradena
od bakra. Bakar reagira s komponentama destilata kao $to su masne kiseline i
sumpor i tijekom kondenzacije tvore se netopljivi spojevi. Kada dodu do otvora
hidrometra filtracijom se uklanjaju iz destilata. Dvije su uloge zavojnice. Prva je
kondenziranje alkoholno vodenih para, a druga hladenje destilata na odgovarajucu
temperaturu za proces filtracije. Promjer zavojnice je vec¢i u pocetku kako bi se
olakSala kondenzacija zatim se postupno smanjuje dok ne dode do otvora
hidrometra.

(F) Kondenzator (condenseur) je cilindriéni spremnik izraden od bakra ili
nehrdajuceg celika, inoxa, koji sadrzi bakrenu spiralnu cijev. Kapacitet mu je oko

5000 litara. Za vrijeme destilacije ispunjen je hladnom protocnom vodom. Hladna
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voda ulazi na dnu, a topla voda, zagrijana tokom kondenzacije, izlazi na vrhu
kondenzatora pomocu odvodne cijevi.

(G) Hidrometar (porte-alcoometar) izraden od bakra sa svrhom filtriranja
destilata, prac¢enja temperature i sadrzaja alkohola buduéeg brandya predstavlja
pristupnu toc¢ku destilatoru kako bi pratio odvijanje destilacije.

(H) Tank za prvi tok (cuvon de tetes) je mali spremnik od nehrdajuceg Celika
volumena oko 55 litara i sluzi za skupljanje prvog toka, ,,glave* destilata.

(1) Grija¢ (bruleur) je smjesten ispod kotla i opremljen kontrolnom lampicom i
pouzdanim sigurnosnim sustavom. Plinska upravljacka ploca se nalazi na prednjoj
strani alambica za lakSu kontrolu plina. KoriStena goriva su propan, butan i
prirodni plin. Temperatura ispod kotla doseze od 760 do 870 °C. Tako visoka
temperatura je potrebna za zagrijavanje i hladenje vina radi stvaranja aroma

tijekom destilacije. (27)

Zbog specifi¢nog oblika nalik na tikvicu alambic uredaj se dokazao kao jedan od

najboljih uredaja tijekom koncentriranja i selekcije hlapljivih spojeva u procesu

destilacije. (12)
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"ALAMBIC CHARENTAIS™"
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Slika 6. Shematski prikaz grade alambic destilacijskog uredaja (27)
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1.2.6. DOZRIJEVANJE

Nakon destilacije destilat jacine 65 do 70% vol. alkohola je bistar, oStrog mirisa i
okusa i nepotpuno aromatican, te se podvrgava dozrijevanju odnosno starenju da bi se
dobilo kvalitetno, aromaticno pice. Sazrijevanje se dogada u drvenim ba¢vama. Poznato
je da drvo, odnosno otapanje drvenih komponenti, pridodaje vrijednosti kvalitete
alkoholnih pica i smatra se da je starenje u drvenim bacvama od primarne vaznosti za
kvalitetu pi¢a. Hrast se koristi za starenje alkoholnih pi¢a od davnina. Kvalitete hrasta
zbog kojih se koristi u procesu starenja su mehanicka i radna svojstva kao S$to su trajnost,
tvrdoca, savitljivost, propusnost, ali i spojevi koji se mogu ekstrahirati poput tanina i

drugih aromati¢nih spojeva. (28)

Svi hrastovi upotrijebljeni za proizvodnju bacvi su bijeli hrastovi pripadnici
podskupine Leucobalanus ili Lepidobalanu, a u Europi se gotovo iskljucivo koriste dvije
vrste; Quercus rubur (hrast luznjak) i Quercus petraea (hrast kitnjak). Hrast kitnjak
onemogucéuje mnoge izmjene izmedu vina, drva i vanjskog okolisa tijekom godina
odlezavanja, te nije pogodan za proizvodnju. Posebnost kod pravljenja bacvi je da su
stabla sjeCena, ne pilana i duzice ovih bacvi se rade od stabala starih 40 do 50 godina.
Sredi$te i vanjski dio stabla nisu pogodni za uporabu, samo 20% debla je uporabljivo.
Komadi koji se koriste za pravljenje duzica neko vrijeme ostaju izlozeni na zraku kako bi
drvo dozrjelo. Taj korak uklanja dio visoko astrigentnih tanina, oksidaciju fenola i tanina,
degradaciju lignina 1 razvoj plijesni koja uzrokuje tamnu boju duzica. Nakon suSenja
slijedi cijepanje daski na duzice te formiranje bac¢vi grijanjem i vlazenjem duzica kako bi
se savile u to¢no odreden oblik. Zadnji korak je paljenje bac¢vi. Razlikujemo tostiranje i
pougljenjivanje bacvi ovisno o primijenjenoj temperaturi i vremenu trajanja paljenja.
Ovim postupcima povecavamo koli¢inu fenola, laktona, razgradnih spojeva lignina kao
Sto je vanilin i ekstrakciju hemiceluloze. Tostiranje se uglavnom primjenjuje u
proizvodnji Cognaca. Proces podrazumijeva nizu temperaturu tijekom duzeg perioda
vremena. Tada se bac¢va polagano zagrijava na otvorenom plamenu, te toplina prodire
duboko u drvo koje poprima tamnosmedu boju. Pougljenjivanje traje dosta krace uz
primjenu vise temperature. Toplina ne stigne prodrijeti duboko u drvo i povrSina bacve
ostaje crna. Tijekom tostiranja fenoli mogu nestati isparavanjem ili mogu biti produkti
priolize. Pougljene ba¢ve vecinom sadrze ugljik i produkte pirolize koji djelomi¢no

prelaze u destilat daju¢i mu okus dima koji je nepoZeljan u prepoznatljivim razinama.
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Visoka temperatura hrasta je povezana sa smanjenim hemicelulozama i poveéanim
derivatima furfurala. Jako visoka temperatura hrasta uzrokuje polimerizaciju furfurala s
ligninom dajuci fenol-aldehid netopljive smole. Glavna kiselina nastala sazrijevanjem je
octena kiselina i znaCajna koli¢ina moze nastati tijekom tostiranja, viSe tijekom
pougljenjivanja. Analozi vanilina su znatno vazni za aromu pic¢a i mogu biti u koli¢ini
iznad osjetilnog praga posebno u novo przenim bacvama s talogom. Tijekom paljenja
bac¢vi dolazi do razgradnje Secera i nastanka maltol i 2-hidroksi-3-metil-ciklopentanon s
potencijalno slatkim i karameliziranim mirisom. Na nastajanje spojeva tijekom paljenja
bacvi vazna je i temperatura kao S$to je prikazano na slici 7. Povecanje temperature utjece
na razinu hlapljivih fenola u destilatu. Potpuna piroliza hemiceluloza se dogada oko 220
do 300 °C, dok se celuloza depolimerizira i pirolizira oko 310 do 380 °C s oksidacijom
krutog ostatka izmedu 460 i 500 °C. Kondenzacija i cijepanje lanca lignina se dogada
izmedu 220 i 250 °C, a aktivna piroliza aromatskih prstenova na oko 300 do 400 °C.

Tijekom paljenja tanini koji se mogu ekstrahirati su drastiéno smanjeni. (6)

200 240 280 320 360 400 440 480 520°(F)

Slika 7. Utjecaj temperature paljenja ba¢vi na razvoj okusa (6)

Destilat se prvo puni u nove hrastove bac¢ve, te kasnije prebacuje u stare. Vazno
je ba¢ve ne puniti do vrha nego ostaviti prazan prostor od 5 do 10 litara zapremnine.
Nakon §to destilat dobije zlatno Zutu boju i odgovarajucu koli¢inu ligninskih i taninskih
tvari prebacuje se u stare bacve gdje ostaje do kraja procesa odlezavanja. Vazno je mjesto
¢uvanja bacvi tijekom starenja. Najidealnije su zamracene, prozracne prostorije umjerene

vlaznosti. (4,13)

Prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima brandy je pice koje je minimalno

jednu godinu dozrijevalo u hrastovim spremnicima ili najmanje $est mjeseci u hrastovim
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ba¢vama zapremnine manje od 1000 litara. Na vremenski period sazrijevanja utjece i
kvaliteta destilata, veli¢ina, podrijetlo i na¢in paljenja bacvi kao 1 okolina u kojoj se odvija

odlezavanje. (29)

Promjene u okusu i mirisu destilata nastaju zbog promjena u sastavu i
koncentraciji spojeva koji utjeCu na sami okus i miris. Te promjene mogu uzrokovati
izravna ekstrakcija drvenih komponenti, razgradnja makromolekula drva i ekstrakcija
produkata u destilat, reakcija izmedu komponenti drva i sastojaka destilata, reakcije koje
ukljuc¢uju samo ekstrakte drva, reakcije koje ukljucuju samo komponente destilata 1

isparavanje hlapljivih spojeva. (29)

Tijekom starenja dogada se oksidacija etanola u acetaldehid koji s alkoholima
moze stvarati acetale. Acetali daju destilatu mekan okus 1 ugodnu aromu. Kod estera se
mijenja samo njihov odnos, a ne sadrzaj. Tako ¢e se povecati udio etil-acetata, a smanjiti
udio estera visih alkohola. Dolazi do povecavanja kiselosti destilata §to omogucéava
olaksanu hidrolizu hemiceluloze tijekom koje se izdvajaju Seceri koji osiguravaju zeljenu

notu arome. (13)

Eugenol je spoj karakteristi¢an za pi¢a koja su odleZavala u hrastovim ba¢vama i
daje aromu klin¢i¢a. Aromatski aldehidi i furani nastali razgradnjom lignina i polisaharida
spadaju medu spojeve vezane za okus i aromu pica. Vanilin i drugi aromatski aldehidi
nastali u procesu transesterifikacije hemiceluloze se smatraju vaznima za ,,bouquet™
brandya. Hlapljivi fenoli pridonose zadimljenom karakteru iako neki od ovih spojeva
mogu potjecati iz drugih izvora osim drva. Reakcije u kojima sudjeluju komponente
sirovog destilata i drva su oksidoredukcijske reakcije, esterifikacija, Maillardove reakcije
I polimerizacija i polikondenzacija. (29)

Nehlapljivi polifenolni spojevi poput tanina i lignina mogu utjecati na aromu
brandya smanjenjem topljivosti hlapljivih spojeva. Tanini svojim otapanjem pridonose
stvaranju zeljene smede boje pi¢a. Masne kiseline i steroli dobiveni djelom iz hrastova
drva mogu uzrokovati zamucenje ili taloZenje. Postupno steceni okus uzeglosti je povezan

s hidrolizom estera masnih kiselina i njihovom oksidacijom do ketona. (29)

Oksidacija i isparavanje hlapljivih spojeva imaju vaznu ulogu u formiranju arome
brandya. Drvo je porozno i dopusta malim koli¢inama kisika da lagano difundiraju u

destilat gdje sudjeluje u reakcijama sazrijevanja izmedu kemijskih komponenti. Tvari
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ekstrahirane iz drva, poput laktona, derivata vanilina i fenola, furanske komponente, su u
korelaciji s razli¢itim mirisnim atributima poput dima, vanilije, tostiranog i susenog voca

koji pozitivno utjecu na kvalitetu brandya. (10)

Na razinu ekstrakcije i prirodu ekstrahiranih spojeva utjece i status ba¢ve (nova
ili prethodno koristena), botani¢ko podrijetlo drva, struktura. Glavni ekstrahirani spojevi
su derivati lignina (vanilin), laktoni (uglavnom metil-oktalakton), furanski derivati
(furfural) koji daju drvenaste, za¢inske note karakteristicne za alkoholna pic¢a odlezavana
u drvenim bacvama. Tijekom starenja sadrzaj etanola se smanjuje isparavanjem i
povecava se koncentracija tvari manje hlapljivih od etanola poput visih alkohola.
Transesterifikacijom se sadrzaj visih alkoholnih estera, nastalih tijekom fermentacije,
smanjuje kao i utjecaj istih, dok aromatska snaga pica raste. Reakcijom izmedu spojeva
destilata i drva, odnosno etanola i spojeva ekstrahiranih iz drva, nastaju esteri (etil-vanilat,

etil-siringat) i eteri (vanilin-etil-eter). (23)

Slika 8. Hrastove bacve (30)
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1.2.7. FINALIZACIJA

Zadnji korak u proizvodnji brandya je njegova finalizacija. Finalizaciju Cine
procesi mijeSanja odlezanih destilata razliCite starosti, koriStenje aromatske vode,

Secernog sirupa, Secerne boje odnosno karamela i drugih ekstraktnih tvari. (4)

Nakon odlezavanja brandy se pumpa iz bac¢vi u tankove i hladno stabilizira kako
bi se istalozile nestabilne otopljene tvari poput spojeva s kalcijem i zeljezom. Poslije
filtracije okus brandya je i dalje poprili¢éno ostar, ali se ocjenjuje i razvrstava prema
puno¢i, uravnoteZenosti, meko¢i i intenzitetu okusa. Kada su sve komponente
iskombinirane prema recepturi dodaje se Cista destilirana voda kako bi se prilagodila

alkoholna jakost od 40 do 45% vol. (12)

Seéer se dodaje u jako malim koli¢inama tako da mu koncentracija iznosi oko 1,5
g/L. Okus Secera se ne osjeti u picu, ali pospjesuje zaokruzivanje pic¢a. Preporucuje se
koristiti Secer iz SeCerne repe posto je neutralnijeg okusa od Secera iz Secerne trske.
Karamel se koristi u korigiranju boje, obi¢no se dodaje bljedim brandyma kako bi se

postigla Zeljena tamna boja. (12)

Ekstrakti vo¢a posebno suhih §ljiva osiguravaju glatko¢u i mogu se dodati u svrhu
popravljanja okusa brandya. Tako koriSteni ekstrakti se nazivaju bonifikatori i u nekim
zemljama to mogu biti biljni ekstrakti od osusenih cvjetova, ekstrakt badema, muskatnog

oraha, suhog grozda i drugi. (4,12)

Mijesanje razli¢itih destilata se smatra korisnim za ujednacenje kvalitete brandya.
U nekim slucajevima, mijesanje je dopusteno pod specificnim uvjetima. Svrha mijesanja
je odrzavanje preciznog standarda okusa i kvalitete od serije do serije. Glavna osoba
zaduZena za ovaj proces je tzv. ,,Master Blender. Ta osoba mora imati veliko znanje
steCeno tijekom dugogodiSnjeg rada s profesionalcima. Njegov zadatak je osiguravanje

ustaljene kvalitete i karakteristi¢nog stila u kona¢nom proizvodu. (23)
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1.3. KEMIJSKI SASTAV BRANDYA

Pravilnim odabirom sirovine odnosno grozda dobrih svojstava, njegovom berbom
1 preradom, dobrim provodenjem alkoholne fermentacije, pravilnim vodenjem destilacije
i kvalitetnim odleZavanjem nastaje finalni proizvod visoke kvalitete, vrhunskog
kemijskog sastava i senzorskih svojstava. Tijekom svakog koraka u proizvodnji brandya
nastaju arome odgovorne za konacan okus i miris proizvoda, te tako imamo komponente
primarne, sekundarne, tercijarne i kvarterne arome. Komponente primarne arome su
spojevi prirodno prisutni u grozdu, a fermentacijom grozda dobivamo vino bogato
spojevima sekundarne arome. Procesom destilacije nastaju spojevi tercijarne arome,
odlezavanjem destilat se obogaduje spojevima kvarterne arome nastalih sazrijevanjem

destilata. (31)

Buduc¢i da je brandy proizvod destilacije ne sadrzi organske i anorganske spojeve
vina koji se ne mogu destilirati. Uz vodu i etanol kao glavne i najzastupljenije
komponente sadrzi i druge hlapljive komponente poput metanola, visih alkohola,

hlapljivih estera, hlapljivih kiselina i aldehida koji utje¢u na kvalitetu i aromu. (10)

ALKOHOLI

Nakon vode najzastupljeniji sastojak brandya je etilni alkohol (etanol). Nastaje
1z Secera procesom alkoholne fermentacije u vinu. Na zavrSetku fermentacije moze ga se
nakupiti do 14% vol./vol.. Destilacijom se taj sadrzaj povecava na oko 70% vol./vol., a
nakon dodatka destilirane vode smanjuje na oko 40% vol./vol.. Nastajanje i koli¢ina
nastalog etanola ovisi o sadrzaju $ecera u sirovini, vrsti koristenog kvasca, temperaturi
provodenja fermentacije, prisutnosti zraka i mnogim drugim faktorima. Temperatura
vrelista etanola je 78,3 °C, avode 100 °C tako Ce se etanol destilirati na pocetku destilacije
u najvecoj koncentraciji a potom ¢e mu koncentracija ravnomjerno opadati s napretkom
destilacije. (10)

Metanol je alkohol koji nije nusprodukt alkoholne fermentacije ve¢ se tijekom
vrenja intenzivno oslobada. Nastaje enzimskom hidrolizom metoksilnih skupina pektina
tijekom fermentacije. (10) Karakteristican je za vocne rakije, znatno vise nego za rakije

od grozda i dokaz je prirodnog podrijetla vo¢nih rakija buduc¢i da je pektin prirodni
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sastojak voca. Koncentracija mu ovisi o na¢inu prerade sirovine, provodenju destilacije,
ali i o vrsti i sorti voca. (24) Ribéreau-Gayon i sur. (2000.) smatraju da metanol s pragom
od 1200 mg/L daje miris kuhanog kupusa, Claus i Berglund (2005.) smatraju da metanol
daje pozitivhu aromu alkoholnim pi¢ima. (32,33) Ipak vecina istrazivaca se slozila da su
okus i fizicka svojstva metanola sli¢na etanolu te ne utjeu na organolepticku kvalitetu
pic¢a, ali je zbog toksi¢nosti njegova koncentracija u alkoholnim pi¢ima zakonski
propisana. Nakon gutanja, metanol oksidira u formaldehid i mravlju kiselinu koji su
toksi¢ni za sredi$nji ziv€ani sustav. Prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima najveca
dopustena koncentracija metanola u destilatima od vina iznosi 2 g/L a.a. U vinu je
prisutan u manjim koncentracijama od 40 do 60 mg/L, a u destilatima se kre¢e od 0,3 do

0,7 g/L a.a. Odlezavanjem u ba¢vama se reducira. (10)

Visi ili fuzelni alkoholi su fermentacijski alkoholi s vise od dva ugljikova atoma.
Nazivaju se fuzelna ulja, iako nisu ulja, zbog stvaranja uljnih mrlja u pi¢u s niskim
udjelom alkohola. Topljivi su u alkoholu i djelomi¢no topljivi u vodi, te zbog toga tijekom
destiliranja tekuéine niske koncentracije alkohola, kao $to je vino, destilirat ¢e se kad je
para bogata alkoholom (prva frakcija destilata) bez obzira na visoku tocku vrelista. Tvore
ih kvasci tijekom alkoholne fermentacije, izravno iz Seéera ili aminokiselina grozda
putem Ehrlichove reakcije. Koli¢inski su najveca skupina hlapljivih spojeva arome u
destilatima i najvazniji visi alkoholi su ravnolancani propan-1-ol, izoamilni alkoholi (2-
metilbutan-1-ol i 3-metilbutan-1-ol), izobutilni alkoholi (2-metilpropan-1-ol) i aromatski
2-feniletanol. Ostali visi alkoholi poput heksan-1-ola, butan-1-ola, butan-2-ola, pentan-
1-ola ¢ine manje od 5% ukupne koligine visih alkohola. (10,24) Cimbenici koji utje¢u na
razinu visih alkohola su sastav sirovine, temperatura fermentacije, soj kvasaca,
prozracivanje i suspendirane tvari. (25) Nacin destilacije i frakcioniranje destilata takoder
utjeCu na koncentraciju visih alkohola u destilatu. (34) Prekomjerne koncentracije
rezultiraju jakim opornim mirisom i okusom, te mogu dati neugodne arome Kkoje
uniStavaju aromatsku finesu. U optimalnim koncentracijama daju voéni karakter i
doprinose aromatskoj slozenosti. (35) Prema Tsakirisu i sur. (2013.) u destilatima dostizu
od 2,5 do 5,0 g/L a.a., dok prema Léautéu (1990.) iznose 1014 do 1750 mg/L §to je blizu
rezultatu istrazivanja Dhiman i Attri (2011.) koji iznosi 1544 mg/L. (6,10,27) Biljni miris
brandya daju karbonilni spojevi sa Sest atoma ugljika dobiveni iz grozda. Nezrelo grozde

1 kontinuirana presa oslobadaju spojeve poput heksanola i heksenola koji daju biljne
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okuse. (10) Globalno visi alkoholi su pozeljni u destilatu jer tijekom sazrijevanja dolazi

do sinteze raznih estera koji imaju pozitivan u¢inak na aromu brandya. (18)
ESTERI

Jedna od najvaznijih skupina aromatskih spojeva u destilatima su esteri.
Sintetiziraju se tijekom fermentacije putem metabolizma kvasaca i povezani su s
ugodnom, cvjetnom i voénom aromom. (24) Etil-acetat i etil-laktat su najzastupljeniji
esteri u destilatima. Uz njih ostali esteri koji pridonose aromi su etil 2-metilbutanoat, etil-
oktanoat, etil-heksanoat, etil-sukcinat, 3-metilbutil-etanoat, izobutil-acetat, heksil-acetat
I 2-fenetil acetat. Njihove koli¢ine i medusobni omjeri imaju znacajnu ulogu u percepciji
okusa pica budu¢i da su njihove koncentracije obi¢no iznad vrijednosti senzorskog praga.
(35) Vecinom svi esteri su niskog vrelista i dobro topivi u alkoholu, te se destiliraju na
pocetku, stoga frakcioniranje prvog toka treba voditi oprezno da ne bi imali visoke
koncentracije estera. Isto tako treci tok se ne smije prerano rezati da se ne uklone pozeljni
esteri. Destiliranjem vina s talogom od kvasaca koli¢ina mirisnih estera se moze znacajno
povecati i tako poboljsa cvjetni, voéni buket brandya. Dolazi do veéeg stvaranja estera
masnih Kiselina poput etil-oktanoata (voéni, cvjetni, ananas, kruska, jabuka miris), etil-
dekanoata (kruska, vino, vo¢ni miris), etil-laurata, te aromatska sinergija izmedu tih
estera pojacava njihov mirisni ucinak. (10,23) Prisustvo malolakti¢ne fermentacije moze
utjecati na sastav estera. Tako dolazi do povecavanja etil-laktata i dietil-sukcinata i
smanjenja etil-acetata, izoamil-acetata, etil-heksanoata i 2-fenetil-acetata. (18) Tijekom
starenja se povecava udio estera zbog spore esterifikacije razli€itih organskih kiselina
etanolom. Ali kako brandy sazrijeva esteri gube utjecaj na okus i aromu zbog povecane
topljivosti u etanolu razvodnjenom s ekstrahiranim spojevima iz drva. TsaKkiris i sur. u
svom istrazivanju navode da destilati sadrze hlapljivih estera u rasponu od 400 do 800

mg/L. (10)

Etil-acetat je najvazniji ester u destiliranim alkoholnim pi¢ima i nastaje
esterifikacijom octene kiseline i etanola tijekom fermentacije ili destilacije. (34) U malim
koncentracijama osigurava ugodnu aromu 1 voéni karakter destilata, dok u vecim daje
oStar miris 1 miris ljepila. Kao pokazatelj kvalitete alkoholnih pi¢a koristi se omjer
ukupnih estera i etil-acetata. Sto je omjer ve¢i tako je i bolja kvaliteta finalnog proizvoda.
Njegovo vreliste je na 77,1 °C te se uglavnhom destilira u srednjoj frakciji odnosno

glavnoj. Zapazena je veca koliCina etila-acetata u destilatima proizvedenim u alambic
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kotlovima nego u destilatima nastalih u destilacijskom koloni. (24) Destilati i brandy

obi¢no imaju sadrzaj etila-acetata od 0,4 do 0,8 g/L a.a. (10)

Etil-laktat ima negativan ucinak na kvalitetu brandya. Njegova koncentracija
moze biti povecana ukoliko je vino za destilaciju prosSlo malolakticnu fermentaciju.
Vecinom se nalazi u zadnjem toku destilacije i prag osjetljivosti mu je 250 mg/L.
Destilatima daje neugodan miris uzeglog maslaca i maslacne note. U koncentracijama do
154 mg/L je povoljan jer stabilizira miris i ugladuje ¢vrst karakter drugih spojeva. Cesto
je popracen dietil-sukcinatom koji se smatra nepozeljnim zbog karaktera poput fuzela i
kamfora, te se moze ukloniti odvajanjem zadnjeg toka. (14,18) Prema Léautéu (1990.) je

pozeljan u koncentracijama od 27,1 do 73,6 mg/L. (27)

Esteri octene kiseline i viSih alkohola poput izoamil-acetata, izobutil-acetata i 2-
fenetil-acetata su zasluzni za vocnu i cvjetnu aromu destilata. Izoamil-acetat koji ima
karakteristiCan miris banane i izobutil-acetat koji se povezuje s okusom i mirisom maline.
Prisutni su u znacajnijoj koli¢ini u svim voénim destilatima. Njihovom nastanku
pogoduju niske temperature fermentacije kao i odsutnost kisika tijekom fermentacije.
(10,24)

Etilni esteri masnih kiselina srednjeg lanca doprinose cvjetnim i vo¢nim aromama
destilata i nastaju tijekom fermentacije. Najzastupljeniji je etil-heksanoat, poznat kao i
etil-kaproat. Etil-kaproat ima aromu voca poput zelene jabuke, banane te je zbog toga
pozeljan. Etil-oktanoat, poznat kao i etil-kaprilat, je manje mirisan i ostar, a etil-dekanoat,
poznat kao etil-kaprat, manje intenzivan i pridonosi masne tonove destilatu. Esteri
masnih kiselina dugog lanca pridonose voStane note ukoliko su prisutni u vecoj
koncentraciji. Ali zbog slabe topivosti u vodi, pove¢ana koncentracija moZe uzrokovati

zamucenje i flokulacije. (24)
ALDEHIDI

Aldehidi nastaju oksidacijom etanola pod utjecajem visokih temperatura tijekom
destilacije uz bakar kao katalizator. Uglavnom su nositelji negativnih aroma i imaju nizak
senzorni prag. Aromati¢ni aldehidi doprinose drvenastom okusu. (9) Reakcijom etanola i
aldehida nastaju acetali koji su ugodnog mirisa 1 smanjuju oStar miris alkohola 1 aldehida.
Glavni karbonilni spoj u destilatima je acetaldehid (etanal) i ¢ini 90% ukupne

koncentracije aldehida. Sintetizira se kao nusprodukt u ranim pocetcima fermentacije,
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kasnije nastaje oksidacijom etanola pomoc¢u bakterija octene kiseline u prisutnosti kisika.
Zbog toga je vazno destilaciju provesti Sto prije nakon zavrSene alkoholne fermentacije.
Zbog niskog vreliSta najveca koncentracija se destilira u glavnom toku. Topiv je i u vodi
i etanolu. Vece kolic¢ine mogu biti povezane s uporabom SO; tijekom proizvodnje
osnovnog vina. Potencijalno je toksican u ve¢im koncentracijama i u alkoholnim pi¢ima
je povezan s mucninom i povracanjem. Na sadrzaj acetaldehida utjece soj kvasca,
provodenje fermentacije 1 nacin rezanja kod destilacije. Kad je prisutan u vecoj
koncentraciji negativno utjeCe na senzorska svojstva zbog ostrog, iritiraju¢eg mirisa. U
niskim koncentracijama je pozeljan i podsjeca na tresnje, ljeSnjake i prezrele jabuke. U
vinima i destilatima od vina je pronaden u koncentracijama od 0,20 do 0,25 g/L a.a..
(10,24) Prema Dhiman i Attri (2011.) nalazi se do 60,8 mg/L, dok je prema Léautéu
(1990.) izmedu 41,3 1 56,2 mg/L. (6,27) Ostali aldehidi bitni za aromu su izobutiraldehid,
butan-2,3-dion (diacetil), propen-2-al (akrolein), 3-hidroksibutan-2-on (acetoin).
Acetaldehid i ostali kratkolancani alifatski aldehidi poput propanala, butanala, pentanala,
2-metilbutan-1-ala, 3-metilbutan-1-ala imaju oStar, mastan i uzegao miris. Aldehidi do
osam ugljikovih atoma (acetaldehid, formaldehid, benzaldehid i furfural) imaju

nepozeljne, prodorne mirise. (24)

Furfural je aldehid nastao dehidracijom neprevrelih Secera, odnosno zaostalih
pentoza, tijekom destilacije sto je uzrokovano zagrijavanjem sirovine u kiselim uvjetima.
Takoder moze nastati oksidacijom askorbinske kiseline. Normalni je sastojak vocnih
destilata 1 moZe se koristiti kao pokazatelj prirodnosti destilata. Daje miris gorkog
badema, a povecane koncentracije nisu pozeljne i mogu dati ljutinu alkoholnim pi¢ima.
Topiv je u vodi i zbog toga se uglavnom destilira u zadnjoj frakciji. Na njegov sadrzaj
utjeCe nacin destilacije. DuZom destilacijom nastaju vece koli¢ine. Takoder dvostrukom
destilacijom povecavaju se koli¢ine svih furanskih vrsta. Tako ¢e Cognac imati vise
derivata furana od Armangaca. Derivati furfurala i sam furfural mogu dolaziti iz ba¢vi ili
iz dodatka karamela. (10,24)

KISELINE

Octena kiselina je glavni predstavnik hlapljivih kiselina i najzastupljeniji. Cini
90% ukupnih kiselina. Ona je nusprodukt alkoholne fermentacije. Nepravilnom
fermentacijom dolazi do oksidacije etanola bakterijskim djelovanjem i nastaje octena

kiselina. MoZe nastati oksidacijom acetaldehida. Njezin sadrzaj u alkoholnim pi¢ima
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ovisi o soju primijenjenog kvasca. Koncentracija joj raste odlezavanjem, odnosno
starenjem i moze biti ekstrahirana iz hemiceluloze drveta. Kako joj i ime kaze ima miris
poput octa, kiselkast i ostar. Niska koncentracija octene kiseline je poZeljna jer niska
ukupna kiselost pi¢a je indikator dobre kvalitete. Uglavnom je prisutna u zadnjoj frakciji
destilacije. Prema Tsakirisu i sur. (2013.) koncentracija octene kiseline je od 0,2 do 1,0
g/L aa., dok je Spaho (2017.) navela da u destilatima proizvedenih dvostrukom
destilacijom ta koncentracija iznosi 0,36 g/L a.a.. (10,24) Druge hlapljive kiseline su
prisutne u znatno manjim koli¢inama. To su ostale karboksilne ili masne kiseline poput
propionske, masla¢ne, mravlje kiseline. Imaju vaznu ulogu u senzorskoj kvaliteti pica jer
su prekursori hlapljivi spojeva. Masla¢na kiselina pridonosi neugodnoj aromi maslaca i
sira, a koncentracija joj raste starenjem. ViSe masne kiseline koje sadrZe od 6 do 18 atoma
ugljika nastaju radom kvasaca. Slobodne masne kiseline su prisutne u destilatima, ali u
dosta nizoj koncentraciji zbog esterifikacije. Tako Cognac sadrzi priblizno 50 mg/L a.a.

Najzastupljenije slobodne masne kiseline su kaprilna, kaprinska i laurinska. (35)
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Slika 9. Raspodjela glavnih hlapljivih spojeva koriStenjem razli¢itih destilacijskih
uredaja (puna crta alambic uredaj, isprekidana crta destilacija u koloni, * rez gdje se

nakuplja visa komponenta) (24)
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1.4. METODE IZOLACIJE HLAPLJIVIH SPOJEVA

Cilj koristenja odredenih metoda izolacije je izolirati spojeve odgovorne za okus
i aromu proizvoda u izvornom obliku. Danas postoje brojne metode za koncentriranje i/ili
ekstrahiranje hlapljivih spojeva, no kod svake postoji problem potencijalnog uniStenja
komponenti arome i/ili stvaranje artefakata arome. Upravo zbog toga je vazno da uvjeti
izolacije budu §to blazi da se izolira izvorna aroma s minimalnim gubitcima i izbjegne
nepozeljna oksidacija, pH promjena, termicka degradacija i ostale kemijske i biokemijske
promjene. Vazno je poznavanje uzorka i hlapljivih spojeva koji se mogu ocekivati,
osobito ako imaju znacajan utjecaj na aromu, da bi se mogla odabrati optimalna metoda
izolacije. Opcenito je koncentracija hlapljivih spojeva u hrani niska, pa se Cesto koristi
vise metoda izolacije u svrhu dobivanja cjelovitog profila aroma. Laboratorijske metode
izolacije se mogu podijeliti na destilacijske metode, metode ekstrakcije otapalima,

sorpcijske tehnike i tehnike ,,vr$nih para®. (36,37)

1.4.1. EKSTRAKCIJA TEKUCE-TEKUCE

Ekstrakcija je jedna od jednostavnijih i ucinkovitijih metoda koriStena za
proc¢iS¢avanje 1 izolaciju Zeljene tvari iz otopine, emulzije, suspenzije ili krute smjese
pomocu otapala. Odabir otapala ima vaznu ulogu bilo da se radi o ekstrakciji iz ¢vrste
faze ili tekuce faze. Otapalo mora biti kemijski inertno prema tvarima u uzorku i niskog
vrelista kako bi ga se Sto lakSe uklonilo nakon ekstrakcije. U obzir treba uzeti topljivost
tvari koju ekstrahiramo u otapalu, te da razlika gustoa otapala i otopine iz koje
ekstrahiramo bude $to veca. U organskom laboratoriju kao otapala se najéesce koriste

dietil-eter, petroleter, diklormetan, kloroform, etanol i drugi. (37,38)

Princip ekstrakcije tekuce-tekuce se temelji na razlicitoj topljivosti tvari koja se
zeli izolirati iz otopine 1 primjesa koje je prate, u dva otapala koja se ne mijeSaju.
Procesom difuzije dolazi do razdjeljivanja tvari izmedu dva otapala. Uglavnom su to
vodena otopina tvari i organsko otapalo koje se ne mijeSa s vodom. Najjednostavnija
izvedba ove ekstrakcije je u lijevku za odijeljivanje (diskontinuirano). Ekstrakcija se
moze provesti kontinuirano u komercijalno dostupnim ekstraktorima ¢ija se izvedba

razlikuje ovisno o tome je li koristeno otapalo lakse ili teze od vode. Izmuckivanjem
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otopine s otapalom, s kojim se ona ne mijesa, nastaje velika dodirna povrSina izmedu
dvije faze koja poboljsava uspjesnost ekstrakcije. U¢inak je bolji ukoliko se postupak
provede vise puta s manjom koli¢inom otapala, nego jedanput upotrebom cijele koli¢ine
otapala. Prilikom ekstrakcije organskih tvari iz vodene otopine dogodi se otapanje
odredene koli¢ine vode u organskom otapalu, a dio se i emulgira. Uklanjanje vode iz
ekstrakta se provodi dodatkom sredstva za susenje koja ne smiju biti topljiva u organskom
otapalu niti reagirati s otapalom 1 otopljenom tvari. Naj¢es¢e su to natrijev sulfat,
bezvodni kalcijev klorid, magnezijev sulfat i drugi. Prednosti ove ekstrakcije su
jednostavnost izvedbe i dobra ekstrakcija aromati¢nih spojeva, ali zbog mana kao §to su
za velikim koli¢inama uzorka da bi se dobio koncentrirani ekstrakt, sve se viSe zamjenjuje
raznim suvremenim tehnikama izolacije poput mikrovalne ekstrakcije, ultrazvucéne

ekstrakcije, mikroekstrakcije na krutoj fazi. (37,38)

1.4.2. MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA KRUTOJ FAZI

Pocetkom 1990-ih Pawliszyn i sur. su otkrili jednostavnu, brzu i ucinkovitu
metodu ekstrakcije spojeva iz plinovitih, tekucih i ¢vrstih uzoraka. To je mikroekstrakcija
vr$nih para na krutoj fazi (engl. headspace solid phase microextraction, HS-SPME) koja
spada u soprcijske tehnike 1 uspjeSno se koristi za ekstrakciju hlapljivih i poluhlapljivih
spojeva. (39) Cesto se koristi u kombinaciji sa spregnutim sustavom plinska
kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS). Prednost i jednostavnost ove tehnike je
integriranje koraka ekstrakcije, koncentriranja i prijenosa do plinskog kromatografa u
jedan korak. (40) HS-SPME se sastoji od dva koraka. Prvi je raspodjela spojeva izmedu
matrice uzorka i faze ekstrakcije, a drugi desorpcija koncentriranih ekstrakata u analiticki
instrument. (39) Aparatura je jednostavna i izgleda kao modificirana S$prica i sastoji se od
nosaca, igle i SPME vlakna kao §to je prikazano na slici 10. SPME je tanko opticko
vlakno, obavijeno tankim polimernim filmom ¢ija je uloga adsorpcija i koncentriranje
organskih spojeva. Vrsta vlakna utjece na selektivnost ekstrakcije, te se za izolaciju
polarnih spojeva koriste polarna vlakna, a za nepolarne spojeve nepolarno vlakno. Uz

vrstu vlakna na koli¢inu ekstrahiranih spojeva utjece i vrijeme ekstrakcije 1 zasi¢enost
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uzorka hlapljivim spojevima. Prije koriStenja vlakno je potrebno kondicionirati

stavljanjem na visoku temperaturu u vremenskom rasponu od 0,5 do 4 sata. (41)

Prednosti ove metode ekstrakcije su jednostavnost i brzina izvedbe, nema
koriStenja otapala, ponovljivost, visoka osjetljivost, stabilnost vlakana, zahtijeva mali
volumen uzorka. Nedostatak je ovisnost koli¢ine hlapljivih spojeva o vrsti, debljini i

duzini vlakana kao i o vremenu uzorkovanja i temperaturi. (42)

Dirzag

EPME ifla za
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fazom

Uzorak

it [N N

Slika 10. Prikaz uredaja za HS-SPME (43)

1.5. ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Nakon izolacije hlapljivih spojeva provodi se analiza i identifikacija hlapljivih
spojeva uporabom kromatografskih (plinska i tekucinska) i spektrometrijskih tehnika.

Najcesce se koristi vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS).

1.5.1. PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je zajednicki naziv za sve tehnike temeljene na adsorpciji i/ili
raspodjeli spojeva koje treba odvojiti izmedu pokretne, odnosno mobilne i stacionarne
faze. Razdvajanje je rezultat razliCite jakosti adsorpcije razli¢itih dijelova molekule

izmedu dvije faze. Kromatografske metode se dijele na plosnu kromatografiju i
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kromatografiju na stupcu. Razlika je §to je kod plosne kromatografije stacionarna faza
nanesena na ravnu plohu ili u porama papira, dok je kod kromatografije na stupcu
stacionarna faza unutar uske cijevi gdje pod utjecajem tlaka ili gravitacije prolazi mobilna
faza. Dalje se plosna kromatografija dijeli na tankoslojnu, papirnu i elektromatografiju.
Kromatografija na stupcu se dijeli ovisno o agregatnom stanju mobilne i stacionarne faze.
Tako imamo plinsku kromatografiju gdje je mobilna faza u plinovitom stanju i
tekuc¢insku, gdje je mobilna faza u teku¢em stanju. Stacionarne faze su ve¢inom u krutom

stanju (organske ili anorganske) ili teku¢em. (44)

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC) je naj¢eS¢e koristena
metoda za odjeljivanje hlapljivin komponenti. Prednost joj je visoka osjetljivost koja
omogucava odjeljivanje vrlo malih koncentracija smjese. (44) Medutim postoje
ogranicenja koja se ti€u vrsta spojeva prikladnih za GC analizu. Spojevi moraju imati
primjetan tlak pare na temperaturama ispod 350 do 400 °C, te moraju lako ispariti bez
raspadanja ili reagiranja s komponentama stacionarne i mobilne faze. (45) Izvodi se u
plinskom kromatografu koji se sastoji od Sest osnovnih dijelova: rezervoar s plinom
nosacem, regulator protoka i tlaka, injekcijski blok, kromatografska kolona, detektor i
rac¢unalo. Uzorak za analizu mora biti hlapljiv i stabilan na temperaturi zagrijavanja. Plin
nosa¢ mora biti velik Cistoce (99,995% ili viSe) jer necisto¢e mogu utjecati na kvalitetu
analize i uzrokovati uni$tenje stacionarne faze. Koristeni plin mora biti inertan i ne smije
stupati u kemijske reakcije s komponentama uzorka. Najéesce je to helij (He), dusik (N>),
argon (Ar) i vodik (H). Kromatografske kolone sadrze stacionarnu fazu i mjesto su gdje
se dogada proces razdvajanja. Mogu biti punjene i kapilarne kolone razli¢itih dimenzija.
Detektori se mogu Klasificirati kao detektori osjetljivi na masu ili koncentraciju, a
naj¢e$¢i su plamenoionizacijski detektor (engl. Flame lonization Detector, FID),
plamenofotometrijski (engl. Flame Photometric Detector, FPD), fotoionizacijski (engl.
Photo-ionization Detector, PID), detektor toplinske vodljivosti (engl. Thermal
Conductivity Detector, FPD) i detektor apsorpcije elektrona (engl. Electron Capture
Detector, ECD). (46)
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Slika 11. Shematski prikaz plinskog kromatografa (47)

Proces zapocinje automatskim ili ruénim ubacivanjem male koli¢ine uzorka u
injektor. Injektor se zagrijava i temperatura mu mora biti iznad temperature vreliSta
najmanje hlapljive komponente. Upravo zbog toga uneseni uzorak brzo i potpuno ispari.
Plin nositelj nosi dalje pare uzorka kroz kolonu u kojoj se nalazi stacionarna faza gdje se
dogada odjeljivanje komponenti smjese. Na izlazu iz kolone plin nositelj i analit odlaze
na detekciju preko detektora. Detektor reagira na odredena fizikalno-kemijska svojstva i
stvara elektroniCki signal kojeg racunalo prihvaca, te nastaje kromatogram- graficki
prikaz ovisnosti intenziteta signala o retencijskom vremenu. Retencijsko vrijeme ili

vrijeme zadrzavanja je vrijeme proteklo od ubrizgavanja uzorka do izlaska iz kolone. (48)

1.5.2. SPEKTROMETRIJA MASA

Spektrometrija masa (engl. Mass spectrometry, MS) je instrumentalna analiticka
tehnika kojom se moze odrediti relativna molekulska masa spoja, identitet nepoznatog
spoja i u dosta slucaja kemijska struktura spoja. Provodi se u spektrometru masa. Glavni
dijelovi spektrometra masa su ionizator, analizator i detektor. Postupak se izvodi u dva
koraka. Prvi korak je ionizacija uzorka gdje primjenom visokoenergetskih elektrona

dolazi do nastajanja pozitivnog iona M* koji se fragmentira na manje ione prema formuli:
M+e —> M +2¢
M+ - M" + M2" +M3s* +...
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Tako nastaju razni fragmenti, te je analizom moguce odrediti kemijsku strukturu
I molekulsku masu spoja sto ¢ini drugi korak, odnosno razdvajanje i odredivanje iona.
Nastali ioni se ubrzavaju u analizator mase koji ih razdvaja prema omjeru mase i naboja,
m/z. Djelovanjem magnetnog ili elektricnog polja dolazi do boljeg odvajanja iona.
Prolaskom kroz magnetno polje ioni su otklonjeni razmjerno njihovoj masi, naboju i
brzini. Fragmenti manje mase su viSe otklonjeni, a fragmenti veée mase manje. Za
elektri¢no polje Cesto se koristi kvadrupolni analizator masa gdje Cetiri Stapica stvaraju
oscilirajuce elektri¢no polje. Tu samo ioni odredenog omjera mase i naboja rezoniraju s
kvadrupolnom frekvencijom. (44) loni odredene vrijednosti omjera m/z se skupljaju i
pretvaraju u elektricni signal pomoc¢u ionskog pretvaraca. Potom sustav za obradu
podataka obraduje rezultate kako bi proizveo spektar masa koji prikazuje odnos

intenziteta i omjera mase te naboja (m/z) nastalih fragmenata. (49)

43
100%

29 57

Relative abundance

72

I L L L L LA L L BRI B
10 20 30 40 5060 70 &0 90 100

m/z

Slika 12. Spektar masa (50)

1.5.3. SPREGNUTA TEHNIKA PLINSKA KROMATOGRAFIJA-
SPEKTROMETRIJA MASA (GC-MS)

Iako specifi¢nosti same plinske kromatografije i spektrometrije masa nisu velike,
kombinacija tih dviju metoda dovodi do velikog povecavanja specifi¢nosti. Od 1957.
najselektivnijih analitickih metoda za odvajanje, identifikaciju 1 kvantifikaciju
komponenti slozenih organskih smjesa. Plinska kromatografija ima mo¢ odvajanja

spojeva iz sloZenih smjesa, odnosno odli¢no vrsi separaciju 1 kvantizaciju, ali detektori u

39



GC obi¢no daju samo broj analita i njegovu koncentraciju, odnosno retencijsko vrijeme i
koncentraciju. Moguce je da viSe analita ima isto vrijeme zadrzavanja i u tom slucaju nije
moguce sa sigurnos$¢u identificirati spoj. To nadopunjuje spektrometrija masa koja ne
otkriva samo prisutnost spoja ve¢ daje 1 strukturne informacije o spoju, cesto dovodeci
do identifikacije spoja. Spektrometrija masa zapravo sluzi za kvalitativno odredivanje
gdje plinska kromatografija nije pouzdana. Obje metode koriste uzorak u plinovitom
stanju. GC-MS daje dvodimenzionalnu identifikaciju koja se sastoji od GC vremena
zadrzavanja (retencijsko vrijeme) i spektra masa za svaku komponentu smjese.
Instrumentacija se uglavnom sastoji od tri komponente: plinski kromatograf,
spektrometar masa i podatkovni sustav kao $to je prikazano na slici 13. Gotovo svaki
plinski kromatograf se moze povezati sa spektrometrom masa, ali postoje odredene
znacajke. Ukoliko se koriste punjene kromatografske kolone, dimenzije kolona i protok
plina su sli¢ni onima koji se obi¢no koriste za samostalne plinske kromatografe. Medutim,
kod kapilarnih kolona protok mora biti priliéno nizak. Tipi¢ni stupci, odnosno kolone
duge su od 5 do 30 m s unutarnjim promjerom od 0,25 ili 0,32 mm. Povezivanje dviju
tehnika se najces¢e izvodi izravnim uvodenjem kapilarnog stupca u ionski izvor
spektrometra masa. Vecina vrsta spektrometra masa se moze prilagoditi za uzimanje
eluenta iz GC kolone pod uvjetom da je pumpanje izvora iona dovoljno za uklanjanje
plina nositelja. Najc¢esce se koristi kvadrupolni analizator masa zbog brzog skeniranja.
Princip rada injektora i kolone je isti kao kod samostalne plinske kromatografije, uzorak
se ubrizgava u kromatografsku kolonu, te se odvaja kroz kolonu i zatim prolazi kroz
prijenosnu liniju i analizira u spektrometru masa. Nakon izvrSene analize, raCunalo vrsi
usporedbu dobivenih spektara masa na temelju podudaranja u postotku i obavlja

identifikaciju spojeva uz pomo¢ baze podataka. (51,52)
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Slika 13. Shematski prikaz GC-MS uredaja (53)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom radu koriStena su tri razli¢ita uzorka pica brandy razli¢itih proizvodaca u
svrhu izoliranja 1 identificiranja hlapljivih spojeva. lzolacija hlapljivih spojeva je
obavljena metodom ekstrakcije tekuée-tekuce i mikroesktrakcijom vr$nih para na krutoj
fazi. Kod mikroekstrakcije vr$nih para koristena su dva vlakna razli¢ite polarnosti — Sivo
vlakno s ovojnicom (divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan) i plavo vlakno s
ovojnicom (polidimetilsiloksan/karboksen). Nakon izolacije, hlapljivi spojevi su

identificirani pomoc¢u GC-MS uredaja.

2.1. ANALIZIRANI UZORCI

Osnovni podatci o 3 razli¢ita uzorka su:

% Brandy 1.
e Alkoholna jakost — 35% vol.
e Sastojci — voda, etilni alkohol, vinski destilat, prirodne aromatske
tvari, macerat orasastih plodova, bojilo/boja karamel obi¢ni
% Brandy 2.
e Alkoholna jakost — 38% vol.
e Sastojci — voda, etilni alkohol, vinski destilat, prirodne arome,
Secer, bojilo/boja karamel obi¢ni
% Brandy 3.
e Alkoholna jakost — 35% vol.
e Sastojci — voda, etilni alkohol, vinski destilat, prirodna aroma,

bojilo/boja karamel obi¢ni

2.2. APARATURA | KEMIKALIJE

Prilikom izvodenja eksperimentalnog dijela rada koristena je sljedeca aparatura:

R/

¢ Aparatura za ekstrakciju tekuce-tekuce

e kontinuirani ekstraktor za tekuce-tekuce ekstrakciju za otapala
laksa od vode,

e aparatura za frakcijsku destilaciju,
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e magnetska mijeSalica,

e vodena kupelj s termostatom.

%+ Aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME)

e vodena kupelj s termostatom — Heidolph EKT 3001, Njemacka,

e drza¢ za mikroekstrakciju vr$nih para — Supelco Co., SAD,

e Sivo vlakno S ovojnicom
divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS)
duzine 5cm (Supelco Co., SAD),

e plavo vlakno s ovojnicom polidimetilsiloksan/karboksen
(PDMS/Carboxen) duzine 5cm (Supelco Co., SAD).

% Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)

e GC model 7820A — Agilent Technologies, SAD,

e MSD model 5977E — Agilent Technologies, SAD,

e GC kapilarna kolona HP-5MS (stacionarna faza 5% difenil, 95%
dimetilpolisilksan, debljina sloja faze 0,20 um; 30 m x 0,25 mm,
J&W, SAD).

Koristene kemikalije su sljedece:

e destilirana voda,

e NaCl (kuhinjska sol), Solana Pag, Hrvatska,
o dietil-eter, Panerac, Spanjolska,

e pentan, Kemika, Zagreb, Hrvatska,

e bezvodni natrijev sulfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska.

2.3 IZOLACIJA HLAPLJIVIH SPOJEVA

U eksperimentalnom dijelu ovog rada izolacija hlapljivih spojeva je obavljena
pomocu dvije metode: ekstrakcija tekuce-tekuce 1 mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj

fazi.
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2.3.1 EKSTRAKCIJA TEKUCE-TEKUCE

Ekstrakcija hlapljivin spojeva je provedena u kontinuiranom ekstraktoru za
tekuce-tekuce ekstrakciju za otapala laksa od vode. Kao otapalo koriStena je smjesa dva
organska otapala (dietil-eter i pentan, 1:1 v/v). Uzorak se ulijeva u spremnik ekstraktora,
te se prilikom ulijevanja mora paziti da ne dode do prelijevanja uzorka u bo¢nu cijev. U
spremnik ekstraktora s uzorkom stavljen je magneti¢ za mijesanje. Nakon toga se u
ekstraktor uroni adapter za difuziju otapala lakSeg od vode. Adapter sluZi da bi otapalo
moglo difundirati s dna ekstraktora, te se zatim izdiZe iznad sloja vode (uzorka) zbog
manje gustoc¢e. U okruglu tikvicu, gdje ¢e se skupljati ekstrakt, dodaje se otapalo za
ekstrakciju, priblizno 1/3 volumena tikvice. Aparatura se ucvrsti na stalak, te postavi
spremnik s uzorkom na magnetsku mijesalicu koja je podesena na 500 okr/min, a okruglu
tikvicu s otapalom u vodenu kupelj. Kad je aparatura sastavljena preko lijevka se kroz
adapter doda otapalo. Dodavanje otapala ne smije biti prebrzo jer moze uzrokovati
prelijevanje dijela vodene faze u tikvicu za skupljanje ekstrakta. Na ekstraktor se spoji
vodeno hladilo i uklju¢i magnetska mijeSalica. Temperatura zagrijavanja okrugle tikvice
mora biti malo iznad temperature vrenja otapala. Otapalo iznad uzorka se udruzuje s
ekstraktom u tikvici potom koncentrira uporabom Vigreuxove kolone. Nakon zavrsene
ekstrakcije, ekstrakt se filtrira preko pamuéne vate na koju je stavljen sloj bezvodnog

natrijevog sulfata (sredstvo za suSenje) u svrhu uklanjanja viska otapala.

Slika 14. Aparatura za kontinuiranu ekstrakciju tekuée-tekuce
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2.3.2 MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA KRUTOJ FAZI

Kod HS-SPME metode su koristena dva vlakna — sivo i plavo vlakno. Prije
uporabe vlakna je potrebno aktivirati kondicioniranjem. Kondicioniranje se vr$i prema
uputama proizvodaca i provodi se tako da se SPME igla s vlaknom postavi u injektor
plinskog kromatografa koji se zagrijava. Sivo vlakno se aktivira zagrijavanjem na 270 °C
u vremenskom periodu od 60 min, a plavo vlakno na 250 °C 30 min. Nakon zavrsetka
kondicioniranja vlakna su spremna za koristenje. Potom se priprema uzorak. Uzorak
volumena 5 mL se prelijeva u staklenu boc¢icu volumena 15 mL, te se doda Zli¢ica soli.
Posuda se potom hermeticki zatvara teflonskom PTFE/silikon septom i postavi u vodenu
kupelj grijanu na 40 °C. Zatvorena staklena bocica skupa s vodenom kupelji se postavlja
na magnetsku mijesalicu podesenu na 250 okr/min. Uzorak se kondicionira 15 min zatim
SPME igla probija septu i ulazi u bocicu s uzorkom. Tada zapo€inje proces ekstrakcije
vrs$nih para koji traje 40 min. Nakon ekstrakcije vlakno se uvlaci natrag u iglu, te se SPME
igla ru¢no uvodi u GC-MS injektor na 250 °C u trajanju od 7 min. Tu se provodi toplinska

desorpcija ekstrahiranih vr$nih para izravno u GC kolonu.

Slika 15. Aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi
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2.4 GC-MS ANALIZA IZOLIRANIH SPOJEVA

Nakon izolacije hlapljivih spojeva slijedi kvalitativna i kvantitativna analiza
pomocu vezanog sustava plinska kromatografija-spektrometrija masa. Koristen je GC-

MS uredaj prikazan na slici 16.

Slika 16. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)

Odvajanje spojeva se odvijalo u nepolarnoj kapilarnoj koloni plinskog kromatografa
HP-5MS. Kolona je duga 30 m, promjera 0,25 mm i sadrZi sloj stacionarne faze (5%
difenil-95% dimetilpolisilksan) debljine 0,20 um. Plin nositelj je helij protoka 1 mL/min.
Volumen injektiranog uzorka je 1 pL. Temperatura injektora je 250 °C. Temperatura
kolone je programirana na 70 °C prve 2 min, potom se brzinom od 3 °C po min zagrijava
do 200 °C. Detektor spektrometra masa je podesen na temperaturu od 280 °C. Energija
ionizacije iznosi 70 eV, a interval snimanja obuhvaca od 30 do 300 jedinica masa. Uzorak
se doda odjednom i potpuno ispari zbog povisene temperature. Za svaki analizirani

uzorak pomo¢u GC-MS dobiju se sljede¢i podaci:

e kromatogram ionske snage,
e vrijeme zadrzavanja (retencijsko vrijeme) koje je predstavljeno pikom na

kromatogramu,
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¢ relativni udio pojedinog spoja izrazen u postotcima, koji predstavlja udio povrsine
pika u ukupnoj povrsini,
e naziv spoja ili spojeva ¢iji se spektar najvise podudara sa spektrom nepoznate

komponente pojedinog pika iz kromatograma ukupne ionske snage.

Identifikacija svih dobivenih pojedinacnih spojeva izvrsena je tehnikom usporedbe.
Mogu se usporediti njihova vremena zadrzavanja s onima iz literature i njihovi spektri s

spektrima iz biblioteka spektara masa Wiley 09 i NIST14.
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3. REZULTATI
Hlapljivi spojevi uzoraka brandya su analizirani spregnutom tehnikom plinska
kromatografija-spektrometrija masa na koloni HP-5MS. Dobiveni rezultati su prikazani

u tablicama 1,2 i 3, te su spojevi podijeljeni prema kemijskim skupinama.

Tablica 1. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva dobivenih ekstrakcijom tekuce-

tekuce u uzorcima brandya 1,21 3

Red. Povrsinski
) Spoj RI udio (%)
broj 1 2 3
ALKOHOLI
1. 3-metilbutan-1-ol <900 20,56 26,35 3,45
2. 2-feniletanol™ 1116 0,29 0,32 5,61
3. heksanol <900 9,24 7,59 -
ESTERI
1. etil-heksanoat 996 6,94 - -
2. dietil-sukcinat 1181 17,99 12,25 -
3. etil-oktanoat 1198 18,23 6,41 -
4. etil-dekanoat 1397 18,46 26,67 9,76
5. etil-dodekanoat 1593 - 8,45 -
6. etil-heksadekanoat 1992 - 5,37 69,38
, 3-metilbutil-etanoat <900 2,83 473 ]
(izoamil-acetat)

KISELINE

1. oktadenska kiselina 2164 - - 9,89

Ukupno identificirano 95,54% 98,14% 98,09%

RI1 = retencijski indeks HP-5MS koloni

* identifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Tablica 2. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva dobivenih HS-SPME metodom

pomocu sivog vlakna u uzorcima brandya 1, 2 i 3

Pov_r§inski
Efg' Spoj RI udio (%)
1 2 3
ALKOHOLI
1. 3-metilbutan-1-ol <900 32,02 41,23 6,09
2. butanol <900 - 0,71 -
ESTERI
1. etil-butanoat <900 0,43 0,72 -
2. etil-heksanoat 996 1,97 0,85 0,68
3. etil-oktanoat 1198 17,51 8,01 9,27
4, etil-dekanoat 1397 35,51 35,71 62,07
5. etil-dodekanoat 1593 6,40 5,84 14,9
o | et | o |- | om | -
Ukupno identificirano 93,84% | 93,98% 93,01%

RI = retencijski indeks HP-5MS kolone




Tablica 3. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva dobivenih HS-SPME metodom

pomocu plavog vlakna u uzorcima brandya 1, 2 i 3

Pov_r§inski
tl?){fgj. Spoj RI udio (%)
1 2 3
ALKOHOLI
1. 3-metilbutan-1-ol <900 16,95 46,82 26,04
2. heksanol <900 0,65 - -
ESTERI
1. etil-butanoat <900 - 0,57 -
2. etil-heksanoat 996 2,03 0,94 -
3. etil-oktanoat 1198 18,30 4,77 8,11
4, etil-dekanoat 1397 41,45 23,60 47,11
5. etil-dodekanoat 1593 8,27 5,03 8,20
o | pemiemet | w0 |- | s |
Ukupno identificirano 85,62% 82,29% 89,46%

RI = retencijski indeks HP-5MS kolone
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Slika 17. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva brandya izoliran iz
uzorka 1 ekstrakcijom tekuce-tekuce
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Slika 18. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva brandya izoliran iz
uzorka 3 HS-SPME metodom koriStenjem sivog vlakna
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4. RASPRAVA

Tehnoloski proces proizvodnje brandya obuhva¢a mnoge korake od odabira sorte
grozda, njegove prerade i1 fermentacije do destiliranja dobivenog vina i odlezavanja u
drvenim bac¢vama. Tijekom svakog procesa se dogadaju razne kemijske reakcije koje
sintetiziraju nove produkte. Dolazi do promjena u ve¢ postoje¢im spojevima i do
promjena u odnosima medu spojevima. Sve te promjene utjecu na formiranje arome.
Nastali hlapljivi i aromati¢ni spojevi svojim kemijskim sastavom i udjelom formiraju,
odnosno odreduju finalnu aromu i kvalitetu proizvoda. Izolacijom profila hlapljivih
spojeva odgovornih za aromu brandya, pomo¢u metoda izolacije ektrakcija tekuce-tekuce
1 mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi i1 analiziranjem spojeva pomocu GC-MS
uredaja odredena je njihova zastupljenost i kemijski sastav. Dobiveni rezultati, kao i
utvrdivanje sli¢nosti i razlika dviju koriStenih metoda izolacije, su obrazlozeni i

usporedeni u ovom dijelu rada.

Ukupno je identificirano 13 hlapljivih spojeva od ¢ega su najzastupljeniji esteri
(8) potom alkoholi (4) i kiseline (1). Metodom ekstrakcije tekuée-tekuce identificirano je
mnogo vise spojeva od HS-SPME metode, odnosno 11 spojeva od kojih 4 nije detektirano
HS-SPME metodom izolacije. HS-SPME metodom je identificirano 9 spojeva od kojih 2
nisu izolirana ekstrakcijom tekuce-tekuc¢e. Kod metode ekstrakcije tekuce-tekuée uz
identificirane alkohole i estere nalazi se i kiselina. Dok su kod HS-SPME metode i kod

sivog i plavog vlakna identificirani alkoholi i esteri.

4.1 EKSTRAKCIJA TEKUCE-TEKUCE

Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva dobivenih metodom ekstrakcije tekuce-
tekuce prikazani su u tablici 1. Ukupno je izolirano 11 spojeva: 3 alkohola, 7 estera i 1
kiselina. Od izoliranih i detektiranih alkohola 3-metilbutan-1-ol i heksanol su izolirani i
SPME metodom, dok je 2-feniletanol detektiran samo kod ekstrakcije tekuce-tekuce.
Veci broj estera je detektiran metodom ekstrakcije tekuce-teku¢e nego HS-SPME. Etil-
oktanoat, etil-dekanoat, etil-dodekanoat, etil-heksanoat i 3-metilbutil-etanoat su izolirani
i ekstrakcijom tekuée-tekuce kao i SPME metodom, dok su dietil-sukcinat i etil-
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heksadekanoat izolirani samo kod ekstrakcije tekuce-tekuce. Samo kod ekstrakcije

tekuce-tekuce detektirala se jedna kiselina i to oktadenska kiselina.

Od alkohola 3-metilbutan-1-ol i 2-feniletanol su detektirani u sva tri uzorka.
Najzastupljeniji je 3-metilbutan-1-ol koji se u prvom uzorku nalazi u postotku od 20,56%
i ¢ini najzastupljeniji spoj uzorka 1, u drugom 26,35% dok se u treCem uzorku nalazi u
manje udjelu od 3,45%. 3-metilbutan-1-ol ili izoamilni alkohol je visi alkohol, a oni imaju
znacajan utjecaj na percipirani okus jakih alkoholnih piéa; u niskim koncentracijama
doprinose aromatskoj slozenosti, dok u visokim daju prodoran miris koji prikriva
aromati¢nu fino¢u. (54) Sam izoamil alkohol doprinosi medicinskim mirisima (alkohol,
otapalo) i vazan je za kompleksnost arome i puninu destilata. (55) Alkohol 2-feniletanol
koji je detektiran samo ovom metodom je prisutan u sva tri uzorka u manjim udjelima
nego 3-metilbutan-1-ol. Najzastupljeniji je u uzorku 3 gdje mu je udio 5,61%, dok je u
uzorcima 1 i 2 u dosta manjim koli¢inama, 0,29% i 0,32%. On nastaje metabolizmom
kvasaca S. cerevisiae. (56) Taj aromatski alkohol pridodaje karakteristi¢an miris ruze koji
je vecina autora opisala pozitivnim. (55) Treci alkohol, heksanol je detektiran samo u
prva dva uzorka, kod uzorka 1 (9,24%) ponesto vise nego u uzorku 2 (7,59%). Heksanol
pripada skupini zvanoj Cs ¢iji spojevi pozitivno utje¢u na aromu. Veéinom nastaju
tijekom operacija prerade grozda gdje dolazi do enzimske razgradnje i naknadne
redukcije masnih kiselina dugog lanca, a heksanol jo§ moze nastati kao produkt
metabolizma kvasaca tijekom alkoholnog vrenja. Njihov miris je opisan kao zelena trava
1 li8¢e, ali prevelika koncentracija heksanola rezultira odbojnim 1 oStrim mirisom (sladi¢,

kakao, zubna pasta) $to negativno utjece na aromu i kvalitetu. (55)

Esteri nastaju metabolizmom kvasaca tijekom fermentacije ili kemijskom
esterifikcijom tijekom destilacije 1 starenja 1 identificirani su kao kljucni spojevi koji
djeluju na miris i aromu svjeze destiliranih brandya. (54) Od 7 detektiranih estera
najzastupljeniji je etil-dekanoat i izoliran je iz sva tri uzorka. U uzorku 2 najvise (26,67%)
I najzastupljeniji je spoj uzorka 2, te slijedi uzorak 1 s 18,46% i uzorak 3 s 9,76%. Etil-
dekanoat, odnosno etil-kaprat s etil-oktanoatom (etil-kaprilat) pridonose vo¢noj aromi
pi¢a zbog jakog mirisa voca. (56) Etil-oktanoat takoder ima miris ananasa te kruske. (35)
Dietil-sukcinat je izoliran samo ovom metodom i to samo u uzorku 1 i 2 u postotcima od
17,99% i 12,25%. Dietil-sukcinat moze biti povezan S moguéim kvarenjem
prefermentirane komine u periodu izmedu zavrSetka vrenja i pocetka destilacije. (56)

Takoder u uzorcima 1 i 2 je detektiran etil-oktanoat, kod uzorka 1 u 18,23%, a u uzorku
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2 znatno manje, 6,41%. Jo$ jedan spoj koji je izoliran iz uzoraka 1 i 2 je 3-metilbutil-
etanoat (izoamil-acetat) i to malo vise u uzorku 2 (4,73%) nego u uzorku 1 (3,83%). 3-
metilbutil-etanoat ima vo¢ni miris, ali tijekom starenja se smanjuje zbog procesa
transesterifikacije. (35) Ester etil-heksadekanoat je izoliran samo metodom tekuce-tekuce
1to u znatnom udjelu uuzorku 3 s ¢ak 69,38% od ukupnog udjela hlapljivih spojeva i §to
ga ¢ini najzastupljenijim spojem u uzorku 3. U uzorku 2 njegov udio je 5,37%. Etil-
heksanoat je detektiran samo u uzorku 1 s udjelom od 6,94%, dok je etil-dodekanoat
detektiran samo u uzorku 2 s 8,45%, etil-dodekanoat je okarakteriziran vo¢nim i cvjetnim
aromama. Etil-heksanoat je etilni ester masne kiseline dugog lanca, oni imaju miris

svijeca i voska, a na aromu utje¢u samo u visokim koncentracijama. (56)

Jedina kiselina koje je detektirana samo metodom ekstrakcije tekuce-tekuce je
visa masna zasi¢ena oktadenska (stearinska) kiselina i izolirana je jedino iz uzorka 3 u
udjelu od 9,89%. Masne kiseline mogu biti prisutne u destilatu ili mogu nastati kao
rezultat hidrolize estera u uvjetima visoke temperature i kiselosti destilacije. Njihovu
koli¢inu odreduje prisutnost taloga kvasaca u vinu tijekom destilacije. (57) Masne
kiseline mogu biti biosintetizirane tijekom alkoholne fermentacije u stanicama kvasca
stvaranjem acetil-CoA koji reagira s malonil-CoA i formira uglavnom zasi¢ene masne
kiseline ravnog lanca s parnim brojem ugljikovih atoma (4-8), ali koncentracija slobodnih

masnih kiselina u destiliranim pi¢ima je niska zbog esterifikacije. (35)

4.2 MIROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA KRUTOJ FAZI

Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva dobivenih HS-SPME metodom
koristenjem sivog i plavog vlakna prikazani su u tablicama 2 i 3. HS-SPME metodom je
detektirano ukupno 9 spojeva: 3 alkohola i 6 estera. Od 3 detektirana alkohola dva su
detektirana i ekstrakcijom tekuce-tekuce, a to su heksanol i 3-metilbutan-1-ol. Butanol je
detektiran samo HS-SPME metodom uporabom sivog vlakna. Od Sest estera pet ih je
izolirano i HS-SPME metodom i metodom ekstrakcije tekuce-tekuce kao $to je navedeno
kod ekstrakcije tekuce-tekuce. Samo jedan ester je detektiran HS-SPME metodom, a ne

ekstrakcijom tekuce-tekuce i to je etil-butanoat.
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SIVO VLAKNO (DVB/CAR/PDMS)

Uporabom sivog vlakna detektirana su 2 alkohola i 6 estera. Alkohol koji je
detektiran u sva tri uzorka i dosta je zastupljeniji od drugog alkohola je 3-metilbutan-1-
ol. Najvec¢i udio je u uzorku 2 i iznosi 41,23% i predstavlja najzastupljeniji spoj uzorka
2, u uzorku 1 iznosi 32,02% dok je u uzorku 3 znatno manji sa 6,09%. Drugi alkohol koji
je detektiran samo HS-SPME metodom i to sa sivim vlaknom je butanol. Ali je izoliran
samo iz jednog uzorka, uzorka 2 i u znatno malo udjelu od 0,71%. Butanol je visi alkohol

visokog praga mirisne detekcije stoga ne utjece znacajnije na aromu.

Kvantitativno znacajniji ester je etil-dekanoat koji je izoliran iz sva tri uzorka i to
u znatnim udjelima. Najve¢i udio ima uzorak 3 s 62,07% i to je najzastupljeniji spoj
uzorka 3. Udjeli u uzorku 1 i uzorku 2 se neznatno razlikuju i iznose 35,51% i 35,71%, a
u uzorku 1 on je najzastupljeniji spoj. Nakon njega slijedi etil-oktanoat koji je isto
detektiran u sva tri uzorka. Medutim najve¢i udio etil-oktanoata ima uzorak 1 (17,51%)
potom uzorak 3 (9,27%) i uzorak 2 (8,01%). Dva estera koja su detektirana u sva tri
uzorka su etil-heksanoat i etil-dodekanoat, ali se njihova zastupljenost znacajno razlikuju
ovisno o uzorku. Etil-dodekanoat je izoliran u ve¢im udjelima od etil-heksanoata. Njegov
udio u uzorku 3 iznosi 14,9%, dok kod uzorka 1 je 6,40% i kod uzorka 2 najmanje i to
5,84%. Etil-heksanoat je izoliran u znatno manjim udjelima. U uzorku 1 udio je 1,97%,
uzorak 2 ima udio od 0,85% i uzorak 3 s udjelom od 0,68%. Etil-butanoat koji je izoliran
samo HS-SPME metodom je detektiran u uzorku 112, veéi udio u uzorku 2 (0,72%) nego
u uzorku 1 (0,43%). Etil-butanoat ili etil-butirat je kao i vecina estera zasluzan za vocni
miris. Ester koji je izoliran samo iz uzorka 2 je 3-metilbutil-etanoat u dosta malom udjelu
od 0,91%.

PLAVO VLAKNO (PDMS/Carboxen)

Uporabom plavog vlakna su takoder izolirana 2 alkohola i 6 estera. Alkohol koji
je izoliran i pomocu sivog vlakna i ekstrakcije tekuce-tekuce je 3-metilbutan-1-ol i ovdje
je izoliran iz sva tri uzorka. Najve¢i udio 1 ovdje ima uzorak 2 koji iznosi ¢ak 46,82%,
vise nego kod uporabe sivog vlakna i ekstrakcije tekuce-tekuce i predstavlja
najzastupljeniji spoj uzorka 2. Nakon njega u uzorku 3 udio iznosi ¢ak 26,04% S§to je

znatno vise nego kod uporabe sivog vlakna i ekstrakcije tekuce-tekuce. | uzorak 1 u kojem
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je detektiran u udjelu od 16,95% Sto je manje nego kod uporabe sivog vlakna i ekstrakcije
tekuce-tekuce. Heksanol je ovdje izoliran samo u uzorku 1 (0,65%), dok je kod

ekstrakcije tekuce-tekuce izoliran u uzorku 112 i to u ve¢im udjelima.

Sest istih estera je detektirano i uporabom sivog i plavog vlakna. Medutim nisu
svi izolirani iz istih uzoraka kao i kod HS-SPME sa sivim vlaknom niti im je zastupljenost
ista. Esteri koji su izolirani iz sva tri uzorka i uporabom sivog i plavog vlakna su etil-
oktanoat, etil-dekanoat i etil-dodekanoat, ali njihovi udjeli kod uporabe plavog i sivog
vlakna su drugaciji. Uzorak 1 ima udio etil-oktanoata 18,30%, etil-dekanoata 41,45% i
etil-dodekanoata 8,27%. Svakog estera ima ponesto vise nego kod uporabe sivog vlakna,
dok je kod ekstrakcije tekuce-tekuée etil-oktanoat je manje, etil-dekanoat vise, a etil-
dodekanoat nije uopce izoliran. Kod uzorka 2 je obrnuta situacija. Uporabom plavog
vlakna udjeli ovih estera su manji nego uporabom sivog vlakna i ekstrakcije tekuce-
tekuce i iznose: etil-oktanoat 4,77%, etil-dekanoat 23,60% i etil-dodekanoat 5,03%. Kod
uzorka 3 takoder su zamijeceni manji udjeli. Etil-oktanoat iznosi 8,11%, etil-dekanoat
47,11% i etil-dodekanoat 8,20%, ali kod ekstrakcije tekucée-tekuée izoliran je samo etil-
dekanoat i to znatno manje. Etil-butanoat je u ovom sluc¢aju izoliran samo iz uzorka 2
(0,57%) i to manje nego kod uporabe sivog vlakna. 3-metilbutil-etanoat je takoder
izoliran samo iz uzorka 2 §to je i slucaj kod uporabe sivog vlakna, ali je ovdje njegov
udjel manji i iznosi 0,56%, takoder je manji nego kod ekstrakcije tekuce-tekuce. Etil-
heksanoat je izoliran iz dva uzorka, uzorak 1 i 2, dok je kod uporabe sivog vlakna izoliran
iz sva tri uzorka. Udio u uzorku 1 iznosi 2,03% Sto je viSe nego kod uporabe sivog vlakna,
amanje nego kod ekstrakcije tekuce-tekuce, a isto je kod uzorka 2 gdje udio iznosi 0,94%,

ali kod ekstrakcije tekuce-tekuce on nije detektiran.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata i rasprave ovog diplomskog rada moze se zakljuciti:

e Koristene metode izolacije imaju odredene sli¢nosti U izoliranim hlapljivim
spojevima iz ispitivanih uzoraka, kao i razlike koje se mogu pripisati razli¢itim
recepturama proizvodnje kod proizvodaca i razlikama u parametrima tijekom
proizvodnog procesa

e Nema znacajne razlike u kemijskom sastavu hlapljivih spojeva uporabom sivog
I plavog vlakna

e Mikroekstrakcijom vr$nih para na krutoj fazi se izoliraju hlapljivi spojevi malih
molekulskih masa, dok ekstrakcijom tekuée-tekuce se izoliraju i hlapljivi 1
poluhlapljivi spojevi

e [Esteri kao najvaznija skupina aromatskih spojeva u destilatima, ¢ine najviSe
izoliranih i detektiranih spojeva u svim uzorcima

¢ Najzastupljeniji spojevi u HS-SPME analizi su 3-metilbutan-1-ol, etil-oktanoat,
etil-dekanoat i etil-dodekanoat, spoj koji nije izolirani uporabom sivog vlakna je
heksanol, a uporabom plavog vlakna butanol

e Metodom ekstrakcije tekuce-tekuce glavni izolirani spojevi su 3-metilbutan-1-ol,

heksanol, etil-dekanoat, etil-oktanoat i dietil-sukcinat
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