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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

Zadatak ovog diplomskog rada usmjeren je na istrazivanje aroma lambic piva. Teorijski
pristup obuhvaca povijest pivarstva, pregled osnovnih sirovina za proizvodnju piva, analizu
aroma piva kao i uvid u op¢e karakteristike lambic piva. Nadalje, eksperimentalni dio zadatka
diplomskog rada temelji se na identifikaciji i analizi aroma kvarenja lambic piva. KoriStena
su tri uzorka lambic piva (uzorak piva s okusom jabuke, uzorak piva s okusom maline, uzorak
piva s okusom breskve). Arome iz uzoraka izolirane su koriStenjem metode mikroekstrakcije
vr$nih para na krutoj fazi te ekstrakcijom tekuce-teku¢e uporabom razli¢itih otapala, a
instrumentalna analiza provedena je vezanim sustavom plinske kromatografije-

spektrometrije masa. Dobivene rezultate usporediti s literaturnim podacima.



SAZETAK

Pivo je jedno od najstarijih i najpopularnijih pi¢a na svijetu. Proces proizvodnje je slozen, ali
se tijekom povijesti nije znacajno mijenjao. S obzirom na proizvodnju, piva se mogu
podijeliti na ona koja se proizvode u velikim koli¢inama, a nazivaju se komercijalna ili lager
piva, te na craft piva koja se proizvode po tradicionalnim recepturama i u manjim koli¢inama.
Procesom spontane fermentacije nastaje i1 jedinstveno belgijsko /ambic pivo karakteristi¢ne
voéne arome. Bez obzira na nacin proizvodnje, pivo predstavlja slozenu mjesavinu sastojaka
koja nastaje kuhanjem vode, hmelja i slada, te fermentacijom pripravljene sladovine
posredstvom kvasaca. SadrZi visok raspon kemijskih spojeva koji nastaju u svim fazama
proizvodnje, a brojni spojevi piva imaju vaznu ulogu u formiranju njegova okusa. U ovom
su radu identificirani i analizirani spojevi arome iz triju uzoraka lambic piva koriStenjem
dviju metoda izolacije: mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi i ekstrakcija tekuce-
tekuce. Dobiveni rezultati pokazali su veliku raznolikost identificiranih aromatskih spojeva.
Vidljive su odredene slicnosti u izoliranim spojevima izmedu uzoraka — najzastupljenije
skupine izoliranih spojeva pripadaju alkoholima, kiselinama, aldehidima, ketonima, esterima

1 fenolima, a 2-feniletanol pojavljuje se u svim ispitivanim uzorcima.
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SUMMERY

Beer is one of the oldest and most popular beverages in the world. The production process is
complex, but has not significantly changed throughout history. In terms of production, beers
can be divided into those produced in large quantities, known as commercial or lager beers,
and craft beers produced according to traditional recipes and in smaller quantities. The
process of spontaneous fermentation creates a unique Belgian lambic beer with a
characteristic fruity aroma. Regardless of the production method, beer represents a complex
mixture of ingredients that is created by boiling water, hops and malt, and by fermenting the
prepared wort with the help of yeasts. It contains a wide range of chemical compounds that
are formed in all stages of production, and numerous beer compounds play an important role
in the formation of its taste. In this study, aromatic compounds from three samples of lambic
beer were identified and analyzed using two isolation methods: solid-phase microextraction
and liquid-liquid extraction. The results showed a great diversity of identified aromatic
compounds. Certain similarities in the isolated compounds between samples are evident —
the most prevalent groups of isolated compounds belong to alcohols, acids, aldehydes,

ketones, esters, and phenols, with 2-phenylethanol appearing in all tested samples.
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UvVOD

Pivo se smatra jednim od najdrevnijih i najpoznatijih alkoholnih pi¢a na svijetu.! Definira se
kao proizvod dobiven alkoholnim vrenjem pivske sladovine upotrebom ¢istih kultura pivskih
kvasaca Saccharomyces cervisiae, a iznimno spontanim vrenjem ili uporabom mjesovitih
mikrobnih kultura.? Za proizvodnju ovog pjenusavog, slabog alkoholnog pié¢a gorkog okusa
potrebna su Cetiri osnovna sastojka - voda, slad, hmelj i kvasac. Proces proizvodnje je slozen,
ali se tijekom stoljeéa nije zna¢ajno mijenjao.! Temelji se na alkoholnom vrenju
(fermentaciji) vodenog ekstrakta slada uz dodatak hmelja pri ¢emu kvasci fermentiraju
jednostavne Secere u alkohol i ugljikov dioksid. Nakon glavnog vrenja sladovine slijedi
naknadno vrenje (dozrijevanje) mladog piva te njegova dorada i punjenje u ambalazu. Dorada
podrazumijeva stabilizaciju piva, dodavanje aroma i Cesto obogacivanje piva ugljikovim
dioksidom (karbonizacija). Naposljetku, komercijalno pivo se pasterizira i skladisti dok se
craft pivo ne pasterizira i ne filtrira.?

Piva se mogu podijeliti na ona koja se proizvode u pivovarama u velikim koli¢inama te se
nazivaju komercijalna ili lager piva te na craft piva koja se proizvode po tradicionalnim
recepturama 1 u ograni¢enim koli¢inama. Tako se, u recepturi craft piva mogu pronaci
razli¢iti zanimljivi 1 netipi¢ni sastojci koji pridonose boljoj organoleptici 1 prepoznatljivosti
proizvoda. Mali proizvodni kapaciteti craft pivovara omogucuju im bolju spremnost za
odgovor na specifi¢ne zahtjeve potrosaca i inovacije u usporedbi s industrijskim pivovarama.

Craft piva zbog kvalitete i jedinstvenog okusa postaju sve popularnija na trzistu.*



1. OPCI DIO

1.1. Povijest pivarstva

Jos se uvijek ne moze sa sigurnoscu tvrditi kada su ljudi poceli proizvoditi pivo, ali najraniji
kemijski tragovi jeCmenog piva pronadeni su u obliku naslaga kalcijevog oksalata,
takozvanog pivskog kamena, koji potjecu od prije 5 000 godina iz doba Sumerana. Zapisi
pronadeni na glinenim plo¢icama u Sumeru (Slika 1.) otkrivaju neku vrstu recepta za
pripravljanje ovog napitka. Naime, natpisi nisu bili samo hvalospjevi bozici piva Ninkasi,
ve¢ su pruzali informacije o pivu kojeg su svecenice pripravljale, a koje je opcenito moralo
nalikovati onome $to su zene kuhale kod kuce za svoje obitelji. Sumerani su tako razlikovali
najmanje 20 razli¢itih vrsta piva: crno, bijelo, crveno, slatko itd., Cesto i zacinjeno egzoti¢nim
aromama. U himni, bozica Ninkasi pripravlja pivo natapanjem proklijalog zrna u vodi, zatim
suSenjem kako bi se zaustavilo klijanje te kuhanjem s medom i vinom. Takoder, bozica
pripravlja je¢meni kruh koji vjerojatno simbolizira potrebu za unosom kvasca u pivo. Ninkasi
zatim izlijeva konac¢ni proizvod u bacvu prije nego se posluzi kao ,,nalet Eufrata i Tigrisa®.
Ovaj se proizvod pio s velikim odusevljenjem, a to potvrduju zapisi na plo¢ama na kojima je

urezano da napitak ,,raduje srce® 1 ,,usrecuje jetru“.1

Slika 1. Himna bozici Ninkasi’



1.2. Sirovine za proizvodnju piva

Voda, slad, hmelj 1 kvasac su osnovne sirovine za proizvodnju piva i prilikom njihove nabave
potrebno je postivati unaprijed definirane kriterije kvalitete. Kvaliteta ovih sastojaka kljucna

je za dobivanje ukusnog i vrijednog proizvoda.®

1.2.1. Voda

Voda je glavni sastojak piva. Mora biti pitka, Cista i bez patogena kao i udovoljavati dodatnim
zahtjevima kvalitete.® Sastav vode koja se koristi za proizvodnju piva uvelike utjece na boju,
okus i kvalitetu piva.” pH-vrijednost je posebno vazna jer se razli¢iti proizvodni koraci
odvijaju optimalno samo pri odredenim pH vrijednostima. Kuhanjem se tijekom procesa
proizvodnje piva otpustaju znatne koliCine iona iz slada koji reagiraju s ionima vode i
uzrokuju promjene pH-vrijednosti. Zemnoalkalijski metali, kalcij 1 magnezij, snizavaju pH-
vrijednost vode, dok je hidrogenkarbonatni ioni poveavaju.® Tvrdoéa vode takoder
predstavlja znacajan ¢imbenik u proizvodnji odredenog tipa piva. Za proizvodnju tamnijih
piva s manje hmelja koristi se tvrda voda, dok se za proizvodnju svijetlih piva koristi meka
voda. U proslosti su se pivari morali prilagodavati tvrdo¢i raspolozive vode pa je tip piva bio
predodreden. Danas, pivari od raspoloZive vode mogu napraviti bilo koju vrstu piva

zahvaljujuéi napretku znanosti i tehnologije.’

1.2.2. Slad

Slad je sirovina koja se koristi u proizvodnji piva, a nastaje klijanjem i susenjem je¢ma.
JeCam je, nakon vode, koli¢inski drugi najvazniji sastojak piva i osnova za proizvodnju
slada.® Slad igra kljuénu ulogu u okusu piva te je primarni izvor ugljikohidrata, proteina,
lipida i polifenolnih spojeva.® Ostali usjevi, poput pSenice, pira i razi takoder su pogodne
sirovine za proizvodnju piva i uglavnom se dodaju je¢menom sladu.® Takve sirovine su i

ekonomski prihvatljivije jer su jeftinije od je¢ma te doprinose promjeni okusa samog piva.®



1.2.3. Hmelj

Hmelj (Humulus lupulus L.) je viSegodi$nja zeljasta biljka penjacica iz porodice konoplji
(Cannabiniceae). Pridonosi karakteristicnoj aromi i goréini piva. Igra klju¢nu ulogu u
stvaranju pjene te se tradicionalno dodaje tijekom kuhanja zbog svojih konzervirajuéih
ucinaka.®® Hmelj sadrzi znatan broj razli¢itih kemijskih spojeva, a od posebne su vaZnosti
smole, eteri¢na ulja i fenoli.® Najznadajnija podrudja za uzgoj hmelja u svijetu nalaze se u

Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i Njemackoj.®

Slika 2. Humulus lupulus L.°

1.2.4. Kvasac

Kvasci su najvazniji mikroorganizmi koji se koriste za proizvodnju fermentiranih pica, pa
tako 1 piva. Karakteristike piva uvelike ovise o vrsti upotrijebljenog kvasca jer isti ne
proizvodi samo etanol i ugljikov dioksid ve¢ i ostale spojeve poput visih alkohola, estera,
aldehida, ketona i organskih kiselina koji imaju kljuénu ulogu u senzorskom profilu piva.®

Opcéenito se koriste kvasci roda Saccharomyces iako se za proizvodnju specijalnih piva mogu



upotrebljavati i drugi poput roda Brettanomyces. Slad je idealna hrana za kvasce jer se
ugljikohidrati iz slada javljaju kao iskoristivi Seceri (glukoza, fruktoza, maltoza, maltotrioza,
saharoza). Takoder, u sladu se nalazi i duSik u obliku aminokiselina, peptida i proteina koji
je neophodan za razmnoZavanje kvasaca 1 fermentaciju. Optimalno razmnoZavanje kvasaca
i brza fermentacija neophodni su za visokokvalitetnu proizvodnju piva. Metabolizmom
kvasaca tijekom alkoholnog vrenja, osim etanola i ugljikovog dioksida, nastaju i drugi
spojevi kao na primjer visi alkoholi poput 2-metil-butanola i 2-fenil-etanola koji mogu
snazno utjecati na aromu gotovog proizvoda. Esteri su najvaznija komponenta arome u
pivima gornjeg vrenja jer pridonose vo¢noj aromi piva, dok sumporov dioksid kao prirodni
antioksidans doprinosi stabilnosti okusa. Nedostatkom hrane za kvasce pocinje sinteza

rezervnih ugljikohidrata (na primjer glikogena) koji su takoder vazni u samom vrenju.°

0

Slika 3. Mikroskopski prikaz kvasca roda Brettanomyces bruxellensis'



1.3. Arome piva

Proizvodnja piva u svom najjednostavnijem obliku predstavlja najstariju biotehnologiju
covjecanstva. Pivo je sloZzena mjesSavina razliCitih sastojaka; prvenstveno vode, hmelja, slada
1 kvasca koje prolaze kroz proces kuhanja i fermentacije. Pokazalo se da mnoge vrste nastalih
spojeva imaju vaznu ulogu u formiranju okusa piva. Tako hlapljivu frakciju piva moze €initi
preko 800 razlicitih spojeva, a samo nekoliko desetaka tih spojeva mogu imati aktivnu ulogu
u formiranju okusa tijekom konzumacije proizvoda. Ti spojevi mogu se svrstati u nekoliko
kemijskih skupina ukljucujuéi estere, alkohole, masne kiseline, karbonilne i sumporne

spojeve itd.!!

1.3.1. Visi alkoholi

Visi alkoholi nastaju tijekom procesa vrenja uz pomo¢ metabolizma kvasaca - kvasci
uklanjaju amino skupine iz aminokiselina te ih zamjenjuju hidroksilnim skupinama iz
alkohola. Ovi spojevi imaju ve¢u molekularnu masu pa se nazivaju i fuzel ulja, a izazivaju
glavobolju i nelagodu nakon pretjerane konzumacije piva.!! Vi§i alkoholi mogu imati
pozitivni 1 negativni utjecaj na aromu 1 okus alkoholnih pic¢a, a najzastupljeniji medu njima
su alifatski alkoholi kao $to su propanol, 2-metilpropan-1-ol, 3-metilbutan-1-ol te aromatski
alkoholi p-feniletanol 1 benzil-alkohol. Ako su navedene komponente prisutne u
koncentracijama viSim od 300 mg/L piva, narusava se senzorika tj. pivo poprima ostar miris
1 okus. Povecana koncentracija izoamil-alkohola negativno utjece na pitkost piva jer okus
postaje ,.tezi*. Takoder, izobutil-alkohol ima nepoZeljan u€inak na kvalitetu piva ako njegova
koli¢ina prelazi 20 % ukupne koli¢ine izoamil-alkohola, izobutil-alkohola i propanola. S
druge strane, optimalna razina ovih komponenti pozitivno utjece na organolepticka obiljezja
piva.!! Valja spomenuti i etilni alkohol (etanol) koji je, iako ne spada u grupu visih alkohola,

najvazniji alkohol u pivu te mu koncentracija varira izmedu 30 do 50 g/L.}



1.3.2. Esteri

Hlapljivi esteri odgovorni su za vo¢ni karakter fermentiranih pica te zbog toga ¢ine vaznu
skupinu aromatskih spojeva piva.'> Nastaju tijekom alkoholnog vrenja kao rezultat
metabolizma kvasaca te su produkt enzimski kataliziranih reakcija izmedu acetil koenzima
A i viih alkohola.!"'2 Soj kvasca moZe utjecati na koli¢inu i vrstu proizvedenih estera u pivu
pa tako divlji kvasci roda Hansenula i Pichia proizvode velike koli¢ine etil-acetata koji je
zasluzan za tzv. “lose arome” piva.® Iako su esteri spojevi u tragovima, njihova prisutnost
moze imati sinergijski u¢inak na pojedina¢ne okuse piva. Najznacajniji esteri piva imaju
razli¢ite arome pa tako izoamil-acetat ima voénu aromu, fenil-etilacetat cvjetnu aromu te
aromu po medu dok etil-kaproat ima aromu po kiseloj jabuci.!"!? Esteri pivu daju puninu
okusa iako njihova previsoka koncentracija moze imati negativan utjecaj na kvalitetu piva

buduéi da pretjerana voéna aroma nije privlaéna veéini potrosaca.'!

1.3.3. Karbonilni spojevi

Aldehidi su najznacajniji predstavnici karbonilnih spojeva u kemiji arome piva.'® Iako se u
pivu nalaze u niskim koncentracijama, iznimno su vazni u formiranju organoleptike krajnjeg
proizvoda.!! Tako je povecéanje njihove koncentracije u uskoj poveznici sa stvaranjem
“odlezanih okusa” u pivu."* Nekoliko kljuénih puteva poput Maillardovih reakcija i
oksidacije lipida te procesa fermentacije dovode do stvaranja niza aldehida odgovornih za
okus piva, ali ostaje nejasno u kojoj se mjeri isti razvijaju nakon punjenja u boce.'’!?
Pretpostavlja se da tek formirani aldehidi tijekom procesa proizvodnje piva ostaju vezani na
druge spojeve, ostajuci neotkriveni senzorskim i instrumentalnim analizama te se tijekom
vremena oslobadaju uzrokujuéi ustajali okus.'* Glavni aldehid u pivu je acetaldehid (prisutan
udjelom veéim od 95 %) koji, ako se u pivu nalazi iznad grani¢nih vrijednosti, pridonosi
neugodnom mirisu ,,po travi“.!'"!> Takoder, brojni drugi spojevi pridonose ustajalom okusu
piva ako se nalaze u viSim koncentracijama, a najpoznatiji medu njima je (£)-non-2-enal
uzrokujuéi okus ,,po kartonu“.!* Ketoni, kao i aldehidi, pripadaju skupini karbonilnih

spojeva, a najvazniji ketoni u pivu su diacetil (butan-2,3-dion) te srodni spoj pentan-2,3-dion.

7



Diacetil je najvazniji sastojak koji utje¢e na aromu piva. Iznad vrijednosti od 15 mg/L, pivu
daje slatkasti, karamela okus koji odgovara aromi maslaca. Pentan-2,3-dion ima sli¢an u¢inak
iznad koncentracije od 0,9 mg/L. Oba su spoja vrlo aromati¢na i nepozeljna u svjetlijem

pivu.’

1.3.4. Sumporni spojevi

Sumporni spojevi u pivu potjecu iz sirovina, najcesce slada, ali mogu nastati i metabolizmom

813 Zahvaljuju¢i svojemu

kvasaca kao 1 aktivno$¢u nepozeljnih mikroorganizama.
antimikrobnom 1 stabilizacijskom djelovanju, sumporni spojevi Cesto se dodaju pivu u
razli¢itim oblicima prije pakiranja u boce. Djeluju kao antioksidansi, poboljSavajuéi
stabilnost okusa piva, na nacin da inhibiraju lancane reakcije oksidacije hvatanjem slobodnih
radikala, te kao antimikrobni agensi.!* Naj¢es¢i hlapljivi spojevi sumpora prisutni u pivu su
sumporov dioksid i sumporovodik, ali i niz drugih organskih sumpornih merkaptana (tioli) i
organskih sulfida. Sirovine koje se koriste u proizvodnji piva mogu sadrzavati razlicite
kolic¢ine sumporovog dioksida koji obi¢no nestaje tijekom kuhanja sladovine, dok jedan dio
obi¢no nastaje za vrijeme fermentacije. Sumporovodik je spoj koji nastaje iz aminokiselina
s pomocu kvasaca te je odgovoran za neugodan miris piva po pokvarenim jajima. Tijekom
fermentacije ga iz sustava obicno ,,izbacuje* ugljikov dioksid koji se razvija. Dimetil sulfid
je nusprodukt razgradnje S-metil-metionina i ima miris po svjezem kukuruzu te nije u skladu
s aromom piva. Merkaptani su tioalkoholi §to znaci da im je hidroksilna skupina zamijenjena
tiolnom. Najvazniji je 3-metilbut-2-en-1-tiol koji doprinosi neugodnom okusu pri duljoj
1zloZenosti piva suncu. Nastajanje ovog spoja u pivu je razlog zasto je isto pakirano u smede

ili tamnozelene staklene boce pruzaju¢i tako zastitu od fotolize.®



1.4. Kvarenje piva

Pivo je mikrobioloski stabilno, Siroko konzumirano fermentirano pice proizvedeno uz pomo¢
slada, vode, kvasca i hmelja. U posljednje vrijeme raste interes za craft pivima pripremljenih
od jedinstvenih sastojaka, bogatijeg okusa i arome. Shodno tome, masovna proizvodnja tzv.
lager piva opada.'* No bez obzira na vrstu, pivo predstavlja nepovoljan supstrat za rast i
razvoj mikroorganizama 1 to zbog prisustva etanola (0,5-10% w/w), gorkih spojeva hmelja
koji djeluju antimikrobno, niskog pH (3,8-4,7), niskog udjela kisika i hranjivih tvari te
visokog udjela ugljikovog dioksida. Pojedine vrste bakterija i kvasaca, usprkos spomenutim
uvjetima, mogu rasti u pivu i pokvariti ga pa se nazivaju mikroorganizmima kvarenja
piva.'*1316 To je posebno izrazeno kod craft piva koja nisu pasterizirana ili sterilno
filtrirana.'* Najpoznatiji mikroorganizmi kvarenja piva su bakterijski rodovi Lactobacillus,
Pectinatus, Pediococcus, Megasphaera te divlji kvasci Saccharomyces cervisiae 1 Dekkera
spp. Valja spomenuti kako su vodeci uzro€nici kvarenja piva bakterije mlije¢ne kiseline u
koje se ubrajaju spomenuti rodovi Lactobacillus 1 Pediococcus. Kvarenje piva bakterijama
mlije¢ne kiseline oCituje se u promjeni boje piva, pove¢anom zamuéenju te promjeni u okusu
i to zbog nastanka novih spojeva poput diacetila i mlije¢ne kiseline.!*!* Izvori kontaminacije
bakterijama mlijecne kiseline su raznovrsni 1 mogu se pratiti od sirovina koje se koriste za
preradu piva do samog okruZenja pivovare. Lactobacillus brevis je najopseznije proucavana
bakterija mlijecne kiseline u pivu. Razlog tomu je najveca stopa pronalaska iste u
pokvarenom pivu. Njena sposobnost kvarenja piva varira ovisno o soju, a naj¢es¢e uzrokuje
talog i zamucenje piva. Lactobacillus linderi posebno je zanimljiv uzro¢nik kvarenja obzirom
da se prisutnost iste uglavnom ne o€itava na mikrobioloSkim testovima kvalitete. Spomenuta
bakterija je vrlo otporna na antimikrobne spojeve hmelja te tvori sediment i uzrokuje
zamagljenost piva. Pediococcus damnosus je bakterija koju karakterizira stvaranje
egzopolisaharida Cine¢i pivo gustim i zelatinoznim kao i stvaranje diacetila $to doprinosi
neugodnom okusu piva ,,po maslacu®“. Rodovi Pectinatus 1 Megasphaera najcesée
kontaminiraju pakirana piva s obzirom na to da su strogi anaerobi. Rod Pectinatus
karakterizira stvaranje sumporovodika te posljedi¢no, uzrokuje neugodan miris piva ,,po
pokvarenim jajima“. Takoder, uzrokuje zamucenje piva i stvaranje sedimenta. Kontaminacija

piva Megasphaerom ne ocituje se toliko osjetilom vida koliko osjetilom okusa. Stvara



sumporovodik, masla¢nu te kaprionsku kiselinu ¢ime pivo postaje nepitko. Kombinirana
kontaminacija piva bakterijama mlijeCne kiseline rodovima Pectinatus 1 Megasphaera
takoder je moguéa.'> Divlji kvasci roda Saccharomyces takoder mijenjaju senzoriku piva
zbog sposobnosti dekarboksilacije fenolnih kiselina, poput trans-cimetne, Sto uzrokuje

neugodan okus piva.'®

1.5. Lambic pivo

Vrlo stara pivarska tradicija Belgije nudi najraznovrsnija piva na svijetu medu kojima se
posebno istice tzv. lambic pivo koje postaje sve popularnije diljem svijeta zahvaljujuci svojoj
osvjezavajucoj kiselosti i voénim notama. Lambic pivo proizvod je spontane fermentacije
koja se odvija u drvenim ba¢vama i traje od jedne do tri godine nakon ¢ega se pivo doraduje
1 puni u boce. Proces karakterizira spontana inokulacija mikroorganizama iz okoliSa poput
enterobakterija, bakterija mlijene i octene kiseline te kvasaca.!”!® Iako je ovakva vrsta
spontane fermentacije moguca diljem svijeta, specifiCan sastav mikroorganizama te
geneticka raznolikost unutar kvasaca iste vrste doprinosi jedinstvenosti finalnog okusa
lambic piva. Kiselkasti karakter lambic piva pripisuje se divljim kvascima Brettanomyces, i
to B. bruxellensis i B. lambicus. Samo ime ovih kvasaca ukazuje na porijeklo piva.'” Naime,
lambic piva tradicionalno se proizvode u krugu od 15 km od Bruxellesa ukljucujuéi 1 okolna
poljoprivredna sela Payottenland i1 dolinu rijeke Senne zbog odgovaraju¢e mikrobne flore
koju nalazimo samo na tom podrugju.!”'3° Porijeklo imena lambic povezuje se s glagolom
latinskog porijekla lambere §to znaCi pijuckati, ali 1 s imenom sela Lembeek u
Payottenlandu.!” Tradicionalno se ova vrsta piva proizvodi od listopada do svibnja kako
visoke temperature tijekom toplijih mjeseci ne bi negativno utjecale na proces fermentacije.
Inokulacija sladovine lokalnom mikrobnom florom postiZe se ostavljanjem vruce sladovine
da se hladi preko no¢i u plitkoj i Sirokoj posudi te se sljedeéeg jutra prebacuje u drvene bacve
u kojoj se sladovina dodatno obogacuje mikroorganizmima zaostalim u drvetu iz prethodne
uporabe. Kombinirana aktivnost kvasaca i bakterija tijekom procesa spontane fermentacije u
razdoblju od svega nekoliko mjeseci dovodi do stvaranja jedinstvene arome lambic piva.

Pocinje od tri do sedam dana nakon hladenja sladovine razvojem Kloeckera kvasaca i
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enterobakterija koji proizvode znacajne kolic¢ine octene kiseline. Nakon dva do tri tjedna ove
organizme preplave kvasci Saccharomyces cervisiae koji zavrSe glavno alkoholno vrenje za
tri do Cetiri mjeseca. Slijede ih bakterije mlije¢ne kiseline Pediococcus i Lactobacillus
uzrokuju¢i veliki pad pH u sladovini zbog proizvodnje velike koli¢ine mlijecne kiseline.
Nakon pet do osam mjeseci u sladovini se pojavljuje nova populacija divljih kvasaca
Brettanomyces koji lambicu daju pozitivne okusne karakteristike. Brettanomyces kvasci
imaju nezamjenjivu ulogu u stvaranju spojeva arome lambic piva. Proizvode nekoliko
hlapljivih fenolnih spojeva, masne kiseline te mnoge estere poput etil-acetata, etil-laktata 1
etil-kaprata koji je uglavnom odsutan u lager pivima.'® Lambici razli¢ite starosti se zatim
mijesaju i pune u boce te na takav nacin nastaje gueuze - mjeSavina mladog i starog lambic
piva. Slijedi sekundarna fermentacija koja se odvija u boci, slicno kao u proizvodnji
Sampanjca. Osim gueuze, postoji jo§ stilova lambic piva, a jedno od njih je i faro - pivo
zasladeno Se¢erom. Najpoznatiji voéni derivat lambica je zasigurno kriek koji se proizvodi
maceracijom cijelih plodova treSanja s mjeSavinom mladih lambica. Prije kuSanja gueuzea
ili krieka vazno je razumjeti da su neke senzorske karakteristike (pretjerana kiselost, trpkost,
malo ili nimalo gorcine, puno voéne arome), koje se u drugim pivima smatraju nedostacima,
izrazito pozeljne u lambic pivu. Vaznost lambic piva u svakodnevnom zivotu Belgijanaca
ocituje se kroz belgijsku umjetnost, knjizevnost i gastronomiju. Belgijski kafi¢i, ¢esto zvani
estaminets, vazan su dio /ambic tradicije. Ispijanje piva poslije posla bila je i jos je uvijek
dobro razvijena navika Belgijanaca, a opravdava je bogata ponuda specijaliziranih belgijskih
piva s vise od 400 vrsta, koja osim domacdem stanovnistvu, nudi jedinstven uzitak i

pivoljupcima diljem svijeta.!”

Slika 4. Kafi¢ u Belgiji*
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1.6. Metode izolacije aroma lambic piva

Odjeljivanje spojeva odgovornih za okus i miris proizvoda u njihovom izvornom obliku
postize se primjenom razli¢itih tehnika izolacije. Razne su metode za koncentriranje i/ili
ekstrakciju spojeva arome no kod svake postoji rizik od potencijalnog uniStenja komponenti
arome i/ili stvaranja artefakata. Upravo je zbog toga vazno osigurati blage uvjete izolacije
kako bi se oCuvala izvorna aroma s minimalnim gubitcima te kako bi se izbjegla nezeljena
oksidacija, termalna degradacija, promjena pH vrijednosti te druge kemijske i biokemijske
promjene. Vrlo je vazno poznavanje uzorka te aromatskih spojeva koji se mogu oc¢ekivati

kako bi se odabrala optimalna metoda izolacije.?!

U ovom radu, arome lambic piva izolirane su metodom mikroekstrakcije vr$nih para na

krutoj fazi s pomocu sivog vlakna te ekstrakcijom tekuce-tekuce.

1.6.1. Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi

Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (engl. headspace solid phase microextraction;
HS-SPME) jednostavna je, brza i to¢na metoda koja se u kombinaciji s plinskom
kromatografijom 1 spektrometrijom mase (engl. gas chromatography-mass spectrometry;
GC-MS) razvila za analizu hlapljivih 1 poluhlapljivih organskih spojeva iz plinovitih, teku¢ih
1 krutih uzoraka, a zauzima vode¢e mjesto medu metodama mikroekstrakcije. Jednostavna
aparatura za SPME metodu ukljucuje vlakna duljine od 1 do 2 cm koja se nalaze na nosacu
te su prevucena odgovaraju¢im polimerima i zasti¢ena ¢eli¢nom iglom. Nakon §to se uzorak
stavi u boCicu, SPME igla probija gumenu membranu (septum), vlakno se produzuje u bocicu
te nakon to¢no odredenog vremena ponovno uvlaci u iglu, a ekstrahirani spojevi desorbiraju
1 razdvajaju na kromatogramu. Temeljno na¢elo SPME metode temelji se na podjeli analita
izmedu vlakna 1 uzorka. Prijenos mase voden je drugim zakonom termodinamike i po€inje
nakon uranjanja vlakna u teku¢i uzorak ili izlaganjem vlakna parama analita iznad uzorka
(HS-SPME). Nakon ekstrakcije, kad se postigne ravnoteza, SPME vlakno se unosi u injektor

kromatograma gdje se zbiva desorpcija analita s vlakna te daljnje odvajanje i1 analiza. Udio
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ekstrahiranih spojeva ovisi o vremenu trajanja ekstrakcije kao i o udjelu hlapljivih spojeva u
uzroku. Prednosti ove metode su jednostavnost i brzina, osjetljivost, nekoriStenje organskih
otapala kao 1 linearni rezultati za Sirok raspon koncentracija i analita. Neki od nedostataka
ove metode su relativno niska preporucena radna temperatura (240-280 °C), nestabilnost,
lomljenje 1 ogranic¢en vijek trajanja vlakana te niska u¢inkovitost ekstrakcije kod hlapljivih,
polarnih i termicki nestabilnih analita. U podrucju analize hrane SPME metoda primjenjuje

se za voée i povrée, masti i ulja, mlije¢ne i mesne proizvode, vino i druga pi¢a.??

Drzaé

SPME izla za
polimesrnom [
stacionarnom
fazom

Uzorak

Grijad

Slika 5. Prikaz HS-SPME ekstrakcije 2
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1.6.2. Ekstrakcija tekucée-tekuce

Ekstrakcija tekuce-tekuce (engl. liquid-liquid extraction) jednostavna je metoda prijenosa
sastojaka iz jedne tekuce faze u drugu, pri ¢emu su ove faze u medusobnom kontaktu i
nemjesljive ili tek djelomi¢no topljive jedna u drugoj. Ova se metoda Cesto koristi za
razdvajanje razlicitih komponenti iz tekuce smjese i to zbog njene jednostavnosti, relativno
kratkog vremena separacije komponenti i niskih troskova koristenih kemikalija.>* Izbor
odgovarajuceg otapala klju¢an je korak za ucinkovito odvajanje komponenti pomocu
ekstrakcije tekuce-tekuée. Neki od kriterija za pravilan odabir otapala su njegova
selektivnost, gustoca, toksi¢nost, kemijska i termicka stabilnost, dostupnost i cijena.
Organsko otapalo treba imati vec¢i afinitet prema Zeljenoj organskoj tvari u usporedbi s
drugim otapalom, uglavnom vodom.” Cesto koritena organska otapala su benzen,
kloroform, diklormetan, toluen itd.>>?® Uobicajeno se ekstrakcija izvodi u lijevku za
odjeljivanje (slika 6.), izmuckivanjem smjese kako bi se kapljice rasprsile iz jedne tekuce
faze u drugu.?® Prijelaz tvari odvija se na dodirnoj povrsini izmedu tekuéih faza i rezultat je
termodinamicke sile u obliku razlike u kemijskom ili elektrokemijskom potencijalu
kemijskih vrsta.?®?” Da bi ekstrakcija bila $to uspje$nija potrebno je §to vise povedati
medufaznu povrsinu, a to se postize upravo mehani¢kim mijeSanjem.?’ Ekstrakcija tekuce-
tekuce klasi¢na je metoda za prociS¢avanje proizvoda i primjenjuje se u mnogim industrijama
poput prehrambene, farmaceutske i kemijske. Obi¢no se koristi kad druge metode separacije

poput destilacije i kristalizacije nisu moguée.?’

Slika 6. Klasi¢na aparatura za ekstrakciju tekuée-tekuée?®
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1.7. Instrumentalna analiza aroma lambic piva

Nakon izolacije aroma lambic piva primjenjuje se analiza i identifikacija istih. U ovom radu
za analizu je koriStena metoda plinske kromatografije - spektrometrije masa (engl. Gas

chromatography-mass spectrometry, GC-MS).

1.7.1. Plinska kromatografija-spektrometrija masa

Plinska kromatografija Cesto je koriStena tehnika separacije u kojoj se smjesa noSena
pokretnom fazom razdvaja putujuci po selektivnoj stacionarnoj fazi. Ukljucuje isparavanje
uzorka i njegovo ubrizgavanje u injektor kromatografske kolone. Uzorak se kroz kolonu
prenosi mobilnom fazom-strujom inertnog plina. Kolona sadrzi 1 stacionarnu fazu koja je
adsorbirana na povrSini krutine. Ova metoda ima Siroku primjenu u proc¢is¢avanju spojeva te
kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi smjesa. Plinska kromatografija predstavlja nezamjenjiv

alat u podrucju kemije i to zbog svoje jednostavnosti, osjetljivosti i uinkovitosti.?’

Masena spektrometrija temeljena je na ionizaciji spojeva. Ako se komponente razdvojene
kromatografijom ili dobivene u ¢istom obliku nekom drugom metodom, ubrizgaju u vakuum
komoru, razbijaju se strujom elektrona u fragmente odnosno ione. Raznim fragmentima je

moguce analizom utvrditi molekulsku masu.*

Uzimaju¢i u obzir mo¢ razdvajanja kromatografije 1 moc¢ identifikacije masene
spektrometrije, izravna kombinacija ove dvije tehnike pruza nam nevjerojatnu sposobnost
prepoznavanja svih komponenti slozenih smjesa, ¢ak i kad su iste prisutne u koli¢inama
poput 1072 g. Smjese mogu dolaziti iz svih aspekata ljudske aktivnosti: hrane, okolisa,

industrije itd.*

Aparatura za provedbu plinske kromatografije-masene spektrometrije sastoji se od plinskog
kromatografa, opremljenog kapilarnom kolonom i spojenog na spektrometar mase (slika 7.).
Plinski kromatograf razdvaja kemijske spojeve u smjesi na temelju njihove hlapljivosti i
interakcije sa stacionarnom fazom. Moguénost razdvajanja komponenata uzorka ovisi,

izmedu ostalog, o prirodi stacionarne faze stupca. Iz tog razloga, komercijalno su dostupne
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razli¢ite faze kapilarnih stupaca koje pruzaju specifi¢ne interakcije analita i stacionarne faze.
Za razdvajanje nepolarnih spojeva koristi se nepolarni stupac dok se za analizu polarnih
spojeva koriste polarni stupci. Spektrometar mase mjeri omjer mase i naboja iona, pruzajuci
informacije o molekulskoj masi spojeva. Temelji se na ionskom izvoru koji radi snopom
elektrona od 70 eV. Identifikacija se olakSava usporedbom dobivenih masenih spektara s
referentnim masenim spektrima Cistih spojeva pohranjenih u posebnim MS knjiznicama 1
bazama podataka. Medutim, identifikacija komponenti u slozenim smjesama moze postati
izazovna kada se komponente ubrizgane smjese nisu potpuno razdvojile sto se ocituje kao
preklapajuci vrhovi u plinskom kromatogramu. Ipak, identifikacija je i dalje moguéa pomocu

postupka obrade GC-MS podataka koji je implementiran u nekoliko ra¢unalnih programa.’!

Hrana i pi¢e sadrze mnoge aromatske spojeve prisutne u izvornom obliku ili nastale tijekom
obrade. GC-MS se koristi u njihovoj analizi, ali i za detekciju i mjerenje kontaminanata u
hrani i pi¢u kao i razli¢itih znakova kvarenja i patvorenja. Koristi se u analizi brojnih spojeva
poput piperina i mentola, kao i u detekciji spojeva kvarenja lambic piva koriStenog za potrebe

ovog diplomskog rada. %°

. Otvor za
: injektiranje
[ i uzorka
, Z .
,' v
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Injektor i analizator  multiplikator
plna <t } —
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GC kolona | i‘ _— J ‘ o
= . o o L}
\ |

Peénica { 8. 3 — — O
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Slika 7. Shematski prikaz rada GC-MS uredaja®

16



17



2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Opis uzoraka

U sklopu ovog istrazivanja, koriSteni su uzorci piva koji su prvotno upotrebljavani u veljaci
2023. godine, u svrhu drugog diplomskog rada. Ti uzorci ponovno su uporabljeni Cetiri
mjeseca poslije, tijekom lipnja, za potrebe ovog eksperimentalnog rada. Do analiza uzorci su
bili oblozeni parafinom i pohranjeni u laboratorijskom hladnjaku na temperaturi od + 4°C do

+ 8°C.

2.1.1. Lambic pivo s okusom breskve (uzorak 101)

Lambic pivo s okusom breskve, zlatne boje, proizvedeno je iz mladog lambic piva (starog
barem jednu godinu) u kojem je macerirano 30% svjeze filtrirane breskve. Voéno pivo je
punog i svjezeg okusa, dobro uravnotezeno izmedu karakteristi¢ne kiselosti /lambica 1 slatkog
okusa breskve. Sadrzi 2,5% alkohola i puni se u boce od 375 mL. Najbolje je posluziti ga
hladno (temperature 2-3 °C). Odli¢no se slaze s kozjim sirom, salatama, desertima poput
palacinki ili belgijskih vafli, te mesnim jelima kao $to je karamelizirana svinjetina 1 piletina

na zaru.>?

2.1.2. Lambic pivo s okusom jabuke (uzorak 202)

Lambic pivo s okusom jabuke, zlatne boje meda s bijelom pjenom, proizvedeno je
mijeSanjem soka od nekoliko sorti jabuka s mladim /ambic pivom starim barem jednu godinu.
Vo¢no pivo, s pocetno ostrim 1 punim okusom, se u kombinaciji sa slatko¢om crvenih jabuka
1 svjezinom zelenih jabuka stapa u slatko-kiselkastu ravnotezu svojstvenu lambicima. Sadrzi
3,5% alkohola i puni se u boce od 375 mL. Posluzuje se hladno (temperature 2-3 °C) te se

dobro slaze s raznim salatama i francuskim jelom Foie gras.*?
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2.1.3. Lambic pivo s okusom maline (uzorak 303)

Lambic pivo s okusom maline, tamno roze boje sa svijetlo rozom pjenom, proizvedeno je iz
mladog lambic piva (starog barem jednu godinu) u kojeg se macerira najmanje 30% svjeze
filtrirane maline. Tijekom kuSanja piva istie se aroma maline s naznakom karamele, pracena
blago kiselkastim zavrSetkom tipi€nim za lambic piva. Sadrzi 2,5% alkohola i puni se u boce
od 375 mL. PosluZuje se hladno (temperature 2-3 °C) te se naj€esce slaze s desertima poput

¢okoladne torte, sladoleda i tortom od sira.>?

e ¢ ~
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Slika 8. Uzorci lambic piva
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2.2. Eksperiment — izolacija i analiza aroma /ambic piva

Arome iz tri uzorka /ambic piva izolirane su dvjema razli¢itim metodama izolacije i to
mikroekstrakcijom vr$nih para na krutoj fazi pomocu sivog vlakna i ekstrakcijom tekuce-
tekuce. Nakon izolacije, provela se analiza aroma i to uz pomo¢ vezanog sustava plinska

kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS).

2.2.1. Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi

Izolacija aroma iz tri uzorka lambic piva HS-SPME metodom provedena je uporabom sivog
vlakna, duzine 5 ocm, s ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan

(DVB/CAR/PDMS) (Supelco Co., SAD).

Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi provedena je na uzorcima od 1 mL piva pri ¢emu
se svaki uzorak prelio u staklenu posudu zapremnine 15 mL koja je zatim hermeticki
zatvorena teflonskom septom. Staklena posuda se zatim stavila u vodenu kupelj prethodno
zagrijanu na 60 °C. Kupelj ima termostat (Heidolph EKT 3001) radi odrZavanja konstantne
temperature. Sadrzaj u posudi se mijeSao pomoc¢u magnetske mijesalice (Heidolph MR Her
Standard) koja moZe raditi u rasponu brzina od 100 do 1 400 okr/min. Na slici 9. prikazana
je koriStena aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME). Prema
uputama proizvodaca (Supelco Co., SAD) sivo vlakno se aktivira kondicioniranjem tijekom

60 minuta na temperaturi od 270 °C te se koristi za ekstrakciju vr$nih para uzoraka.

Uzorak je kondicioniran 15 minuta, a potom je HS-SPME igla postavljena u posudu.
Provedena je ekstrakcija vr$nih para pomocu vlakna u trajanju od 45 minuta uz konstantnu
brzinu mijeSanja otopine uzorka lambic piva (1000 okr/min). Nakon uzorkovanja, HS-SPME
vlakno je vrac¢eno u iglu, izvuceno iz posude i odmah postavljeno u GC-MS injektor (250 °C,

7 min) gdje je provedena toplinska desorpcija ekstrahiranih spojeva izravno u GC kolonu.
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Slika 9. Aparatura za mikroekstrakciju vrSnih para na krutoj fazi

2.2.2. Ekstrakcija tekuce-tekuce

Ekstrakcija aroma iz uzoraka lambic piva provedena je diskontinuiranom ekstrakcijom
tekuce-tekuce koriste¢i organsko otapalo diklormetan te smjesu organskih otapala

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

U Erlenmeyerovu tikvicu stavljeno je 20 mL uzorka vo¢nog piva, 60 mL smjese otapala
pentan:dietil-eter u omjeru 1:2, dvije Zli¢ice kuhinjske soli (NaCl) i magnet. Erlenmeyerova
tikvica postavljena je na magnetsku mijesalicu, u kupelj na hladno kako bi se sprijecilo
stvaranje emulzije, a broj okretaja podeSen je na 200 okr/min. Ekstrakcija je provedena na

sobnoj temperaturi, a sam postupak ekstrakcije trajao je 45 min.
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Zavrsetkom ekstrakcije tekuce-tekuce smjesa je ostavljena nekoliko minuta kako bi se slojevi
odvojili. U gornjem dijelu smjese izdvojio se ekstrakt pentana i dietil-etera Sto predstavlja
organski sloj, dok se u donjem dijelu izdvojio vodeni sloj. Organski sloj kapaljkom je
odijeljen od vodenog sloja 1 filtriran preko vate na koju je prethodno stavljeno sredstvo za
susenje- bezvodni natrijev sulfat (NaSOjs) te je na takav nacin iz organskog sloja uklonjen

ostatak vode.

Cijeli postupak ekstrakcije ponovljen je joS jednom za sve uzroke, ali koriste¢i organsko

otapalo diklormetan volumena 50 mL.

2.2.3. GC-MS analiza aroma

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza spojeva provedena je vezanim sustavom plinska
kromatografija-spektrometrija masa koriste¢i plinski kromatograf u kombinaciji s masenim

detektorom spojenim na racunalo (slika 10.).

Slika 10. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa
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Separacija i analiza sastojaka provedena je s pomocu kolone s nepolarnom stacionarnom
fazom HP-5MS, proizvodaca Agilent Technologies. Kolona je duga 30 m i Siroka 0,25 mm,
sa slojem stacionarne faze, kemijskog sastava 5 % difenil - 95 % dimetilpolisiloksan, debljine
0,2 um. Plin nositelj, u ovom sluc¢aju helij, prolazi kroz kolonu s hlapljivim spojevima pri
protoku od 1 mL/min. Omjer cijepanja je 1:50. Volumen injektiranog uzorka iznosi 1 pL, a
temperatura injektora 250 °C. Kao detektor upotrijebljen je spektrometar masa cija

temperatura iznosi 230 °C. Energija ionizacija uzorka u spektrometru masa iznosi 70 eV.

Identifikacija pojedinih spojeva provedena je usporedbom njihovih retencijskih vremena s
vremenima zadrzavanja ve¢ poznatih tvari iz smjesa hlapljivih spojeva prethodno
analiziranih GC-MS sustavom, kao 1 usporedujuci njihove masene spektre sa spektrima iz
biblioteke masenih spektara Wiley 09 (Wiley MS library) i NISTI7 (National Institute of
Standards and Technology, Gaithersburg, SAD).

Za svaki analizirani uzorak kao rezultat GC-MS analize dobiveni su sljede¢i podatci:

e kromatogram ukupne ionske struje- graf koji vizualizira varijacije intenziteta ionskog
signala u ovisnosti o vremenu tijekom analize,

e retencijsko vrijeme ili vrijeme zadrzavanja pojedinog kemijskog spoja koje je na
kromatogramu predstavljeno pikom,

e relativni udio pojedine komponente izrazen u postocima Sto omogucuje
kvantifikaciju prisutnih spojeva i procjenu njihove koncentracije,
pojedinog pika iz kromatograma ukupne ionske struje Sto omogucuje identifikaciju

spojeva.

Navedeni podatci sinergijski doprinose cjelovitoj analizi s pomocu metode plinske
kromatografije-spektrometrije masa pruzajuéi osnovu za preciznu identifikaciju,

kvantifikaciju 1 karakterizaciju spojeva u analiziranom uzorku.
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3. REZULTATI

3.1. Rezultati mikroekstrakcije vrsnih para na krutoj fazi uz upotrebu sivog vlakna

Tablica 1. Kemijski sastav 1 udio aroma lambic piva od breskve

Red. RI Spoj Udio
broj (%)
1. <900 butan-2,3-dion (diacetil) 21,36
2. <900 2-metil-butanoat 0,14
3. <900 etil-butanoat 0,28
4, <900 2-hidroksipropionska kiselina (mlije¢na 2,09
Kiselina)
5. <900 2-furankarboksialdehid 3,93
6. <900 heks-3-en-1-ol 0,38
7. <900 heksan-1-ol 1,44
8. <900 3-metil-but-1-ol-acetat 3,29
9. 965 benzaldehid 0,23
10. 976 heksanska kiselina 1,23
11.| 996 etil-heksanoat 1,65
12.| 1101 linalol 6,95
13.| 1105 nonanal 0,51
14.| 1116 2-feniletanol” 23,33
15.| 1170 4-etilfenol 0,80
16.| 1174 oktanska kiselina 8,14
17.] 1194 a-terpineol 4,55
18.| 1198 etil-oktanoat 3,07
19.| 1207 dekanal 0,38
20.| 1256 2-feniletil-acetat 3,43
21.| 1277 2-metoksibenzil-alkohol 8,36
22.| 1397 etil-dekanoat 0,36
23.| 1500 pentadekan 0,27
24.| 1571 5-heptil-dihidrofuran-2(3H)-on 1,40
Ukupno identificirano 97,57%

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*identifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja



Tablica 2. Kemijski sastav i udio aroma /ambic piva od jabuke

Red. broj RI Spoj Udio
(%)
1. <900 butan-2,3-dion (diacetil) 14,59
2. <900 etil-butanoat 0,63
3. <900 2-hidroksipropionska kiselina (mlijecna 2,93
Kiselina)
4 <900 2-furankarboksialdehid 2,09
5. <900 etil-2-metilbutanoat 6,44
6. <900 heks-3-en-1-ol 0,71
7 <900 heks-1-ol 15,11
8. <900 3-metil-but-1-ol-acetat 1,64
9. 965 benzaldehid 3,04
10. 976 heksanska kiselina 1,24
11. 995 butil-butanoat 0,84
12. 996 etil-heksanoat 0,53
13. | 1008 heks-3-enil-acetat 1,89
14.| 1074 oktan-1-ol 0,31
15. | 1105 nonanal 1,05
16. | 1116 2-feniletanol” 20,80
17.| 1170 4-etilfenol 0,41
18. | 1173 etil-benzoat 0,34
19. | 1174 oktanska kielina 6,64
20. | 1198 etil-oktanoat 0,94
21.| 1207 dekanal 0,56
22. | 1256 2-feniletil-acetat 1,34
23.| 1273 nonanska kiselina* 1,48
24. | 1277 2-metoksibenzil-alkohol 4,47
25.| 1314 4-vinil-2-metoksifenol 6,53
26. | 1400 tetradekan 0,42
27. | 1467 5-heksil-dihidrofuran-2(3H)-on 1,46
28. | 1500 pentadekan 0,81
29. | 1600 heksadekan 0,30
Ukupno identificirano 99,54%

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*identifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Tablica 3. Kemijski sastav i udio aroma /lambic piva od maline

Red. broj RI Spoj Udio
(%)
1. <900 butan-2,3-dion (diacetil) 5,92
2. <900 2-hidroksipropionska kiselina (mlije¢na 0,91
Kiselina)
3 <900 2-furankarboksialdehid 0,62
4, <900 heks-3-en-1-ol 2,85
5. <900 3-metil-but-1-ol-acetat 0,70
6 965 benzaldehid 0,33
7 974 heksanska kiselina 0,45
8. 996 etil-heksanoat 0,20
9. 1008 heks-3-enil-acetat 11,76
10. | 1074 oktan-1-ol 0,35
11.| 1101 linalol 0,19
12. | 1105 nonanal 0,59
13.| 1116 2-feniletanol” 9,76
14. | 1174 oktanska kiselina 7,30
15.| 1194 a-terpineol 0,99
16. | 1198 etil-oktanoat 0,92
17.| 1200 dekanal 0,37
18. | 1256 2-feniletil-acetat 1,05
19. | 1277 2-metoksibenzil-alkohol 0,65
20. | 1382 dekanska kiselina* 1,97
21.| 1388 trans-f-damascenon 0,39
22. | 1397 etil-dekanoat 0,83
23. | 1485 S-jonon 45,49
Ukupno identificirano 94,59%

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*1dentifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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3.2. Rezultati ekstrakcije tekuce-tekuce uz upotrebu smjese otapala pentan:dietil-eter (1:2)

Tablica 4. Kemijski sastav i udio aroma lambic piva od breskve

Red. broj RI Spoj Udio
(%)
1. <900 2-hidroksipropionska kiselina (mlije¢na 49,63
kiselina)
2 974 heksanska kiselina 0,34
3 1035 limonen 0,37
4, 1070 2-furankarboksilna kiselina 4,72
5. 1116 2-feniletanol” 18,34
6 1162 benzojeva kiselina 0,37
7 1170 4-etilfenol 0,22
8. 1182 terpinen-4-ol 3,46
9. 1189 5-hidroksimaltol 0,25
10. | 1230 5-hidroksimetilfurfural (HMF) 1,42
11. | 1260 geraniol 3,83
12. | 1277 2-metoksibenzil-alkohol 0,68
13.| 1284 2-hidroksisukcinska kiselina (jabu¢na kiselina) 0,37
14. | 1382 dekanska kiselina 0,24
15.| 1425 4-hidroksibenzil-alkohol 7,82
16.| 1571 5-heptil-dihidrofuran-2(3H)-on 0,56
17. | 1749 1H-indol-3-etanol 2,32
Ukupno identificirano 94,94%

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*1dentifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Tablica 5. Kemijski sastav i udio aroma /ambic piva od jabuke

Red. broj RI Spoj Udio
(%)
1. | <900 heks-3-en-1-ol 5,41
2. <900 2-hidroksipropionska kiselina (mlije¢na 41,12
Kiselina)
3 1035 limonen 0,47
4. 1112 maltol 0,34
5. | 1116 2-feniletanol” 10,35
6 1219 4-vinilfenol 0,81
7 1230 5-hidroksimetilfurfural (HMF) 1,24
8. | 1260 geraniol 3,56
9. 1284 | 2-hidroksisukcinska kiselina (jabu¢na kiselina) 4,38
10. | 1425 4-hidroksibenzil-alkohol 24,19
11. | 1467 5-heksil-dihidrofuran-2(3H)-on 0,48
12.| 1749 1H-indol-3-etanol 0,75
13.| 2182 oktadekanska kiselina 0,22
Ukupno identificirano 93,32%

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*1dentifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Tablica 6. Kemijski sastav i udio aroma /lambic piva od maline

Red. Broj RI Spoj Udio

(%)
1. | <900 heks-3-en-1-ol 3,24
2. <900 2-hidroksipropionska kiselina (mlije¢na 54,24

Kiselina)
3 974 heksanska kiselina 0,36
4. | 1007 heks-3-en-1-ol-acetat 0,43
5. 1035 limonen 0,57
6 1037 benzil-alkohol 0,36
7 1070 2-furankarboksilna Kiselina 2,50
8. | 1116 2-feniletanol” 18,07
9. | 1162 benzojeva kiselina 2,23
10. | 1177 terpinen-4-ol 3,47
11. | 1230 5-hidroksimetilfurfural (HMF) 0,11
12.| 1251 2-feniloctena kiselina* 0,20
13. | 1294 4-metoksibenzil-alkohol (anisil-alkohol) 2,37
14.| 1379 dekanska kiselina 0,29
15. | 1397 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehid (vanilin) 0,19
16. | 1425 4-hidroksibenzil-alkohol 3,90
17.| 1485 /-jonon 1,05
18. | 1963 heksadekanska kiselina* 0,32
Ukupno identificirano
93,90%

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*identifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Slika 12. Reprezentativni kromatogram uzorka lambic piva od breskve izoliranog pomoc¢u
smjese pentan:dietil-eter (1:2, v/v)
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3.3. Rezultati ekstrakcije tekuée-tekuce uz upotrebu organskog otapala diklormetana

Tablica 7. Kemijski sastav i udio aroma lambic piva od breskve

Red. Broj RI Spoj Udio
(%)
1. | <900 2-hidroksipropionska kiselina (mlije¢na 10,94
Kiselina)
2 1070 2-furankarboksilna kiselina 1,29
3. | 1116 2-feniletanol” 6,96
4, 1173 etil-benzoat 4,02
5. | 1230 5-hidroksimetilfurfural (HMF) 2,19
6 1284 | 2-hidroksisukcinska kiselina (jabu¢na kiselina) 0,64
7 1362 eugenol 3,16
8. | 1425 4-hidroksibenzil-alkohol 9,83
9. | 1443 4-metoksibenzaldehid (p-anisaldehid) 1,18
10. | 1525 2,4-di(1,1-dimetiletil)fenol 0,55
11.| 1749 1H-indol-3-etanol 2,07
12.| 1808 | 4-hidroksi-3,5,6-trimetil-4-(3-okso-but-1-enil)- 1,17
cikloheks-2-en-1-on
13.| 1856 kofein 49,44
14. | 2400 tetrakosan 2,15
Ukupno identificirano 95,59%

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*identifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Tablica 8. Kemijski sastav i udio aroma /ambic piva od jabuke

Red. broj RI Spoj Udio
(%)
1. | <900 2-hidroksipropionska kiselina (mlijecna 6,83
Kiselina)
2. | 1116 2-feniletanol” 12,02
3. | 1219 4-vinilfenol 0,81
4, 1230 5-hidroksimetilfurfural (HMF) 2,50
5. 1284 | 2-hidroksisukcinska kiselina (jabu¢na kiselina) 3,76
6. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 1,59
7. | 1362 eugenol 3,97
8. | 1425 4-hidroksibenzil-alkohol 6,87
9. | 1467 5-heksil-dihidrofuran-2(3H)-on 0,83
10. | 1749 1H-indol-3-etanol 1,30
11. | 1856 kofein 41,44
12. | 2400 tetrakosan 7,84
Ukupno identificirano 89,76%

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*identifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Tablica 9. Kemijski sastav i udio aroma /lambic piva od maline

Red. broj RI Spoj Udio
(%)
1. | <900 heks-3-en-1-ol 1,14
2. <900 2-hidroksipropionska kiselina (mlije¢na 4,30
Kiselina)
3 1037 benzil-alkohol 0,52
4. | 1116 2-feniletanol” 9,72
5. | 1162 benzojeva kiselina 1,67
6 1219 4-vinilfenol 2,99
7 1230 5-hidroksimetilfurfural (HMF) 1,81
8. | 1294 4-metoksibenzil-alkohol (anisil-alkohol) 1,41
9. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 2,43
10. | 1362 eugenol 3,85
11.| 1425 4-hidroksibenzil-alkohol 5,24
12. | 1485 /-jonon 0,95
13. | 1554 | 4-(4-hidroksifenil)-buta-2-on (malina keton) 0,46
14. | 1749 1H-indol-3-etanol 1,30
15. | 1856 kofein 55,32
16. | 2400 tetrakosan 0,46
Ukupno identificirano 93,57%

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*1dentifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja

34



Abundance

s100000

3000000

2900000

2800000

2700000

2600000

2500000

2400000

2300000

2200000

2100000

2000000

1900000

1800000

1700000

1600000

1500000

1400000

1300000

1200000

1100000

1000000

900000

800000

700000

600000

s00000

400000

s0o0o0o00

200000

100000

A

n

TIC:Zvone_NG620.D\data.ms

L L RPN N

Tim e -->

Slika 13. Reprezentativni kromatogram uzorka /ambic piva od jabuke izoliranog pomoc¢u

diklormetana

10 .00

15 .00 20.00 25 .00 30.00 35 .00

2000

25 00

50 00

55 .00

60 00

35



36



4. RASPRAVA

Zadatak ovog diplomskog rada bio je izolirati i identificirati arome kvarenja lambic piva. Iste
su izolirane metodom mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi uz pomo¢ sivog vlakna te
ekstrakcijom tekuce-teku¢e uz koriStenje dvaju otapala: smjese organskih otapala
pentan:dietil-eter (1:2, v/v) te diklormetana. Nakon izolacije, spojevi su analizirani vezanim
sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa te su rezultati prikazani u tablicama.
Za koriStene metode prikazani su i reprezentativni kromatogrami uzoraka.

Metodom mikroekstrakcije vrSnih para na krutoj fazi uz upotrebu sivog vlakna, izolirani
spojevi lambic piva s okusom breskve prikazani su u tablici 1. U uzorku je identificirano 24
spoja koji ¢ine 97,57% ukupnih spojeva u uzorku. U uzorku prevladava 2-feniletanol
(23,33%), -visi alkohol koji pivu daje aromu po ruzi®!!, slijedi butan-2,3-dion (21,36%),
zatim 2-metoksibenzil-alkohol (8,36%) 1 oktanska kiselina (8,14%) koja pivu daje aromu
koja podsjeéa na miris i okus kozjeg mlijeka®. U uzorku je prisutan i linalol (6,95%) —
organski spoj koji pivu daje cvjetnu aromu.*® U manjim koli¢inama potvrdeni su i esteri etil-
butanoat (0,28%), etil-heksanoat (1,65%) 1 etil-oktanoat (3,07%) koji pridonose pozeljnim,
voénim karakteristikama piva ako se nalaze u optimalnim razinama.** Etil-oktanoat (3,07%)
1 etil-dekaonoat (0,36%) tradicionalno se nalaze u lambic pivu 1 smatraju se spojevima koji
daju tipi¢nu aromu lambicu.** Zanimljiva je i prisutnost 2-hidroksipropionske (mlije¢ne)
kiseline (2,09%) koja je pokazatelj ,,kvarenja piva‘“ uz prisustvo bakterija mlije¢ne kiseline.'*
Medutim, u proizvodnji nekih stilova piva, poput kiselog piva (lambic), mlijecna kiselina se
namjerno dodaje. Naj€esce je prirodno proizvedena djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline.
Ove bakterije fermentiraju Secere u kiseline, za razliku od vecine kvasaca, koji fermentiraju
Seéer u etanol.'’> Malolakticka fermentacija, koju provode ove bakterije, ée biti sporija kod
nizih temperatura, ¢ime se povecava proizvodnja butan-2,3-diona (diacetila). S druge strane,
proizvodnja octene kiseline raste s brzinom malolakticke fermentacije.*® Koristeni uzorci su
bili otvoreni u razdoblju od cetiri mjeseca te su ¢uvani u hladnjaku od +4°C do +8°C te je
moguca povecana koncentracija butan-2,3-diona.

Na isti nacin izolirano je 1 29 spojeva lambic piva s okusom jabuke §to ¢ini 99,54% ukupnih
spojeva u uzorku kao §to je i prikazano u tablici 2. 2-Feniletanol je spoj s najve¢im udjelom

od 20,8%. Slijede ga heks-1-ol (15,11%) i butan-2,3-dion (14,59%). Postotak mlijecne
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kiseline u ovom uzorku iznosi 2,93%. U uzorku je potvrdena i prisutnost aldehida nonanala
(1,05%) i dekanala (0,56%).

Tablica 3. prikazuje aromatski profil piva s okusom maline dobiven mikroekstrakcijom
vr$nih para na krutoj fazi. Ukupni broj izoliranih spojeva iznosi 23 §to ¢ini 94,59% ukupnih
spojeva u uzorku. Najzastupljeniji je f-jonon koji ¢ini gotovo polovicu (45,49%) od ukupnog
udjela spojeva u uzorku. To je mirisni spoj koji se Cesto koristi u industriji parfema zbog
svojega tipiénog mirisa ljubiice. Prisutan je u mnogim biljkama, voéu i povréu.’’ Slijede
heks-3-enil-acetat (11,76%), 2-feniletanol (9,76%), oktanska kiselina (7,3%) 1 butan-2,3-

dion (5,92%). Ostali spojevi u uzorku prisutni su u udjelu manjem od 5,92%.

Metodom ekstrakcije tekuce-tekuc¢e uz pomo¢ otapala pentan:dietil-eter (1:2, v/v) izolirano
je 17 spojeva iz uzorka piva s okusom breskve §to ¢ini 94,94% ukupnih spojeva u uzorku.
Dominira mlije¢na kiselina koja ¢ini gotovo polovicu hlapljivih spojeva u uzorku (49,63%).
Ovaj rezultat je ocekivan, buduéi da je mlije¢na kiselina potpuno topljiva u dietil-eteru i
drugim organskim otapalima koja se mije$aju s vodom.* Slijede 2-feniletanol (18,34%) i 4-
hidroksibenzil alkohol (7,82%). Ostali spojevi nalaze se u nizim koncentracijama, ali valja
spomenuti 5-hidroksimetilfurfural (5-HMF), aldehid koji je takoder detektiran u uzorku
(1,42%), a pivu daje okus po zagorjelom®. Prisutna je i 2-hidroksisukcinska kiselina
(jabucna) (0,37%) koju bakterije mlijecne kiseline kao i neki kvasci razgraduju do mlijecne
kiseline te benzojeva kiselina s istim udjelom od 0,37%. Benzojeva kiselina pripada skupini
fenolnih kiselina koju divlji kvasci dekarboksiliraju stvaraju¢i neugodnu aromu piva. '
Ekstrakcijom tekuce-tekuce uz pomoc¢ iste smjese otapala izolirano je 13 spojeva arome
¢ineci znacajan postotak od 93,32% ukupnih spojeva koji se nalaze u uzroku piva s okusom
jabuke (tablica 5.). U uzorku dominira mlije¢na kiselina (41,12%), zatim 4-hidroksibenzil
alkohol (24,19%), 2-feniletanol (10,35%), heks-3-en-1-ol (5,41%). Uz to su zabiljezeni 1
drugi spojevi poput 5S-HMF (1,24%), jabucne kiseline (4,38%) 1 geraniola (3,56%). Geraniol
je spoj koji potjece iz hmelja, a pivu daje cvjetnu aromu.>?

U tablici 6. prikazano je 18 spojeva koji ¢ine 93,9% ukupnih spojeva u uzorku piva s okusom
maline. Mlijecna kiselina (54,24%) je najzastupljeniji spoj u uzorku. Slijedeéi spojevi s
ve¢im udjelom su: 2-feniletanol (18,07%), 4-hidroksibenzil alkohol (3,9%), terpinen-4-ol
(3,47%) 1 p-jonon (1,05%) koji je karakteristi¢an spoj ploda maline.
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Ekstrakcijom tekuce-tekuce uz upotrebu diklormetana, izolirano je 14 spojeva koji Cine
95,59% ukupnih spojeva uzorka piva s okusom breskve (tablica 7.). Najdominantniji spoj
jest kofein koji se pojavio u koli¢ini od 49,44%. Prisutnost kofeina u pivu rezultat je procesa
proizvodnje piva. Proizvodnja piva podrazumijeva Cetiri osnovna sastojka - vodu, slad, hmelj
i kvasac. Upravo hmelj, koji pivu daje gor¢inu, u svom sastavu sadrzi ksantohumol, spoj koji
djeluje kao prekursor kofeina. Procesom kuhanja ksantohumol se transformira u kofein.*
Mlije¢na kiselina se takoder nalazi u ve¢em postotku (10,94%), a slijedi 4-hidroksibenzil-
alkohol (9,83%) te 2-feniletanol (6,96%). Ostali spojevi u uzorku se nalaze u manjim

koli¢inama.

Tablica 8. prikazuje 12 spojeva arome izoliranih iz uzorka piva s okusom jabuke i to
ekstrakcijom tekuce-tekuce uz diklormetan kao otapalo. I ovdje dominantan spoj je kofein s
najveé¢im postotkom zastupljenosti od 41,44%. Uz kofein ostali prisutni spojevi su: 2-
feniletanol (12,02%), tetrakosan (7,84%), 4-hidroksibenzil alkohol (6,87%), mlije¢na
(6,83%) 1 jabucna kiselina (3,76%), te 5-HMF (2,5%).

Rezultati ekstrakcije tekucée-tekuce uz upotrebu diklormetana kao otapala otkrili su 16
spojeva ¢inec¢i znacajnih 93,57% ukupnih spojeva u uzorku piva s okusom maline (tablica
9.). Vidljivo je kako viSe od polovice spojeva otpada na kofein (55,32%), a ostali spojevi su:
2-feniletanol (9,72%), 4-hidroksibenzil alkohol (5,24%), mlijecnu kiselinu (4,3%), eugenol
(3,85%), 4-vinilfenol (2,99%), 4-vinil-2-metoksifenol (2,43%) te ostali spojevi prisutni u
manjoj koli€ini. Spoj 4-(4-hidroksifenil)-butan-2-on, odnosno malina keton koji se u uzorku
pojavljuje u niskom postotku od 0,17%, karakteristi¢an je za aromu ploda maline. Osim u

malini, nalazi se i u drugim voékama poput breskve, grozda i jabuke.*!
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5. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu provedeno je ispitivanje aroma lambic piva s posebnim naglaskom
na one koji se mogu pojaviti kao potencijalni produkti njegovog kvarenja. Na temelju

provedenog istrazivanja i analize mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

e Dobiveni rezultati pokazuju veliku raznovrsnost identificiranih aromatskih spojeva
ovisno o koriStenoj metodi izolacije.

e Proucavajué¢i svaku metodu izolacije zasebno vidljive su odredene sli¢nosti u
izoliranim aromama izmedu uzoraka (najzastupljenije skupine izoliranih spojeva
pripadaju alkoholima, kiselinama, aldehidima, ketonima, esterima i fenolima, a 2-
feniletanol — visi alkohol koji pridonosi pozitivnim karakteristikama piva svojom
slatkastom aromom po ruzi, pojavljuje se u svakom ispitivanom uzorku koristenjem
bilo koje od navedenih metoda izolacije).

e Uocene razlike u aromatskom profilu mogu se objasniti razli€itim recepturama
proizvodaca kao i razli¢itim ¢imbenicima proizvodnog procesa.

e Mikroekstrakcijom vrSnih para na krutoj fazi uz upotrebu sivog vlakna izoliran je
najveci broj spojeva (29) Sto predstavlja i najvisi udio spojeva iz ispitivanih uzoraka
(99,54%) 1 to 1z uzorka piva s okusom jabuke.

e Ekstrakcijom tekucée-tekuce izolirani su spojevi za koje se smatra da pridonose
nezeljenim senzorskim karakteristikama piva ukoliko se nalaze u prekomjernim
koli¢inama, a to su 2-hidroksipropionska kiselina (mlije¢na kiselina) te 5S-HMF. Valja
naglasiti kako su ti spojevi izolirani uz upotrebu obaju otapala: smjese pentana i dietil-
etera (1:2, v/v) te diklormetana.

e Ekstrakcijom tekuce-tekuce uz upotrebu diklormetana kao otapala izoliran je kofein.
Pretpostavlja se da kofein potjece iz hmelja koji je jedan od osnovnih sirovina u
proizvodnji piva. Hmelj u svom sastavu sadrzi ksantohumol koji djeluje kao
prekursor kofeina.

e Eksperimentalni dio ovo rada jasno ukazuje kako nakon otvaranja lambic piva, ono
postaje izlozeno okolini §to moze dovesti do promjena u aromi piva. Medutim, u

ovom sluc¢aju, kod triju uzoraka piva koja su bila otvorena i cuvana u hladnjaku od
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+4°C do + 8°C te oblozena parafinom tijekom Cetiri mjeseca, nije doslo do znacajnog
kvarenja. Ovaj rezultat se moze pripisati niskim temperaturama koje usporavaju
malolakticku fermentaciju, odnosno stvaranje mlije¢ne kiseline, dok se istovremeno
povecava stvaranje diacetila. Povecana koncentracija diacetila moze utjecati na okus
piva daju¢i mu ,,maslastu* notu, $to nije uvijek pozeljno.

Vidljivo je da niska temperatura usporava kvarenje.
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6. POPIS KRATICA I SIMBOLA

w/w — (engl. weight per weight) — masa po masi, maseni postotak

HS-SPME — (engl. headspace solid phase microextraction) — mikroekstrakcija vrsnih para

na krutoj fazi

GC-MS — (engl. gas chromatography-mass spectrometry) — plinska kromatografija-masena

spektrometrija

DI-SPME — (engl. direct immersion solid phase microextraction) — izravna imerzija

mikroekstrakcija ¢vrste faze

DVB/CAR/PDMS -  (engl.  divinylbenzene/carbamoyl/polydimethylsiloxane)  —

divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
okr/min — okretaj u minuti
v/v — (engl. volume per volume) — volumen po volumenu, volumni postotak

NISTI7 — (engl. National Institute of Standards and Technology) — Nacionalni institut za

standarde 1 tehnologiju
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