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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

» Odrediti aromatini profil Sest razliitih uzoraka rakije biske koristedvije metode
izolacije i to mikroekstrakciju vrSnih para na loptazi (HS-SPME) i ekstrakciju
tekuce-tekice.

* lzolirane aromatine hlapljive spojeve identificirati primjenom vezan sustava
plinske kromatografije - spektrometrije masa (GC)MS

* Analizirati i usporediti dobivene rezultate ispéivh uzoraka te utvrditi razlike i

sli¢nosti u analizi uzoraka koriStenjem dviju réilh metoda izolacije.



SAZETAK

Biska je tradicionalna istarska rakija koja seiprodi aromatiziranjem rakije
lozovae ili komovice prirodnim ekstraktom Zute imeleo(anthus europaeqsli bijele
imele Viscum album Tijekom njene proizvodnje nastaju brojne arosredi hlapljive
tvari ¢iji udjel i sastav odrduje kvalitetu gotovog proizvoda. Cilj ovog radaugrditi i
usporediti profil hlapljivin sastojaka 6 uzorakifa biske. Hlapljivi spojevi izolirani
su koriStenjem dvije tehnike izolacije: mikroek&tga vrSnih para na krutoj fazi (engl.
headspace-solid phase microextraction, HS-SPME$trakcija tekde-tekice. Analiza
izoliranih spojeva provedena je primjenom spregriebmike plinska kromatografija —
spektrometrija masa (engl. gas chromatography -—snseectrometry, GC-MS).
Identificirano je ukupno 46 hlapljivin spojeva kagjiripadaju sljed@m kemijskim
skupinama: alkoholi, esteri, masne kiseline, aldiglalkani i terpeni. Najzastupljenije
komponente su visi alkoholi 3-metil-butan-1-ol inf&til-propan-1-ol te etilni esteri
srednjelaganih masnih kiselina etil-dekanoat i etil-oktanobto¢ene su znsjne
razlike u aromatinom profilu ovisno o koriStenoj metodi izolacije,samo je 8 istih

spojeva identificirano koriStenjem obe metode.

Klju ¢ne rijedi: biska, aroma, hlapljivi spojevi, ekstrakcija tékttekite, HS-SPME,
GC-MS



SUMMARY

Biskais a traditional Istrian brandy produced by flamgrlozova‘a brandy or
komovicabrandy with a natural extract of yellow mistlet@eranthus europaeysor
white mistletoe Yiscum album During the production dBiskabrandy, many aromatic
volatile substances are generated, and their corteth composition determine the
quality of the finished product. The aim of thisppais to determine and compare the
volatile componentsprofile of 6 samples oBiska brandy. Volatile compounds are
isolated using two isolation metods: headspacelgblase microextraction (HS-SPME)
and liquid-liquid extraction. The analysis of is@ld compounds was performed using
gas chromatography — mass spectrometry (GC-MSht#| bf 46 volatile compounds
belonging to the following chemical groups haverb&kentified: alcohols, esters, fatty
acids, aldehydes, alkanes and terpenes. The prgyvaimount of higher alcohols 3-
methyl-butan-1-ol and 2-methyl-propan-1-ol as veslithe ethyl esters of medium-chain
fatty acids ethyl-decanoate and ethyl-octanoateeVieund. Significant differences in
aromatic profile were detected depending on th&atiem method used, and only 8 of

the same compounds were identified using both nastho

Keywords: Biskg aroma, volatile compounds, liquid-liquid extracti¢itS-SPME, GC-
MS
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uvoD

Tradicija proizvodnje i konzumacije alkoholnih¢givrlo je duga. Od davnih
vremena alkoholna @& koristila su se kao opojna sredstva za uzivanjeligijsko-
magijske svrhe te u narodnoj medicini. Destila@j&ao proces u proizvodnji alkohola
prvi puta opisana u knjiziLjber de arte distillandi 1500 godina prije Krista, naitim
ona u Europi ostaje nepoznata sve do 11. stljkada se spominje prva destilacija
viskija u Irskoj. Do naglog razvitka i poboljSarmpeocesa destilacije dolazi nakon Prvog
svjetskog rata (1).

Jaka alkoholna pa popularna su u cijelom svijetu i proizvode se mogim
zemljama. Svaka drzava ima svoje prepoznatljivaolatkno pée koje se od drugih
razlikuje prvenstveno zbog rastih sastojaka koristenih prilikom njihove proizvgd.
Najpoznatije tradicionalne hrvatske rakije su $Wjiica, loza i travarica. Jedna manje
poznata rakija, koja ima dugu tradiciju proizvodng istarskom poluotoku, je rakija
biska. Biska je aromatizirana rakija koja se prothvmaceracijom li& i mladih
grartica zute ili bijele imele u komovici ili lozoa

Speciftna senzorska svojstva rakije biske ovise o upgaeioh sirovinama i
njihovoj kvaliteti, n&inu prerade i primijenjenoj tehnologiji, &iau provedbe procesa
fermentacije, destilacije i maceracije te dozrijgua njegovanju destilata. Svi navedeni
parametri utjéu na nastanak brojnih hlapljivih tvatiii sastav i udio odréuje kvalitetu
finalnog proizvoda. Upravo zbog toga njihova jeniiikacija jedan od najvaznijih

koraka u ocjeni kvalitete jakih alkoholnihépi



1.0PCI DIO

1.1. JAKA ALKOHOLNA PI CA

Jaka alkoholna pa, prema Pravilniku o jakim alkoholnimépna, definirana su
kao pta namijenjena za ljudsku potroSnju koja sadrze mmahmo 15% vol. alkohola i
posebna senzorska svojstva (2). Osnova za proipvo@kih alkoholnih pta je
alkoholna fermentacija 8era, iz svih biljnih sirovina koje sadrZe visok aidi€era i
Skroba. Kao sirovina za fermentaciju ¢ete se koristi vée (grode, Sljive, marelice,
breskve, jabuke, kruske, visSnje treSnje i dr.)arke, krumpir, S&erna repa ili S&erna
trska (1). Jaka alkoholnadai mogu se proizvesti:
1. Izravnim postupkom i to:

- destilacijom, s ili bez dodavanja aroma, prirodpoevrelih sirovina

poljoprivrednog podrijetla, i/ili

- maceracijom ili sthom preradom bilja u etiinom alkoholu poljoprivredn

podrijetla i/ili u destilatima poljoprivrednog paphtla, i/ili u jakim alkoholnim

pi¢ima, ifili;

- dodavanjem aroma, &a ili drugih sladila i/ili drugih poljoprivrednih

proizvoda i/ili prehrambenih proizvoda etilnom dtiadu poljoprivrednog

podrijetla i/ili destilatima poljoprivrednog podeija i/ili jakim alkoholnim

pi¢cima
2. MijeSanjem jakog alkoholnogdgai s jednim ili viSe:

- drugih jakih alkoholnih gia i/ili

- etilnim alkoholom ili destilatima poljoprivredngapdrijetla

- drugih alkoholnih pia i/ili

- pica

Etilni alkohol koji se koristi tijekom proizvodnjakih alkoholnih pta mora biti
poljoprivrednog podrijetla i ne smije imati mirisakus drugdiji od onoga koji je
karakteristian za upotrebljenu sirovinu. Minimalna alkoholn&ogst etilnog alkohola
mora biti 96,0% vol (2).

Podjela jakih alkoholnih pa ovisno o tehnologiji i uvjetima proizvodnje te

podrijetlu sirovine prikazana je na slici 1.



Jaka alkoholna pica

' It
Rakije
su proizvodi dobiveni destilacijom prevrelog soka, masulja ili komine grozda ili drugog voca, na manje od
L 86% vol. alkchola )
' Yy

Vocne rakije Rakije od vocne
proizvod dobiven komine
iskljuéivo

Rakije od groZda Specijalne rakije

égﬁ;?;:;_ destilacijom preizved dobiven ;ﬂﬁt
vinjak, prevrelog masulja fermentacijom 1 Klekovata,

vota (kruskovata, destilacijom votne

drozdenka trednjevaca) komine

biska

Rakije po posebnim postupcima

' TN
o Destilacijom
D;:g:'%ﬂ;le Destilacijom prevrelih sirovina
P Jomi revrelih proizvoda siromasnih
Finsllcll'le feferne trske feferom, sa ili bez
Rum etilnog alkohola

Zitna rakija Gin

Jaka alkoholna pica po posebnim postupcima

su proizvodi koje se dobivaju razrjedivanjem etilnog alkohola poljoprivrednog porijekla, destilata ili
njthovih smjesa 1 mogu se aromatizirati 111 posebim pestupeima samo profifcavati

e ™
| - . Jaka alkoholna pica
Votka Domaci brendy Domaci rum od voia

™,

Likeri

su proizvedi dobiveni aromatiziranjem etilnog alkohola ili destilata peljoprivrednog porijekla ili jednoga ili
L viie jakih alkoholnih pica 1li njthove myjedavine )

| | | | ]

Likeriod Vo likeri [ ikeri od rakiia Bilini likeri Emulzijski
votnog soka likeri
[-"‘“’“?M : "“iJ [ijeri s rinom] Ostali likeri \
likeri

Mijesana jaka alkoholna pica - kokteli
su medusobne mjesavine dvaju ih vise jakih alkoholnih pica, ih jaka alkoholna pica s etilnim alkoholom
poljoprivrednog porijekla i/ili vocnim sokom i/ili drugim sokom 1/ili aromom 1/1li vinom i dr., s ili bez
dodatka fecera

Liker1 od kave, Caja.
kakaa cokolade, kole

Slika 1. Podjela jakih alkoholnih pa (1)

3



1.1.1. SPECIJALNE RAKIJE

Aromatiziranjem rakija i vinskog destilata raznimplodovima, véem,
aromatskim biljem, njihovim maceratima i et&im uljima proizvode se specijalne
rakije. One se mogu proizvoditi i tako da se&mnam ili groztanom masulju ili soku
prije fermentacije dodaje mljeveno aronmiat bilje ili izgnjeieni svjezi plodovi.
Konani proizvodi mogu sadrzavati biljne dijelove od ikogu napravljeni, a alkoholna
jakost specijalne rakije mora biti najmanje 37,56b (2). Najpoznatiji predstavnik ove
skupine rakija je travarica, a u specijalne ralgjestavaju se joS i biska, klekaiza
mastika, pastis, ruda i dr.

Priprava specijalnih, aromatih rakija ima dugu tradiciju koja potje iz
primorskih krajeva u kojima ima najviSe arondabg bilja. Za njihovu proizvodnju
nage&e se koriste rakije od gréd uz dodatak arométiog bilja koje oplemenjuje
njezin okus. Svaka biljka koja se koristi u tu svdadrzi svoje spectine aromatine ili
nearomatine tvari. Biljni dijelovi koji se upotrebljavaju zpripremanje aromatnih
rakija potje&u iz:

- ploda (klek, kardamom, muskatni orah, anis, kafidtorijandar, kopar...)

- korijena (adelika, perunika, lincura, &njak...)

- cvjetova (lavanda, mé&pa dusica, kamilica, stolisnik, ruza, bazga, brera

- listova (kadulja, ma&njak, paprena metvica, pelin, mi@a dusica, imela...)

- balzama i smola (balzam striks, benzoeve smadetiks...).

Alkohol iz biljnih dijelova ekstrahira velik brdarmakoloski djelotvornih tvari
koje, osim Sto rakiji daju boju, okus i aromu, pgozio djeluju na ljudsko zdravlje

ukoliko se takvo gie konzumira u razumnim kélnama (1).

1.2. BISKA

Biska je tradicionalna istarska aromatizirana jeakkoja se proizvodi
maceracijom li§a i mladih gratica Zute ili bijele imele u alkoholnoj bazi, tege
komovici ili lozovaii (slika 2). Ukoliko je alkoholna jakost biske mamgpd 37,5% vol
ona se na trziSte plasira kao liker, sukladno Bréwi o jakim alkoholnim piima.
Biska ima boju kestenova meda sa zelenkastim @ufsjap njezina nijansa ovisi 0
kolicini biljaka koje se koriste te duzini maceracijgekom proizvodnje biske moze se



koristiti med ili Séer kao dodatak (1). Prema originalnoj recepturiskio se dodaje jos
i Cetiri vrste travaiji identitet proizvaiaci vjesto kriju.

Iz svega navedenog vrlo lako je zakifuda jedinstveni recept za proizvodnju
biske ne postoji weon ovisi o koléini i vrsti alkoholne baze za maceraciju, Koli i
vrsti biljaka koje se koriste, dugotrajnosti macgem dodatku meda ili $era, a

navedeni parametri variraju od proidaa do proizvdaca.

o

Slika 2. Biska (3)

1.2.1. TEHNOLOGIJA PROIZVODNJE BISKE

Proizvodnja biske zagmje pripremom bazne rakije, rage komovice.
Komovica se dobiva destilacijom fermentirane konmaegrozia. U praksi s€esto za
pripravu komovice upotrebljava neprevrela (slatkajnina, koja je zaostala nakon
cijedenja izmuljanog grafanog masulja. Tako dobivenoj komovici dodaje se
destilirana voda kako bi se postigao Zeljeni sgdai@hola (najeXe oko 40% vol.).
Manji dio rakije se izdvoji i u nju se umijeSajujeXi ili suseni listovi imele u kadini
do 30 g za litru gotovog proizvoda. Maceracijad@rg&0 do 45 dana uz obavezno
svakodnevno mijeSanje. Kéina dodanih biljnih dijelova i duZina maceracij¢etié na
koli¢inu sastojaka koji ekstrahiraju u rakiju. To je @oso izrazeno kod pigmenta, pa se
tako duljom maceracijom dobiju tamniji tonovi sieeboje biske. Nakon zavrSetka



maceracije macerat se procijedi i pomijeSa sealasnh bazne rakije. U ovoj fazi moze
se dodati med ili $er. Homogenizacija sastojaka traje 30 do 60 damkpméega

slijedi filtriranje i punjenje u boce (1).

1.3. IMELA

Imela je poluparazitska biljna vrsta koja se, 0gi® rodu, svrstava u porodicu
Viscaceae ili Loranthaceae koje su taksonomski pave, a pripadaju redu Santalales.
Porodica Viscaceae dugo vremena se smatrala patlpono porodice Loranthaceae
zbog mnogih stinosti u obiljezjima. Méutim 1960-tih godina doSlo je do prirdamja
zna&ajnih razlika u embriologiji i osnovnom broju krosmwma te su one sada zasebne
porodicama unutar istog reda (4).

Imela raste uglavhom kao grm na granama mnogadbrognnogorénih i
listopadnih stabala. Razmnozavanje se vrSi putéra gho prenositelja. Ptice jedu zrele
plodove u jesen i zimi, a sjemenke ispustaju putameta na grane stabala (5). Potom
dolazi do razvijanja posebno gemih organa, kojim se biica pricvrsti za buddeg
dom&ina. 1z tog se organa razvija sisaljka, koja uz péranzima probusi koru te
dolazi do stvaranjditavog sistema crpki (haustorija). Poénohaustorija imela crpi od
biljke domadara vodu s mineralnim tvarima, a izhnjiz ugljikov dioksid i suevu
energiju, sintetizira organsku tvar u zelenim N&toa (6). Razkitim istrazivanjima
utvrdeno je da bioloSki aktivne tvari mogu ptijéz stabla doména u parazitsku biljku
Sto za posljedicu ima razlike u kemijskom sastavelé koje ovise o vrsti stabla na
kojem imela parazitira.

Imela je Siroko rasprostranjena te se moze giomeEuropi, Americi, Africi,
Aziji i Australiji, u razlicitim klimatskim uvjetima, a nema ih samo na izrazgthim ili
hladnim podrdjima. U nasoj flori zastupljena su tri vrste: bgemela(Viscum Album)
liepak (Loranthus europaeus)melica(Arceuthobium oxycedr{)/; 8).

Keltski druidi smatrali su imelu svetom biljkongrjusred zime, kada su grane
stabla hrasta bile gole, imela je joS uvijek biédena i cvjetala je bez korijena u zemlji.
| danas je zimzelena imela simbol plodnosti ésre ljubljenje pod njenim granama u
vrijeme bozénog perioda popularno je kod mnogih europskih narod Sjevernoj
Americi (9).



1.3.1. BIJELA IMELA

Bijela imela ¥iscum album pripada rodu Viscum zajedno s joS stotinjak
poluparazitskih vrsta iz porodice Viscacg&® Lako se moZe uiti na listopadnom
drvetu gdje raste kao poluparazit na granama stabajde®e, topole, vrbe, lipe,
bagrema, jabuke. Zimzelena je biljka, a raste kag guglastog oblika s promjerom do
jednog metra (slika 3).

Slika 3. Bijela imela(Viscum albumj10; 11)

Grartice su viSestruko rasljasto razgranjene, zelendsmekrhke. Listovi su
nasuprotni, jednostavni, duguljasti, 3-6 cm Sirai@Jenkasto Zute boje. Cvjetovi su
sitni, jednospolni i dvodomni, Zkastozeleni. Bijela imela cvjeta u rano prége a
opraSivanje vrSe insekti, ptice i vjetar. Plod jeugla boba, vetine graska, najprije
zelena, zatim gotovo bijela i poluprozirna ispujerlavim sluzavim mesom (slika 3)
(12). U mezokarpu bobe sadrzana je ljepljiva tuacia, s pomoéu koje se plodovi lako
zalijepe na koru dnéa gdje Kliju. Od ljepljiva soka plodova radi seeppk za hvatanje
ptica.

Osim Sto se upotrebljava kao sastojak u proizvodikije biske bijela imela
koristi se u farmakologiji i narodnoj medicini zgravljanje pripravaka protiv
glavobolje, padavice i glinih tegoba (1). Ona ima i izrazena imunoloSka svajte j&a
imunitet i pomaze kod alergija. Neki su autori (darl Anton Kass) u novije vrijeme i
Klini¢ki utvrdili izric¢ito ljekovitu ma bijele imele u citostatkom djelovanju protiv

karcinoma (13).



1.3.2. ZUTA IMELA

Zuta imela (oranthus europaedspoznata jo$ i pod nazivom liepak, raste kao
poluparazit na raznom dr&@ nagfe&e na hrastu i kestenu (slika 4). Spada u porodicu
Loranthaceae, a jedina je europska vrsta roda tlwar(14). Za razliku od bijele imele
ova vrsta je listopadna (15). Pojavljuje se na raskoj visini do 800 metara. Grane su
okrugle, rasljasto razgranate, krhke i tamnadnd.istovi su dugi 4-6 cm, nasuprotni,
jednostavni, tamnozelene boje, s kratkim peteljkar@&jetovi su dvospolni ili
jednospolni, Zutozeleni u vrdnim cvatovima. Zut&lancvate u svibnju i lipnju. Plod je
boba Zute boje, promjera do jednog centimetraRbdovi sazrijevaju u kasnu jesen, a
postupno opadaju krajem zime.

Slika 4. Zuta imela(Loranthus europaeug}6; 17)

Kao i ostale vrste imele, zuta imela intenzivhdkedstila u narodnoj medicini
za razne terapijske svrhe, a neke od njih sddige cireva, apscesa i koznih bolesti.
Dokazano je i antitumorsko, protuupalno, antimikrolh antioksidacijsko djelovanje

Zute imele (18).

1.3.3. BIOLOSKI AKTIVNI SPOJEVI IMELE

Imela sadrzi velki broj razlitih bioloSki aktivnih tvari poput viskotoksina,
lektina, polifenolnih spojeva, alkaloida, amina, td&a, terpena (monoterpena i

triterpena).



Viskotoksini i lektini jedni su od najvaznijih, @edno i najpoznatiji bioloski
aktivni spojevi imele. Oni se koriste u kgnju karcinoma zbog apoptétiog i
citotoksiénog utjecaja na stanice. Visoke koncentracije tektokséne su za sisavce, ali
niske koncentracije djeluju povoljno na organizam.

Od polifenolnih spojeva u imeli su identificiraflavonoidi, fenilpropanoidi i
fenolne kiseline (19). Oni se ubrajaju u skupinkuselarnin biljnih metabolita, a
doprinose boji, mirisu, okusu i nutritivnoj vrijedst biljaka. Polifenoli imaju izrazenu
antioksidacijsku aktivnost zbog sposobnosti predaskfenoksil — radikale priemu
otpusStaju vodikov atom, koji se veze na slobodmkkede. Takader imaju sposobnost
vezanja iona prijelaznih metala (e zr**, CU*, Mg?* ), inhibiranja oksidaza i
aktiviranja antioksidacijskih enzima (20). Neke fasholnih kiselina identificiranih u
bijeloj imeli su: salicilnap-hidroksibenzojeva, ferulinskg-kumarinska, sinapinska i
kava kiselina. Flavonoidiizolirani iz alkoholnih ekstrakata imele su naringe
kvercetin i kampferol (8). Vazno je naglasiti ddikma i sastav polifenolnih spojeva u
imeli uvelike ovisi o stablu na kojem biljka paraa.

Terpeni su hlapljive tvari koje daju billkama kiaeristican miris, a njihovu
osnovnu strukturu izgdaje 2-metil-1,3-dienska jedinica koja sé&esto naziva
izoprenska jedinica. Triterpeni identificirani u ein su oleanolina kiselina,-amirin
acetat, betulinska kiselina (19). Betulinska kis&lpokazuje antitumorsko i citotoksd
djelovanje, dok oleanaina kiselina smanjuje krvni tlak i ima protuupalrjeldvanje.

Ekstrakcijom navedenih spojeva u vodeno-alkohobagi, biska se obogaje
bioloSki aktivnim tvarimacime njena konzumacija u umjerenim Kahama moze

pozitivno djelovati na poboljSanje imunoloskog swsti metabolizma.

1.4. AROMA JAKIH ALKOHOLNIH PI CA

Aroma je vazan organolepki pokazatelj kvalitete proizvoda. Taker je i
znaajancéimbenik koji utj€e na odluku potroga prilikom kupnje hrane te na njihovu
percepciju kvalitete hrane. Ona se definira kao Ikomana impresija mirisnih i
okusnih komponenti proizvoda, dituje se prilikom konzumacije olfaktornim epitelom
u nosu te okusnim pupoljcima na jeziku (21). Argakdh alkoholnih pta posljedica je
sinergije velikog broja hlapljivih i nehlapljivinp®jeva, a njihova identifikacija jedan je
od najvaznijih koraka u ocjeni kvalitete i auténtsti jakih alkoholnih gia (22).



Aromaticni profil bazne rakije (komovice ili lozo¢a) ovisan je o kvaliteti
polazne sirovine te parametrima unutar proizvodm@gesa (fermentacija, destilacija i
sazrijevanje alkoholne baze) (23). U destilat melgrimarni aromatni spojevi
karakteristéni za polaznu sirovinu (grdg). Spojevi primarne arome nastaju kao
produkti sekundarnog metabolizma biljaka djelovanjenzima tijekom dozrijevanja
biljnog tkiva iz prekursora arome. U procesu alkokdermentacije nastaju sekundarni
aromaténi spojevi poput aldehida, ketona, viSih alkohaleganskih kiselina i estera,
koji su vrlo vazni za formiranje arome. Oni nastdjelovanjem kvasca&S@accharomyces
cerevisiag i drugih mikroorganizama koji metaboliziraju ugghidrate, aminokiseline,
masne kiseline i druge organske spojeve. Slikaikapuje osnovnu shemu prekursora,
meduprodukata i metabolita glavnih skupina aromatsiplojeva koji nastaju tijekom

alkoholne fermentacije u stanicama kvasca (22).
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Slika 5. Metabolizam kvasc&accharomyces cerevisiéz?)

Neke hlapljive tvari koje nastaju tijekom fermerij@, poput akroleina, diacetila,
butan-2-ola, alil-alkohola ili octene kiseline, fjedica su poj&ane mikrobioloske

aktivnosti i mogu uzrokovati neugodan okus i mirsspga poviSene koncentracije
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takvih spojeva mogu ukazivati na: kvarenje siroyinegativne mikrobioloSke utjecaje
tijekom ili nakon procesa fermentacije ili loSu néfu destilacije.

Aldehidi i ketoni uglavnom nastaju kao nusproizvatkoholne fermentacije.
Aldehidi imaju nizak prag ,mirisne detekcije” zbdgga zn#&ajno utj€u na aromu
jakih alkoholnih pta. Acetaldehid je najzastupljeniji karbonilni sponastaje kao
meduprodukt tijekom razgradnje piruvata. Ukoliko sedestilatima nalazi u visokoj
koncentraciji ima iritirajdi i odbojan miris te negativnho utje na aromu. Male
koncentracije acetaldehida destilatima daju slatlkaénu aromu. Prilikom destilacije
najve&a kolicina acetaldehida nalazi se u prvom toku jer on mze vreliSte od
alkohola i stoga se moze lako odvojiti od glavnogat Akrolein (prop-2-enal) ima
papreni miris stian hrenu, a nastaje ili dehidracijom glicerolakijen destilacije u
prisutnosti kiselina na véim metalnim povrSinama ili aktivnég bakterija tijekom
fermentacije pokvarenih sirovina. Acetaldehid, kaakrolein, reagiraju s etanolom i
tvore acetale 1,1-dietoksietan i 1,1,3-trietokgianw, koji umanjuju oStar mirisa
aldehida i poboljSavaju aromu destilata. Visi aldehnjihovi acetali u destilatima su
prisutni u niskim koncentracijama, a doprinose ugjglaromi (22; 24).

Visi alkoholi, poznati i pod nazivom patu alkoholi, kvantitativno su naj¢a
skupina hlapljivih spojeva, a nastaju kao sekundarodukti fermentacije razgradnjom
aminokiselina. Najvazniji alkoholi koji utfe na aromu alkoholnih ¢& su propan-1-ol,
2-metilpropan-1-ol, 2-metilbutan-1-ol, 3-metilbutdrol i aromatski alkohol 2-
feniletanol. Visi alkoholi imaju sladnu i zagoreawmu, s izuzetkom 2-feniletanola,
koji ima miris sltan ruzi. Koncentracija visih alkohola nastala ucesu fermentacije
ovisi o0 viSe faktora, a neki od njih su: upotrebijsojevi kvasaca, pH, temperatura,
aeracija. Njihova kotina u destilatima moze jako varirati a ovisi uglaamo n&inu
destilacije, odvajanja i frakcioniranja. Prekomgrkoncentracije viSih alkohola mogu
rezultirati snaznim trpkim mirisom i okusom, doktiopalne razine daju \imi karakter.
Izoamilni alkohol (smjesa 2-metilbutan-1-ola i 3#iteitan-1-ola) je glavni aromaini
spoj u rakijama, sintetiziraju ga kvasci, a nogiglalkoholnog mirisa i mirisa otapala
(24; 25).

U destiliranim alkoholnim gima koncentracija slobodnih masnih kiselina vrlo
je niska zbog njihove esterifikacije i odvajanjgekom destilacije. Najzastupljenija je
octena kiselina koja ima t§iu octenu aromu, a moze nastati tijekom i/ili nakon

fermentacije oksidacijom etanola u aerobnim uvjatidielovanjem bakterijama octene
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kiseline. PoviSena koncentracija octene kiselirtkkator je mikrobioloSkog kvarenja i
negativno utjée na aromu.

Esteri su vrlo bitni spojevi koji sudjeluju u fomanju arome jer su njihove
koncentracije ofenito iznad osjetnih gragmih vrijednosti. Najzn&jniji esteri koji
utjecu na aromu rakija su etilni esteri niskog vreligiaput etil-2-metilbutanoata, etil-
heksanoata i etil-oktanoata, te acetati poputaetitata, izoamilacetata, izobutil-acetata,
heksil-acetata i 2-fenetil-acetata. Etil-acetatlaugom nastaje esterifikacijom octene
kiseline i glavni je ester koji se javlja u fermeahim picima i njihovim destilatima.
Esteri kratkolatanih kiselina nositelji su imih aroma, dok oni nastali iz dugotamih
kiselina imaju blagi masni miris (22).

Destilacija je glavni tehnoloSki korak u proizvgigakog alkoholnog pia kojim
se etanol i spojevi arome odvajaju i prenose uldedttanol se destilira kao azeotropna
smjesa voda-etanol pri temperaturi od 78,15 °Cedtay s drugim viSe ili manje
hlapljivim spojevima. Prvi tok sadrzi najhlapljieijspojeve poput acetaldehida, dok
tre¢i tok karakteriziraju spojevi visokog vreliSta, papetilnih estera dugol&anih
masnih kiselina. Obje frakcije sadrze nepoZeljrmmatske spojeve te se odvajaju od
glavnog toka. U procesu destilacije osim dkih procesa odvijaju se i razni kemijski
procesi tijekom kojih neki proizvodi nastaju, drumgistaju, a neki se mijenjaju u odnosu
na svoj prvotni sastav. Destilacijom komina kojelrza pentoze i pentozane nastaje
furfural. Furfural je nosioc mirisa gorkih badenaay poviSenoj koncentraciji p@ava
osjg€aj peckanja i vréine (26). Destilacije rezultira i nastankom estera,
najzastupljeniji ester koji nastaje u ovoj fazigel-ester octene kiseline. Zagrijavanje
tijekom destilacije odvodi do oksidacije alkohalazlaganja acetata i drugih organskih
spojeva pricemu nastaju aldehidi. Acetati su joS jedna skugp@jeva koja nastaje u
procesu destilacije od alkohola i acetaldehidanaani su za aromu svjezeg destilata.
Na kolicinu i sastav aromatnih spojeva u destilatu utje i brzina destilacije. Kod
spore destilacije nastaje viSe aldehida, estenarfurla, a u destilat prelazi manje
hlapljivih kiselina nego kod brze destilacije (1).

Konana specifina aroma postize se maceracijom imele u alkohddaaj pri
¢emu dolazi do ekstrakcije aromatih spojeva i ete¢nih ulja imele. Maceracijom u
rakiju prelaze i bioloski aktivne tvari sadrzaneinoeli poput: lektina, polisaharida,
alkaloida, terpenoida, proteina, amina, peptiddjfewla, flavonoida, fitosterola i

aminokiselina.
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1.5. METODE IZOLACIJE HLAPLJIVIH SPOJEVA

Koncentracija aromatskih spojeva u hrantepto je niska (ppb do ppm). Da bi
se prevladale analike granice njihove detekcije potrebno je konceatirinlapive tvari
iz hrane prije njihove analize. Postoje mnoge metarh ekstrahiranje ifili
koncentriranje aromatskih spojeva. Ré&mi metode odlikuju se odtenim
prednostima, ali talder imaju i specifina ogranienja. Zajedriki problem svih
metoda izolacije je potencijalno uniStavanje arakiat komponenti i/ili proizvodnja
aromatskih artefakata. Optimalna metoda mora oaigimolaciju izvorne arome tako
da primijenjeni uvjeti izolacije budu Sto blazi kaki se izbjegla oksidacija, redukcija,
toplinska razgradnja i druge kemijske i biokemijgkemjene u uzorku (27). Za to je
neophodno poznavanje uzorka i arodrat spojeva koji se mogucekivati, posebice
onih koji imaju najzné&ajniji utjecaj na aromu. Oni su @pio prisutni u vrlo niskim
koncentracijama stoga gesto za dobivanje potpunog profila arome upotrebljase
izolacijskih tehnika.

Dostupne laboratorijske metode izolacije arotmati spojeva mogu se podijeliti
na metode ekstrakcije otapalima, destilacijske oetasorpcijske tehnike i tehnike

"vrsnih para" (28).

1.5.1. EKSTRAKCIJA OTAPALOM

Ekstrakcija otapalom metoda je koja ima Sirokumpenu kako u laboratorijima
tako i u industriji, a upotrebljava se za fBdavanje i izolaciju zeljenih tvari iz otopine,
suspenzije, emulzije ili krute smjese. Ovo je jedoda najjednostavnijin i
najuwinkovitijih metoda izolacije aromatskih spojeva. &ém, ima ogranienje plikom
izolacije aromatskih spojeva iz prehrambenih magrikoje sadrze lipide jer se lipidne
komponente ekstrahiraju zajedno s aromatskim spogete ih je potrebno izdvojiti iz
ekstrakta prije daljnje analize Sto dodatno komu@igostupak izolacije i utje na
kvalitetu izolata (29).

Bilo da se radi o ekstrakciji iz te&ai ili iz ¢vrste faze vazan je pravilan odabir
otapala. Otapalo koje se koristi ne smije imatvigeku temperaturu vrenja kako bi se
moglo lako ukloniti bez zri@ajnijeg gubitka isparljivih spojeva i mora biti kgski
inertno prema tvarima prisutnim u uzorku. Vaznoijela odabrano otapalo ima

mogunost ekstrakcije polarnih i nepolarnih spojevaipnka. Stupanj mijeSanja dviju
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faza, njihove relativne spedcifie gustoe, viskoznost i sklonost stvaranju emulzija
takader bi se trebali uzeti u obzir pri odabiru otapdiajcese se kao otapala koriste
diklormetan, smjese pentana i dietil-etera, hekpatrpleter, kloroform, aceton i etanol
(28; 30).

1.5.1.1. EKSTRAKCIJA TEKU CE-TEKU CE

Ekstrakcija tekte-tekite (engl. liquid—liquid extraction) temelji se naligitoj
topljivosti tvari koja se zeli izolirati iz otopine primjesa koje prate tu tvar, u dva
otapala koja se ne mijeSaju. & su to vodena otopina tvari i organsko otapaie ko
se ne mijeSa s vodom (28). Prijenos tvari odvijaifgzijom otopljene tvari kroz faznu
granicu fino rasprSenih kapljica pfemu dolazi do razdjeljenja tvari izde otapala.
Raspodjela tvari nde fazama ovisi o topljivosti tvari u organskom ahp(31).

Za najjednostavnije ekstrakcije tege se upotrebljava lijevak za odjeljivanje u
kojem se otopina i organsko otapalo izkawvaju. Pritom se stvara velika dodirna
povrSina izméu dvije fazetime se povéava uspjesnost ekstrakcijecibak je bolji ako
se ekstrakcija ponovi viSe puta koriStenjem manpdicke otapala, nego jednom
upotrebom cijele kotine otapala.

Brojni su nedostaci ove metode pa tako kod ukigajatapala moze dodo
Cesto je potrebna i velika kélha uzorka za dobivanje koncentriranog ekstrakta.
Problem kod daljnje analize mogu uzrokovati neiipartvari i obojene tvari koje se
mogu néi u ekstraktu (28). Zbog navedenih nedostatakaraksia tekide-tekice se
sve viSe zamijenjuje drugim suvremenijim tehnikanzalacije poput destilacije
potpomognute mikrovalovima, mikrovalne ekstrakcijeltrazvicne ekstrakcije i

mikroekstrakcije na krutoj fazi.

1.5.2. MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA KRUTOJ FAZI

Mikroekstrakcija vrsnih para na krutoj fazi (endieadspace solid phase
microextraction, HS-SPME) je jednostavna, osjdlljivbrza metoda za ekstrakciju
analita iz plinovitih, tekéih i krutih uzoraka te se uspjesSno primjenjuje kv broj
hlapljivih spojeva. Postupak HS-SPME sastoji seloa osnovna koraka. Prvi korak je
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raspodjela organskih spojeva izinefaze ekstrakcije i matrice uzorka, dok je drugi
korak desorpcija koncentriranih ekstrakata u akliinstrument (32). Oldho se HS-
SPME koristi u kombinaciji sa spregnutom tehnikonlingka kromatografija-
spektrometrija masa (engl. gas chromatography—nspestrometry, GC-MS). Za
razliku od uobiajene ekstrakcije teke-tekite koja se sastoji od viSe koraka, kao Sto
su ekstrakcija, koncentriranje i prijenos do plimgkkromatografa, kod HS-SPME
metode sve je integrirano u jedan korak, Sto ueghi@ednostavljuje postupak izolacije
(33). Aparatura za HS-SPME vrlo je jednostavnazgleda kao modificirana Sprica.
Sastoji se od nosga, igle i HS-SPME vlakna (slika 6). HS-SPME vlakjgotanko
opticko vlakno, obavijeno tankim polimernim filmom kog@psorbira i koncentrira
organske spojeve. Raatli polimeri koji se koriste za oblaganje iZeni su od istih
materijala kao i oni koji se koriste za kromatogk&f kolone (polidimetilsiloksan,
divinilbenzen, karbovaks itd.). Svojstva vlakna sevio polimeru, njegovoj debljini,
polarnosti i poroznosti. Pri odabiru tipa vlaknatrpbno je razmotriti prirodu uzorka
koji se analizira. Vlakno koje ima &Hn polaritet kao i analit pogoduje adsorp¢ifne

se utjée na selektivnost ekstrakcije (34; 35). Prije uploér viakno je potrebno
kondicionirati, stavljajai ga 0,5-4 h na visoku temperaturu.

MNosat
/

/ lgla s vlaknom

Slika 6. Mikroekstrakcija vrsnih para na krutoj fazi (36)
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1.6. INSTRUMENTALNA ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Za analizu i identifikaciju hlapljivih spojeva kete se kromatografske (plinska i
tekwinska kromatografija) i spektrometrijske tehnike.ajdé¢%a je upotreba

kromatografije i to individualno ili u sprezi saeygprometrijom masa.

1.6.1. PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je fizikalna metoda razdvajanja esej koja se zasniva na
razlicitoj raspodjeli tvari izméu stacionarne i mobilne faze. Ovisno o vrsti kemn&
mobilne faze razlikuju se tekimska i plinska kromatografija. Plinska kromatogeaf
(engl. Gas Chromatography, GC) ne zahtijeva pretbooperacije stoga predstavlja
vrlo brzu tehniku odjeljivanja. Plinski kromatograéstoji se od injekcijskog bloka,
kromatografske kolone sa stacionarnom fazom, telateysdetektora i tainala (slika 7)
(35,36).

Uzorci koji se analiziraju moraju biti hlapljivi istabilni na temperaturi
zagrijavanja. Stacionarna faza ¢efe je tekudina vezana za stijenke kapilare ili
nanesena na kruti adsorbens. Mobilna faza je inplim (N, Ar, He) koji ne stupa u
reakciju sa sastojcima smjese (37).

Mala koliina uzorka unosi se u injektor smjesSten na vrhwt®@! Injektor je
zagrijani dio urdaja u kojemu temperatura mora biti iznad tempeeatureliSta
najmanje hlapljive komponente. Iz tog razloga ukdijgkom unoSenja u kolonu brzo i
potpuno ispari. Inertni plin potom prenosi pare rkao kroz kolonu ispunjenu
stacionarnom fazom na kojoj se vrSi odjeljivanjstsgka smjese. Detektor ufuje
prisutnost odijeljenih komponenata smjese u pliogitelju po izlasku iz kolone. U
plinskoj kromatografiji naje&a je upotreba plameno-ionizacijskih detektora, kieta

toplinske vodljivosti i detektora apsorpcije elekta (38).
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Y

\

Mobilna faza (plin)

Slika 7. Shematski prikaz plinskog kromatogr#&89)

1.6.2. SPEKTROMETRIJA MASA

Spektrometrija masa (engl. Mass spectrom MS) je metodakoja se zasniva
na ionizaciji plinovitog uzorka, njegovoj fragmeacifg razdvajanju fragmenata
obzirom na omjer jihove mase i nabao te obradi podataka dobivenih u obliku mase
spektara. Glavndijelovi svakog masenog spektrometra su ionizator, anatizi
detektor.U ionizator se unosi mala koina uzorka u plinovitom star koji se tijekom
elektronske ionizacijpombardira elektronin energije (5070eV) pricemu semolekule
ioniziraju i nastaje pozitivan ion * (molekulski ion) koji se fragmentir

M+¢e— M +2¢
M* > M;" +My" + M3' ...

Na taj n&in nastaju razni fragmenti, inalizom je mogée uwrditi kemijsku strukturt
spojai molekulsku masu. Dobivi ioni okarakterizirani su valinom m/z (omjer mase i
naboja fragmenta)intenzitetom.Osjetljivi dio analizatora ione registrira kao ef@ni
signal. Signal elektronskim sustim biva zabiljezen u memoriji éanala.Kao rezultat
analize dobije se spektar masa koji prika odnosintenziteta i omjera mase naboja
(m/z) nastalih fragmena (slika 8)(36,39).
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Osnovni pik

Relativni intezitet

M

Slika 8. Spektar masa (40)

1.6.3. SPREGNUTA TEHNIKA PLINSKA KROMATOGRAFIJA -
SPEKTROMETRIJA MASA

Kombinacija tehnika plinska kromatografija-spektedrija masa (engl. Gas
chromatography-mass spectrometry, GC-MS) ontaga dobivanje velikog broja
podataka uz koriStenje minimalne katie materijala. Plinska kromatografija je izvrsna
tehnika za separaciju i kvantizaciju, ali nepouzadaa kvalitativno odkivanje te se
zato koristi u kombinaciji s masenom spektrometnij&koja anulira taj nedostatak.
Kombinacijom dviju metoda postiZe se visoka osjei§t (reda veliine 10 - 10+ g)
te omogudava analiza smjese s velikim brojem komponenatativelo velikom
brzinom. Cetveropolni analizator masa omdgua snimanje spektra u nekoliko
milisekundi. lako je GC-MS tehnika vrlo osjetljiy@teSkée u analizi moze izazvati
slaba hlapljivost nekih spojeva ili njihova nestabst pri poviSenim temperaturama
(37).

Komponente smjese odjeljuju se u termostatiran@grk plinskog kromatografa
i kao takve odlaze plinom nositeljem u detektorefdpmetar masa). Dobiveni spektar
masa usporilje se s raunalnom bazom spektra masa te se digeepostotak slaganja
na osnoviuwtega se moze identificirati spoj (slika 9). &géim, GC-MS metoda daje joS
jedan vazan podatak za identifikaciju spoja, &terjjeme zadrzavanja pojedinog spoja

na koloni odnosno retencijsko vrijeme.
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Slika 9. Shematski prikaz spregnute tehnike GC-MS (41)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom radu izolirani su i identificirani hlapljigpojevi Sest raalitih uzoraka
biske s podrgja Istre i Kvarnera prikupljeni u vel}a2021. godine. Hlapljivi spojevi iz
uzoraka izolirani su mikroekstrakcijom vrsnih pawa krutoj fazi poméu dva vlakna
razlicite polarnosti (plavo vlakno, sivo vlakno). Uzorsu do iddeg uzorkovanja
skladiSteni u zamrziva. Izolacija hlapljivih spojeva ekstrakcijom telaitekite

napravljena je u svibnju 2021. godine.

2.1. APARATURA | KEMIKALIJE

Prilikom provaienja eksperimentalnog dijela rada koriStena jelelge aparatura:

* tehntka vaga, Kern&Sohn, Njenika,
 magnetska mijeSalica i vodena kupelj s termostatbl@idolph EKT 3001,
Njematka,
* drza za mikroekstrakciju vrSnih para na krutoj fazip8ico Co., SAD,
» vlakna razkite polarnosti:
- plavo vlakno S ovojnicom polidimetilsiloksan/karlsek
(PDMS/Carboxen) duzine 5 cm (Supelco Co., SAD),
- sivo vlakno s ovojnicom divinilbenzen/karboksenigiwhetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS) duzine 5 cm (Supelco Co., SAD),
* vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrigsa (GC-MS):
-  GC 7820A, Agilent Technologies, SAD
- MSD 5977E, Agilent Technologies, SAD
- GC kapilarna kolona HP-5MS, J&W, SAD

Stacionarna faza: 5% difenil-95% dimetilpolisilksan

Od kemikalija je upotrebljeno sljeék
» destilirana vodu
* NaCl (kuhinjska sol), Solana Pag, Hrvatska
* pentan, Kemika, Zagreb, Hrvatska,
« dietil-eter, Panreac, Spanjolska

* bezvodni natrijev sulfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska,
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2.2. IZOLACIJA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Hlapljivi spojevi izolirani su dvjema razitim metodama izolacije i to:

mikroekstakcijom vrsnih para na krutoj fazi i elegtrijom tekde-tekice.

2.1.1. MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA KRUTOJ FAZI

Izolacija hlapljivih spojeva iz uzoraka biske H8ME metodom provedena je
upotrebom je plavog i sivog vlakna.

Vlakna je, prije upotrebne, bilo potrebno aktitikondicioniranjem. U skladu s
uputama proizvdeca, SPME igla je postavljena u injektor plinskog rkadiografa 60
min na 300 °C. Po zavrSetku kondicioniranja, vlaknaodmah koriStena za ekstrakciju
vrSnih para uzoraka.

Volumen od 5 mL uzorka prelije se u staklenu posod 15 mL te se doda
Zlicica soli. Posuda se herniddi zatvori teflonskom PTFE/silikon septom te postav
vodenu kupelj zagrijanu na 40 °C. Sadrzaj je mpesegnetskom mijeSalicom, a broj
okretaja je podeSen na 250 okr/min. Na slici 1&gmana je koriStena aparatura za
mikroekstrakciju vrsnih para na krutoj fazi (HS-SEM

Uzorak je kondicioniran 15 minuta, a potom je HESME igla postavljena u
posudu. Provedena je ekstrakcija vrSnih para gomdakna u trajanju od 40 min.
Nakon uzorkovanja, vlakno je \vd@no u iglu, izvdeno iz posude i odmah postavljeno u
GC-MS injektor (250°C, 7 min), gdje je provedena toplinska desorpdistrahiranih
spojeva izravno u GC kolonu. Injektiranje uzorakavedeno je réno pom@u drza&a
za HS- SPME.
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Slika 10. Aparatura za mikroekstrakciju vrSnih para na Kridai (HS-SPME)

2.4.2. EKSTRAKCIJA TEKU CE-TEKU CE

Ekstrakcija hlapljivih spojeva iz uzoraka provedefe diskontinuiranom
ekstrakcijom tekée-tekice koristéi smjesu dva organska otapala (pentan:dietil-eter,
1:1 viv).

U Erlenmeyerovu tikvicu stavljeno je 40 mL uzork&, mL destilirane vode, 30
mL smjese otapala pentan:dietil-eter, dvijetizé kuhinjske soli (NaCl) i magnéti
Erlenmeyerova tikvica postavljena je na magnetskaSalicu, a broj okretaja podeSen
je na 750 okr/min. Postupak ekstrakcije trajao jemdinuta, a proveden je pri sobnoj
temperaturi.

Po zavrSetku ekstrakcije smjesa je ostavljenalilekminuta kako bi se slojevi
odijelili. U gornjem dijelu smjese izdvojio se orgki sloj, odnosno ekstrakt pentana i
dietil etera, dok se u donjem dijelu izdvojio vodstoj. Organski sloj je kapaljkom

odijeljen od vodenog sloja te filtriran preko vata koju je stavljen sloj sredstva za
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suSenje (bezvodni natrijev sulfat). Time je orgarsdé osuSen, odnosno uklonjeni su
ostatci vode u organskom sloju.

2.5. GC-MS ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Kvalitativna i kvantitativnha analiza izoliranih apljivih spojeva provedena je
vezanim sustavom plinska kromatografija-spektroijaetmasa. Pritom je koriSten
plinski kromatograf u kombinaciji s masenim dete&to spojenim na tainalo (slika
11).

Separacija sastojaka izvrSena je na nepolarnojlakapj koloni HP-5MS,
duljine 30 m i Sirine 0,25 mm, sa slojem stacioearfaze (5% difenil-95%
dimetilpolisilksan) debljine 0,20 um. Plin nositgy helij ¢iji je protok podeSen na 1
mL/min. Temperatura injektora je 250 °C, a volumjektiranog uzorka iznosi 1juL.
Temperatura kolone programirana je na skedecin: 2 minute na 70C, a zatim se
zagrijava do 200 °C brzinom od’@ po minuti.

Slika 11.Spregnuta tehnika plinska kromatografija-spektroijaetnasa (GC-MS)

Kao detektor koriSten je spektrometar masa. Ejserinizacije uzorka u
spektrometru masa je 70 eV, temperatura detekéora je postavljena na 280 °C, dok
interval snimanja obuh¢a 30-300 masenih jedinica. Uzorak je dodan odjednam
zbog poviSene temperature trenutno ispari. Repibiiost je osigurana kada su
uspostavljeni stacionarni uvjeti, stabilizirani foa i temperatura.
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Za svaki analizirani uzorak kao rezultat GC-MS laeadobiveni su sljede
podaci:

e kromatogram ukupne ionske struje,

* vrijeme zadrzavanja pojedine komponente koja je k@matogramu
predstavljena pikom,

e relativni udio pojedine komponente izrazen u pasted (udio povrSine pika u
ukupnoj povrsini),

* naziv spoja ili spojevdiji je spektar najstiniji spektru nepoznate komponente
pojedinog pika iz kromatograma ukupne ionske stfsijénosti spektara koji su

usporgeni izraZzeni su u postotcima).

Identifikacija pojedinénih spojeva provedena je usporedbom njihovih vremen
zadrzavanja (u odnosu ng-Cgon-alkane za HP-5MS kolonu) s onima iz literatureg ka
I uspor@ujuc¢i njihove spektre masa sa spektrima iz bibliotelkesemih spektardiley
09 i NIST14 (eng. National Institute of Standardsand TechndloglRostoci
identificiranih komponenti iz uzoraka biske izumati su iz povrSine GC pikova.
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3.REZULTATI

Hlapljivi aromattni spojevi uzoraka biske analizirani su vezanimtatsnm
plinska kromatografija-spektrometrija masa na kolétP-5MS. Dobiveni rezultati
prikazani su u tablicama 1, 2 i 3, a spojevi swistani prema kemijskim skupinama.
Za svaku metodu dan je primjer izgleda kromatogrggdaog odabranog uzorka (slika
12,13 14).

Tablica 1. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva rakijeske dobiven HS-SPME
metodom poméu plavog viakna

Eri;?' Spoj R | 1 2 3 4 5 6
Alkoholi
1. propanol <900 - - 15,7 - - -
2. 2-metil-propan-1-ol <90( 5,8 4.7 5,3 6,3 1214 10
3. 3-metil-butan-1-ol <900 39,5 29,5 45.p 44)1 46,1 ,352
4, heksanol <900 2,1 0,3 - 1,1 - -
5. 2-metil-butan-1-ol <900 - - - - 14,4 17,1
6. 2-feniletanol 1116 - - - 0,8 - -
Esteri
7. etil-acetat <900 6,4 5,5 4.5 1,1 4,3 8,p
8. etil-butanoat <900 0,3 - 0,6 - - -
9, 3-metil-butan-1-ol- <900 02 i i i ) i
acetat
10. etil-heksanoat 996 1,1 - 1,1 - - 0,4
11. etil-oktanoat 1198 8,6 1,8 6,2 6 6 1,6
12. etil-dekanoat 1391 26,2 2,5 12,9 323 76 42
13. etil-dodekanoat 1593 2,7 33,9 - 6,7 - 16
Alkani
14. pentadekan* 150( - 0,7 - - - -
15. heksadekan* 1600 2,1 5,2 - - - -
16. heptadekan* 170( 0,6 0,8 - - - -
17. oktadekan* 1800 0,9 6,3 - - - -
Ukupno identificirano 96,5%| 91,294 91,5% 98,4% 90,8% 96,9%

! Retencijski indeks na koloni HP-5MS

’ identifikacija potvdena poméu referentnog spoja
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Slika 12. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivin spejeakije biske izoliran iz

uzorka 4 HS-SPME metodom potuoplavog viakna

Tablica 2. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva rakijéske dobiven HS-SPME
metodom poméu sivog viakna

Eﬁ)‘}" Spoj RI' | 1 2 3 4 5 6
Alkoholi
1. propanol <900 12,2 - - - - -
2. butan-2-ol <900 4 - - - - -
3. 2-metil-propan-1-ol | <900 11,5 13,4 6,4 10 11,3 ,31(
4, 3-metil-butan-1-ol <900 33,5 57,8 39,6 56 59,1 ,851
5. heksanol <900 1,6 0,6 0,5 - 0,4 -
6. butanol <900 - - - 0,6 - -
7. 2-metil-butan-1-ol <900 - - - - - 21,3
Esteri
8. etil-acetat <900 10,5 13,7 4,1 2,1 v 10,6
9. etil-butanoat <900 0,3 - 0,3 - - -
10. 3-metil-butan-1-ol- <900 08 i i i i
acetat
11. etil-heksanoat 996 1,2 1 1,1 0,8 1 -
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12. etil-oktanoat 1194 49| 54| 108 74 6,2 214

13. etil-dekanoat 1397 11,3 6,4 33,1 181 10,9 2,6

14. etil-dodekanoat 1593 0,8 - 2,3 22 28 -
Ukupno identificirano 92,6%| 98,3% 98,1998,6%| 98,7% 99,0%

! Retencijski indeks na koloni HP-5MS
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Slika 13. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivin spejeakije biske izoliran iz
uzorka 3 HS-SPME metodom potuosivog vliakna
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Tablica 3. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzona dobivenim
ekstrakcijom tekée-tekite

Efo‘}" Spoj R | 1 2 3 4 5 6
Alkoholi
1. 3-metil-penten-1-ol <900 - - - - - 1,2
2. (2)-heks-3-en-1-ol <90( 13| - - 0,1 - -
3. heksanol <900 234 21,2 4,1 13,3 12 2/9
4, heptanol 969 0,9 - - - - -
5. benzil-alkohol* 1037 0,8 1,1 - 0,8 0,6 0,3
6. oktanol 1068 0,8 - - - - -
7. 2-feniletanol* 1106 2,4 25,3 22,3 36,1 34)9 28,9
Esteri
8. 3-met|;(k:)gtt:tn-1-ol- <900 i i i i 13 i
9. izoamil-acetat <900 19 - - - - 0,3
10. etil-acetat <900 - - 1,1 - - -
11. etil-heksanoat 996 1,1 2,4 1,1 1.1 2.8 1
12. dietil-sukcinat 1181 24 11,5 2,2 3.4 6,8 13,9
13. etil-oktanoat 1198 9,6 6,9 1,9 5,6 6,5 4,8
14. etil-dekanoat 1397 17,9 7,2 3.4 147 6,2 10,5
15. etil-dodekanoat 1593 2,8 1,3 - 4,7 2,8 47
16. etil-tetradekanoat 1793 - - - - - 0,4
17. etil-heksadekanoat 1992 0,9 3,1 - 13 13 3
18. etil-linoleat 2159| 2,6 2,9 - 1,3 - 2,2
Aldehidi
19. | 2-furankarboksialdehid <900 - 1 3,1 - 0,9 -
20. | (E,Eyheksa-2,4-diena] 910 1 - - - - -
21. benzaldehid 965 1,7 - - - 1,2 -
22. 2-fenilacetaldehid 1048 0,5 - - - - -
23. | 5-hidroksimetilfurfural| 1209 4,5 - 23,4 - - -
Terpeni
24. 1,8-cineol 1039, 0,1 - - - - -
25. oktanol 1068 0,8 - - - - -
26. translinalol oksid 1078| 0,7 - - - - -
27. cis-linalol oksid 1091| 04 - - - - -
28. linalol 1101 15 1 11 1 0,6 0,5
Masne kiseline
29. zovalerianska | <g00| - . . - - | o8
30. heksanska kiselina 974 1 1,] 0,6 1 1,6 2\5
31. oktanska kiselina 1174 3,9 1,8 2,5 3,6 2,6 2,1




32. dekanska kiselina 1370 8,2 1,1 3,4 2,8 16 8,2

33. dodekanska kiselina| 1570 - - - - 2,3 1,1

34. | tetradekanska kiselina 1768 - - 1,6 - - -

Ostalo

35. 1,3-dimetilbenzen* <90( 0,7 34 18,2 1,4 7.8 0,2

36. nonan 900 - - - - 3,9 -

37. 4-vinilfenol* 1221 - 1,7 - - - -
Ukupno identificirano 91,0%| 93,9% 89,9%| 92,2%| 94,29 89,5%

! Retencijski indeks na koloni HP-5MS

’ identifikacija potviiena poméu referentnog spoja
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Slika 14. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivin spejeakije biske izoliran iz
uzorka 6 ekstrakcijom tekae-tekice
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4. RASPRAVA

Proizvodnja rakije obuh¢a mnoge tehnolosSke postupke u kojima se odvijaju
razlicite kemijske promjene. One rezultiraju nastankomjrn aromatnih tvari ¢iji
udjel i sastav odriju kvalitetu finalnog proizvoda zbagega je njihova identifikacija
vrlo vazna. Cilj ovog rada bio je okarakterizirgtiofil hlapljivin spojeva kojic¢ine
aromu tradicionalne istarske rakije biske, odnosdoediti sastav i udio hlapljivih
spojeva u Sest ragitih uzoraka biske, usporediti dobivene rezultéaytvrditi razlike i
slicnosti u analizi uzorka koriStenjem dviju ra&#iih metoda izolacije.

Ukupno je identificirano 46 hlapljivih spojeva: d%kohola, 12 estera, 6 masnih
kiselina, 5 aldehida, 5 alkana, 4 terpena, 1 fargpoj i 1 aromatski ugljikovodik. HS-
SPME metodom izolirano je 19 spojeva od toga lljesponije detektirano nakon
ekstrakcije tekée-tekite. Metoda ekstrakcije teke-tekite rezultirala je puno vem
brojem spojeva, a ukupno je identificirano 36 spaje@d kojih 28 nije detektirano
SPME metodom. Metoda ekstrakcije té&iiekite pokazala se cinkovitijom za
izolaciju aldehida, terpena i kiselina jer niti ggdspoj koji pripada ovim skupinama nije
izoliran SPME metodom. SPME metodom p@m@lavog vlakna izolirani su alkohol,
esteri tecetiri razlicita alkana koji su identificirani u uzorcima 1, B, dok spojevi

izolirani koriStenjem sivog vlakna pripadaju sarkagnama alkohola i estera.

4.1. MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA KRUTOJ FAZI

Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva iz uzkeaa dobiven HS-SPME
metodom izolacije koriste plavo vlakno i sivo vlakno prikazan je u tablicarth i 2.
Nakon izolacije pomé plavog vlakna ukupno je identificirano 17 spojedak je
izolacijom pomau sivog vlakna identificirano 14 spojeva. Spojewjilsu identificirani
u svakom uzorku ponéo oba vlakna su: 2-metil-propan-1-ol, 3-metil-bufanl, etil-
acetat, etil-oktanoat i etil-dekanoat. Plavim viaknizoliralno je 5 spojeva koji nisu
identificirani koriStenjem sivog vlakna i to: 2-fiégtanol, pentadekan, heksadekan,
heptadekan i oktadekan. Butanol i butan-2-ol detekit su jedino koriStenjem sivog

vlakna.
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PLAVO VLAKNO

KoriStenjem plavog vlakna izolirano je 6 viSih aliola, a najzastupljeniji u
svim uzorcima je 3-metil-butan-1-ol. Njegov udioede se u rasponu od 39,5% do
52,3%. lzuzetak je uzorak 2 u kojem je 3-metil-lpetaol drugi spoj po zastupljenosti,
a u véem postotku izoliran je samo etil-dodekanoat (33,9%si alkoholi nastaju kao
sekundarni produkti procesa fermentacije razgradrgminokiselina, a karakterizira ih
sladna i zagorena aroma. Smjesa 2-metilbutan-li-Aametilbutan-1-ola (izoamilni
alkohol) u literaturi se navodi kao glavni aromiati spoj u rakijama, a nositelj je
alkoholnog mirisa i mirisa otapala. Upravo zbogagg zanimljivo da se 2-metil-butan-
1-ol pojavljuje samo u uzorku 5 (14,4%) i uzork(l@,1%). Propanol je izoliran samo
u uzorku 3 (15,7%), dok je 2-feniletanol prdea jedino u uzorku 4 (0,8%). Heksanol
je izoliran u uzorku 1 (2,1%), uzorku 2 (0,3%) odzu 4 (1,1%), a njegovo podrijetlo i
aroma bitce detaljno pojasnjeni u nastavku rada.

Esteri se smatraju jednim od najvaznijih arométskikupina spojeva u
destilatima. Njihove koéine i metusobni omjeri od velike su vaznosti za percipirani
okus alkoholnog @& zbog njihovog niskog praga detekcije (22; 42aviPh viaknom
izolirano je 7 estera, od kojih su identificiranastera masnih kiselina srednjeg lanca, 2
estera masnih kiselina kratkog lanca i 2 acetaster& Etil-acetat, etil-oktanoat i etil-
dekanoat pror#eni su u svim uzorcima iako se njihova zastupljeangajno razlikuje
ovisno o promatranom uzorku. Najzastupljeniji eg¢eetil-dekanoat (7,6%-32,3%), s
izuzetkom uzorka 2 i 6. U uzorku 2 uvjerljivo domanetil-dodekanoat (33,9%), dok u
uzorku 6 prevladava etil-acetat (8,5%). Etilni e@staasnih kiselina srednjeg lanca
nastaju tijekom fermentacije sirovog materijala itedg su vocne i cvjetne arome.
Konkretno, aroma etil-oktanoata podsjena banane, ananas i rakije, dok se uljane,
vocne i grodane arome pripisuju etil dekanoatu (43). Udio atitata u uzorcima
krece se u rasponu od 1,1% do 8,5%. To je spoj kopwgdm nastaje esterifikacijom
octene kiseline, a ima karakteréstn miris koji podsjéa na ljepilo ili aceton zbogega
njegova prisutnost u ¢ej mjeri nije pozeljna.

Alkani su posljednja skupina spojeva izolirana vpta vlaknom. Oni su
kvantitativno najmanje zastupljeni spojevi, a pkerd su samo u uzorcima 1 i 2.
Ukupno je izolirano 4 alkana: pentadekan, heksadekeptadekan i oktadekan. Svi se
pojavljuju u oba uzorka osim pentadekana koji mgntificiran u uzorku 1. Alkani nisu

karakteristéni sastojci destilata stoga se moze pretpostaatipdtj€u od imele.
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Hayashi i sur. (1996) identificirali su viSe od 28fojeva iz ulja tri raziite imele
(svjeze i osuSene stabljike id&) roda Viscum(44). Svi identificirani alkani u ovom

radu prondeni su i u njihovoj studiji.

SIVO VLAKNO

KoriStenjem sivog vlakna izolirano je 7 viSih allaa od kojih se 3-metil-butan-
1-ol i 2-metil-propan-1-ol pojavljuju u svim uzoneca. Najzastupljeniji alkohol je 3-
metil-butan-1-ol, a njegov udio kie se u rasponu od 33,5% do 59,1%. Butanol i butan-
2-ol izolirani su samo ponda sivog vlakna, a pojavljuju se u uzorku 4 (0,6%orku
3 (4%). Oni ne nastaju alkoholom fermentacijond petjeiu od sirovina koristenih u
proizvodnji destilata. Nildevi¢ i TeSevé (2010) navode da je paten sadrzaja butan-
2-ola karakteristian za rakiju lozowau, meiutim previsoke razine butan-2-ola mogu
ukazivati na bakterijsko kvarenje sirovina ili kamai (22; 45). Butanol i butan-2-ol
imaju visok prag mirisne detekcije stoga njihovea§j na aromu nije ztajan.
Propanol je izoliran samo u uzorku 1 (12,2%). Tepej koji nastaje tijekom alkoholne
fermentacije, méutim ukoliko se u destilatu pojavljuje u viSoj kamtraciji moze biti
pokazatel] kvarenja komine (22). Visi alkohol 2-mhibutan-1-ol pojavljuje samo u
uzorku 7 (21,3%), dok je heksanol je izoliran u nkmol (1,6%), uzorku 2 (0,6%),
uzorku 3 (0,5%) i uzorku 5 (0,2%).

Svi esteri izolirani sivim vlaknom prodani su i koriStenjem plavog vlakna iako
se njihova zastupljenost razlikuje. Spojevi ideaitiini u svakom uzorku ponovno su
etil-acetat, etil-oktanoat i etil-dekanoat, a étksanoat nije identificiran samo u uzorku
6. Za etil-heksanoat u literaturi se navodi kaka imiris koji podsjéa na vino (46).
Najzastupljeniji spoj u uzorcima 1, 3, 4 i 5 jel-ekanoat (10,9-33,1%), dok u
uzorcima 2 i 6 prevladava etil-acetat (13,2%, 10,68cetatni esteri, 3-metil-butan-1-
ol-acetat, pronden je samo u uzorku 1 Sto je biodpi kod koriStenja plavog vlakna, a
zbog niskog udjela njegov doprinos aromi rakijekbisije znéajan. Etil-dodekanoata
identificiran je u uzorcima 1,3,4,5 (0,8-2,3%), a4a se zakljgiti da upotpunjuje

aromu destilata jer je nosiocdarmg i cvjetnog mirisa (46).
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4.2. EKSTRAKCIJA TEKU CE-TEKU CE

Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva iz uzkaea dobiven ekstrakcijom
tekute-tekite prikazan je u tablici 3. Ovom metodom ukupnozg@irano 36 spojeva:
11 estera, 7 alkohola, 6 masnih kiselina, 5 aldghidterpena, 1 alkan, 1 fenol i 1
aromatski ugljikovodik. Od svih detektiranih alkddadamo su heksanol i 2-feniletanol
izolirani koriStenjem SPME metode. Ma&im, SPME metodom izolacije 2-feniletanol
detektiran je samo u uzorku 4 u vrlo niskom postai®,8%) dok je kod ekstrakcije
tekute-tekite on jedan od najzastupljenijin spojevac&ii slitaj je i s heksanolortija
se zastupljenost u SPME metodi dgeod 0,2% do 2,1% dok je njegov udio kod
ekstrakcije tekée-tekite zn&ajno vei, a u uzorku 1 on je najzastupljeniji spoj. Jos je
Sest spojeva identificirano powo obje metode, a svi oni pripadaju skupini est8ra (
metil-butan-1-ol-acetat, etil-acetat, etil-heksanoatil-oktanoat, etil-dekanoat, etil-
dodekanoat).

Od svih identificiranih alkohola samo se 2-feralal i heksanol pojavljuju u
svim uzorcima. Vé je napomenuto da je 2-feniletanol najzastupljespoj, a njegov
udio krete se u rasponu od 22,3% do 36,1%. lzuzetak je kiZhrgdje se on nalazi u
znatno nizem postotku (2,4%). Aromatski alkohofe@Hetanol, nastaje metabolizmom
kvascaSaccharomyces cerevisiaeprocesu fermentacije, a nositelj je karaktemstg
mirisa na ruzu (42). Drugi identificirani za aronmitan spoj je heksanol. Njegova
zastupljenost u uzorcima varira izéiwe2,9% i 23,4%. On se zajedn¢Z-heks-3-en-1-
olom svrstava u grupi takozvanihy €pojeva. To su spojevi koji nastaju u tehnoloskim
postupcima primarne prerade gitazte tijekom eventualnog zagrijavanja mosta ili
maceracije gra¥a pri ¢emu dolazi do enzimatske razgradnje i naknadnekofeu
dugolartanih masnih kiselina. Heksanol moze nastati i tijekprocesa fermentacije
kao produkt metabolizma kvasacas @koholi pozitivho utj¢u na aromu rakija, a
njihov miris je u literaturi opisan izrazima: zetetrava i li€e . Meaiutim, prekomjerne
kolicine 1-heksanola mogu rezultirati oStrim i odbojnmirisom koji podsjéa na
kakao, sladi, pacak i na pastu za zube, $to moZe ozbiljno umangietou kvalitetu
rakije (47; 48). Svi ostali identificirani alkohgdrisutni su u udjelima manjim od 1,3%.

Kvantitativho, zn&ajne komponente su i etil esteri masnih kiseling: ietil-
dekanoat, etil-oktanoat i dietil-sukcinat, koji sientificirani u svim uzorcima. Na ove
spojeve otpada 3,4-17,9% ukupni aromatski spojavetd-dekanoat, 1,9-9,6% za etil-

oktanoat, 2,2-13,9% za dietil-sukcinat. Prisutrdistil-sukcinata u destilatu moze biti
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pokazatel] mogéeg kvarenja prefermentirane komine u periodu od rSeaka
fermentacije do destilacije, a njegova péa koncentracija dovodi do smanjenja
voénih aroma rakije (42). Metodom ekstrakcije téddekite izolirana su 3 etilna estera
masnih kiselina dugog lanca: etil-tetradekanoatl-heksanoat, etil-linoleat. Oni
doprinose aromi destilata samo kada su prisutngimkoncentracijama, a imaju miris
na vosak i svijée (42). Svi ostali identificirani esteri prisutru $ niskim udjelima, a
zanimljivo je kako je etil-acetat, koji je u SPMEetadi jedan od najzastupljenijih
estera, pomau ekstrakcije tekée-tekite izoliran samo u uzorku 3.

Sest aldehida izolirano je ekstrakcijom téaekiée, ali njihov udio u ukupnom
aromatskom profilu uzoraka vrlo je nizak te se maa&ljwiti da nemaju zn&yjni
utjecaj na aromu biske. lzuzetak je 5-hidroksinatiliral koji se pojavljuje u uzorku 1
(4,5%) i uzorku 3 (23,4%). Njegova visoka zastuphgt u uzorku 3 moze se objasniti
karakteristénim procesom proizvodnje. Naime, prilikom proizvggu ovu bisku se
dodaje Séer, a ona, prije nego Sto se plasira na trziStapr period odlezavanja koji
traje dvije godineCi¢a i sur. (2018) u svojem su istrazivanju utvrdéi se pH biske
kre¢e u rasponu od 4.4 do 6.5 (43). Uzmemo li sve revegharametre u obzir moze se
re¢ci da su zadovoljeni uvjeti za nastajanje 5-hidroleilfurfurala, a produzenim
vremenom odlezavanja njegov se udioajao povéava.

Od terpenskih spojeva u svim uzorcima je identdit samo linalol, a njegov
udio se krée u rasponu od 0,5% do 1,5%. Ostali identificirempeni sutranslinalol
oksid, cis-linalol oksid i 1,8-cineol, koji su prodani samo u uzorku 1. Oni su nosioci
cvjetnog mirisa, a prag mirisne osjetljivosti im felativno nizak. Svi identificirani
terpeni u ovom radu prodeani su i u prethodno spomenutom istrazivanju Hayash
sur. (1996) te se mozZe pretpostaviti da @otj@d imele, iako ne treba odbaciti
moguenost da je njihov izvor grae.

Alkoholnom fermentacijom nastaju i masne kiselingjihova biosinteza
zap@inje u stanicama kvasca sintezom acetil-CoA, k@agira s malonil-CoA
stvarajii uglavnom zasiene ravnolatane masne kiseline s parnim brojem, od 4 do 18,
atoma ugljika (22). Tri takve masne kiseline srednjanca identificirane su u svim
uzorcima i to: heksanska kiselina, oktanska kiseliekanska kiselina. One 6ho
nemaju zn&jan utjecaj na aromu destilata zbog relativho kitsgpragova mirisne
detekcije. Miris koji karakterizira ove kiseline ispje se kao neugodan i uzegao (46;
47). Meiutim, postoji mogunost da ove kiseline potje od imele. Naime, Hayashi i

sur. (1996) u svojem istrazivanju kao glavne hlagljspojeve identificirane u imeli
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navode bas te tri kiseline (44).
Od ostalih spojeva 1,3-dimetilbenzen je detektimasvim uzorcima, a njegov
udio kr&e se u rasponu od 0,7% do 18,2%. Nonan je idendificsamo u uzorku 5

(3,9%), dok se 4-vinilfenol pojavljuje jedino u uka 2 (1,7%).

35



5. ZAKLJU CAK

Uzimajwi u obzir dobivene rezultate, kao i raspravu ovggoainskog rada moze se

zakljuweiti:

* Promatrajdi svaku metodu izolacije zasebno vidljive su deree slnosti u
izoliranim aromatinim spojevima izmd&u uzoraka. Utene razlike u
aromaténom profilu mogu se objasniti raglim recepturama proizdaca te

razlikama u parametrima unutar proizvodnog procesa.

* Dobiveni rezultati prikazuju veliku raznolikost itkHficiranin aromaiinih
spojeva ovisno o koristenoj metodi izolacije, a 8gm8 spojeva identificirano
pomau obje metode.

» Mikroekstrakcijom vrsnih para na krutoj fazi seigkb se izoliraju hlapljivi
spojevi vrsnih para male molekulske mase, dok stratcijom tekde-tekute

izoliraju hlapljivi i poluhlapljivi spojevi.

e U HS-SPME analizi najzastupljeniji spojevi su 3-ikkbutan-1-ol, 2-metil-
propan-1-ol, etil-dekanoat, etil-oktanoat i etietat. Spojevi koji nisu izolirani
koriStenjem plavog vlakna su butanol i butan-2dolk koriStenjem sivog vlakna
nisu identificirani 2-feniletanol, pentadekan, hakskan, heptadekan i

oktadekan.

e Glavni spojevi izolirani metodom ekstrakcije tékttekite su: 2-feniletanol,
heksanol, etil-dekanoat, etil-oktanoat, dietil-sukt i etil-heksadekanoat.

* U cilju standardizacije hlapljivih aromatskih spogerakije biske trebalo bi
provesti daljnja ispitivanja na ¥em broju uzoraka, a za detaljniji aromatski
profil potrebno je nastaviti istrazivanje korigtese razl€itim analitickim

metodama.
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