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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

e QOdrediti profil hlapljivih spojeva 3 wuzorka voénih rakija metodom
mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME)

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

e Analiza i usporedba dobivenih rezultata ispitivanih uzoraka



SAZETAK

Vocéne rakije spadaju u jaka alkoholna pi¢e dobivena alkoholnom fermentacijom i
destilacijom etilnog alkohola prirodnog podrijetla iz plodova vocki. Minimalni udio
alkohola u voénim rakijama je 37,5% vol. Cilj ovog istrazivanja bio je ustanoviti i
usporediti profil hlapljivih spojeva tri razli¢ita uzorka vocne rakije. Hlapljivi spojevi
izolirani su mikroekstrakcijom vrs$nih para na krutoj fazi (HS-SPME), koriste¢i svijetlo
plavo i sivo vlakno i identificirani uz pomo¢ vezanog sustava plinska kromatografija-je
14 estera, 4 aldehida, 4 visa alkohola, 2 monoterpena, 1 seskviterpen. Najzastupljeniji
hlapljivi spojevi su visi alkoholi 3-metilbutan-1-ol te etilni esteri etil-dekanoat i etil-
oktanoat. Uocene su razlike u aromatskim profilima uzoraka ovisno o razli¢itim

recepturama i proizvodnim procesima.

Kljuéne rijeci: voéna rakija, hlapljivi spojevi, HS-SPME, GC-MS,



SUMMARY

Fruit brandies belong to strong alcoholic beverages obtained by alcoholic fermentation
and distillation of ethyl alcohol of natural origin from the fruits of fruit trees. The
minimum alcohol content in fruit brandy is 37,5% vol. The aim of this research was to
establish and compare the profile of volatile compounds of three different samples of
fruit brandy. Volatile compounds were isolated by headspace solid phase
microextraction (HS-SPME), using a light blue and gray fiber and were identified by a
hyphenated system gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). A total of 25
volatile compounds were identified, of which 14 were esters, 4 aldehydes, 4 higher
alcohols, 2 monoterpenes, 1 sesquiterpene. The most common volatile compounds are
higher alcohols 3-methylbutan-1-ol and ethyl esters ethyl decanoate and ethyl octanoate.
Differences in the aromatic profiles of the samples were observed depending on

different recipes and production processes.

Keywords: fruit brandy, volatile compounds, HS-SPME, GC-MS
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UuvoD

Alkohol je bio prisutan na zemlji mnogo prije nego §to su se pojavili prvi ljudi.
Razvio se prije 1,5 milijardi godina, kada su bakterije proizvele alkohol u procesu
fermentacije. Ljudi su poceli konzumirati alkohol prije najmanje 7000 godina.
Pronadeni su ostaci keramike iz tog vremena, u ¢ijim su porama arheolozi pronasli
ostatke piva i vina (1). Stari narodi vjerovali su da su alkoholna pica proizvodi bogova
ili darovana od Boga, te da im mogu pomo¢i u borbi protiv nepoznatih sila, nesreca i
bolesti. Proizvodnja rakije na Balkanu pocela je tek dolaskom Turaka. Rakija se brzo

prosirila u narodu i potpuno potisnula proizvodnju piva.

.....

nazvali ,,al-kohol", alkoholna pi¢a su se dobivala prirodnim vrenjem, kuhanjem mlijeka,
voca 1 pojedinih zitarica. Visoko postotno proc¢iséeni alkohol poceo se proizvoditi ¢ak
600 godina kasnije, kada je 1400. godine benediktinac Basilius Valentin destilacijom
dobio Ccisti alkohol i nazvao ga ,,spiritus vini”, a kasnije je dobio Siroku primjenu u

medicini (2).

Veliki skok u proizvodnji i potro$nji rakije na podru¢jima Balkana veze se za
polovinu 16. stoljeca. Proizvodnja, iako jo§ uvijek primitivna, dobivala je na
masovnosti. Kada je u pitanju proizvodnja rakije i oprema kojom se sluzilo, usmena
predaja s generacije na generaciju i sku¢ena dokumentacija, govore da se u srednjem
vijeku rakija "pekla" u "kazanima" nacinjenim od gline, dok se transport alkoholnih
para odvijao kroz drvenu “cijev", prema improviziranoj "tabarki". Znacajniji pomak u
poboljSanju opreme dolazi krajem 19. stolje¢a kada su domaci proizvodaci poceli
preuzimati inovacije iz Austro-Ugarske i posebice Francuske, koja je bila svjetski
poznata po svojim kotlovima tipa ,,Charante”. Poslije Drugog svjetskog rata radi se na
unapredenju i modernizaciji opreme, pa domaclinstva i novoosnovane tvornice
nabavljaju opremu prema standardima namjenjenim za dobivanje visokokvalitetnih
voc¢nih rakija. Na Balkanu se rakija proizvodila od razli¢ih plodova voca, a najcesc¢e od
Shjive.

Neke zemlje srednje 1 isto¢ne Europe poznate su po svojoj tradiciji u proizvodnji
voénih rakija, poput Slovacke (boséacka slivovica), Ceske (slivovice), Bugarske (slivova
rakya), Madarske (palinka), Poljske (§liwowica tacka), a na zapadnom djelu Njemacka
(Zwetschgenwasser), Francuska (Kirsch d'Alsace), Luksemburg (eau-de-vie de
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prunelles de marque nationale luxembourgeoise) i Austrija (Wachauer Marillenbrand)
(3). Pored navedenih drzava, u tradicionalne proizvodace rakije pripadaju i Hrvatska,
Srbija, Crna Gora te Bosna i Hercegovina (4). Prema nekim pokazateljima, u Hrvatskoj

se rakija prvobitno proizvodila u juznijim dijelovima (5).



1. OPCI DIO

1.1. Jaka alkoholna pic¢a

Jaka alkoholna pi¢a prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima (Narodne
novine 61/09) su alkoholna pi¢a definirana kao prehrambeni proizvod kojeg ljudi
konzumiraju, a koja imaju specificna senzorska svojstva. Alkoholna pic¢a sadrze
minimalno 15% zapremine alkohola (5). Dobivaju se izravno destilacijom prirodno
preferiranih sirovina poljoprivrednog podrijetla, maceracijom, sitnjenjem ili slicnom
preradom bilja u etanolu prirodnog podrijetla. Proizvodnja jakih alkoholnih pic¢a temelji
se na alkoholnom vrenju Secera iz voc¢a, odnosno svih sirovina podrijetlom iz bilja koje
sadrze visok udio Secera i1 Skroba. Osim Secera, fermentaciji i odredenim kemijskim
promjenama podlijeZu i ostali sastojci biljnih sirovina. Neki od tih sastojaka su pektin i

aminokiseline, koji se takoder nalaze u destilatu (6).

Etilni alkohol se koristi u procesu proizvodnje jakih alkoholnih pica, a svi
njegovi sastojci moraju biti poljoprivrednog podrijetla. Takav alkohol ne smije imati
druk¢iji miris i okus od onog koji proizlazi od koristenih sirovina, a minimalna ja¢ina
alkohola je 96,0% vol. (5). Dobiva se destilacijom i rektifikacijom prevrelih hranjivih
Secernih baza i iz prevrele komine $krobnih sirovina, pri ¢emu se Skrob hidrolizira do
fermentabilnih secera koje kvasci mogu prekuhati. Kod voénih rakija alkohol se dobiva
direktnom destilacijom prevrele komine voca ili vina (7). S obzirom na postupak
proizvodnje, postotak alkohola ili koli¢inu $ecera u pi¢ima, odnosno njihovu kvalitetu,
jaka alkoholna pic¢a se dijele na: prirodna i umjetna jaka alkoholna pica te aromati¢na

vina (5).

Proizvodnja prirodnih jakih alkoholnih pi¢a moguca je destilacijom i alkoholnim
vrenjem prirodnih sirovina, a karakterizira ih aroma koja je specifi¢na te potjece od
sirovine od koje je pi¢e proizvedeno, te nije dopusSteno dodavanje aroma i alkohola.
Ovisno o sirovini od koje se proizvode, prirodna jaka alkoholna pic¢a dijele se na voéne

rakije, votke, viski, rum, gin (8).

Umjetna jaka alkoholna pi¢a dobivaju se maceriranjem biljnih sirovina u etanolu
prirodnog podrijetla i destilacijom macerata. Poslije ovog procesa destilat se mijeSa s
etanolom i odredenim aromatskim spojevima. Sadrze prirodnu aromu koristenog bilja u

maceraciji, a ne sadrze Stetne i gorke tvari koje nisu destilirane (8).



Maceracijom aromati¢nog bilja proizvode se aromatizirana vina. Za pripremu
aromatiziranog vina koristi se vino koje mora biti zastupljeno u finalnom proizvodu sa

minimalno 75% prije samog procesa obogacivanja (9).

1.2. Voéne rakije

Rakije od voéa proizvode se u vecini nase zemlje koja je pogodna za uzgoj voca
i vinove loze. Proizvodnja rakije je glavna djelatnost nekih proizvodaca, ali postoji i
veliki broj domacinstava koji ju proizvode za vlastite potrebe. Vocna rakija je posebna
zbog svoje kvalitete i niske otkupne cijene. Znatna koli¢ina $ljiva preraduje se u
Sljivovicu, nasu najzastupljeniju voénu rakiju. Mana proizvodnje $ljivovice je $to ovisi
od pokrajine do pokrajine zbog nestaSice ploda. Vec¢ina onih koji proizvode rakije od
voca i grozda uvjereni su da su njihovi proizvodi najbolji, a iskustvo iz prakse pokazuje

da se Cesto radi o pi¢ima s dosta mana i losom kvalitetom (10).

Proizvodnju voénih i grozdanih rakija treba shvatiti jednako ozbiljno kao i druge
proizvodnje pica i hrane, a treba imati na umu da je ona Cesto zahtjevnija od drugih
vrsta prerade voca i grozda. Uspjeh u proizvodnji rakije ovisi o nizu faktora, izmedu
kojih treba istaknuti: kvalitetu, vrijeme i na¢in prerade berbe voca ili grozda, postupak
izvodenja alkoholnog vrenja, na¢in na koji se vrsi destilacija (pecenja) i skladistenje
rakije (10).




U tablici 1. prikazan je sadrzaj Secera i koli¢ine Cistog alkohola na 100 kg voca

od razli¢itih voénih sirovina od kojih se proizvode rakije.

Tablica 1. Sadrzaj Seéera i koli¢ine Cistog alkohola kod razli¢itih sirovina (10)

vos o x Sisti i Koli¢ina rakije
Voce, gr_oide, Sadrzaj Secera (%) st a“;((:gh‘?(l)é: 12100 (L) sa 40% vgl.
poluproizvod Variranje | Prosje¢no | Variranje | Prosje¢no | 1Z100kgvoca
Jabuka 6-15 10 3-6 5 12,5
Kruska 6-14 9 3-6 5 12,5
Sljiva 8-15 10 4-8 6 12
Breskva 7-12 8 3-6 4,5 11
Tre$nja 6-18 11 4-9 6 15
Visnja 7-14 9 3-7 5 12,5
Malina 4-6 55 25-3 3 7,5
Ribizla 4-9 - - 3,5 8,5
Kupina 4-7 55 - 3,5 8,5
Grozde 9-20 15 4-10 8 20
Komina grozda - - 33-38 3,5 8,5
Vinski talog - - 55-6,6 55 13,5
Vino - - 9-12 10 25

U Hrvatskoj se najceS¢e proizvode S§ljivovica, viljamovka, vinjak, lozovaca 1
komovica. Sto se zastite voénih rakija u Hrvatskoj ti¢e, na razini Europske unije
zaStiene su hrvatska stara §ljiva 1 slavonska §ljiva. Karakterizira ih specifi¢an, to¢no

definiran nacin proizvodnje, odlezavanja i skladiStenja (14).

Dobra rakija moze se dobiti samo od ispravno zrelog vocéa. Truli i pljesnivi
plodovi ne smiju se koristiti u preradi. Strani, truli mirisi takvog vocéa destilacijom
prelaze u rakiju i smanjuju njezinu kvalitetu. Uobicajena je praksa da se za proizvodnju
rakije koriste nezreli i otpali plodovi, ali u takvim situacijama morate racunati na rakiju

slabije kvalitete (10).

1.2.1. Destilacija

Destilacija se odvija u tradicionalnim bakrenim kotlovima. Destilacija je metoda
separacije komponenti iz smjese dviju ili viSe tekucina koje se temelje na razli¢itim
temperaturama vreliSta komponenti. Etanol ima nisku toc¢ku vreliSta te isparava prije
vode i nakon hladenja se ukapljuje u drugoj posudi stvarajuci destilat. Kada prevrela

komina dostigne temperaturu od 100 °C pocCinje isparavati i prelaziti u destilat.
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Destilacija se dijeli na tri frakcije: prvijenac, srce i patoku. Prvu frakciju karakterizira
mutna bijela boja, neprijatan miris i niska koncentracija etanola. Izrazito jak, oStar te
neprijatan miris potjece od aldehida, ketona, metanola, estera i vi$ih alkohola. Prvijenac
zbog manje koncentracije etanola koji otapa komponente ima mutan i bjelkast destilat.
Pri 70% vol. - 75% vol. se prekida prva frakcija te se baca zbog nepozeljnih
karakteristika. Srednja frakcija je najkvalitetniji dio destilacije. Sadrzi visoku
koncentraciju etanola u kojem su otopljene pozeljne komponente arome. Srednja
frakcija se skuplja kad njen volumni udio dosegne 60% vol. - 75% vol. i zavrSava na
40% vol. - 45% vol. Zadnja frakcija (patoka) mora se odvojiti od srednje frakcije kad
po¢ne sadrzavati neugodne komponente. Uglavhom su to visokomolekulske

komponente te sadrze neugodne mirise (12).

Slika 2. Kotao za destilaciju (13)

1 — loziste, 2 — ispusni otvor, 3 — mjesalo, 4 — kotao, 5 — zupc¢anik, 6 — vijenac — vodena
brtva, 7 - kapak od Kkotla, 8 — rucica za mijesanje, 9 — prikljucci — vodena brtva, 10 —
spojna cijev — lula, 11 — otvor za oticanje vode, 12 — hladnjak — spirala sa pet navoja, 13

— ¢ep za punjenje hladnjaka, 14 — termometar.



1.2.2. Povijesni pregled sirovina za proizvodnju rakije

Tragajuci za porijeklom Prunus domestica L., Henkik i suradnici prema MiSi¢u
prvi su otkrili da je nastala prirodnom nasumi¢nom hibridizacijom trna (Prunus spinosa
L) i drijena (Prunus cerasifera L). Misi¢ naglasava da je kasnije Rilin u svome
istrazivanju 1936. godine to potvrdio pronalaskom velikog broja spontanih hibrida
izmedu ove dvije vrste $ljive u Sumama regije Majkop na Kavkazu (17). Pored tresnje,
jedna od najstarijih vo¢nih vrsta je Sljiva. Jo$S u prapovijesti ¢ovjek je koristio njezine
plodove za prehranu. U iskopinama sojenice, kod Bodenskog jezera, Misi¢ navodi
pronalazak kamencica trnine i ¢icka. Nisu zabiljezeni pouzdani dokazi o podrijetlu i
prostranstvu odredenih vrsta §ljive u europskim zemljama. Veéina se slaze da potjece iz
isto¢nih zemalja Azije i Kine. Poznato je da su se stari narodi (Tatari, Huni, Turci) na
podru¢ju Kavkaza, sjeverne Perzije, obale Kaspijskog jezera u Anatoliji hranili i
trgovali vo¢em raznih sorti §ljiva. Iz ovih predjela §ljiva je prevezena u Egipat, Siriju,
Mezopotamiju i na otok Kretu jos 5900 godina prije Krista (19). Niketi¢ (1988) navodi
da se najviSe zadrzala u Siriji, oko grada Damaska, pa su je neki botanicari nazvali

Coccumelea de Syria (17).

Vjeruje se da prvi pisani dokaz o §ljivi kao biljnoj vrsti potjece iz 6. stoljeca
prije Krista, od gr¢kih pjesnika Hipona i Arhioga. U spisu "Erga kai hemeraj" iz 287.
godine prije Krista, botani¢ar Teofrast (370-286. prije Krista) podrijetlom iz Grcke
opisuje tri sorte §ljive. Pisac Plinije Stariji (23-79) podrijetlom iz Rima u svom djelu
Naturalis historia i Palladius (IV. stoljece) te djelu "De Re Rustica” opisuje brojne sorte
Sljive (17).

Prastanovnici Sjeverne Amerike, Indijanci, su Kkoristili plodove autohtonih
sjevernoamerickih vrsta $ljiva u prehrani i prije dolaska Europljana. Tek su u drugoj
polovici 17. stoljeca europski kolonisti u Sjevernu Ameriku donijeli domace sorte §ljive
(Prunus domestica) i crnog trna (Prunus instititia). Sljiva se poslije uzgaja u dijelovima

Juzne Amerike, Africi i Australiji.

Kada je u pitanju Hrvatska, tradicionalno, jedna od najzastupljenijih sorti sljive u
Hrvatskoj takozvana Bistrica, je ujedno i osjetljiva na Sarku. Bistrica je po kvaliteti
plodova i aromatskim komponentama izvrsna sorta. Uzgaja se u cijeloj regiji, naro¢ito u
Lici (19).



Osim S§ljive, u proizvodnji rakije ¢esto se koristi i kruSka. S proizvodnjom od
oko 16 milijuna tona, kruska je Sesta medu vockama u svijetu (iza agruma, banana,
jabuka, manga i maslina), a druga medu listopadnim vockama (iza jabuke). Kruska je
voce sjeverne Zemljine polutke. Azija je svjetski proizvoda¢ krusaka (s 9 720 295 tona
1999. godine ili 49,23% svjetske proizvodnje), slijede Europa (s oko 21,36%) te
Sjeverna i Juzna Amerika (s oko 5%). Najveci proizvodaci kruske su Kina, Italija, SAD,
Spanjolska, Rusija, Japan, i Francuska. Kruska je jedna od najrasprostranjenijih voénih
konzumenata. Sluzila je ¢ovjeku kao hrana jo§ u mladom kamenom dobu. U to vrijeme
uzgajala se skupa s jabukom u suptropima, te u sjeverozapadnim predjelima Himalaje.
Kasnije se pod utjecajem Covjeka prosirila na neka podrucja Irana, Kavkaza, gornjih
tokova Tigrisa 1 Eufrata. Preko Male Azije 1 Grcke prenesena je u Europu i druge

kontinente (17).

Jabuka (Malus domestica) je najprostranije jabucasto voce. Prednost jabuke je
njen kemijski sastav i lako ¢uvanje sto je ¢ini najboljom vockom za upotrebu u svjezem
stanju u bilo kojem djelu godine. Za proizvesti rakiju od jabuke od velikog znacaja je
poznavati koli¢inu kiselina i Se¢era u plodovima. Najbolje su se pokazale sorte Jonatan
I Zlatni delises buduci da su sklonije povoljnijim koli¢inama kiselina i Secera u odnosu
na ostale sorte (20). Jabuka sadrzi oko 80% vode, dok se udio suhe tvari kre¢e oko 20%,

a sadrzaj Secera varira izmedu 3% - 15%, ovisno o sorti i nivou zrelosti (21).

1.2.3. Proizvodnja rakije od Sljiva

Proizvodnja rakije od sljiva vrsi se destilacijom ili rektifikacijom iskljucivo
profermentiranih plodova §ljive iz roda Prunus domestica, do najvise 86% vol. sadrzaj
etanola, tako da pozeljna svojstva mirisa i aroma destilata proizlaze iskljuc¢ivo od

destilirane sirovine (17).

Kostuni¢avo vo¢e namijenjeno za konzumaciju u svjezem Stanju se podvrgava
susenju. Uglavnom se obiru ru¢no bez strojeva u srednjoj tehnoloskoj zrelosti, prije
nego S§to potpuno omeksaju, radi lakSeg transporta. Pretpostavlja se da ¢e za dan-dva
spontano posti¢i punu tehnolosku zrelost (maksimalni sadrzaj i odnos kiselina, Secera,
mirisa i arome). Kada je kostuni¢avo voce namijenjeno za proizvodnju rakije, berba se
vrsi u tehnoloSkoj zrelosti ili u fazi slabe prezrelosti, kada sadrzi najvecu koli¢inu i

najpogodniji odnos Secera i arome. U tom razdoblju nema pravog porasta Secera niti
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pada kiselina. Puna zrelost prepoznaje se po boji pokozice i mezokarpa, ¢vrstoci i
okusu. Takvo voce se relativno lako priprema za alkoholno vrenje. Veza peteljke s

rodnom granom i plodom slabi, pa se lakSe odvajaju (22).

Zbog nastanka cijanovodi¢ne kiseline u jezgri kostice, treba prilikom pripreme
za fermentaciju odvojiti kosSticu, jer u svom sastavu nema Secera i zauzima prostor

fermentora (23).

Kostunic¢avo voce, ovisno o vrsti 1 sorti, dozrijeva tijekom cijelog ljeta i do kraja
jeseni, tako da se obiranje i daljnji procesi odvijaju na razliCitim vanjskim
temperaturama. TreSnje, viSnje, marelice, §ljive, zatim rane sorte Sljiva i breskve
dozrijevaju u ljetnom razdoblju, kada su vanjske temperature visoke, Sto znacajno utjece
na odvijanje alkoholnog vrenja i ouvanje pregrijanog soka do destilacije. S tim u vezi
treba napomenuti da je optimalna temperatura za reprodukciju kvasaca 25 °C - 30 °C.
Pri ovim uvjetima alkoholna fermentacija je vrlo burna, pri ¢emu temperatura raste zbog
oslobadanja topline pa moze prije¢i 30 °C. Alkoholna fermentacija na povisenoj
temperaturi dovodi do zna€ajnog gubitka etanola 1 arome, koji djelomicno izlazi s COx.
Tijekom alkoholnog vrenja na temperaturi visoj od optimalne nastaje vise hlapljivih
kiselina i1 estera, §to rezultira nizim randmanom (prinosom) rakije, a i slabijom

kvalitetom (17).

Optimalna temperatura za alkoholno vrenje je 16 °C - 20 °C. Posuda za vrenje ne
smije biti napunjena vise od 60% volumena, da ne bi uslijedilo prelijevanje
fermentacijske mase zbog oslobadanja velike koli¢ine CO2 u pocetnoj fazi fermentacije.

Posude za vrenje potrebno je pokriti odgovaraju¢im poklopcima ili najlonom (26).

U vedini slucajeva vrenje pocinje spontano, ali se za vrenje voéne komine
preporuca Kkoristiti odabrane sojeve kvasca prilagodene fermentaciji na nizoj
temperaturi. Bitno je da vrenje pocne $to prije i da potpuno zavr$i bez prestanka (17).
Orijentacijski se moze ocekivati da prvo burno, a zatim i tiho, alkoholno vrenje §ljive
zapocCinje na temperaturi od 15 °C - 20°C traje oko Cetiri tjedna, a na temperaturama od
25 °C zavrsava se za 10 dana - 15 dana. Treba napomenuti da je higijena posuda za
fermentaciju vrlo bitna i da ih je pozeljno tijekom fermentacije $to bolje zatvoriti,

posebno nakon sto je zapocela fermentacija (26).

Destilacija prevrele sladovine ima za cilj odvojiti sve hlapljive sastojke u njoj i

pretvoriti ih u destilat. Destilacija prevrelog soka od §ljive provodi se neposredno nakon



vrenja u aparatima za destilaciju volumena (najces¢e 80 L - 500 L) (17). Veca
uc¢inkovitost se postize manjim destilacijskim aparatima, jer vecina aparata nije potpuno
kompatibilna s rashladnom povrSinom hladnjaka u veéim destilacijskim komorama
(manja kondenzacija pare). Prije ulijevanja u tijelo aparata (kotao) bitno je da unutar
njega dospije §to manje kostica, ako ih je tijekom vrenja postojalo u kipucéoj masi, od

njih nastaju anioni CN’, $to je Stetno 1 nepozeljno (17).

Slika 3. Rakija od 3ljiva (18)

Sirova mekana $ljivovica prenosi se u kotao na ponovnu destilaciju (ponovnu
destilaciju ili prepeCenicu) kako bi nastala prepeCenica ili "ljuta" rakija. Nakon
temeljitog pranja kotla za destilaciju (tzv. destilator tipa Lampeka ili Charant) kao i
ostalih dijelova aparata, tijelo se napuni sirovom mekom rakijom do 80% volumena, a
ostatak se prelije s vodom. Tijekom destilacije treba teziti ravnomjernom ritmu
zagrijavanja dna aparature, kako bi struja izlaznog destilata bila ravnomjerna. Hladenje
alkoholno-vodene pare treba biti ravnomjerno i postupno. Tom prilikom obvezno je
frakcioniranje, odnosno odvajanje frakcija ploda i melase. U prvijencu, to jest prvoj
frakciji, nalaze se toksi¢ne komponente kao $to su metanol, visi alkoholi, benzaldehid,
cijanovodika, etilni ester octene kiseline i acetaldehid. Uobi¢ajno se od pocetnog
volumena sirove meke rakije koja se podvrgava destilaciji odvoji 0,5% - 2,0%. Od te
frakcije dalje se prikuplja glavnina destilacije (27).

Dobiveni destilat §ljive preto¢i se u posude od specificnog materijala, poput inox
tankova ili staklene posude na odlezavanje 3 - 6 mjeseci. Ako je namjena destilata

odlezavanje, pretace se u drvene bac¢ve od duda, bagrema ili hrasta, volumena 50 L -
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1000 L. Ovdje je vazno naglasiti da Sljivovice svoju najbolju kvalitetu dobivaju
odlezavanjem u hrastovim ba¢vama. Optimalan volumen bacve za odlezavanje je oko
500 L, pa ¢e se u bacvi manjeg od ovog volumena brze odvijati procesi izdvajanja

komponenti iz drva (17).

U ba¢vama ve¢im od 500 L zapremnine ti ¢e procesi ekstrakcije imati manji
intezitet. Odlezani destilat §ljive, ovisno o kvaliteti i potencijalu destilata i bacve, moze
dozrijevati 4 g - 25 g. Tijekom tog razdoblja odvijaju se razli¢iti kemijski procesi
izmedu kemijskih komponenti destilata i drva, koji rezultiraju sintezom velikog broja
spojeva kojih nije bilo na pocetku destilata. Destilat se postupno razrjeduje destiliranom
vodom da se postigne koncentracija 40% vol. - 45% vol., a s tim ¢e se izvrsiti zavr§no

formiranje (17).

1.2.4. Proizvodnja rakije od krusaka

Voéna rakija viljamovka dobiva se destilacijom i/ili  rektifikacijom
profermentiranog soka isklju¢ivo svjezih krusaka ili kruSaka sorte viljamovka, do
maksimalno 86% vol. sadrzaj etanola, a od destiliranih sirovina proizlaze miris i aroma.
William's je izvorna stara narodna engleska sorta gdje se zove Williams Christbirner,
dok je u SAD-u Bartlett. Smatra se najcjenjenijom, ne samo medu brojnim vrstama
kruSaka, nego i medu svim voénim vrstama. Najvise je koncentrirana aroma u predjelu
oko sjemenke iz koje se dobija vrlo kvalitetna rakija dok je u vecini industrija to otpad.
Ovdje je posebno vazno da se prilagodenim postupcima prerade, odredenim nac¢inom
provodenja alkoholnog vrenja i destilacije, moze sa¢uvati primarna aroma viljamovke i

pretociti u vrlo specificnu rakiju kojoj daje izrazito posebna aromatska svojstva (23).

Slika 4. Rakija od krusaka (24)
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Krusku viljamovku najbolje je obrati dok su plodovi jo§ pretezno zeleni, ali i s
vidljivim dijelom Zute boje, dok se plodovi lako odvajaju od rodnih grana. U stanju
zrelosti u plodovima je ostalo oko 60% maksimalne koli¢ine Skroba koji nije
hidroliziran u Secere. Dozrijevanje kruske treba se odvijati postupno u hladu, pri ¢emu

se preostala koli¢ina $kroba hidrolizira do fermentabilnih Secera (17).

Rano ubrani plodovi zrelosti 70% -80% mogu se ¢uvati u hladnja¢ama i do 3
mjeseca. Viljamovka se ¢uva u hladnjacama na temperaturi od 0 °C - 3 °C, tako da su
promjene tijekom skladiStenja minimalne. Ako bi se kruSke iz hladnjace koristile za
proizvodnju rakije, prethodno ih je potrebno odredeno vrijeme drzati na odgovarajucoj
temperaturi kako bi dozrele. Optimalna temperatura za dozrijevanje viljamovke je
15,6 °C. Ve¢inu ploda ¢ini srednji sloj s oko 97%, dok kozica ima 2,5%, a ljuska
sjemenke sadrzi 0,5%. Suha tvar ima oko 14%, ukupni Seceri ¢ine 7,2% - 10%, fruktoza
5,9% - 8,5%, glukoza 1,3% - 2,3%, saharoza 0,1% - 0,4%, sorbitol 1,1% - 1,4%, a
ukupne kiseline 0,1% - 0,35%, dok je pH 4,0 - 4,3 (17).

Razvrstavanjem plodova krusaka tijekom ili nakon berbe i zrenja osigurat e se
prerada jednako zrelih plodova u hladovini unutar pogona destilerije. Ukoliko se zna da
plod viljamovke ima najvise aroma kada dobije u potpunosti zutu boju i omeksa te se
djelomi¢no pokvari, onda su opravdani svi napori i ulaganja da se vrse daljnji postupci u
toj fazi sazrijevanja, odnosno zrelosti. Optimalno zreli plodovi kruske idu na mljevenje
na mlin za jabuke, a potom se mljevena masa pasira. Kod ovog procesa peteljke i
sjemenke trebaju biti odvojene, a sok mora biti teku¢i. Ovako pripremljeni voéni sok

moze se lako prenijeti pumpom, pa ¢ak i destilirati preko kolone (17).

Kako bi se na minimum svela oksidacija tijekom primarne obrade i kasnije,
pulpa voéa ne smije biti u dodiru sa zeljezom. U istu svrhu, voéni sok se odmah prenosi
u fermentor, u kojem treba S§to prije zapoceti alkoholno vrenje i stvaranje CO3, kako bi
se osigurali potrebni anaerobni uvjeti. Na pocetku rada treba dodati prethodno
pripremljen i namnozen aktivni selekcionirani kvasac. Kom viljamovke izlozen je
kontaminaciji masla¢nih bakterija koje se ucestalo pojavljuju u toplijim danima i
ukoliko je pH koma visok. Destilati dobiveni od ove vrste koma imaju miris i okus po
uzeglom maslacu, §to je posljedica nastalih kiselina: masla¢ne, valerijanske, heksanske i

njihovih estera. S obzirom da popravak takvih destilata nije jednostavan, treba sprijeciti
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nastanak ovih nepozeljnih kiselina. Ako zakiselimo kom prije alkoholnog vrenja,
onemoguciti ¢emo I aktivnost bakterija koje proizvode akrolein — spoj koji ima jako

nadrazljivo djelovanje na njuh i vid (26).

Dodavanjem 100 g/hL - 150 g/hL HsPOs ili oko 100 g/hL konc. H2SOs, pH

vrijednost koma se spusta na 3,0 — 3,2 te alkoholno vrenje postaje dosta ¢isce (17).

Provodenjem destilacije bez cekanja nakon zavrSene fermentacije dobivamo
rakiju viljamovku s manje metanola, jer pektinske tvari do tada nisu potpuno
hidrolizirane. Osim toga, dobivena rakija ¢e imati izrazeniju i ¢iS¢u karakteristi¢nu
aromu, jer ¢e u kratem vremenu pretrpjeti manje promjene. Ovakva rakija ¢e imati
manje kiseline, estera i aldehida koji se stvaraju i nakon zavrSetka vrenja. Neposredno
prije pocetka destilacije voéni sok treba homogenizirati, tako da gusti i tekué¢i dio budu
u ravnomjernom omjeru u cijelom volumenu. Prilikom te homogenizacije dio CO; ¢e

napustiti smjesu pa se destilacija odvija ravnomjernije (17).

Destilacija prekuhane viljamovke moze biti otezana zbog povecane gustoce, ako
prethodno nisu dodani pektoliticki enzimi koji smanjuju viskoznost koma. Zato je
prakti¢no ovu smjesu razrijediti dodavanjem 20% vode. Destilacijom na jednostavnim
uredajima dobiva se sirova mekana rakija s koncentracijom etanola od 25% vol. - 30%
vol. Druga destilacija provodi se vrlo pazljivo i sporije, uz obavezno odvajanje frakcija.
Kada je plod kruske viljamovke ispravan, a potom prevrela komina dobivena od njega i
sirova meka rakija, odvaja se prva frakcija - prvijenac u koli¢ini od 1% - 1,5%
volumena rakije prepecenice. Potrebna koli¢ina prvog ekstrakta tocnije se utvrduje

poput acetaldehida i etil acetata, oStrog, vrlo karakteristicnog mirisa (22).

Dobiveni destilat viljamovke pretace se u posude od posebnog materijala, poput
tankova od nehrdajuceg Celika (inox) ili staklenih posuda na odlezavanje 3 - 6 mjeseci.
Nakon ovog odlezavanja u dodiru s atmosferskim kisikom destilat viljamovke gubi
svoju oStrinu 1 specifican neugodan ton novog destilata. Postupno se razrjeduje
destiliranom vodom do koncentracije 40% vol. - 43% vol., s kojom ¢e do¢i do konacnog
formiranja. Viljamovka treba biti bez boje i bez zamucéenja to jest bistra, sa specificnim
mirisom sorte kruSke Viljamovka, punog harmoni¢nog i ugodnog okusa (22). Rakija

viljamovka blijedo Zzute boje izuzetno je rijetka.
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1.2.5. Proizvodnja rakije od jabuka

Jabuke se beru kada su spremne za konzumaciju — aroma dostize puninu i
optimalnu koli¢inu Seéera. Berbu uglavnom obavljaju ljudi da bi se smanjila Steta na
plodu, iako se automatizirana berba sve vise koristi zbog nestaSice radne snage.
Prilikom berbe, jabukama je nuzno ukloniti peteljke da ne bi doslo do vrenja u komu i
nastanka stranih mirisa koji se potom prenose na rakiju, $to jednako utjece na njezinu
kvalitetu. Prilikom preuzimanja sirovine kontrolira se sadrzaj Secera, a zatim se jabuke
Klasiraju i ¢iste od zemlje i drugih mehanickih necistoca (17).

Maceriranje i presanje se provodi da bi sam proces fermentacije trajao $to krace,
ali i kako bi Secer, odnosno saharoza, koja je jedan od Secera koji se nalazi u jabuci po
moguénosti fermentirala u etilni alkohol. U vecini slu¢ajeva ovaj tehnoloski postupak se
izvodi na mlinovima ili valjcima, gorak okus komu daju kostice koje bi se trebale
ukloniti, a samim tim i alkoholnom proizvodu, $to je mana. Prilikom zakretanja valjaka,
meso i koza guraju se kroz razna sita, gdje se dodatno odstranjuju kostice. Mljevene
jabuke zatim se transportiraju u kontejnere gdje se odvija fermentacija. Duljina
fermentacije ovisi o koli¢inama Secera, temperaturi na kojojse odvija i koli¢ini aktivnog
kvasca koji vrsi fermentaciju (7). Fermentiranje koma jabuke traje otprilike 2 - 3 tjedna,

ovisno o priloZenim parametrima.

Po zavrSetku fermentacije slijedi destilacija. Tokom ovog procesa fermentirana
komina se zagrijava u kotlu, a nastale pare se ukapljuju hladenjem i sakupljaju u
spremnike. Cilj je odvojiti etilni alkohol i ne€isto¢e u povoljnom omjeru koji rakiji daje
specifi¢na svojstva. Bakreni kotlovi koji imaju dobru toplinsku provodnost su se

pokazali kao najbolji za ovaj postupak (23).

Slika 5. Rakija od jabuka (25)
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1.3. Hlapljiva svojstva rakija od: §ljiva, krus$aka i jabuka

Berbom sirovine izvrsnih svojstava, pravilnim muljanjem, pravilnim alkoholnim
vrenjem, na¢inom destilacije i sazrijevanjem destilata, proizvod bi u kona¢nici trebao
biti izvanrednog kemijskog sastava specifi¢nih senzorskih svojstava rakije (29). Tokom
alkoholnog vrenja mikroorganizmi djeluju te nastaju razliCiti nusprodukti koji se
odvajaju destilacijom i znatno utjeCu na organolepti¢ka svojstva destilata. Metoda
destilacije znatno kontrolira omjer i koncentraciju sastojaka. Sve ove komponente

arome mogu se svrstati u sljedece skupine (30):

primarne komponente arome,

sekundarne komponente arome,
e aromati¢ne tvari nastale tijekom destilacije,
e aromati¢ne tvari nastale tijekom odlaganja.
U jakim alkoholnim pi¢ima najvise se pronalazi i najzastupljeniji su spojevi iz

skupine aldehida, visih alkohola, hlapivih kiselina i estera.

1.3.1. Primarne komponente arome

Primarni aromatski spojevi imaju pretecu iz biljaka gdje nastaju kao produkti
sekundarnog biljnog metabolizma, enzimatskim utjecajem prilikom zrenja i sazrijevanja
biljnog tkiva iz prekursora arome. Primarna aroma sadrzi veliki broj spojeva koji su
nazoc¢ni u razli¢itim omjerima. Pri proizvodnji voénih rakija treba nastojati da se ti

spojevi zadrze u $to ve¢im koli¢inama (5).

Od hlapljivih spojeva vrlo su vazni fenoli i terpeni koji su nositelji cvjetnog
mirisa. Metanol je nusprodukt vo¢nih rakija koji nastaje enzimskom razgradnjom

pektina, a s obzirom na to da je topljiv u vodi, ne utje¢e na aromu destilata (31).
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1.3.2. Sekundarne komponente arome

Alkoholna fermentacija ima veliku ulogu u kreiranju i uspostavljanju sekundarne
strukture arome. Aromatski najvazniji spojevi u jakim alkoholnim pi¢ima su visi
alkoholi i esteri (30).

Visi alkoholi su alkoholi s vise od dva atoma i kvantitativno su najzastupljeniji
spojevi u destiliranim alkoholnim pi¢ima. Nastaju kao paralelni produkti alkoholnog
vrenja iz aminokiselina. Imaju znatan utjecaj na aromatsku strukturu destiliranih pi¢a. U
malim koncentracijama doprinose ugodnom mirisu 1 okusu, dok u veéim
koncentracijama imaju negativan utjecaj na aromu destilata. Vrlo vazni za aromu
alkoholnih pic¢a su 2-metilbutan-1-ol, 3-metilbutan-1-ol, 2-metilpropan-1-ol, propan-1-
ol i 2-feniletanol. Izobutanol (2-metilpropan-1-ol) i izoamil alkohol (3-metilbutan-1-ol)
su nositelji mirisa alkohola i otapala. Miris propan-1-ola opisuje se kao sladak i prijatan,
dok visok sadrzaj moze upucivati na propadanje destilata i nalikovati otapalu. Udio
butan-1-ola usko je povezan s loSom kvalitetom sirovine i ima negativan utjecaj na
okus. Hexan-1-ol u visokim koncentracijama daje travnatu aromu. 2-Feniletanol je
aromatski alkohol koji nastaje iz L-fenilalanina djelovanjem kvasaca. U niskim

koncentracijama pridonosi ugodnom okusu i mirisu ruze (30).

Esteri su spojevi koji nastaju reakcijom karboksilne skupine organske kiseline i
fenola te hidroksilne skupine alkohola. Vrlo su vazni u formiranju aromatskog profila
rakije, stvaraju¢i voéni karakter. Najvazniji esteri u rakiji su etil-acetat i etil-laktat. Etil-
acetat se nalazi u prvom toku, dok je etil-laktat najces¢e u zadnjem toku. U rakiji su
vazni etilni esteri masnih kiselina nastali reakcijom etanola i prekursora zasic¢enih
monokarboksilnih kiselina. Vecina estera posjeduje nisko vreliSte i odvajaju se u ranoj
fazi destilacije, stoga je vazno kontrolirati u kojoj ¢e tocki biti zaustavljen prvi
destilacijski tok. U vremenskom intervalu izmedu zavrSene fermentacije i destilacije

nastaju esteri izmedu alkohola i kiselina sintetiziranih tijekom alkoholnog vrenja (31).

Ketoni i aldehidi nastaju kao nusproizvodi alkoholnog vrenja. Acetaldehid je
najzastupljeniji aldehid u alkoholnim pi¢ima. Njegov miris opisuju kao iritantan i
neprivlacan. U niskim koncentracijama je vo¢ne arome koja asocira na treSnje, ljeSnjake
i prezrele jabuke. Acetaldehid i drugi kratkolancani alifatski aldehidi imaju plijesniv,
oStar i masan miris, pa nisu pozeljni. Dugolancani aldehidi imaju ugodniju aromu i

prisutni su u niskim koncentracijama (30). Najcesca kiselina je octena kiselina,
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karakteristicnog okusa 1 jakog mirisa. PoviSen udio ove kiseline pokazatelj je
mikrobioloske kvarljivosti, ima negativan utjecaj na aromu i doprinosi stvaranju
povisenog udjela etil-acetata. Kratkolancane masne kiseline poput kaprinske, kaprilne i

laurinske imaju neprijatan miris po uzeglom maslacu i pokvarenom siru (31).

1.3.3. Aromatske tvari nastale tijekom destilacije

Vrijeme kada ¢e se izvrSiti destilacija ima veliki uéinak na sveukupni profil
aromatskih spojeva u finalnom proizvodu jer odgadanjem destilacije moze dovesti do
visih koncentracije aldehida, estera, metanola, kiselina i drugih lo$ih komponenti.
Procesom destilacije dolazi do nastanka novih spojeva kao §to su heterocikli¢ki spojevi,
furfural i spojevi koji sadrze sumpor. Ucestalo dolazi do reakcije alkohola i aldehida sto

rezultira tvarima koje pozitivno utjecu na cjelokupni profil arome (32).

1.3.4. Aromatske tvari nastale tijekom odlaganja

U svim proizvodnjama alkoholnih pic¢a kao i rakija na aromu ima znatan utjecaj
odlezavanje proizvoda u posebnim posudama. Tijekom odlezavanja alkohol iz rakije
sazrijeva te reagira sa komponentama iz posude (hrastove ba¢ve) u kojoj se nalazi te se
razgraduju neke postoje¢e komponente. Mnoga istrazivanja ukazuju da 60%
aromati¢nih tvari koje se nalaze u finalnom proizvodu potjecu iz hrastove bacve, tj. od
drveta. Esencijalni spojevi su aromatski aldehidi, siringin i vanilin, kao i produkti

esterifikacije i oksidacije (29).

1.4. Odredivanje hlapljivih sastojaka rakije

Plinska kromatografija (GC) predstavlja tehniku za analizu Sirokog spektra
uzoraka, kao i alkoholnih pi¢a (Commission Regulation (EC) No0.2870/2000). S
obzirom na to da se dobivaju procesom destilacije, jaka alkoholna pi¢a ispunjavaju
nuzan uvjet za analiziranje ovim tehnikama, to jest plinska kromatografija moze

ispitivati samo spojeve koji hlape na odredenim temperaturama. Prilikom analize
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potrebno je osigurati minimalnu koli¢inu uzorka buduc¢i da su komponente koje se
analiziraju u tekuéem stanju u alkoholnoj ili vodeno-alkoholnoj otopini. Mirisne
komponente imaju tendenciju isparavanja, Sto ispunjava jedan od osnovnih zahtjeva
plinske kromatografije. Medutim, zestoka pi¢a su vrlo slozena smjesa u vodeno-

etanolnoj otopini, pa osim hlapljivih sadrze i veliki broj nehlapljivih spojeva.

GC tehnika se temelji na opem pravilu koje se primjenjuje na svaku vrstu
kromatografije, a to je da se spojevi razli¢ito vezu na mobilne i nepokretne faze. Plinska
kromatografija je kromatografija u kojoj je pokretna faza plin, a nepokretna faza moze
biti u teku¢em ili krutom stanju. Prema fizikalno-kemijskim pojavama na kojima se
kromatografija temelji, plinska kromatografija je adsorpcijska (plin-krutina) ili razdjelna
(plinsko-tekuc¢a) kromatografija. Ispitivani uzorak (Smjesa spojeva) unosi se sa strujom
inertnog plina nosaca u kromatografsku kolonu ispunjenu ¢vrstom ili tekuéom fazom.
Tekuéa stacionarna faza se adsorbira na inertnom c¢vrstom nosacu — dijatomejskoj
zemlji ili se kemijski veze na unutarnju stijenku kapilarne cijevi (kapilarni stupac).
Ukoliko je nepokretna faza tekucina, prolaz smjese spojeva kroz kolonu je odvojen
izmedu nepokretne tekuce faze i pokretne faze plina nositelja. Do razdvajanja smjese
spojeva dolazi ako imaju razlicitu topljivost u tekuc¢oj nepokretnoj fazi, pa ¢e se eluacija
odvijati prema njihovoj topljivosti. Prva komponenta koja napusti kolonu najslabije se
otapa u nepokretnoj fazi. Odvojene komponente na izlazu iz kolone pomije$ane samo s
molekulama plina nosaca (pokretna faza) ulaze u detektor. Detektor moze biti
plamenoionizacijski, detektor toplinske vodljivosti, detektor hvatanja elektrona,
fotoionizacijski, infracrveni spektrometar, maseni spektrometar itd. Signal koji

dobivamo s detektora se obraduje i biljezi u obliku kromatograma putem racunala (22).

Uzorak se unosi u dio sustava koji se naziva injektor, po konstrukciji je to
metalni blok ¢ija se temperatura kontrolira. Osnovni dio plinskog kromatografa je
plinsko-kromatografska kolona. Mogu biti od raznih metala ili stakla. Mogu biti
pakirane ili kapilarne kolone. Puno ucinkovitije su kapilarne kolone koje imaju
znacajno vecéu duljinu (30 m - 150 m) i puno manji unutarnji promjer (0,25 mm - 0,75
mm). Ovi su stupovi izradeni od kvarca i presvuceni poliamidom s vanjske strane kako
bi se osigurala njihova elasticnost.

Ovisno o kemijskoj prirodi nepokretne faze, kolone se dijele na polarne, polupolarne i
nepolarne. U podru¢ju analiza alkoholnih pi¢a pretezito se koriste kolone sa

polupolarnim nepokretnim fazama. Kolone za plinsku kromatografiju nalaze se u peci
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Cija se temperatura moze kontrolirati. Povecanje temperature utjece na brzinu eluiranja i
uCinkovitost odvajanja komponenti iz smjese. Radna temperatura moze biti
nepromijenjena tijekom trajanja kromatografije (izotermni uvjeti) ili se moze povecati
(programirani uvjeti). Kao detektor, plamenoionizacijski detektor Kkoristi se za
ispitivanje uobicajenih parametara u jakim alkoholnim pi¢ima, dok se spektrometar
masa koristi za specificne vrste analiza (etil-karbamat, arome). Ovaj detektor pruza
mogucénost izravne identifikacije komponenti neke smjese KkoriStenjem biblioteka

masenih spektara poznatih spojeva.

Plinskom kromatografijom moze se ispitati sadrzaj manje uobicajenih spojeva
koji ¢ine aromu alkoholnih pica (esteri i spojevi terpenskog tipa) (22). Za ovu vrstu
ispitivanja uzorak se mora pripremiti prije ubrizgavanja u plinski kromatograf kako bi
se povecala koncentracija ovih spojeva. Uzorak se obicno ekstrahira odgovaraju¢im
otapalom ili mjeSavinom otapala, kao $to su petroleter, eter i metilen-klorid. Za analizu
nekih hlapljivih komponenti kao $to su alkoholi i kratkolancani aldehidi nije potrebna

prethodna ekstrakcija (22).

Plinske kromatografija je referentna tehnika koju je usvojila Europska komisija
uredbom br. 2870/2000 za odredivanje 1-dietoksietana (acetal), 2-metilbutan-1-ol
(aktivni amil-alkohol), 3-metilbutan-1-ol (izoamil-alkohol), metanol (metil-alkohol), etil
etanoat (etil-acetat), butan-1-ol (n-butanol), butan-2-ol (sekundarni butanol),
2-metilpropan-1-ol (izobutil alkohol), propan-1-ol (n-propanol) i etanal (acetaldehid) u
alkoholnim pi¢ima (Uredba Europske Komisije (EC) br. 2870/2000).

1.4.1. Odredivanje srodnih hlapljivih spojeva plinskom kromatografijom

Pojam srodnih spojeva odnosi se na hlapljive tvari koje nastaju zajedno s
etanolom tijekom fermentacije, destilacije i sazrijevanja alkoholnih pi¢a. Ova metoda je
prikladna za odredivanje: acetala (1,1-dietoksietana), acetaldehida (etanala), metanola
(metilalkohola), etil-acetata (etiletanoata), n-propanola (propan-1-ol), n-butanola
(butan-1-ol), izobutilni alkohol (2-metilpropan-1-ol) i izoamilni alkohol (3-metilbutan-
1-ol) u jakim alkoholnim pi¢ima (21). Kvalifikacija komponenata provodi se metodom

korekcijskih faktora uz koristenje odgovarajuceg internog standarda (npr. pentan-3-ol).
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Koncentracije analita izrazavaju se u gramima na 100 litara apsolutnog alkohola. Prije
ove analize neophodno je odrediti jac¢inu alkoholnih pi¢a. Jaka alkoholna pica koja se
analiziraju ovim metodama su: viski, rakija, rum, lozovaca, vo¢na rakija (22). Srodni
spojevi u alkoholnim pi¢ima prethodno se odreduju izravnim ubrizgavanjem alkoholnog
pica ili razrijedenog uzorka u sustav plinske kromatografije (GC). Prije ubrizgavanja u
alkoholno pice treba ubaciti prikladni interni standard. Povezani spojevi se odvajaju
temperaturnim programom na prikladnoj kromatografskoj koloni 1 detektiraju pomocu
plameno-ionizacijskog detektora. Koncentracija svakog srodnog spoja odredena je u
odnosu na interni standard pomocu faktora korekcije dobivenih tijekom kalibracije pod
istim kromatografskim uvjetima koji se primjenjuju u analizi alkoholnih pi¢a (17).

Osim ako nije drugadije navedeno, Koriste se samo standardi s ¢istocom vecom
od 97%, kupljeni od ovlastenog dobavljaca, bez drugih srodnih spojeva u ispitnom
razrjedenju (0vo se potvrduje ubrizgavanjem pojedinacnih standarda srodnih spojeva pri
istim kromatografskim uvjetima) i voda ¢ija je kvaliteta najmanje 3 prema standardu
ISO 3696. Acetaldehid i acetal se moraju skladistiti na tamnim mjestima i gdje su
temperature nize od 5 °C, a ostali standardi se mogu drzati na sobnim temperaturama.
Spojevi koji se koriste kao standardi za odredivanje hlapivih komponenti u destilatima
su: metanol, apsolutni alkohol, 2-metilpropan-1-ol, propan-1-ol, 2-metilbutan-1-ol,
3-metilbutan-1-ol, etil acetat, butan-1-ol, butan-2-ol, acetal, acetaldehid. Takoder se

koriste pentan-3-ol, pentan-1-ol, 4-metilpentan-1-ol i metil-nonanoat (22).

1.4.2. GC-MS

Kombinacija GC-MS je jedna od metoda za identifikaciju sastojaka slozenih
organskih spojeva. Visoka osjetljivost masenog spektrometra (potrebna koli¢ina uzorka
je = 10 ug - 10 pg), kao i mogucnost brzog snimanja spektra masa (u manje od 1 s),
omogucuju spajanje GC kolone na spektrometar masa i izravno snimanje masenih
spektara svih eluiranih spojeva. Analizom dobivenih spektara, i retencijskih podataka
identificiraju se spojevi ispitivane smjese. Stoga se ovom kombinacijom uloga plinske
kromatografije uglavnom svodi na odvajanje, a uloga spektrometrije mase na

identifikaciju komponenti smjese. Dugo je najve¢i problem pri spajanju ova dva
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instrumenta bila velika razlika tlakova. Dok postoji visoki vakuum u spektrometru
masa, tlak na izlazu iz GC stupca je malo iznad atmosferskog. Kako bi se kompenzirala
ta razlika i istovremeno povecala koncentracija spojeva koji dospijevaju u ionski izvor
masenog spektrometra, napunjene GC kolone spojene su na ionski izvor preko tzv.
separatora. Bez obzira na konstrukciju, zadaca separatora je ciljano uklanjanje malih
molekula plina nositelja (najcescée helija) iz eluata i propusStanje mnogo vecih organskih

molekula u izvor iona (33).

Za razliku od klasiénih GC-MS sustava, najnovija generacija instrumenata
nuzno je povezana s racunalom, S$to uvelike proSiruje moguénosti metode. Zadaca
racunala je vrlo sloZena i obavlja sljedece operacije: kontinuirana kontrola rada uredaja,
kontinuirano automatsko snimanje masenih spektara tijekom kromatografije (ciklicko
snimanje) - prilikom zavrSetka snimanje jednog spektra, pocinje snimanje drugog,
pohrana, obrada i prikupljanje svih GC-MS podataka, naknadna obrada kromatograma i
masenih spektara; odredivanje bruto formula iona na temelju precizno izmjerenih masa;
identifikaciju spojeva usporedbom njihovih masenih spektara sa spektrima poznatih

spojeva iz racunalne biblioteke (17).
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Aparatura i kemikalije

Za eksperimentalni dio ovog rada koristena je navedena aparatura:

Uredaj za mikroekstrakciju vrsnih para na krutoj fazi, Supelco Co. (SAD)
Svijetlo plavo vlakno s ovojnicom polidimetilsiloksan/divinilbenzen
(PDMS/DVB) duzine 5 cm, Supelco Co. (SAD)

Sivo vlakno s ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/Carboxen/PDMS) duzine 5 cm, Supelco Co. (SAD)

Vodena kupelj i magnetna mijesalica, Heidolph EKT 3001 (Njemacka)

Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS): plinski
kromatograf (GC 8990A), i spektrometar masa (MSD 5977E), Agilent
Technologies (SAD)

Kolona HP-5MS, Agilent Technologies (SAD)

Kemikalije koristene u eksperimentalnom dijelu:

NaCl(s), Kemika (Hrvatska)

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

HS-SPME metodom provedena je mikroekstrakcija hlapljivih organskih spojeva

koriStenjem sivog vlakna s ovojnicom (50/30 um, DVB/Carboxen/PDMS) i svijetlo

plavog vlakna s ovojnicom (65 um, PDMS/DVB). Prije upotrebe vlakna je nuzno

kondicionirati zagrijavanjem u injektoru GC-MS uredaja. Plavo vlakno se aktivira

zagrijavanjem na 250 °C u trajanju od 30 minuta, a sivo vlakno 60 minuta na 270 °C.
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Slika 6. Vlakna s ovojnicama 65 um PDMS/DVB (svijetlo plavo vlakno) i 50/30 um
DVB/Carboxen/PDMS (sivo vlakno)

Volumen od 5 mL uzorka rakije se prelije u staklenu boc¢icu od 20 mL te se doda
zli¢ica NaCl-a nakon toga hermeticki zatvara politetrafluoretilen/silikon brtvom. Potom
se mijeSa u magnetnoj mijesalici te zagrijava u vodenoj kupelji na temperaturi od 60 °C
u trajanju od 15 minuta. Nakon 15 minuta kondicioniranja SPME igla se uranja u boc¢icu
te izvla¢i vlakno pomocu kojeg se vrsi ekstrakcija u trajanju od 40 minuta uz
kontinuirano mijesanje. Nakon uzorkovanja, vlakno se uvlaci u iglu vadi iz bocice te
postavlja u GC-MS injektor gdje se odvija toplinska desorpcija ekstrahiranih spojeva u

trajanju od 7 minuta na 250 °C.

Slika 7. Aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME)
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2.3. GC-MS analiza hlapljivih organskih spojeva

Koriste¢i vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa izvrsili Smo
mjerenja ekstrahiranih hlapljivih organskih spojeva.
Tehnicki uvjeti rada plinskog kromatografa (GC 8990A) za HP-5MS kolonu:
e temperaturni i vremenski intervali kolone: 2 minute izotermno na 70 °C, potom
eksponencijalni porast temperature od 3 °C po minuti do 200 °C,
¢ vrijeme odgode otapala (engl. solvent delay time) : 1,8 minuta
e temperatura injektora: 250 °C,
e omjer razdvajanja 1 : 50,
e plin nositelj: helij protoka ImL/min
e Uvjeti rada masenog spektometra:
e Energija ionizacije: 70 eV,
e Temperatura ionskog izvora: 280 °C,

e Raspon snimanja m/z: 30 - 350.

Analizom izmjerenih uzoraka rakije identificirani su spojevi C¢iji spektar
priblizno sli¢i spektru neodredene komponente navedenog pika iz kromatograma
ukupne ionske struje. Odredeno je i retencijsko vrijeme pojedinaénog kemijskoj spoja te

relativni udjeli pojedina¢nih komponenti izrazen u postotcima.

Slika 8. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)
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3. REZULTATI

Rezultati GC-MS analize uzoraka rakije prikazani su u tablicama i u obliku
kromatograma. U tablicama su navedeni identificirani spojevi, njihov udio te retencijski
indeks na HP-5MS koloni (RI).

Tablica 2. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva uzorka rakije od $ljiva izoliranih
pomocu svijetlo plavog vlakna (SP)

Red. broj | RI Spoj Udio (%)
1. <900 dietil-acetat 6,59

2. <900 3-metilbutan-1-ol 15,75
3. <900 2-furankarboksaldehid 0,31

4. <900 3-metilbutil-acetat 0,15

5. 966 benzaldehid 7,07

6. 994 S-mircen 0,21

7. 996 etil-heksanoat 0,59

8. 1034 limonen 21,24
9. 1099 nonanal 1,77
10. 1175 etil-benzoat 3,39
11. 1198 etil-oktanoat 10,97
12. 1370 undekanal 1,07
13. 1326 metil-dekanat 0,17
14. 1397 etil-dekanoat 26,07
15. 1593 etil-dodekanoat 1,95
Ukupno identificirano 97,30%
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Slika 9. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva uzorka rakije od sljiva
izoliranog HS-SPME metodom s PDMS/DVB ovojnicom (svijetlo plavo vlakno).
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Tablica 3. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva uzorka rakije od sljiva izoliranih
pomocu sivog vlakna (S)

Red. broj | RI Spoj Udio (%)
1. <900 dietil-acetat 6,13

2. <900 3-metilbutan-1-ol 15,95
3. <900 3-metilbutil-acetat 0,50

4. 966 benzaldehid 3,14

5. 994 S-mircen 0,38

6. 996 etil-heksanoat 1,45

7. 1034 limonen 29,05
8. 1099 nonanal 1,61

9. 1175 etil-benzoat 2,21
10. 1198 etil-oktanoat 8,46
11. 1370 undekanal 1,05
12. 1397 etil-dekanoat 21,56
13. 1593 etil-dodekanoat 4,28
Ukupno identificirano 95,77%
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Slika 10. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva uzorka rakije od sljiva
izoliranog HS-SPME metodom s DVB/Carboxen/PDMS ovojnicom (sivo vlakno).
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Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva uzorka rakije od jabuka izoliranog
pomocu svijetlo plavog vlakna (SP)

Red. broj | RI Spoj Udio (%)
1. <900 3-metilbutan-1-ol 70,01
2. <900 3-metilbutil-acetat 0,75

3. 966 benzaldehid 2,19

4. 996 etil-heksanoat 1,64

5. 1175 etil-benzoat 1,46

6. 1198 etil-oktanoat 6,97

7. 1397 etil-dekanoat 11,09
8. 1514 (E,E)-a-farnezen 2,59

9. 1593 etil-dodekanoat 1,37
Ukupno identificirano 96,07%
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Slika 11. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva uzorka rakije od jabuka
izoliranog HS-SPME metodom s PDMS/DVB ovojnicom (svijetlo plavo vlakno)
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Tablica 5. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva uzorka rakije od jabuka izoliranog
pomocu sivog vlakna (S)

Red. broj | RI Spoj Udio (%)
1. <900 3-metilbutan-1-ol 52,93
2. <900 2-metilbutan-1-ol 24,91
3. <900 heksanol 2,10

4. <900 3-metilbutil-acetat 0,57

5. 966 benzaldehid 1,25

6. 996 etil-heksanoat 1,36

7. 1175 etil-benzoat 1,60

8. 1198 etil-oktanoat 3,61

9. 1397 etil-dekanoat 4,27
10. 1514 (E,E)-a-farnezen 5,14
11. 1593 etil-dodekanoat 0,75
Ukupno identificirano 98,49%

31




Ao

['LLL—U A

o .
T T T T '_|-”'I . T =t ||L LB e e e L} L B | L | Tt
":.h'l OO0 R00 2000 2500 &0000 3000 4000 4400 SO0 SR00 &S00

Tirme=—=-

Slika 12. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva uzorka rakije od jabuka
izoliranog HS-SPME metodom s DVB/Carboxen/PDMS ovojnicom (sivo vlakno).
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Tablica 6 . Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva uzorka rakije od krusaka
izoliranog pomocu svijetlo plavog vlakna (SP)

Red. broj | RI Spoj Udio (%)
1. <900 dietil-acetat 5,53

2. <900 3-metilbutan-1-ol 32,54
3. <900 2-furankarboksaldehid 0,81

4. <900 etil-2-metilbutanoat 0,80

5. <900 heksanol 0,55

6. 996 etil-heksanoat 1,14

7. 1034 limonen 0,45

8. 1175 etil-benzoat 0,74

9. 1198 etil-oktanoat 18,84
10. 1397 etil-dekanoat 28,90
11. 1480 etil-deka-2,4-dienoat 3,48
12. 1514 (E,E)-a-farnezen 1,05
13. 1593 etil-dodekanoat 2,47
Ukupno identificirano 97,30%

33



Abiinckance

20000
20000

2300000

200000

100000
1800000
1IN0
100000
100000
1400000
1300000
12000000
(RIEEEEY
(ILERERY

EEILEE
S0
LEILEE
SO0

EEILE

000 100 2000 2500 3000 3500 4000 4600 G000 GRO0 B0.00
T

Slika 13. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva uzorka rakije od
krusaka izoliranog HS-SPME metodom s PDMS/DVB ovojnicom (svijetlo plavo
vlakno)
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Tablica 7 . Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva uzorka rakije od krusaka
izoliranog pomocu sivog vlakna (S)

Red. broj | RI Spoj Udio (%)
1. <900 dietil-acetat 1,79
2. <900 3-metilbutan-1-ol 6,50
3. <900 etil-butanoat 0,31
4. <900 heksanol 0,51
5. <900 3-metilbutil-acetat 0,34
6. 996 etil-heksanoat 0,64
7. 1016 heksil-acetat 0,48
8. 1034 limonen 0,16
9. 1175 etil-benzoat 0,43
10. 1198 etil-oktanoat 8,84
11. 1270 2-feniletil-acetat 0,38
12. 1370 undekanal 0,21
13. 1326 metil-dekanoat 0,28
14. 1397 etil-dekanoat 38,58
15. 1480 etil-deka-2,4-dienoat 17,25
16. 1514 (E,E)-a-farnezen 8,16
17. 1593 etil-dodekanoat 8,85
18. 1793 etil-tetradekanoat 0,50
19. 1992 etil-heksadekanoat 0,40
Ukupno identificirano 94,61%
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Slika 14. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva uzorka rakije od
krusaka izoliranog HS-SPME metodom s DVB/Carboxen/PDMS ovojnicom (Sivo

vlakno).
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4. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je izolirati hlapljive spojeve tri uzorka vocne rakije (Sljive,
jabuke, kruSke) mikroekstrakcijom vr$nih para na cvrstoj fazi koriste¢i dva vlakna
razli¢ite polarnosti: svijetlo plavo (PDMS/DVB) i sivo (DVB/CAR/PDMS). Za
identifikaciju spojeva je koriSten vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija
masa na nepolarnoj HP-5MS koloni, a rezultati su prikazani u obliku tablica i

kromatograma.

GC-MS analizom uzoraka identificirano je ukupno 25 hlapljivih spojeva: 14
estera, 4 aldehida, 4 visa alkohola, 2 monoterpena, 1 seskviterpen. Svijetlo plavim
vlaknom je identificirano 17 spojeva, a sivim 20 spojeva, dok je 7 spojeva identificirano
u svim uzorcima u razli¢itim udjelima: 3-metilbutan-1-ol, 3-metilbutil-acetat, etil-

heksanoat, etil-benzoat, etil-oktanoat, etil-dekanoat, etil-dodekanoat.

U uzorku rakije od $ljive identificirano je 15 hlapljivih spojeva, a g-mircen i
nonanal su pronadeni samo u tom uzorku. Visoki udio limonena ukazuje na postojanost
arome citrusa (41). p-mircen je monoterpen kojima ima zemljanu aromu sa naznakom
voca. Najzastupljeniji spoj poslije limonena je etil-dekanoat, ester etanola i kaprinske
Kiseline koji ima voénu aromu grozda (36). Identificirano je takoder jo§ 5 estera: etil-
heksanoat, etil-benzoat, etil-oktanoat, etil-dodekanoat, metil-dekanoat. Etil-heksanoat je
nositelj voénih aroma po jabuci i banani, etil-dodekaonat asocira na vocne i cvjetne
arome (37). Etil-oktanoat daje voéne mirise poput marelice i ananasa (35). Etil-benzoat
ima ugodan miris po slatkastom vocu poput visnje i grozda (42). Uocen je i visi alkohol
3-metilbutan-1-ol koji spada u izoamilne alkohole te ima oporu aromu i aromu bilja
(36). Dietil-acetat nastaje esterifikacijom etanola i octene Kkiseline. Zbog
karakteristicnog mirisa koji podsje¢a na ljepilo, veliki udio dietil-acetata smatra se
manom (37). Takoder su identificirana 4 aldehida: benzaldehid ,nonanal, undekanal, 2-
furankarboksialdehid. Benzaldehid je najvazniji aromtski aldehid prisutan u kosticama
Sljive asocira na miris badema (43). Nonanal karakterizira miris ruza i narance (44).
Undekanal daje aromu citrusa (45), 2-furankarboksialdehid se nalazi u znatno malim

koli¢inama ima aromu badema (46).

U uzorku rakije od jabuke identificirano je 11 hlapljivih spojeva, najvise su
zastupljeni 3-metilbutan-1-ol, etil-2-metilbutanoat, etil-dekanoat. Od estera sadrzi: etil-
heksanoat, etil-benzoat, etil-oktanoat, etil-dekanoat, etil-dodekanoat. Visi alkoholi koji
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su identificirani su 3-metilbutan-1-ol, etil-2-metilbutanoat i heksanol. Heksanol
veéinom ima negativan utjecaj na na aromu i kvalitetu alkoholnih pi¢a. U visokim
koncentracijama daje travnat i ljut okus kod alkoholnih pi¢a (38;39). Uzorak sadrzi
samo jedan aldehid to jest benzaldehid, te farnezen seskviterpen koji se nalazi u
omotacu jabuka, ali i drugog voc¢a, a odgovoran je za karakteristiCan miris zelene jabuke

(47).

U uzorku rakije od kruske identificiran je 21 hlapljivi spoj i svi su ve¢inom
identificirani u prethodno analiziranim uzorcima izuzev etil-butanoata, etil-
tetradekanoata, etil-heksadekanoat, 2-feniletil-acetata, heksil-acetata i etil-deka-2,4-
dienoata. Etil-butanoat podsjeca na miris ananasa i narance (48). 2-Feniletil-acetat i
heksil-acetat su acetali i oni imaju ulogu reduciranja o$trih mirisa alkohola i aldehida
(40). Etil-deka-2,4-dienoat ima ulogu sredstva za poboljsanje okusa, mirisa (49). U
najve¢im koncentracijama su zastupljeni etil-dekanoat, 3-metilbutan-1-ol, etil-deka-2,4-

dienoat.
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5. ZAKLJUCAK

Uzimajuéi u obzir dobivene rezultate i raspravu ovog rada mogu se donijeti sljedeci

zakljucci:

HS-SPME metodom ekstrakcije mogu se izolirati hlapljivi spojevi iz uzoraka

voéne rakije.
GC-MS analizom tri uzorka rakije identificirano je 25 hlapljivih spojeva.

Upotrebom sivog vlakna identificirano je vise hlapljivih spojeva nego svijetlo

plavim.

17 spojeva je izolirano pomocu oba koriStena vlakna. Svijetlo plavim vlaknom
nisu izolirani etil-tetradekanoat, etil-heksadekanoat, 2-feniletil-acetat, heksil-
acetat, etil-butanoat, 2-metilbutan-1-ol, a sivim etil-2-metilbutanoat, 2-

furankarboksaldehid, metil-dekanoat.

Najvazniji hlapljivi aromatski spojevi u rakijama pripadaju skupini visih

alkohola i estera.

Kod sve 3 rakije identificirano je da su najzastupljeniji spojevi: 3-metilbutan-1-
ol, etil-dekanoat i etil-oktanoat.

Iz rezultata je vidljivo da su esteri najzastupljeniji hlapljivi spojevi u sva tri

uzorka.

Razlike u aromatskim profilima uzoraka mogu se objasniti razliitim

recepturama i proizvodnim procesima.
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