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SAZETAK

Pelinkovac je jako alkoholno piée koje se tradicionalno proizvodi u Republici
Hrvatskoj. Pripada kategoriji biljnih likera dobiven aromatiziranjem etilnog alkohola
poljoprivrednog podrijetla maceratima aromati¢nog bilja u kojima po sastavu i koli¢ini
dominira biljka pelin (Artemisia absinthium L.), uz komora¢ (Foeniculum vulgare L.),
kadulju (Salvia officinalis L.) i mentu (Menta piperita L.), koji proizvodu daju
prepoznatljiva i karakteristicna organolepticka svojstva. Cilj ovog rada je bio usporediti
aromaticni profil pet vrsta likera Pelinkovca prisutnih na trziStu republike Hrvatske.
Hlapljivi spojevi izolirani su pomoc¢u mikroekstrakcije vrSnih para na krutoj fazi (HS-
SPME), a analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-masena spektrometrija
(GC-MS). Analiziranjem dobivenih rezultata utvrden je razliCiti sastav hlapljivih
spojeva medu ispitanim uzorcima. U uzorcima A, B i E dominira trans-anetol (36,10 %,
43,21 % i 39,20 %), u uzorku C limonen (52,82 %) te u uzorku D p-menton (25,76 %).
Utvrdene razlike u aromaticom profilu upucuju na specifi¢nosti pojedinog proizvodaca

u odabiru aromati¢nog bilja i1 tehnoloSkog procesa proizvodnje.

Keywords: biljni liker, pelinkovac, hlapljivi spojevi, HS-SPME, GC-MS



SUMMARY

Pelinkovac is strong alcoholic beverage that is traditionally produced in Croatia. It
belongs to the category of herbal liqueurs, obtained by aromatizing ethyl alcohol of
agricultural origin with macerates of aromatic plants in which the wormwood plant
(Artemisia absinthum L.) dominates, along with fennel (Foeniculum vulgare L.), sage
(Salvia officinalis L.) and mint (Menta piperita L.), which give the products
recognizable and characteristic organoleptic properties. The aim of this study was to
compare the aromatic profile of five types of Pelinkovac liqueur present on the market
of the Republic of Croatia. Volatile compounds were isolated using headspace solid
phase microextraction (HS-SPME), and analyzed by a coupled gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) system. The analysis of the obtained results revealed a
different composition of volatile compounds among the tested samples. Trans anethole
was the dominat compound in samples A, B and E (36,10 %, 43,21 % and 39,20 %),
while in sample C it was limonene (52.82 %) and in sample D p-menthone (25, 76 %).
The established differences in the aromatic profile point to the specifics of each

producer in the selection of aromatic herbs and the technological process of production.

Keywords: herbal liqueur, pelinkovac, volatile compounds, HS-SPME, GC-MS
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UvOoD

Svrhovita proizvodnja alkoholnih pi¢a uobicajena je i ¢esto odrazava kulturne 1
vjerske posebnosti koliko i1 zemljopisne i socioloske uvjete. Otkri¢e posuda iz kasnog
kamenog doba sugerira da su namjerno fermentirana pica postojala ve¢ u razdoblju
neolitika (oko 10 000 godina prije Krista). Sposobnost metaboliziranja alkohola
vjerojatno potjece od primata koji su jeli fermentirano voée.! Istrazivanja dokazuju da

su stare civilizacije Mezopotamije, Egipta, Grcke i dr. poznavale alkoholnu destilaciju.

Pelinkovac je jako alkoholno pi¢e koje pripada kategoriji likera. Njegova
proizvodnja je tradicionalna u Hrvatskoj. Postoje sli¢na pi¢a na bazi aromaticnih biljaka
diljem svijeta, no likeri u kojima se koristi gorki pelin kao jedan od glavnih sastojaka

su ¢esce prisutni u jugoistocnoj Europi.

Pelinkovac je biljni liker dobiven aromatiziranjem etilnog alkohola
poljoprivrednog podrijetla maceratima aromati¢nog bilja u kojima po sastavu i koli¢ini
dominira biljka pelin (Absinthii herba), koja proizvodu daje prepoznatljiva i
karakteristi¢na senzorska svojstva — neznatno gorak okus i osebujan miris po biljci pelin
po kojoj liker 1 nosi ime. S obzirom na tradiciju proizvodnje svaki proizvodac¢ ima svoje
specifi¢nosti u sastavu macerata, koli¢ini dodanog Secera i alkoholnoj jakosti tako da je
to liker ¢ija je alkoholna jakost 27-31 % vol. alkohola, a koli¢ina dodanog Secera 100-
170 g/L. Postupak spravljanja likera pocinje potapanjem odabrane smjese aromaticnog
bilja u etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla kroz odredeno vrijeme. Dio tako
dobivenog macerata destilira se 1 mijesa s preostalim maceratom uz dodatak dozvoljenih
prehrambenih aditiva. Taj pripravak se nakon odredenog vremena, koje je potrebno da
se homogenizira, upotrebljava za proizvodnju pelinkovca.? Karakteristi¢nost pelinkovca
se sastoji u odabiru aromaticnog bilja za proces maceracije pri ¢emu je izbor

aromati¢nih komponenti iznimno velik.



1. OPCIDIO

1.1. Jaka alkoholna pica

Jaka alkoholna pi¢a su alkoholna pi¢a namijenjena za ljudsku potro$nju. Imaju

posebna senzorska svojstva, sadrze minimalno 15 % vol. alkohola i proizvedena su

izravno ili neizravno:

izravno, destilacijom s ili bez dodavanja aroma, prirodno prevrelih sirovina
poljoprivrednog podrijetla i/ili maceracijom ili slic(nom preradom bilja u
etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla i/ili u destilatima poljoprivrednog
podrijetla /ili u jakim alkoholnim pi¢ima. Dodaju se arome, Secer i1 druga
sladila.

neizravno, mijesanjem jakog alkoholnog pic¢a s jednim ili vise jakih alkoholnih
pi¢a, etilnim alkoholom poljoprivrednog podrijetla ili destilatima
poljoprivrednog podrijetla, drugih alkoholnih pic¢a ili pak samo odredenih

pi¢a.?

Ovisno o vrsti sirovine i tehnoloskom postupku proizvodnje te koli¢ini alkohola

i Secera u pi¢ima, jaka alkoholna pi¢a se mogu svrstati u tri skupine:

1.

2.

Prirodna jaka alkoholna pi¢a koja se prema sirovinama iz kojih se dobivaju
dijele na:

a) vocne rakije (komovica, Sljivovica),

b) zitne rakije (viski, votka) i

c) Secerne rakije (rum)

Umjetna jaka alkoholna pi¢a su pica koja se proizvode maceracijom sirovina

u alkoholu, destilacijom voénih sokova i/ili dodatkom rafiniranog alkohola i

aromatiénih tvari. Sadrze sve karakteristike sirovina iz kojih su proizvedena i to
u oplemenjenom obliku.

Aromatizirana vina proizvode se maceracijom mirodija i aroma u
prefermentiranim voénim sokovima (vinima) s ili bez dodatka Secera i

rafiniranog alkohola. U tu skupinu spadaju vermut i bermet.®

Takoder se jaka alkoholna pica dijele prema porijeklu sirovine i nacinu proizvodnje na:

rakije,



rakije po posebnim postupcima,

jaka alkoholna pi¢a po posebnim postupcima,

likeri i

e mijesana jaka alkoholna piéa (kokteli).?
1.2. Biljni ekstrakti

Biljni ekstrakti se mogu definirati kao sastojci dobiveni razli¢itim postupcima
ekstrakcije iz svjezeg ili susenog bilja te dijelova biljaka kao Sto su: lis¢e, cvjetovi,
sjemenke, korijen i kora. Aktivni sastojci dobiveni su zajedno s ostalim materijalom

prisutnim u biljnoj masi.*

Biljni ekstrakti se dobivaju tako $to se usitnjeni dijelovi biljke, uglavnom suhi,

dovode u kontakt s otapalom za ekstrakciju u odgovarajuéem uredaju (ekstraktoru).*

Koriste se razne metode u svrhu ekstrakcije, koncentriranja i formiranja

aromaticnih tvari iz biljnih materijala, a to su:

e maceracija,
e digestija,
e perkolacija,
e infuzijai

e (destilacija.

Takoder posljednjih godina koriste se i nekonvencionalne tehnike kao $to su
ekstrakcija superkriticnim fluidima, turbo ekstrakcija, ekstrakcija s elektricnom

energijom, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom i ekstrakcija mikrovalovima.®

1.2.1. Maceracija

Maceracija je postupak namakanja biljnog materijala (usitnjenog ili mljevenog)
u zatvorenoj posudi s otapalom, pri sobnoj temperaturi uz povremeno mijes$anje. Nakon
izvrSene ekstrakcije, smjesa ide na presanje ili filtraciju kako bi se odvojio ekstrakt od
netopivog biljnog materijala (tropa). S obzirom na stati¢nost sistema, izuzevsi
povremeno mijesanje, maceracija se zasniva na principima molekularne difuzije te je
stoga spora. Povremenim mijeSanjem postize se cirkulacija zasi¢enog i svjezeg otapala

koja pogoduije difuziji.*



Nakon ekstrakcije biljni materijal se odvaja dekantiranjem uz filtriranje. Kako bi
se osigurala iscrpna ekstrakcija, nakon dekantiranja, moze se dodati svjeze otapalo
(remacerizacija — obi¢no se provodi dva puta uzastopno, tzv. bimaceracija). Uzastopna
maceracija se pretezno primjenjuje za ekstrakciju biljnog materijala ¢vr§ée strukture.
Opcenito, bimaceracijom se postiza cca. 20% bolji iscrpak, medutim daljnje povecanje

broja postupaka (trimaceracija i dr.) utjeée znatno manje na iscrpak.®

Stupnjevita maceracija podrazumijeva proces u kojem se pojedine sastavnice

(otapala) sredstva za ekstrakciju dodaju postepeno.®
1.2.2. Digestija

Digestija je oblik maceracije u kojem se postupak ekstrakcije provodi uz
djelomi¢no zagrijavanje pri temperaturi do 40 °C. Ova metoda koristi se kada je
umjereno poviSena temperatura pozeljna Cime se povecava djelotvornost otapala.
Digesti su tekuci ekstrakti biljaka gdje se biljka tretira s otapalima niskog vrelista poput

etanola pri povisenoj temperaturi kako bi se poveéala ekstrakcija slabo topivih spojeva.*
1.2.3. Perkolacija

Perkolacija (lat. percolare - pomoc¢u kapi) je kontinuirana ekstrakcija propisano
usitnjene droge na sobnoj temperaturi, koja se izvodi proticanjem propisanog otapala

kroz stupac biljne droge u perkolatoru.’

Ova metoda Cesto se koristi prilikom ekstrakcije aktivnih sastojaka u pripremi

tinktura i teku¢ih ekstrakata u uredaju koji se naziva perkolator.*
1.2.4. Infuzija

Uobicajeni naziv infuzija u hrvatskom jeziku je napitak ¢aj. Aktivne tvari biljaka
se ekstrahiraju vru¢éom vodom kojom se osuseno bilje prelije. Infuzi se rade tako da se
voda zagrije do vrenja te se u nju stavi osuSena i/ili usitnjena biljka i1 ostavi stajati
pokrivena izmedu 5 1 15 minuta. Talog se zatim odvoji od tekuc¢ine. Infuzi se najcesce

dobivaju od biljnih dijelova kao §to je list, cvijet ili cijeli nadzemni dio zeljaste biljke.*

Hladna infuzija priprema se hladnom vodom 1 ostavi stajati preko no¢i. Kod

ovakvih infuzija potrebno je obratiti pozornost na ¢istocu i stabilnost, pogotovo ako se



koriste biljke koje sadrze sluzi, a za koje se najcesce preporucuje ovaj naéin pripreme

(korijen bijelog sljeza).?
1.2.5. Dekokcija

Dekokt je ekstrakt biljke dobiven kuhanjem u kljucaloj vodi od 10 do 20 minuta
pri ¢emu se poboljSava ekstrakcija. Prikladni su za tvrde biljne dijelove kao $to su
podanak, korijen i kora gdje je potrebno duze vrijeme da vruca voda prodre u

unutra$njost biljnih dijelova i ekstrahira aktivne tvari.®

U ovom postupku sirovi biljni materijal se kuha u odredenom volumenu vode

neko vrijeme, nakon ¢ega se hladi, cijedi i zatim filtrira.*
1.3. Liker

Rije¢ liker potjee od latinskog liquefacere, $to znaci "napraviti tekuéinu".
Likere su vjerojatno prvi put komercijalno proizvodili srednjovjekovni redovnici i
alkemicari. Nazvani su balzamima, kremama, eliksirima i uljima te su se stolje¢ima

koristili kao lijekovi, tonici, afrodizijaci.®

Prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/09) ,Liker je jako

alkoholno pice:

> koje sadrzi najmanju koli¢inu Secera, izrazenu kao invertni Secer:
- 70 grama na litru za liker od treSanja/viSanja kod kojeg etilni alkohol proizlazi
iskljucivo od rakije od tresanja/visanja.
- 80 grama na litru za liker od encijana ili sli¢ne likere pripremljene s encijanom
ili sliénim biljkama kao jedinom aromati¢nom tvari.
- 100 grama na litru u svim drugim sluc¢ajevima;
> proizveden aromatiziranjem etilnog alkohola poljoprivrednog podrijetla ili
destilata poljoprivrednog podrijetla ili jednog ili viSe jakih alkoholnih pica ili
njihovih mjesavina te zasladeno, s dodatkom proizvoda poljoprivrednog
podrijetla ili prehrambenih proizvoda poput vrhnja, mlijeka ili drugih mlije¢nih

proizvoda, voéa, vina ili aromatiziranog vina sukladno Zakonu o vinu (96/03).2



Uglavnom velika poduzeéa obavljaju proizvodnju i pripremu svih sirovina za
proizvodnju likera. NajceS¢e se one nabavljaju kod drugih proizvodaca pa se
proizvodaci likera bave samo finalizacijom koju sa¢injavaju:

e formiranje likerske mase,

e starenje (odlezavanje, homogenizacija),
e filtracija,

e punjenje u boce,

e skladistenje 1

e stavljanje u promet.°

Alkoholna jakost likera koji se stavlja na trziSte kao gotov proizvod je najmanje
15% vol. Kod proizvodnje likera dozvoljeno je aromatiziranje prirodnim aromati¢nim

tvarima i pripravcima.?
1.3.1. Priprema likerske mase

Formiranje likerske mase predstavlja osnovnu operaciju proizvodnje likera.
Prethodno je potrebno to¢no utvrditi koli¢inu, sastav i kvalitetu likera tj. recepturu. Na
osnovi Zeljene koliine i planirane kvalitete likera vr$i se proracun i nalazenje potrebnih
koli¢ina sirovina, imaju¢i u vidu njihov sastav i sadrzaj pojedinih komponenti: Secera,
bojanih tvari, aromati¢nih tvari i drugih sastojaka. Koli¢ine sirovina mijeSaju se u

prikladnim posudama s uredajem za mijesanje.°

Sto se tice kvalitete alkohola za pripravljanje rakija i likera, smatra se da su
najbolje zitne rakije ili rakija lozovica (loza). U svakom slucaju alkohol mora biti dobre
kvalitete jer se od losega alkohola sigurno ne moze napraviti prvorazredan liker.
Takoder se preporucuje 96%-tna vinska Zesta, tj. alkohol dobiven destilacijom vina jer
se iz voc¢a najbolje iscrpe vrijedni sastojci i arome. NajceS¢e se uzima rakija od Zitarica
sa 37,5 — 42 vol. % alkohola koje su posve neutralna okusa stoga se nece promjeniti

okus potopljenog bilja ili voéa.
1.3.2. Priprema biljnog materijala

Voce 1 bilje za ulaganje u alkohol mora biti zdravo, ¢isto i po moguénosti
potpuno dozrelo jer samo takvo daje potpunu aromu. Veéinu voca i bilja ne treba rezati

na sitnije komade jer pri filtriranju moZe nastati mutni talog s mnogo malih Cestica, koje



vrlo brzo zacepe filter. Bilje treba stavljati tako da se uzimaju cijele grancice, npr.
estragon, jer je poslije olakSano vadenje i nuzno filtriranje. Korijenje se reze na manje
komade ili kriske. Korijenje je obi¢no gorko, a koli¢inu je lakse odrediti ako je narezano
na manje komade. Vecinu zacina treba ostaviti u komadima one veli¢ine u kojima su

nabavljeni. Oni svoju aromu predaju alkoholu na zadovoljavajué¢i na¢in. ™

Mali dio aromati¢nog bilja se obraduje u svjezem stanju, a vecina se suSi.
SuSenje se provodi u sjeni, na prozratnom mjestu, naj¢es¢e kod sobne temperature ili u
struji toplog zraka. Osim vode, mnoge biljke mogu suSenjem izgubiti 1 dio etericnog

ulja. Promjene 1 gubici tijekom suSenja i skladiStenja aromati¢nog bilja mogu biti:

e isparavanje hlapljivih spojeva,

e osmoljavanje,

e enzimske promjene,

e kemijske promjene (npr. oksidacija osobito nezasi¢enih sastojaka),

e promjene u boji (sadrzaj klorofila) i dr.°

U vecini receptura koje se rabe od starih vremena, zadan je polozaj na kojem
mora stajati voce ili bilje u alkoholu, a da pritom nije objasnjeno zasto to tako mora biti.
Medutim, za to postoje odredeni prakticni razlozi. Kod pripravljanja rakija i likera
postupkom potapanja razliCitog voca, bilja i dijelova biljaka u alkohol, to bilje uzrokom
je promjene boje upotrijebljenog alkohola. Tvari koje daju takve razli¢ite boje Cesto
nisu stabilne kad su izloZene djelovanju ultraljubicastih zraka, a upravo takve zraci nase
Sunce. Takve su primjerice njezne vo¢ne boje ili zelena boja od metvice ili kopljastog
trpuca. Ako se takve boje dulje izlazu suncevoj svjetlosti prelaze u neuglednu smedu
boju. Alkoholni pripravci s ¢eSerima, korijenjem i zadinima u pravilu su neosjetljivi na
sun¢evu svjetlost. Uz to treba istaknuti da je svrha "stajanja na Suncu" jako zagrijati
rakiju 1 liker. Toplina je nuzna jer u toploj otopini sastojci voca i bilja lakSe 1 brze

prelaze u alkohol.!
1.3.3. Zasladivanje

Nije nuzno da svaki liker treba biti po okusu sladak. Za zasladivanje se koriste
saharoza, med ili glukozni sirup. Ovisno o dodacima likeri mogu biti slatki (vo¢ni likeri,
likeri s voénom aromom, aromati¢nim destilatima i aromatizirani likeri), gorki (gorki

ekstrakti biljaka) i specijalni (kordijal, emulzioni i punc).*?



Kod proizvodnje biljnog likera cesto je potrebno dodavanje Secera jer
aromati¢no bilje nema prirodno zadovoljavajuéi sadrzaj Secera kao §to ima voce koje se

koristi u proizvodnji voénih likera.

1.3.4. Filtracija

Poslije formiranja likerske mase pristupa se filtraciji, najbolje zatvorenim
naplavnim filterom, kako bi se odstranile eventualne ¢estice mutnoce kojih po pravilu
nema mnogo ako su sirovine prethodno bile filtrirane. Filtriranjem se stabilizira 1 potice
proces sazrijevanja likera. Pri mijeSanju ili kupazi razli¢itih sirovina dolazi do
poremecaja fizikalno—kemijske ravnoteZe u njima, pa moze do¢i do zamucivanja

osnovne likerske mase.1®

Proces filtracije se radi 1 viSe puta u proizvodnji likera visoke kvalitete 1 zavidne
reputacije. Tako se npr. kod proizvodnje Jagermeistera prva filtracija radi poslije
procesa maceracije, druga poslije godinu dana odleZavanja likera u bacvi te treca, fina
filtracija, u finalnoj fazi nastajanja Jagermeistera. Temeljit proces filtracije je potreban
jer odvaja talog od polugorkog likera kako bi se postigla zeljena Cistoca, bez gubitka

arome.®
1.3.5. Starenje i stabilizacija

Starenjem, likeri se stabiliziraju i1 dobivaju zaokruzeni okus. Ova faza
proizvodnje najbolje se odvija u starijim, ve¢ koriStenim ili ovinjenim hrastovim
posudama. Vrijeme starenja je razli¢ito i ovisi o vrsti likera. Za vrijeme starenja likera
dolazi do smanjenja alkohola u likerskoj masi. Da bi se izbjeglo naknadno dodavanje
alkohola koje bi destabiliziralo uspostavljenu ravnotezu izmedu sastojaka u likeru, u

osnovnu masu se doda malo vise alkohola.'®

Dozrijevanjem (odlezavanjem, starenjem) aromaticni profili likera cesto se
mijenjaju uslijed niza biokemijskih reakcija. Koli¢ina kisika u posudi (boca, ba¢va i dr.)
i njezina izloZzenost UV zra¢enju mogu znatno promijeniti aromu likera. Chartreuse,

jedan od najpoznatijih svjetskih likera, poznat je kao odleZavajuci liker.'*
1.4. Pelinkovac

Pelinkovac je jako alkoholno pice koje pripada kategoriji likera. To je biljni liker

dobiven aromatiziranjem etilnog alkohola poljoprivrednog podrijetla maceratima
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aromati¢nog bilja u kojima po sastavu i koli¢ini dominira biljka pelin (Absintii herba),
koja proizvodu daje prepoznatljiva i karakteristina senzorska svojstva — neznatno gorak
okus i osebujan miris po biljci pelin po kojoj liker i nosi ime. S obzirom na tradiciju
proizvodnje svaki proizvoda¢ ima svoje specifiCnosti u sastavu macerata, koli¢ini
dodanog Secera i alkoholnoj jakosti tako da je to liker ¢ija je alkoholna jakost 27-31%

vol. alkohola, a koli¢ina dodanog $eéera 100-170 g/L.%°

Postupak spravljanja likera poc¢inje potapanjem odabrane smjese aromati¢nog
bilja u etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla kroz odredeno vrijeme. Dio tako
dobivenog macerata destilira se 1 mijesa s preostalim maceratom uz dodatak dozvoljenih
prehrambenih aditiva. Taj pripravak se, nakon odredenog vremena koje je potrebno da

se homogenizira, upotrebljava za proizvodnju pelinkovca.'®
1.4.1. Hrvatski pelinkovac

Hrvatski pelinkovac se tradicionalno proizvodi u Hrvatskoj i povijest njegove
proizvodnje datira od 1862. godine od kada se bez prekida proizvodi. U Muzeju grada
Zagreba Cuva se originalna boca Pelinkovca iz 1862. godine kao potvrda autohtonosti i

tradicionalnosti proizvoda.®

Hrvatski pelinkovac je tradicionalno jako alkoholno pic¢e koje pripada kategoriji
likera. Dobiva se iz etilnog alkohola poljoprivrednog podrijetla koji je zasladen i
aromatiziran maceratima aromati¢nog bilja u kojima po sastavu i koli¢ini dominira
biljka pelin (Artemisia absinthium L.), uz komora¢ (Foeniculum vulgare L.), kadulju
(Salvia officinalis L.) i mentu (Menta piperita L.), koji proizvodu daju prepoznatljiva i
karakteristicna organolepti¢ka svojstva po kojima se proizvod razlikuje od ostalih jakih

alkoholnih piéa iz iste kategorije.™

Najstariji i najpoznatiji biljni liker u Hrvatskoj, proizvodi se tradicionalnim
postupkom maceracije u kojem se odabrano ljekovito bilje, medu kojim dominira pelin,
potapa u osnovnu teku¢inu nakon ¢ega odleZava u drvenim ba¢vama. Prepoznatljiv je
po specificnom gorkom okusu pelina u optimalnom skladu s aromati¢nim biljem.
Izvrstan je kao aperitiv ili digestiv kao 1 u kombinaciji s drugim pi¢ima. U narodu se

pelinkovac od davnina koristi i kao lijek kod tegoba Zeluca.*®

Boje koje dominiraju potje¢u od macerata aromati¢nog bilja i njihov spektar se
kre¢e od svijetlo do tamnije smede, a najceS¢e se zadrZava u granicama tople smede
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boje. Miris potjece od aromaticnog bilja, a kako je dominantna biljka pelin, njezina
karakteristicna aroma isti¢e se u mirisu Hrvatskog pelinkovca. Miris je snazan i
prepoznatljiv i prevladavaju travnate note pelina. Okus je svjeZ s nazalnom taninskom
notom u kojemu prevladava gorcina. Pelin sadrzi absintin, anabsintin, artabsin, matricin
te neke fenolne spojeve koji su uglavnom izrazito gorki i bas zbog svoje goréine imaju
veliku ulogu u terapijskom djelovanju pelina. Utje¢u na receptore za gorki okus na
jeziku i tako poti¢u lucenje ZeluCanih zlijezda, te na taj nacin poboljSava probavu i

apsorpciju hranjivih tvari.*®
1.4.2. Aromatic¢no bilje za proizvodnju pelinkovca

Koristenje aromati¢nih 1 zaCinskih biljaka za pripremu napitaka datira jo$ iz
drevne mediteranske povijesti, kada je maceracija bilja i zacina u vinu bila uobicajena
praksa. Jedan od prvih proizvodaca ovih pripravaka bio je Hipokrat, vjerojatno izumitel;
aromatiziranog vina, poznatog i kao "Hipokratsko vino" koje se smatra pretkom
danasnjeg Vermuta. Neki od najceS¢e koristenih prirodnih izvora aroma za proizvodnju
razli¢itih vrsta aromatiziranih alkoholnih pi¢a podijeljeni su prema svojim

karakteristikama (tablica 1).

Tablica 1. Prirodni izvori aroma koriStenih u proizvodnji aromatiziranih

alkoholnih pi¢al’
Aromati¢no obiljezje Izvor
gorko smola aloe, drvo kvazije, vrste roda

Artemisie, korijen encijana, arti¢oka
aromatic¢no i gorko stolisnik, maslacak, sikavica, rabarbara,
rimska kamilica, gorka naranca
1zrazito aromatic¢no andelika, zvjezdasti anis, muskatna
kadulja, paprena metvica

zacinsko klinci¢, cimet, muskatni orascic¢

Izbor aromati¢nog bilja za proizvodnju Hrvatskog pelinkovca varira od
proizvodaca do proizvodaca. Glavnina sastojaka je poznata, no svaki proizvoda¢ ima

svoju tajnu recepturu. Mnogo biljaka koristenih u proizvodnji pelinkovca je planinskog
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podrijetla, posebice na podru¢ju Velebita. Sami liker je dobio ime po biljci pelin ¢ijih 15

vrsta je prisutno u Hrvatskoj.

1.4.2.1. Pelin gorki (Artemisia absinthium L.)

Pelin (Artemisia absinthium L.) je aromati¢na biljka koja uglavnom raste u
podru¢jima mediteranskih zemalja.!® Latinski naziv roda Artemisia potje¢e od imena
grcke bozice Artemide. Pelin pripada porodici Asteraceae (glavocike), jednoj od
najveéih u biljnom svijetu, koja sadrzi preko 20 000 biljnih vrsta i 800 rodova.*®

Samih pelina ima preko 400 vrsta, a rasprostranjeni su diljem Europe, Azije,
Afrike i Sjeverne Amerike. Od njih su najpoznatiji: Artemisia absinthium L., Artemisia
annua L., Artemisia alba Turra, Artemisia dracunculus L., Artemisia vulgaris L. i

druge.?°

Hrvatski naziv za Artemisia absinthium L. je gorki, gorski ili pravi pelin (slika
1). VisegodiSnja je u donjem dijelu drvenasta trajnica ili polugrm, aromati¢na i jakog
mirisa te vrlo gorka okusa, visine 30-100 cm. Raste na suhom i kamenitom tlu, najéesce
na zapuStenim obradivim povrSinama, uz staze i1 rubove Suma, u primorskim

podrugjima, a sadi se i u vinogradima.?!

Slika 1. Gorski pelin (Artemisia absinthium L.)?2

Gorki pelin pospjesuje lu¢enje Zeluanog soka i zu¢i. Rabi se za izradu tinktura i

ekstrakata, kao i za dobivanje etericnog ulja. Eteri¢no ulje stimulira Ziv€ani sustav i
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moze se koristiti u lijeCenju depresije i stresa. Povoljno djeluje u lijeCenju kroni¢nog
gastritisa, kod bolnih i neredovitih menstruacija, dijabetesa, bolesti crijeva, jetre,
bubrega i mjehura. Pelin se rabi i u industriji alkoholnih pi¢a. U nas je poznato pice
naziva pelinkovac, dok je u svijetu poznatiji liker absint koji osim gorkog pelina sadrzi
anis i komora¢. U puckoj medicini se pelinova rakija ili pelinovo vino rabi protiv
crijevnih nametnika. Ako je pelin sadrzan u veéoj koncentraciji ili se napitci uzimaju
dulje vrijeme, moze do¢i do neZeljenih posljedica, odnosno do teskih psihickih

poremeéaja. Uzrok su kemijski spojevi a- i - tujon.?:2

Etericno ulje pelina sadrzi razli¢ite bioaktivne kemijske spojeve koji imaju
Siroku primjenu u prehrambenoj i kemijskoj industriji, medicini 1 drugdje. Najznacajnija
je njihova primjena u prehrambenoj industriji gdje se koriste kao sredstva za poboljSanje
okusa i mirisa prehrambenih proizvoda te u kemijskoj industriji gdje se koriste kao baze

za polusinteze vrlo slozenih molekula.?*

Komponente eteri¢nog ulja pelina (tablica 2) imaju razli¢ita bioaktivna svojstva
te se koriste kao: antibakterijsko, antifugalno, antiparazitsko sredstvo, sredstvo za
unistenje/odbijanje razli¢itih kukaca, narkotik, digestiv i dr.?* Eteri¢na ulja pelina imaju
izrazito gorak okus zbog prisutnosti artabsina (seskviterpenskog laktona) i absintina

(dimernog seskviterpenskog laktona).*8

Sastav eteri¢nih ulja A. absinthium nije stalan i ovisi o viSe ¢imbenika kao $to
su: geografski polozaj, klimatski uvjeti, obrada zemljista, pH tla, obrada biljke nakon

branja te metoda ekstrakcije.?®

Tablica 2. Sadrzaj glavnih sastojaka (iznad 2%) eteri¢nog ulja pelina (Artemisia

vulgaris L., %) dobivenih razli¢itim postupcima ekstrakcije®

Redni broj Sastojak % (W/w) u eteri¢cnom ulju
1. a-tujen 2,97
2. a-tujon 10,24
3. S-tujon 13,48
4. sabinen 2,66
5. S-mircen 2,57
6. Cis-6,7- 6,87
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epoksomicin

7. 1,8-cineol 0,9
8. kamfor 10,78
9. artemizin keton 4,91
10. a-terpineol 4,37
11. linalool 4,97
12. terpin-4-ol 5,17
13. tujon acetat 22,4

Tujon je monoterpenski keton i koji se javlja pretezno u dva dijastereomerna
(epimerna) oblika: (-)-a-tujon i (+)-f-tujon (slike 2 i 3). %’

CHj CHa
H H,
O @)
HsC CHj HaC CHjs
Slika 2. (-)-a-tujon?’ Slika 3. (+)-p-tujon®’

Iako je najpoznatiji kao kemijski spoj u jakom alkoholnom pi¢u apsintu, malo je
vjerojatno da ¢e biti odgovoran za navodne stimulativne i psihoaktivne u¢inke apsinta

zbog prisutnih malih koli¢ina.?

Osim prirodno prisutnih (-)-a-tujona i (+)-fg-tujona, mogucéa su jo§ dva oblika:
(+)-a-tujon (slika 4) i (-)-p-tujon (slika 5). Pronadeni su u prirodi 2016. godine, u biljci
ljekovita kadulja (Salvia officinalis L.).?°
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HsC”~ CHs HsC~ “CH,

Slika 4. (+)-a-tujon?’ Slika 5. (-)-p-tujon?’

1.4.2.2. Drugo aromati¢no bilje

Anis, Pimpinella anisum L., (slika 6) se Cesto koristi u proizvodnji alkoholnih
pica. Destilat sjemena anisa priprema se tako da se mljeveno sjeme prelije 40 %-tnim
alkoholom 1 destilira u destilacijskom uredaju. Koristi se srednja frakcija destilata koja
¢ini priblizno 70 % ukupnog destilata. Destilat sjemena koristi se u proizvodnji gorkih
likera. Glavni je nositelj mirisa i okusa u poznatim alkoholnim pi¢ima kao Sto je
mastika (tursko piée), ouzo (gréko piée) i aquavit (dansko pice).*° U Republici
Hrvatskoj se tradicionalno proizvodi rakija AniZeta na otoku Kor¢uli.

Anis sadrzi eteri¢no ulje koje se sastoji uglavnom od trans—anetola, a sadrzi i
anisaldehid, anisketon, anisevu kiselinu, p-metoksiacetofenon, a-terpineol i D-limonen.
Plod anisa vrlo je aromati¢nog mirisa te slatkastog okusa. Aktivnost ploda ovisi 0

sastavu i sadrzaju eteri¢nog ulja.’!

Slika 6. Anis (Pimpinella anisum L.)*
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Koromag¢, Foeniculum vulgare Mill., (slika 7) je biljka koja raste na podrucju
Juzne Europe. To je biljka s malim prugastim i razgranatim stabljikama te plavo-

zelenim igli¢astim listovima. Cvate od srpnja do listopada.®

Kao lijek primjenjuje se Citava biljka i sjemenke. Sadrzi eteri¢no i masno ulje,
proteine, flavonoide i kumarine. Eteri¢no ulje slatkog komoraca sadrzi 80-90 % trans-
anetola, 4,2-5,4 % limonena, 0,4-0,8 % a-pinena te manje od 1 % (+)-fenhona,
metilkavikola, anisaldehida, fenikulina, terpineola i razliCite terpenske ugljikovodike u
manjim koli¢inama. Eteri¢no ulje gorkog komoraca za razliku od slatkog komoraca ima

manji sadrzaj anetola i ve¢i udio fenhona.3!

Slika 7. Koroma¢ (Foeniculum vulgare Mill.)3*

Komora¢ se upotrebljava u medicini za lakSe iskaSljavanje i kao umirujuce
sredstvo za djecu. Odli¢no je sredstvo protiv nadimanja i vjetrova u crijevima. Vrlo

gesto ulazi u sastav raznih ¢ajnih mjesavina.*

Kadulja, Salvia officinalis L., (slika 8) je autohtona ljekovita biljka Hrvatske.
Sadrzaj 1 sastav etericnog ulja ,dubrovacke zalfije” mjerilo je svjetske kvalitete.
Ljekovita svojstva kadulje su u otklanjanju disnih tegoba jer dezinficira sluznicu.
Macerat kadulje rjede se koristi za pripremu likera i travarica dok je destilat zastupljen u
mnogim biljnim likerima pa i travaricama. Kadulja, bilo u obliku destilata ili

macerirana, je vrlo gorka.®

Etericno ulje kadulje je koncentrirana smjesa hlapljivih i bioloski aktivnih

spojeva koje treba koristiti s velikim znanjem. Dobiva se destilacijom iz biljnog
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materijala. Etericno ulje kadulje ima mnoga ljekovita djelovanja. Najcesce sadrzi:
salviol, salven, tujon, a-pinen, 1,8-cineol, borneol, kamfor, a biljka jo$ i tanine, gorke
tvari, bjelancevine, skrob, gumu, ljepljive tvari, kalcijev oksalat, soli fosforne kiseline,

kalijeve i kalcijeve soli.®®

Slika 8. Kadulja (Salvia officinalis L.)%

Paprena metvica, Mentha piperita L., (slika 9) sadrzi mnogobrojne djelotvorne
1 aromaticne spojeve kao §to su: 0,8-4 % eteri€nog ulja s mentolom, mentil-acetatom,
mentonom, pulegonom i mentofuranom. U liS¢u ima 1-2 % ruzmarinske kiseline,
fenolnih kiselina, triterpenskih kiselina: oko 0,3 % ursolske i oko 0,1 % oleanolske
kiseline, flavonoida: rutina, hesperetina i mentozida, zatim karotenoida, betaina, kolina i
mineralnih soli. Paprena metvica djeluje na smirenje bolova i uklanja gréeve. Uklanja
nervozne smetnje, nervozno lupanje srca i pridonosi uklanjanju svih hipohondri¢nih

dusevnih stanja koja se pojavljuju uslijed gréeva i bolova.®
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Slika 9. Paprena metvica (Mentha piperita L.)*’
Drugo aromatic¢no bilje koje se koristi u proizvodnji pelinkovca:

Andelika (Angelica archangelica), borovica (Juniperus communis), idirot
(Acorus calamus L.), iva trava (Teucrium montanum L.), izop ili miloduh (Hyssopus
officinalis L.), jagoda Sumska (Fragaria vesca L.), ki¢ica (Centaurium umbellatum
Gillb), korijander (Coriandrum sativum L.), maj¢ina dusica (Thymus serpyllum L.),
mati¢njak (Melissa officinalis L.), mazuran (Majorana hortensis Moench), neven
(Calendula officinalis L.), oman (Inula helenium L.), ruzmarin (Rosmarinus officinalis
L.), sikavica (Silypbum marianum L.), maslac¢ak (Taraxacum officinale L.), muskantni
oras¢i¢c  (Myristica fragrans L.), Klin¢i¢ (Syzygium aromaticum L.), cimet

(Cinnamomum verum L.), origano (Origanum vulgare L.) i mnoge druge.*®
1.5. Arome jakih alkoholnih pi¢a
Komponente arome jakih alkoholnih pica klasificiraju se u Cetiri skupine:

e spojevi primarne arome,
e spojevi sekundarne arome,
e tvari arome nastale tijekom destilacije i

e tvari arome nastale tijekom dozrijevanja.®®

Visi alkoholi, prisutni u viSim koncentracijama, kao i komponente prisutne u
nizim Kkoncentracijama imaju vaznu ulogu u kona¢noj aromi. Kvasci proizvode

sumporne spojeve koji su jako bitni za aromu pic¢a.>®

1.5.1. Spojevi primarne arome

Spojevi primarne arome potjecu iz biljaka u kojima nastaju kao produkti
sekundarnog metabolizma biljaka djelovanjem enzima tijekom zrenja i dozrijevanja
biljnog tkiva iz prekursora arome. Primarna aroma sadrzi mnogo spojeva koji su
prisutni s razli¢itim udjelima. Prilikom proizvodnje biljnih rakija treba paziti da ovi

spojevi budu zadrzani u §to veéoj koli¢ini.*°

Od hlapljivih spojeva jako su vazne fenolne i terpenske tvari koje su nosioci

cvjetnog mirisa.*
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Naziv terpeni potjeCe od terpentina, hlapljive tekuéine koja se dobiva
destilacijom smole drveta bora. Terpeni ili terpenoidi su velika i strukturno vrlo
raznolika grupa prirodnih organskih spojeva €iji je osnovni strukturni element spoj od
pet ugljikovih atoma, 2-metilbuta-1,3-dien, trivijalnog imena izopren. Pravilni terpeni
sastoje se od izoprenskih jedinica ili C5 jedinica povezanih po nacéelu "glava na rep".
Prema takozvanom izoprenskom pravilu koje je ustanovio Otto Wallach 1881.
razgranati dio jedne C5 jedinice povezuje se na nerazgranati dio druge C5 jedinice.
Terpeni mogu biti i nepravilni, a njihove C5 jedinice ne povezuju se po nacelu ,,glava na

reps.4?

Moderna definicija terpena je da su to ugljikovodici biljnog
porijekla kemijske formule (CsHg)n te njihovi oksidirani, hidrogenirani i
dehidrogenirani derivati. Prema funkcijskim skupinama terpeni mogu biti terpenski

ugljikovodici, alkoholi, fenoli, kiseline, esteri, oksidi, aldehidi, ketoni i drugi.*®

Ugljikovodici su Cesta grupa spojeva u etericnim uljima. Oni mogu biti
monoterpenski (10 ugljikovih atoma), seskviterpenski (15 ugljikovih atoma) i
diterpenski (20 ugljikovih atoma). Dalje se dijele na acikli¢ke, poput A-mircena iz ulje
trslje (Pistacia lentiscus), ciklicke poput a-terpinena i limonena iz ulja usploda limuna,
te a-pinena iz eteri¢nih ulja raznih borova. p-Cimen je vrlo Cest aromatski ugljikovodik
u timijanu iz kojeg nastaju vrlo vazni fenoli, timol i karvakrol. Seskviterpenski
ugljikovodici mogu biti acikli¢ki poput raznih farnezena, monociklicki kao germakren
D iz ylang ylang-a, bicklicki kadineni otkriveni su u ulju smrée (Juniperus

oxycedrus).*

Monoterpenski alkoholi i fenoli su uz ugljikovodike i etere (okside) najcesce
sastavnice eteri¢nih ulja s bioloSkom aktivnosti. Monoterpeni nastaju povezivanjem
dvije izoprenske jedinice. Geraniol je glavna sastavnica etericnog ulja palmarose
(Cymbopogon martinii), a terpinen-4-ol komercijalnog kemotipa ¢ajevca (Melaleuca
alternifolia). (-)-Mentol se nalazi u etericnom ulju paprene metvice (Mentha piperita

L.). U eteri¢énom ulju timijana (Thymus satureioides L.) nalazi se borneol.*®

Esteri nastaju reakcijom karboksilne kiseline i alkohola. U prirodi nastaju pod
utjecajem enzima. Esteri u eteriCnim uljima su obi¢no malih molekulskih masa,
ugodnog, intenzivnog mirisa tako da eteri¢na ulja bogata njima imaju ugodan, slatkast

ili cvjetni miris. Reakcija nastajanja estera je ravnotezna, ester i voda kontinuirano
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nastaju, ali se istodobno i ester raspada. Esteri u eteri¢nim uljima mogu biti gradeni od
mono- i seskvi-terpenskih gradivnih spojeva ili od neterpenskih spojeva (nisu
sintetizirani u reakcijama sinteze terpena). Kemijski se dijele po broju C-jedinica.*®

Aldehidi su vazna grupa kemijskih spojeva u prirodi i organskoj sintetskoj
kemiji, a karakterizira ih njihova snazna reaktivnost. Geranial i neral su dvije molekule
koje imaju zajedni¢ki naziv citral. Etericno ulje limunske trave (lemongrasa,
Cymbopogon flexuosus) sadrzi 25-35% nerala i 35-47% geraniala. Citronelal je
dominantni spoj etericnog ulja limunskog eukaliptusa (Eucalytpus citriodora) u kojem
ga bude vise od 75%. Mirtenal je spoj koji Se nalazi u etericnom ulju mirte (Myrtus
communis L.). Kuminaldehid (kuminal) nalazi se u sastavu etericnog ulja sjemenki
poznatog zac¢ina kumina (Cuminum cyminum L.), a trans-cinamaldehid dominantni je

sastojak eteri¢nog ulja kore pravog cimetovca (Cinnamomum Schaeff.).*’

Ketoni sadrze karakteristicnu keto (karbonilnu) skupinu u svojoj strukturi. Neka
najtoksi¢nija ulja sadrze ketone, ali neki ketoni su potpuno netoksicni kao npr.
verbenon. U etericnom ulju gorkog pelina (Artemisia absinthium L.) nalazi se
artemizija keton s vrlo toksi¢nim a- i f-tujonom. a-Tujon glavni je spoj etericnog ulja
tuje (Thuja occidentalis L.). U etericnom ulju ljekovite kadulje (Salvia officinalis L.)
prisutni su a- i B-tujon. Pulegon je toksi¢an spoj koji se nalazi u mirisnoj (barskoj)
metvici (Mentha pulegium L.). Kamfor je jedan od najpoznatijih spojeva koji se koristi
u farmaceutskoj industriji u pripravcima za bolne misic¢e i1 zglobove te za di$ni sustav.

Na trzi$tu je prisutan sintetski kamfor.*®

Metoksifenoli su metilni eteri fenola. Vodik u fenolnoj skupini djeluje kao
kiselina, daje svojstvo iritativnosti i omogucuje antimikrobno djelovanje. Metoksifenoli
su zbog manjka vodika manje iritativni i slabijeg antimikrobnog djelovanja.
Najpoznatiji metoksifenoli su estragol (metil-kavikol) i E-anetol. Estragol je prisutan u
etericnom ulju bosiljka (Ocimum basilicum L.) i estragona (Artemisia dracunculus L.),
dok se E-anetol nalazi u eteri¢nim uljima komoraéa (Foeniculum vulgare Mill.) i anisa

(Pimpinella anisum L.).*

Cikloeteri (oksidi) su vrlo ¢esti spojevi u eteriénim uljima. Glavni predstavnik
cikloetera je 1,8-cineol koji se nalazi u mnogim etericnim uljima. Spomenuti spoj je

monoterpenski cikloeter koji se nalazi u etericnim uljima mnogih vrsta rodova
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eukaliptusa (Eucalytpus), c¢ajevaca (Melaleuca), ulju ravensare (Cinnamomum

camphora L.) i timijana (Thymus vulgaris L.).*°

Terpeni su kemijski spojevi karakteristicni za aromati¢ne sorte i glavni su
nositelji tzv. primarnih ili sortnih aroma.>! Najéesce se nalaze u visim biljkama, ali i u
drugim organizmima kao $to su gljive i vodeni organizmi. Izmedu ostalog to su spojevi

koji biljkama daju miris.*®

U grozdu je primjerice identificirano preko 40 terpenskih spojeva, a medu
najmirisnijima su neki od monoterpenskih alkohola, poglavito linalol, a-terpineol,

geraniol i citronelol. Olfaktivni pragovi tih spojeva su priliéno niski.>?

Miris linalola 1 geraniola obi¢no se usporeduje s mirisom ruze ili cvijeca
opCenito, a miris a-terpineola s mirisom cvijeta ljiljana ili mirisom kamfora, te
citronelol s mirisom limuna. Nadalje, olfaktivni utjecaj terpenskih spojeva je

meduovisan tj. djeluju u sinergiji.>

Osjetilni prag terpena je relativno nizak. Visoka temperatura i nizak pH mogu

dovesti do njihove oksidacije §to negativno utje¢e na aromu.>®

1.5.2. Spojevi sekundarne arome

Pri stvaranju i formiranju sekundarnog aromaticnog profila glavnu ulogu ima
alkoholna fermentacija. Dvije najvaznije skupine spojeva arome jakih alkoholnih pic¢a

su visi alkoholi i esteri.>*

Visi alkoholi su alkoholi sa vise od dva ugljikova atoma i kvantitativho su
najzastupljeniji spojevi u destiliranim alkoholnim pi¢ima. Nastaju kao usporedni
proizvodi alkoholne fermentacije iz aminokiselina. Imaju veliki utjecaj na aromati¢ni
profil destiliranih pi¢a.>* U malim koncentracijama pridonose ugodnom okusu i mirisu
dok u visokim koncentracijama negativho utjecu na aromu destilata. Za aromu
alkoholnih pi¢a vazni 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 izoamilni alkohol (3-
metilbutan-1-ol) nositelji su alkoholnog mirisa i mirisa otapala. Miris propan-1-ola
opisuje se kao slatkast i ugodan dok visok sadrzaj moze ukazivati na kvarenje i
podsjecati na otapalo. Udio butan-1-ola povezan je sa slabom kvalitetom sirovine te

negativno utjece na okus. Heksan-1-ol potjece iz sirovine i u visokim koncentracijama
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doprinosi zelenoj aromi. 2-Feniletanol je aromatski alkohol Kkoji nastaje iz L-
fenilalanina djelovanjem kvasaca. Ima nizak prag osjetljivosti. U malim

koncentracijama doprinosi ugodnom okusu i mirisu ruze.*!

Esteri su spojevi nastali reakcijom karboksilne skupine organske Kiseline i
hidroksilne skupine alkohola ili fenola. Ovi spojevi su vrlo bitni u formiranju
aromati¢nog potencijala rakije jer joj daju vo¢ni karakter. Najznacajniji esteri u rakiji
su etil-acetat i etil-laktat. U prvom toku se nalazi etil-acetat, dok je etil-laktat najcesée u
zadnjem toku. U rakiji su znacajni joS$ 1 etilni esteri masnih kiselina nastali reakcijom
etanola i prekursora zasi¢enih monokarboksilnih kiselina. Nac¢in provodenja destilacije
moze imati znacajan utjecaj na prisutnost estera u rakiji. Vecina estera ima nisku tocku
vreliSta 1 izdvajaju se u ranoj fazi destilacije pa je bitno kontrolirati u kojem ¢e se
trenutku prekinuti prvi tok destilacije. U vremenu izmedu zavrSene fermentacije i
destilacije dolazi do nastanka estera izmedu alkohola i kiselina sintetiziranih tijekom

alkoholne fermentacije.*

Aldehidi i ketoni ve¢inom nastaju kao popratni proizvodi alkoholne
fermentacije. Acetaldehid je najzastupljeniji aldehid u alkoholnim pi¢ima. Miris mu se
opisuje kao iritiraju¢i te odbojan pa nije pozeljan u visokim koncentracijama. U malim
koncentracijama ima vo¢nu aromu koja se povezuje s treSnjama, ljeSnjacima 1 prezrelim
jabukama. Acetaldehid i ostali kratkolanCani alifatski aldehidi imaju uzegao, opor i
miris po masnoc¢i, stoga su nepozeljni u jakim alkoholnim pi¢ima. Dugolancani aldehidi

imaju ugodniju aromu te su prisutni u malim koli¢inama.>*

Najzastupljenija Kiselina u jakim alkoholnim pi¢ima je octena Kiselina koja ima
karakteristican okus i jak miris. PoviSen udio ove kiseline pokazatelj je mikrobioloskog
kvarenja, negativno utjeCe na aromu te doprinosi nastajanju poviSenih udjela etil-
acetata. KratkolanCane masne kiseline poput laurinske, kaprinske i kaprilne imaju
neugodan miris na uZegli maslac i pokvareni sir. Prisutnost u visokim koncentracijama

znak je lose kvalitete alkoholnih pié¢a.>
1.5.3. Tvari arome nastale tijekom destilacije

Destilaciju je potrebno provesti u sto kracem roku kako se ne bi poveé¢ao udio
metanola, kiselina, estera, aldehida i1 drugih nepoZzeljnih tvari te kako se ne bi izgubili

poZeljni spojevi sekundarne arome. U procesu destilacije mogu nastati i razni drugi
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spojevi poput furfurala, heterociklickih spojeva te spojeva sa sumporom. Furfural daje
destilatu miris gorkih badema dok povecana koncentracija ovog spoja pojacava osjecaj
peckanja i vruéine. Povecava se i udio estera, a aldehidi se mogu reducirati u alkohole.
Reakcijom alkohola i aldehida mogu nastati spojevi koji doprinose aromi voénih
destilata.**

1.5.4. Tvari arome nastale tijekom dozrijevanja

Odlezavanje destiliranih pi¢a izuzetno je bitan faktor za kona¢nu karakterizaciju
alkoholnih pi¢a. Temelji se na ekstrakciji molekula iz drveta i njihovoj interakciji s
teku¢inom pri ¢emu nastaju novi spojevi 1 razgraduju se postoje¢i. Priblizno 60%
aromatinih tvari prisutnih u konacnom proizvodu potjeCe iz drveta. Drvo se sastoji
ve¢inom od celuloze, hemiceluloze 1 lignina. Razgradnjom lignina nastaju aromati¢ni
aldehidi. Vanilin 1 siringin su vazni za stvaranje specifi¢nog profila arome starog pica.

Tijekom dozrijevanja dolazi do niza kemijskih reakcija oksidacije i esterifikacije.**

Pod djelovanjem vatre drvo mijenja svoju strukturu, Seceri sadrzani U njemu se
karameliziraju, oslobadaju se neke aromaticne komponente koje ¢e se pojaviti u picu s
notama vanilije, kave, tosta, zaCina. PoveCava se sadrzaj furan aldehida u drvu,
uglavnom furfurala, fenolnih aldehida (vanilin, sirinaldehid), (3-metil-y-oktalakton).
Gotova bacva se ponovno lozi, Sto pi¢ima u njoj daje karakteristicnu aromu svjezeg
kruha, kore, karamela i przenih badema. Ragradnjom drvnih tvari smanjuje se ukupna
koli¢ina ekstrahiranih tanina, obogacuju se komponente, dobivaju se alkoholi vise

kvalitete.>®
1.6. lzolacija hlapljivih spojeva

Profiliranje hlapljivih spojeva vazan je korak u odredivanju arome jakih
alkoholnih pica. Hlapljivi spojevi nastaju tijekom fermentacije, destilacije, dozrijevanja
1 skladiStenja alkoholnog pi¢a, a na njih utjecu razliciti ¢cimbenici poput vrste sirovine,

tehnoloskog procesa proizvodnje, uvjeta dozrijevanja i dr.®

Odabrana metoda izolacije treba osigurati izolaciju spojeva arome s minimalnim
gubitcima i bez nastajanja neZeljenih nusprodukata. U cilju dobivanja cjelovitog profila
aromaticnih spojeva treba imati na umu sve prednosti i nedostatke razli¢itth metoda

izolacije hlapljivih spojeva.®’
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Metode izolacije hlapljivih spojeva mogu se podijeliti na:

e metode ekstrakcije otapalima

e (destilacijske metode

e izolacija upotrebom mikrovalne ekstrakcije

e ultrazvu¢na  ekstrakcija  (ekstrakcija  otapalima  potpomognuta
ultrazvukom)

e ckstrakcije superkritinim i subkriti¢nim fluidima (ekstrakcija s CO> )

e tehnike ,,vrSnih para“

e sorpcijske tehnike.>®
1.6.1. Sorpcijske tehhnike

Sorpcijske tehnike omogucavaju brzu ekstrakciju bez koriStenja otapala i
predkoncentraciju aromaticnih spojeva. Temelje se na raspodjeli organskih spojeva
izmedu vodene ili parne faze i tankog polimernog filma. Najpoznatije i najviSe koriStene
tehnike su mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi i sorpcijska ekstrakcija na

mijesajuéem Stapiéu.®’
1.6.1.1. Mikroektrakcija vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME)

Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi (engl. headspace solid phase
microextraction, HS-SPME) je metoda koju su 1990. izumili dr. Janusz Pawliszyn i

njegovi suradnici na Sveuéilistu u Waterloo-u, Kanada.>®

HS-SPME omogucuje uzorkovanje, ekstrakciju i koncentriranje u jednom
koraku bez otapala, a njezino koriStenje smanjuje vrijeme pripreme uzorka i povecava
osjetljivost u odnosu na druge ekstrakcije. Stoga se moZe smatrati vrlo jednostavnom,

ucinkovitom i ekoloski prihvatljivom metodom.*®

Ova tehnika koristi silikonsko vlakno (duljine 1 do 2 cm) napravljeno od
odgovarajucih polimera koje sluzi za sakupljanje hlapljivih spojeva uzorka (slika 10).
Tip vlakna utjeCe na selektivnost ekstrakcije, polarna vlakna apsorbiraju polarne
spojeve, a nepolarna vlakna apsorbiraju nepolarne spojeve. Na trzistu postoji veliki broj

razli¢itih vrsta vlakana, a najéesée su u upotrebi njih ¢etiri.?® To su:

e polidimetilsiloksan (PDMS),
e polidimetilsiloksan-divinilbenzen (PDMS-DVB),
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e karboksen-polidimetilsiloksan (CAR-PDMS) i
e polidimetilsiloksan-divinilbenzenkarboksen (PDMS-DVB-CAR).*’
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Slika 10. Silikonsko vilakno®!

Na slici 11 prikazani su koraci HS-SPME metode. Nakon buSenja septuma
bocice u kojoj je prethodno stavljena odredena koli¢ina uzorka, izvlaci se vlakno i uvodi
u vrsne pare iznad uzorka, a moZe se uroniti i u tekuc¢i uzorak. Nakon to¢no odredenog
vremena u kojem su se hlapljivi spojevi apsorbirali na prekrivacu vlakna, vlakno se
uvlaci u iglu, a zatim se igla uvodi u injektor plinskog kromatografa gdje se desorbira.
SPME vlakno se re-kondicionira zagrijavanjem u injektoru plinskog kromatografa 5-15
min. Nedostaci ove tehnike su $to je aromati¢ni profil sakupljenih hlapljivih spojeva
ovisan o vrsti, debljini 1 duzini koriStenog vlakna, kao i o temperaturi i vremenu

uzorkovanja, a neka vlakna su diskriminirajuéa za polarne spojeve.%?
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Slika 11. Koraci ekstrakcije i desorpcije kod HS-SPME &2
1.7. Analiza hlapljivih spojeva

Najvise koriStena metoda za analizu hlapljivih spojeva je plinska kromatografija
s masenim spektrometrom kao detektorom. Plinska kromatografija i masena
spektrometrija su komplementarne metode, a njihovom kombinacijom postize se

osjetljivost tehnike u redu pikogramskih i femtogramskih koli¢ina tvari.5

1.7.1. Plinska kromatografija

Kromatografija je fizikalna metoda separacije u kojoj se sastojci razdjeljuju
izmedu dviju faza, od kojih je jedna nepokretna, odnosno stacionarna, dok je druga
pokretna, odnosno mobilna, 1 giba se u odredenom smjeru. Mobilna faza moze biti plin,
teku¢ina ili fluid pri superkriti¢nim uvjetima. Kromatografija se u analitici koristi za

kvalitativno i kvantitativno odredivanje spojeva u uzorku.®

Plinska kromatografija je metoda separacije u kojoj se komponente uzorka
razdjeljuju izmedu stacionarne faze i mobilne plinske faze. Kao pokretna faza se koristi
inertni plin nositelj dok je nepokretna faza selektivna tekucina velike viskoznosti ili

selektivna krutina. Stoga se plinska kromatografija moze podijeliti na:

e plinsko-¢vrstu kromatografiju (GSC) u kojoj je stacionarna faza u krutom stanju
i

e plinsko-teku¢insku kromatografiju (GLC) u kojoj je stacionarna faza tekuéina.®®
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Tijekom postupka razdjeljivanja u plinskoj kromatografiji uzorak se prevodi u
paru nakon ¢ega ga pokretna faza, tj. plin nosi kroz kolonu. Razdjeljivanje komponenti
se postize na temelju relativnog tlaka para i afinitetu prema stacionarnoj fazi. Afinitet
prema stacionarnoj fazi se moze opisati izrazom koeficijenta razdjeljivanja K¢, prikazan

formulom (1):

[A]

Ke =T,

e [A]s predstavlja koncentraciju komponente A u stacionarnoj fazi

e [A]m predstavlja koncentraciju komponente A u mobilnoj fazi.

K¢ ovisi o temperaturi 1 kemijskim svojstvima stacionarne faze. PoboljSanje
razdvajanja komponenti postize se odabirom prikladne stacionarne faze i/ili regulacijom

temperature.5®

Na slici 12 dan je shematski prikaz plinske kromatografije. U plinskom
kromatografu uzorak se unosi u injektor gdje se isparava i prenosi na kolonu pomocu
plina nositelja. Komponente uzorka se zatim razdvajaju izmedu mobilne i stacionarne
faze unutar kolone. Nakon izlaska iz kolone plin nositelj i analit dolaze do detektora
koji daje odziv na neko fizikalno-kemijsko svojstvo analita pri ¢emu nastaje elektri¢ni
signal, a ra¢unalo daje integrirani kromatogram.®’
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Slika 12. Shematski prikaz plinske kromatografije%®
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Kao plin nositelj najées¢e se upotrebljavaju argon, helij, dusik ili vodik, a kao
izvor plina koriste se cilindri i boce s plinom pod pritiskom te generatori plina. Koriste
se plinovi izrazito visoke cistoce jer kvaliteta plina nositelja moze utjecati na kvalitetu
analize. Plin nositelj nema interakciju s uzorkom, inertan je. Selektivnost metode moze

se pripisati stacionarnoj fazi. 1zbor plina ovisi o izboru detektora i o izboru kolone.*!

Injektor sluzi za kvantitativno uvodenje uzorka u struju plina nositelja.
Termostatiran je na temperaturu odredenu metodom analize koja mora biti najmanje 20
°C viSa od temperature vreliSta najmanje hlapljive komponente u uzorku. Nakon §to se
uzorak unese u injektor dolazi do trenutnog isparavanja i mijesanja s plinom nositeljem.
Injektiranje uzoraka moze biti ru¢no ili automatski pomocu autosamplera. Postoji

nekoliko vrsta injektora, a najée$ée se koristi ,,split-splitless* injektor.*!

Kolone mogu biti kapilarne ili punjene. Kod punjenih kolona nepokretna faza
imobilizirana je na granuliranoj podlozi. Najces¢i ¢vrsti nosa¢ su dijatomejske zemlje.
Kod kapilarnih kolona unutarnja stjenka kapilare je presvucena, izravno ili preko tankog
sloja poroznog C¢vrstog nosaca, tankim filmom tekuce nepokretne faze. Kapilara je

otvorena cijev duljine i do 100 m, unutarnjeg promjera 0,15-1 mm.%°

Detektori moraju omoguciti selektivno 1/ili osjetljivo dokazivanje. Najces¢i su
plameno-ionizacijski detektor (FID), detektor termicke vodljivosti (TCD) i detektor
zahvata elektrona (ECD). U obzir dolaze i termionski detektor te spektroskopski
detektori. Za pouzdanu identifikaciju odijeljenih spojeva sve viSe se koristi sustav

plinska kromatografija- masena spetrometrija, GC-MS.°

Obrada podataka se vrsi na nacin da se signal sa detektora prenosi na ra¢unalo
koji ga prevodi u digitalni oblik te ga biljezi kao pik na kromatogramu. Povr$ina pika se
odreduje integriranjem povrs$ine ispod pika pomocu racunala te se dobivaju kvantitativni
podatci. Za odredivanje stvarne koli¢ine komponente visina ili povrSina pika se

usporeduje sa standardom poznate koncentracije.**

Usporedbom sa ostalim kromatografskim metodama, plinska kromatografija
predstavlja najbrzu metodu separacije.®’ Zbog visoke efikasnosti plinski kromatograf
omogucava razdvajanje komponenti sloZzenih smjesa u prihvatljivom vremenu te daje
precizne rezultate. Danas su dostupni razni detektori s visokom osjetljivos¢u, a mogu se

kombinirati i s masenim spektrometrom.®®
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1.7.2. Spektrometrija masa (MS)

Spektrometrija masa je metoda u kojoj se molekule ioniziraju, a zatim se ioni
razdvajaju prema masi. Postupak se primjenjuje za odredivanje relativnih molekulskih
masa preko molekulskih formula. Ova metoda ukljucuje dva klju¢na postupka: prvi je

ionizacija uzorka, potom slijedi razdvajanje i1 odredivanje iona.

Spektrometar masa sastoji se od komore za bombardiranje u koju se unosi mala
koli¢ina plinovitog uzorka. Unutrasnjost spektrometra je pod vakuumom pa se ioni
mogu kretati od izvora do senzora bez sudara s drugim molekulama. Kod elektronske
ionizacije uzorak se bombardira elektronima visoke energije pri ¢emu se molekule

ioniziraju i nastaje pozitivni ion koji se fragmentira:
M+e — M+ 2e
M* — Mi" + Ma" + Ms™ + ..

Nastaju razli¢iti fragmenti te se analizom moze zakljuciti kakva je struktura
spoja i kolika mu je molekulska masa. Dobiveni ioni se razvrstavaju u analizatoru
prema intenzitetu i omjeru m/z, a na osjetljivom dijelu analizatora registriraju se kao
elektricni signal. Signal elektronskim sustavom biva zabiljezen u memoriji racunala.
Tako se dobiva spektar masa koji se uglavnom prikazuje kao linijski dijagram s
odnosom relativnog intenziteta i omjera mase i naboja fragmenta (m/z). Tumacenje

samog fragmentiranja vazno je za dokazivanje spoja.®®

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

Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (slika 13) omogucava
dobivanje velikog broja podataka uz koriStenje minimalne koli¢ine uzorka. Kod ove
tehnike spektrometar masa djeluje kao vrlo osjetljiv detektor za plinsku kromatografiju.
Spektrometar masa moze djelovati kao opc¢i kada detektira sve fragmente m/z u
zadanom intervalu ili vrlo selektivno kada detektira samo odredene fragmente m/z koji

su karakteristiéni za pojedinu strukturu.
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Plinska kromatografija je uspjeSna metoda za separaciju i kvantizaciju medutim
nepouzdana je za kvalitativno odredivanje gdje je spektrometrija masa skoro savrsena.®
Kombinacijom ovih dviju metoda moze se postii visoka osjetljivost te se mogu
analizirati smjese s velikim brojem komponenti relativno velikom brzinom.
Komponente smjese odjeljuju se u termostatiranoj koloni plinskog kromatografa, zatim

odijeljene komponente odlaze plinom nositeljem u detektor.”

Za svaki odijeljeni spoj vezani sustav GC-MS daje dva vazna podatka za
identifikaciju spoja, a to su spektar masa, vrijeme zadrZavanja spoja na koloni ili
retencijsko vrijeme.”* Dobiveni spektar masa usporeduje se s ra¢unalnom bazom
spektara 1 odreduje se postotak slaganja na osnovu Cega se identificira spoj. Vrijeme

zadrzavanja pojedinog spoja na koloni takoder je vazan podatak za identifikaciju spoja.

kontrola tlaka dﬂr—em o njstor
(;) Cd
i — ﬁ o0 Np—
[ detektor masa ] = e ™N
O & / ) —
T T [°*°° ’ \
jrostony — —t—— V- l kolona
=== =\
— B \ T
\ grjant
= — s N e N ':meu.\ca‘ ke S /
detektor ionizator N e—— kontrola |
\ N termostatirani prostor temperature
= o A \ ) -
2 : .4
¢ Ina kontrola . i 3
racunaina kon kvadropolni  kolona ulazi izravno u
i banka podataka analizator ionizator

Slika 13. Shematski prikaz vezanog sustava GC-MS*

Navedene tehnike izolacije (HS-SPME) i analize (GC-MS) ve¢ su uspje$no
primijenjene u analitickim istrazivanjima usmjerenim na analizu hlapljivih spojeva iz
razli¢itih uzoraka hrane kao $to su biljna ulja, alkoholna pica, mesne preradevine, ocat
ili riba. Medutim, metodologija do danas nije na odgovaraju¢i nain razvijena za
proizvode kao $to su sirova zestoka pica. Stoga postoji potreba za poboljSanjem metoda
kontrole kvalitete ovih poluproizvoda (sirovi alkoholni poljoprivredni destilati) u

industrijskoj praksi."?
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Aparatura

Pri provedbi eksperimentalnog dijela ovoga rada koriStena je sljedeca aparatura:

o tehnicka vaga Kern 572

» magnetska mijeSalica, Heidolph MR her-Standard s termostatom Heidopolh
EKT 3001, Njemacka

o drza¢ za mikroekstrakciju vrSnih para na krutoj fazi, Supelco Co., SAD

o« sivo vlakno s ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS) duzine 5 cm (Supelco Co., SAD)

« Vvezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS), Agilent
Tehnologies, Santa Clara, SAD: plinski kromatograf model GC 7890 A i
spektrometar masa model MS 5975.

2.2. Materijal

Kemijska analiza provedena u svrhu identifikacije hlapljivih spojeva arome je
provedena na pet uzoraka likera pelinkovca kupljenih na trzistu Republike Hrvatske.
Tablica 3 prikazuje oznake uzoraka likera pelinkovca. Dobiveni rezultati analize

hlapljivih spojeva svih uzoraka predstavljaju srednju vrijednost od tri ponavljanja.

Tablica 3. Uzorci likera Pelinkovaca

Redni broj Oznaka uzorka
1. A
2 B
3 C
4. D
5 E
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2.3. Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi

Osam mililitara uzorka stavljeno je u staklenu posudu od 15 mL. Posuda je
hermeticki zatvorena teflonskom PTFE/silikon septom te postavljena u vodenu kupelj
na 40 °C, a sadrzaj je mijeSan pomocu magnetske mijesalice (Heidolph MR Her-

Standard, 1000 o/min; slika 15).

Prije upotrebe vlakno je aktivirano kondicioniranjem u skladu s uputama
proizvodaca (Supelco Co., SAD). Nakon kondicioniranja, vlakno je odmah koriSteno za

izolaciju vr$nih para uzorka.

Za izolaciju hlapljivih spojeva iz uzoraka likera pelinkovaca koriSteno je sivo
vlakno s ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS)
duzine 5 cm (slika 14).

GROCCR R

Slika 14. Sivo vlakno za HS-SPME (lzvor: autor)

Nakon kondicioniranja uzorka (15 min), SPME igla je postavljena u posudu s
uzorkom te je provodena ekstrakcija vr$nih para u vremenu od 40 min. Nakon
uzorkovanja, SPME vlakno je vrac¢eno u iglu, izvuc¢eno iz posude i odmah postavljeno u
GC injektor (250 °C, 7 min) gdje je provodena toplinska desorpcija ekstrahiranih
spojeva izravno u GC kolonu. Injektiranje uzoraka provodilo se ruéno pomocu drzaca
za HS-SPME.
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Slika 15. Aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi HS-SPME (lzvor:
autor)

2.4. Plinska kromatografija-spektrometrija masa

Analiza izoliranih hlapljivih spojeva provedena je vezanim sustavom plinska
kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS). Za plinsku kromatografiju koristen je
plinski kromatograf Agilent Technologies GC 7890A u kombinaciji sa spektrometrom

masa MS 5975 (slika 16). Za analize je koriStena nepolarna HP-5MS kapilarna kolona.

Kolona HP-5MS:

Stacionarna faza: 5 % fenil-metilpolisiloksan
Duljina: 30 m

Promjer: 0,25 mm

Debljina sloja stacionarne faze: 0,25 um

Uvjeti rada plinskog kromatografa:

- temperaturni program kolone: 3 minute izotermno pri 40 °C, od 40 do 200 °C s
porastom od 3 °C/min
- temperatura injektora: 220 °C; ,,splitless mode*

- mobilna faza (plin nositelj): helij s protokom 1,3 mL min.
Uvjeti rada spektrometra masa:
- energija ionizacije: 70 eV
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- temperatura ionskog izvora: 230 °C
- interval snimanja spektara: 30-300 masenih jedinica.

Za svaki uzorak dobiveni su sljedeci podatci:

« kromatogram ukupne ionske struje

 relativni udio pojedine komponente izrazen u postocima tj. udio povrSine pika u
ukupnoj povrsini kromatograma

« vrijeme zadrzavanja svake komponente

» naziv spoja ili spojeva Ciji je spektar najsli¢niji spektru nepoznate komponente
pojedinog pika iz kromatograma ukupne ionske struje (slicnosti spektara koji se

usporeduju izrazeni su vjerojatnos$éu u postotcima).

Identifikacija dobivenih pojedina¢nih spojeva provedena je usporedbom masenih
spektara tih spojeva s masenim spektrima komercijalne biblioteke masenih spektara
(Wiley 9 MS library i NIST14) i/ili usporedbom s masenim spektrima iz literature.

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

(1zvor: autor)
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3. REZULTATI

3.1. Hlapljivi spojevi pelinkovca

Hlapljivi spojevi analiziranih pelinkovaca odredeni su vezanim sustavom plinska
kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS) na koloni HP-5MS. Rezultati ispitivanja
prikazani su u tablicama 4-8. Spojevi u tablicama su poredani prema redoslijedu
eluiranja (retencijsko vrijeme) sa kolone HP-5MS. Udio svakog spoja u uzorku (%)

predstavlja udio povrSine pika toga spoja u ukupnoj povrsini svih pikova.
tr — vrijeme zadrZzavanja u minutama

Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzorku pelinkovca A

Redni broj Vrijeme zadrZavanja Kemijski spoj Udio (%)
(tr/min)
1. 5,273 etil-butanoat 0,87
2. 9,330 metoksi fenil oksim 0,36
3. 10,657 kamfen 2,12
4. 14,296 p-cimen 0,80
5. 14,474 limonen 1,38
6. 14,571 1,8-cineol 3,54
7. 17,306 fenhon 0,59
8. 18,216 B-tujon 11,01
9. 18,788 a-tujon 11,96
10. 19,955 kamfor 1,31
11. 21,586 4-terpineol 0,29
12. 22,256 a-terpineol 1,34
13. 22,645 estragol 3,82
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14. 25,145 trans-anetol 36,10
15. 27,073 sabinil-acetat 8,33
16. 27,445 karvakrol 0,13
17. 30,833 S-burbonen 0,08
18. 31,205 S-elemen 0,06
19. 31,514 etil-kaprat 0,22
20. 32,269 [S-kariofilen 0,38
21. 32,652 y-terpinen 0,09
22. 33,665 a-humulen 0,38
23. 35,004 p-selinen 0,35
24, 35,387 S-bisabolen 0,40
25. 36,154 0-3-karen 0,15
26. 36,211 geranil-isovalerat 0,13
217. 36,555 o-kadinen 0,06
28. 38,723 neril-acetat 0,34
Ukupno identificirano (%) 86,57
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Tablica 5. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzorku pelinkovca B

Redni broj Vrijeme zadrzavanja Kemijski spoj Udio (%)
(tr /min)
1. 9,501 metoksi fenil 0,18
oksim
2. 10,079 a-pinen 0,33
3. 10,686 kamfen 1,37
4, 12,843 mircen 0,57
5. 14,325 p-cimen 1,02
6. 14,537 limonen 8,13
7. 15,973 y-terpinen 0,55
8. 17,352 fenhon 1,85
9. 18,250 B-tujon 5,75
10. 18,839 a-tujon 7,55
11. 17,978 kamfor 0,67
12. 21,609 4-terpineol 0,57
13. 22,278 a-terpineol 0,52
14, 22,685 estragol 3,97
15. 25,174 trans-anetol 43,21
16. 27,119 sabinil-acetat 5,81
17. 27,457 karvakrol 0,09
18. 30,175 ocimen 0,04
19. 30,478 a-kopaen 0,05
20. 30,850 S-burbonen 0,13
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21. 31,210 [-elemen 0,18
22. 31,519 etil-kaprat 0,06
23. 31,628 aromadendren 0,18
24, 31,777 [-kariofilen 0,59
25. 32,658 S-mircen 0,12
26. 33,539 a-longipinen 0,06
27. 33,688 a-humulen 1,01
28. 34,684 a-amorfen 0,20
29. 34,827 a-murolen 0,27
30. 35,027 f-selinen 1,71
31. 35,393 leden 0,87
32. 36,223 geranil-isovalerat 0,20
33. 36,560 o-kadinen 0,60
34. 38,729 neril-acetat 0,53
Ukupno identificirano (%) 88,97
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Tablica 6. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzorku Pelinkovca C

Redni broj Vrijeme zadrzavanja Kemijski spoj Udio (%)
(tr /min)
1. 3,774 fenil-benzoat 3,68
2. 10,085 a-pinen 0,35
3. 11,905 sabinen 0,32
4. 12,849 mircen 0,65
5. 14,737 limonen 52,82
6. 15,984 y-terpinen 0,25
7. 17,420 terpinolen 0,18
8. 18,199 B-tujon 2,78
9. 18,765 a-tujon 11,26
10. 19,875 a-felandren 0,15
11. 20,499 p-menton 2,11
12. 21,271 lavandulol 0,06
13. 21,437 mentol 1,56
14, 21,598 4-terpineol 0,23
15. 22,639 estragol 0,09
16. 22,759 etil-kaprilat 0,76
17. 23,062 dekanal 0,57
18. 24,487 pulegon 0,03
19. 24,642 neral 0,07
20. 25,300 a-terpineol 0,09
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21. 26,015 citral 0,10
22. 26,616 trans-anetol 1,66
23. 27,062 sabinil-acetat 7,75
24. 27,457 karvakrol 0,06
25. 30,478 a-kopaen 0,05
26. 30,839 [S-burbonen 0,05
217. 30,993 nerol 0,05
28. 31,525 etil-kaprat 0,49
29. 32,275 [S-kariofilen 0,31
30. 33,677 a-humulen 0,17
31. 35,010 [S-selinen 0,27
32. 35,376 neril-propionat 0,22
33. 36,148 geranil-isovalerat 0,35
34. 36,555 o-kadinen 0,07
35. 38,729 neril-acetat 0,36
Ukupno identificirano (%) 89,98
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Tablica 7. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzorku pelinkovca D

Redni broj Vrijeme zadrzavanja Kemijski spoj Udio (%)
(tr /min)
1. 4,163 fenil-benzoat 12,73
2. 9,513 metoksi fenil oksim 0,67
3. 14,308 p-cimen 0,33
4, 14,491 limonen 3,61
5. 18,725 [S-tujon 0,64
6. 20,110 isopulegol 0,23
7. 20,527 p-menton 25,76
8. 21,494 mentol 11,10
9. 22,650 estragol 0,17
10. 22,278 a-terpineol 0,25
11. 22,759 etil-kaprilat 0,32
12. 24,481 pulegon 0,26
13. 25,145 trans-anetol 4,60
14. 25,380 feniletil-acetat 0,20
15. 27,073 sabinil-acetat 7,85
16. 27,245 etil-pelargonat 0,24
17. 30,844 S-burbonen 0,38
18. 31,210 p-elemen 0,17
19. 31,519 etil-kaprat 0,16
20. 34,987 kurkumen 0,17
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21. 36,154 S-mircen 0,11
22. 38,735 S-pinen 0,12
Ukupno identificirano (%) 65,82
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Tablica 8. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u uzorku pelinkovca E

Redni broj Vrijeme zadrzavanja Kemijski spoj Udio (%)
(tr /min)
1. 3,728 fenil-benzoat 4,99
2. 10,380 kamfen 0,62
3. 14,296 p-cimen 0,81
4, 14,474 limonen 0,64
5. 14,571 1,8-cineol 4,04
6. 17,306 a-tujon 11,71
7. 18,216 B-tujon 11,11
8. 19,955 kamfor 2,98
9. 21,586 4-terpineol 0,20
10. 22,256 a-terpineol 0,80
11. 22,645 estragol 6,20
12. 25,145 trans-anetol 39,20
13. 27,073 sabinil-acetat 2,85
14, 31,514 etil-kaprat 0,24
15. 32,269 S-kariofilen 0,04
16. 33,665 a-humulen 0,26
17. 35,004 p-selinen 0,03
18. 35,387 leden 0,57
19. 38,723 neril-acetat 0,06
Ukupno identificirano (%o) 85,04
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4. RASPRAVA

Kemijska analiza spojeva arome daje podatke o kvaliteti proizvoda. Na temelju
tih podataka mogu se poboljsati odredeni postupci u proizvodnji koji ¢e osigurati

ujednacenu kvalitetu proizvoda.®

Hlapljivi organski spojevi su spojevi koji pri standardnim uvjetima imaju visoki
tlak para kao rezultat niske tocke vreliSta, zbog ¢ega lako dolazi do njihovog isparavanja

ili sublimacije ve¢ pri vrlo blagim uvjetima rada.”

Ispitivanja eteri¢nih ulja biljke pelin (Artemisia absinthium L.) koja su se vodila
u Argentini, Estoniji, Grékoj, Litvi, Italiji, Spanjolskoj, Ukrajini, Francuskoj, SAD-u,
Srbiji, Crnoj Gori, Hrvatskoj 1 mnogim drugim zemljama su pokazala znatno razliite

rezultate. Razlike se povezuju s:

. geografskim polozajem i klimom
. vrstom tla

. uvjetima suSenja

. na¢inu skladistenja.”

Imajuci to na umu 1 znajuéi kako je gorki pelin samo jedna od mnogih biljaka
koje se koriste za proizvodnju pelinkovca, te razliitim tehnologijama proizvodnje

pojedinih proizvodaca, o¢ekivano je da Ce rezultati ispitivanih uzoraka uvelike varirati.

Cilj ovog rada bio je odrediti profil hlapljivih spojeva iz pet uzoraka biljnih
likera pelinkovca razli¢itih proizvodaca prisutnih na trziStu Republike Hrvatske te
usporediti dobivene rezultate. Za izolaciju hlapljivin spojeva koristena je metoda
mikroekstrakcije vr$nih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME). Izolirani hlapljivi spojevi
identificirani su vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-

MS). Rezultati analiza prikazani su tablicama 4-8.

Pored ve¢ prethodno prikazanih tablicnih rezultata, prikazani su i graficki na
slikama 17, 19, 21, 23 i 25, gdje su hlapljivi spojevi kategorizirani po funkcijskim
skupinama: ugljikovodici, monoterpenski alkoholi, monoterpenski fenoli, esteri,
monoterpenski aldehidi, monoterpenski ketoni, ciklicki monoterpenski eteri i derivati

metoksifenola. Zbog jednostavnijeg zapisa u grafickom obliku koriste se izrazi:
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ugljikovodici, alkoholi, fenoli, esteri, aldehidi, ketoni, cikloeteri i metoksifenoli.
Kemijske skupine s udjelom ispod 1% te neidentificirani spojevi su kategorizirani pod
Ostalo.

Uzorak A

B Esteri

m Ugljikovodici
B Ketoni

m Alkoholi

m Metoksi-fenoli
m Cikloeteri

Ostalo

2%

Slika 17. Zastupljenost hlapljivih spojeva u uzorku pelinkovca A

U uzorku A ukupno je identificirano 28 spojeva koji ¢ine 86,57 % od ukupne
povrsine kromatograma (Slika 17). Najzastupljeniji spojevi pripadaju skupini
metoksifenola s monosupstituiranim derivatom metoksifenola spojem trans-anetolom
(36,10 %) te monoterpenskim ketonima a-tujonom (11,96 %) i S-tujonom (11,01 %).
Znacajni udio Cine i esteri s monoterpenskim esterom sabinil-acetatom (8,33 %) (slika
18). Kvantitativno znacajni spojevi identificirani u ovom uzorku su jo$
monosupstituirani derivat metoksifenola estragol (3,82 %), ciklicki monoterpenski eter
1,8-cineol (3,54 %), biciklicki monoterpenski ugljikovodik drvenastog i smolastog
okusa kamfen (2,12 %), monoterpenski ugljikovodik limonen (1,38 %), zatim
monoterpenski alkohol a-terpineol (1,34 %) te monoterpenski keton kamfor (1,31 %)

koji je prodornog mirisa.
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Slika 18. Sabinil-acetat’

Uzorak B

M Esteri

m Ugljikovodici
B Ketoni

m Alkoholi

® Metoksi-fenoli

m Ostalo

1%

Slika 19. Zastupljenost hlapljivih spojeva u uzorku pelinkovca B

U uzorku B ukupno su identificirana 34 spoja koja ¢ine 88,97 % od ukupne
povrSine kromatograma. (slika 19). Spoj s najve¢im udjelom je monosupstituirani
derivat metoksifenola trans-anetol (43,21 %) (slika 20), koji je zasluzan za izrazito jak i
aromatian miris i okus samog likera. Potom slijede monoterpenski ugljikovodik
limonen (8,13 %) te monoterpenski ketoni a-tujon (7,55 %) i p-tujon (5,75 %). Znatan
je udio monoterpenskog estera sabinil-acetata (5,81 %). Kvantitativno znacajni spojevi
su i keton fenhon (1,85 %), biciklicki seskviterpenski ugljikovodik p-selinen koji je
biljnog mirisa (1,71 %), biciklicki monoterpenski ugljikovodik kamfen (1,37 %),
ciklicki monoterpenski ugljikovodik p-cimen (1,02 %) i ciklicki seskviterpenski
ugljikovodik a-humulen (1,01 %) koji daje aromu drvenastog, svjezeg, prozracnog i

za¢injenog.®
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Slika 20. trans-Anetol’®

Uzorak C
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2% m Ugljikovodici

B Ketoni

B Monoterpenski alkoholi
B Metoksi-fenoli

m Ostalo

Slika 21. Zastupljenost hlapljivih spojeva u uzorku pelinkovca C

U uzorku C ukupno je identificirano 35 spojeva koji ¢ine 88,98 % od ukupne
povrSine kromatograma $to ga ¢ini najkompleksnijim uzorkom (slika 21). Karakterizira
ga najveci udio ciklickog monoterpenskog ugljikovodika limonena (52,82 %) zbog ¢ega
ovaj biljni liker ima najvise izrazenu citrusnu notu (Slika 22). Od ostalih spojeva nalaze
se monoterpenski ketoni a-tujon (11,26 %) i S-tujon (2,78 %) te monoterpenski ester
sabinil-acetat (7,75 %) i ester fenil-benzoat (3,68 %). Kvantitativno znacajni spojevi
identificirani u uzorku C su jos i cikli¢ki monoterpenski alkohol p-menton (2,11 %),
monoterpenski fenol mentol (1,56 %) te monosupstituirani derivat metoksifenola trans-
anetol (1,66 %).
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Slika 22. Limonen’’

Uzorak D
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Slika 23. Zastupljenost hlapljivih spojeva u uzorku pelinkovca D

U uzorku D ukupno su identificirana 22 spoja koja ¢ine 65,82 % od ukupne
povrSine kromatograma §to ga ¢ini najslabije identificiranim uzorkom (slika 23).
Odlikuje ga velika prisutnost ciklickog monoterpenskog alkohola p-mentona (slika 24)
osvjezavajuce arome (25,76 %), estera fenil-benzoata (12,73 %) te monoterpenskog
fenola mentola (11,10 %). U uzorku su identificirani i monoterpenski ester sabinil-
acetat (7,85 %), monosupstituirani derivat metoksifenola trans-anetol (4,60 %) i

monoterpenski ugljikovodik limonen (3,61 %).
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Slika 24. p-Menton’®

Uzorak E

B Esteri

m Ugljikovodici

¥ Ketoni

B Monoterpenski alkoholi
B Metoksi-fenoli

m Cikloeteri-oksidi

™ Ostalo

Slika 25. Zastupljenost hlapljivih spojeva u uzorku pelinkovca E

U uzorku E ukupno je identificirano 19 spojeva koji ¢ine 85,04% od ukupne
povrSine kromatograma (slika 25). U ovom uzorku je kvantitativno najmanji broj
identificiranih aromati¢nih komponenti. Najzastupljeniji spoj je monosupstituirani
derivat metoksifenola trans-anetol (39,20 %), potom monoterpenski ketoni a-tujon
(11,71 %) i p-tujon (11,11 %). Kvantitativno znacajni spojevi su i monosupstituirani
derivat metoksifenola estragol (6,20 %) (slika 26), zatim ester fenil-benzoat (4,99 %),
ciklicki monoterpenski eter 1,8-cineol (4,04 %) i monoterpenski ester sabinil-acetat
(2,85 %).
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Slika 26. Estragol™

Od sveukupno 56 identificiranih hlapljivin spojeva, daleko najzastupljeniji
kemijski spoj u svim uzorcima je trans-anetol. Karakterizira ga specificna pikantost s
dugotrajnim slatkim okusom. Uzorak B predvodi s uvjerljivim udjelom od 43,21 % dok
uzorci C i D imaju dosta manji udio trans-anetola od 1,66 % te 4,60 %. Trans-anetol je
glavni sastojak nekoliko eteri¢nih ulja, ukljucujuéi zvjezdani anis, ulje sjemenki anisa 1
slatki komora¢. Cesta je komercijalna aroma u pecivima, slatki§ima, sladoledu,

7vaka¢im gumama i alkoholnim pi¢ima.’®

Iznimna topljivost trans-anetola i Cesta upotreba spominjanih aromati¢nih
biljaka objasnjava toliku prisutnost trans-anetola. Monoterpenski alkohol lavandulol
(slika 27) je jedino prisutan u uzorku C (0,06 %) $to ukazuje na upotrebu lavande.
Takoder, samo u tom uzorku identificirana su tri monoterpenska aldehida (citral,
dekanal i neral) u zanemarivim koncentracijama. Stoga, moze Se pretpostaviti da je

limunska trava (Cymbopogon flexuosus) sastavni dio ovog likera.®

OH

Slika 27. Lavandulol®!

Identificirani su osnovni sastojci eteri¢nog ulja kadulje (Salvia officinalis L.),
monoterpenski ketoni « i f-tujon, ciklicki monoterpenski eter 1,8-cineol (eukaliptol) i
ciklicki monoterpenski ugljikovodik limonen. Problemati¢ni spojevi a- 1 f-tujon

(dugotrajna konzumacija izaziva psihicke poteskoce) su prisutni u svim uzorcima osim
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kod uzorka D gdje se nalazi samo g-tujon u maloj koncentraciji od 0,64 %. Oba tujona
su najzastupljenija u uzorcima A i E s udjelima oko 11 %.

Razine tujona u aromama su ograni¢ene u Europskoj Uniji (Direktiva Vijeca
88/388/EEZ) i Velikoj Britaniji (SI 1992, br. 1971), s maksimalnim razinama (a- i j-
tujoni) u hrani i pi¢ima s koncentracijom 0,5 mg/kg, uz neke iznimke (35 mg/kg u
gorkim pi¢ima). Zbog jakog mirisa pelin se moze koristi se za tjeranje li¢inki insekata,

moljaca i buha.”

Zanimljiva je velika koli¢ina limonena identificirana u uzorku C u iznosu od
cak 52,82 %. Limonen se koristi kao komercijalni pojaciva¢ okusa i mirisa koji se lako
sintetizira. Prisutan je u svim uzorcima, a najmanji udio od 0,64% je zabiljeZen u likeru
E. Aromatsko bilje eukaliptusa, anisa, ruzmarina i komoraca bogato je cikloeterom 1,8-
cineolom (slika 28) koji ima antivirusno i antioksidativno djelovanje. 1,8-Cineol je
molekula koja se nalazi u mnogim etericnim uljima sa jakim, osvjeZavajuéim,
eukaliptinim, kamfornim, mentnim mirisom i okusom hladenja, a koristi se u kola¢ima,
zubnim pastama i zvaka¢im gumama.®® Identificiran je samo u uzorcima A i E u
vrijednostima od 3,54% do 4,04%.

CHjy

@)
CH3 CHjs
Slika 28. 1,8-Cineol®?

Ester fenil-benzoat je znacajno zastupljen-u uzorku D (12,73 %), a identificiran
je i u uzorcima C (3,68 %) i E (4,99 %). Ima miris poput geranija (cvjetni, voéni i
zeleni). Bicikli¢ki monoterpenski ester sabinil-acetat, kao jedan od glavnih sastojaka
biljke pelin, je prisutan u svim ispitanim uzorcima te mu je prosjecan udio 6,52 % dok
ga se najviSe nalazi u uzorku A (8,33 %). Hlapljivi spojevi identificirani u svim
uzorcima su trans-anetol, g-tujon, a-terpineol (slika 29), limonen, etil-kaprat (slika 30),

estragol i sabinil-acetat.
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Slika 29. a-Terpineol® Slika 30. Etil-kaprat (etil-dekanoat)®

Estragol je bezbojna teku¢ina s mirisom anisa. Netopljiv je u vodi. Lako se
dobiva izoliranjem iz kore avokada (Persea Gratissima) i iz eterinog ulja estragona.
Nalazi se u eteri¢nim uljima anisa (Pimpinella anisum L.), bosiljka (Ocimum basilicum

L.) i obi¢nog komoraca (Foeniculum vulgare L.).%

Najvisi relativni udio je utvrden u uzorku E (6,20 %), dok je u pelinkovcu C
najmanji (0,07%). Jedino u uzorku D je utvrden kurkumen (0,17 %) $to ukazuje na
mozebitno koriStenje kurkume (Curcuma longa L.). Miris podanka kurkume je
aromatican, a okus nagorak. Javanski Zuti korijen sadrzi 3-12 % etericnog ulja s
monociklickim seskviterpenima ar-kurkumenom i ksantorizolom kao glavnim

sastavnicama.®®

Veliko je podudaranje u sastavima hlapljivih spojeva uzoraka A i E, prvenstveno
u udjelima oa-tujona (biljna i svjeza aroma) i f-tujona (drvenasta i topla biljna aroma)
koji imaju gotovo jednake vrijednosti u rasponu 11,01% do 11,96%. Potom slijede
sliéni udjeli trans-anetola i 1,8-cineola, koji je prisutan samo u ova dva uzorka, te niski
udjeli limonena (jaka citrusna aroma) u oba proizvoda. Glavna razlika je bogatija
esterska struktura likera A sa znacajnim udjelom sabinil-acetata (8,33%). Generalno je
pelinkovac A strukturno bogatiji s kompleksnijom aromom zbog prisustva veceg broja
spojeva manjih koncentracija. Takav rezultat je i oekivan jer su oba uzorka napravljena

od strane istog proizvodaca.

Neke studije ukazuju kako su u eterinim uljima izoliranim iz biljnog materijala

nakon jedne godine skladiStenja ve¢i udjeli pojedinih komponenti: cis- i trans-
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linalooloksida  (furanoid), 1,8-cineola, neril-2-metilpropanoata, i geranil-3-
metilbutanoata (isovalerijat). Ovo povecanje moglo bi biti rezultat kemijskih
transformacija prvobitno postojecih spojeva. Sve ove transformacije mogu biti povezane
s odredenim metabolickim putovima i s djelovanjem enzima ili mogu biti samo
potaknute temperaturom, vlagom i svjetlom. Najvjerojatnije su na pocetku procesa
suSenja i enzimske i neenzimske reakcije imale ulogu u transformaciji terpenoida.
Medutim, moglo se ocekivati da su, kao posljedica potpune dehidracije biljaka,
enzimske transformacije zaustavljene (inaktivacija enzima u suhom biljnom materijalu

je vrlo vjerojatna).®’

Zanimljiva je ¢injenica kako prema istrazivanjima kemijskog sastava biljke pelin
u Litvaniji, Iranu te Srbiji rezultati uvelike variraju, pogotovo sastavi razli¢itih dijelova

same biljke (korijen, stabljika, list itd.).?®"*#

Istrazivanje u Srbiji je pokazalo da u eteri¢cnom ulju A. absinthium dominiraju
monoterpeni (84,6 %) od kojih najzastupljeniji pripadaju tujonskom tipu (40,6 %).
Najzastupljeniji spojevi su a-tujon (63,4 %), sabinen (10,8 %) i p-cimen (6,8 %). Ulje
izolirano iz nadzemnih dijelova Artemisia vulgaris je karakterizirano visokom
kolicinom 1,8-cineola (28,9 %), sabinena (13,7 %), o-tujona (13,5 %) i a-kariofilen

oksida (6,5 %).%

U uzorku C utvrden je znatan udio limonena (52,82 %), dok se likeri B i C
odlikuju najbogatijom strukturom. Kod uzorka D spojevi p-menton (25,76 %) i mentol
(11,10 %) ukazuju na velik udio mente u maceratu ili njenu intezivniju maceraciju.
Doti¢na dva karakteristi¢na spoja mente se nalaze jo§ samo u uzorku C s udjelima 2,11
% te 1,56 %. Nepozeljni monoterpenski keton a-tujon nije identificiran u uzorku D, a f-
tujon je prisutan u vrlo malom udjelu (0,64 %). Pelinkovac E ima najveéi udio estragola
(6,20 %) u usporedbi s ostalim likerima. Izostanak eugenola i izoeugenola (derivati
fenilpropana) ukazuje da nijedan proizvoda¢ vjerojatno ne Koristi klin¢i¢ u svojoj
recepturi. Medu svim identificiranim spojevima kvantitativno najviSe ima terpenskih

ugljikovodika, ali njihova koncentracija je niska, izuzev limonena.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu mogu se donijeti
sljedeci zakljucci:

Cilj ovog rada (izolacija i identifikacija hlapljivih spojeva razli¢itih
uzoraka likera pelinkovca te usporedba dobivenih rezultata) je ostvaren.
Koristene metode ekstrakcije i identifikacije sumarno su utvrdile
prisustvo 56 hlapljivih spojeva u svim uzorcima.

Od identificiranih hlapljivih spojeva najzastupljeniji su spojevi primarne
arome iz skupine terpena. Medu njima su terpenski ugljikovodici
najbrojniji.

Hlapljivi spojevi prisutni u svim uzorcima su trans-anetol, S-tujon, a-
terpineol, limonen, etil-kaprat, estragol i sabinil-acetat.

U vr$nim parama uzoraka A, B i E dominira trans-anetol (36,10 %,
43,21 % i 39,20 %), u uzorku C limonen (52,82 %) te u uzorku D p-
menton (25,76 %).

Od svih identificiranih hlapljivih spojeva trans-anetol je najzastupljeniji.
Glavni je sastojak eteri¢nog ulja anisa i koromaca, a odlikuje se ugodnim
slatkastim mirisom 1 okusom iz ¢ega se zakljuCuje da se doti¢ne biljke
najve¢im udjelom koriste u proizvodnji likera pelinkovca.

Utvrdene razlike u aromati¢nim profilima ispitivanih likera ukazuju na
specifi¢nosti procesa proizvodnje, podrijetla te izbora aromati¢nog bilja
koje se koristilo u izradi likera kod pojedinih proizvodaca.

Za detaljniji aromati¢ni profil ovih likera potrebna su daljnja ispitivanja

uz primjenu razli¢itih metoda ekstrakcije.
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