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SAZETAK

U ovom radu se provodi deskriptivna senzorska analiza, test preferencije te analiza
kemijskog sastava hlapljivih spojeva u Cetiri razliCite vrste lambic piva. Hlapljivi spojevi
izolirani su metodom mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME) koristenjem
sivog i plavog vlakna te su analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-
spektrometrija masa (GC-MS) te su dobiveni rezultati usporedeni. Identificirani spojevi
se mogu svrstat u sljede¢e kemijske skupine: alkoholi, esteri i aldehidi, kiseline, ketoni i

fenoli.

Kljuéne rijec¢i: piva, lambic, senzorska analiza, hlapljivi spojevi, HS-SPME, GC-MS



SUMMARY

In this paper, a descriptive sensory analysis, a preference test and an analysis of the
chemical composition of volatile compounds in four different types of lambic beer are
carried out. Volatile compounds were isolated by the method of peak vapor
microextraction on a solid phase (HS-SPME) using gray and blue fiber and were analyzed
by a coupled gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) system, and the obtained
results were compared. The identified compounds can be classified into the following

chemical groups: alcohols, esters and aldehydes, acids, ketones and phenols.

Keywords: beers, Lambic, sensory analysis, volatile compounds, HS-SPME, GC-MS
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UuvoD

Piva je najstarije alkoholno pice na svijetu, a sam postupak proizvodnje stolje¢ima Se nije puno
promijenio. To je slabo alkoholno pic¢e koje ima gorak okusa i hmeljnu aromu. Jo$ u vrijeme
Sumerana radio se proizvod slican pivu. Oni su pekli pogace od zitarica, a ostatke topili u vodi
i na taj nacin dobivali proizvod koji podsjeca na pivu. To se smatraju prvi dokazi o proizvodnji
piva. Nacin proizvodnje su preuzeli anticki narodi pa se s vremenom prosirilo cijelom Europom.
Za vrijeme vladavine Karla Velikog umjesto mjeSavina aromati¢nih trava kao dodatak pivu
pocinje se koristiti hmelj. To je bila prekretnica gdje se dobila piva najsli¢nija onoj danas. U
Njemackoj je 1516. godine napisan Zakon o ¢isto¢i piva (njem. Deutsche Reinheitsgebot) koji
je jo$ uvijek na snazi. PO njemu pivo se smije proizvoditi samo od vode, hmelja i jemenog

slada, a kasnije je u taj zakon dodan i pivski kvasac.?

Piva se proizvodi fermentacijom sladovine hmelja uz pomoc¢ pivskog kvasca. Faza fermentacije
je najvaznija zbog nastanka brojnih spojeva koji doprinose organoleptickim svojstvima.

Proizvodnja piva unaprijedila se tehnoloskim napretkom kroz godine.

Zadivljujuca je raznolikost stilova i okusa piva diljem svijeta, no Lambic piva se izdvajaju po
svojoj jedinstvenosti zbog spontane fermentacije pomocu divljih kvasaca koji se nalaze u
okolini pivovare i kompleksnosti okusa. Lambic piva potjecu iz Belgije iz regije Pajottenland

blizu Bruxellesa. Ova regija ima dugu tradiciju proizvodnje lambic piva.?



1. OPCI DIO

1.1 Slad

Slad je kljucan sastojak odgovoran za boju, okus 1 koncentraciju Se¢era u nefermentiranom
pivu, poznatom kao sladovina. Odmah nakon vode, slad je najzastupljeniji sastojak u pivu. Slad
obuhvaca razlicite zitarice koje mogu pruziti dovoljno ekstrahiranih Secera i ugljikohidrata u
vodi. To ukljucuje jeCam, pSenicu, kukuruz, rizu, heljdu, zob i druge Zzitarice. U proizvodnji
piva najcesce se koristi jeCam zbog visokog postotka ekstrahiranih Secera i prisustva enzima

koji su vazni za proces fermentacije.

1.2 Voda

Voda je najzastupljeniji sastojak piva, a njezine karakteristike igraju klju¢nu ulogu u kvaliteti i
okusu piva. Osnovne karakteristike vode za pivo ukljucuju tvrdocu, luznatost, pH vrijednost 1
sastav iona. Tvrdo¢a vode odnosi se na koli¢inu otopljenih soli kalcija i magnezija u vodi, koje
se Cesto nalaze u obliku hidrogenkarbonata, sulfata, nitrata ili klorida. Prolazna tvrdo¢a moze
se eliminirati zagrijavanjem vode, buduc¢i da se hidrogenkarbonati kalcija 1 magnezija taloze pri
zagrijavanju. S druge strane, stalna tvrdo¢a u vodi potjece od sulfata, nitrata i klorida i nije
moguce ukloniti zagrijavanjem. LuZnatost vode odnosi se na ukupnu koli¢inu karbonatnih i
bikarbonatnih iona. Visoka luznatost uzrokuje poveéanje pH vrijednosti sladovine i piva, §to
mozZe negativno utjecati na proces fermentacije 1 konacni okus piva. Idealno, voda za pivsku
proizvodnju trebala bi biti blago kisela, kako bi odrzala prihvatljivu pH vrijednost za proces
proizvodnje piva. Voda se smatra neutralnim pi¢em, §to znaci da njezina pH vrijednost iznosi

7, §to je izmedu kiselog i luznatog raspona, ¢ineéi je prikladnom za pivsku proizvodnju..*

1.3 Hmelj

Hmelj (Humulus lupulus) je viSegodisnja penjacica iz porodice konopljarki (Cannabaceae). Ima
kljuénu ulogu u procesu proizvodnje piva. Hmelj se dodaje tijekom kuhanja sladovine, a ima
nekoliko vaznih funkcija. Prvo, djeluje kao prirodni konzervans, pomazuéi produziti trajnost
piva. Takoder, hmelj znacajno utjece na okus piva, pruzajuci karakteristiénu gor¢inu i aromu.

Ova gorcina potjece od alfa kiselina prisutnih u hmelju. Same alfa kiseline nisu same po sebi



gorke i nisu topive u vodi. Medutim, tijekom procesa kuhanja sladovine pri visokoj temperaturi,
dolazi do izomerizacije alfa kiselina, pretvarajuci ih u izo-alfa kiseline koje su gorke i topive u
vodi. To daje pivu karakteristicnu gorcinu i aromu koja varira ovisno o vrsti hmelja koji se
koristi. Hmelj je stoga kljuéni sastojak u pivarskoj industriji, doprinose¢i bogatstvu okusa i

mirisa piva, te igraju¢i vaznu ulogu u njegovoj stabilnosti i trajnosti.

1.4 Kvasac

Kvasci kao aerobni i anaerobni mikroorganizmi spadaju u porodicu gljiva. Pivski kvasci
pripadaju rodu Saccharomyces i igraju klju¢nu ulogu u procesu proizvodnje piva. Postoje dvije
glavne vrste pivskih kvasaca: Saccharomyces cerevisiae, koji su poznati kao ale kvasci ili
kvasci gornjeg vrenja i Saccharomyces pastorianus, koji spadaju u lager kvasce ili kvasce
donjeg vrenja. Ove dvije vrste kvasaca rade na razli¢itim temperaturama, pri cemu ale kvasci
fermentiraju pri temperaturi od 18-24°C, dok lager kvasci fermentiraju pri niZzoj temperaturi od
10-13°C. Kvasci se dodaju u sladovinu, gdje preraduju Secer iz sladovine u etanol i ugljikov
dioksid u procesu nazvanom alkoholna fermentacija. Ovaj proces je kljuc¢an za stvaranje piva.
Uz etanol i ugljikov dioksid, tijekom fermentacije nastaju i razli¢iti sekundarni metaboliti,
ukljucujuci ketone i estere, koji utjecu na okus i miris piva. Kvasci gornjeg vrenja takozvani
ale kvasci, obi¢no proizvode pivo s izrazenim voénim aromama zbog vece produkcije estera. S
druge strane, piva proizvedena kvascima donjeg vrenja takozvani lager kvasci, ¢esto zadrzavaju
sumporastu aromu. Ovisno o Zeljenom stilu piva, pivari pazljivo biraju vrstu kvasca i
kontroliraju uvjete fermentacije kako bi postigli Zeljeni profil okusa i mirisa u konacnom

proizvodu.®

1.5 Tehnolo$ka shema proizvodnje piva

Proizvodnja piva je slozen proces koji ukljucuje niz koraka i preciznih postupaka kako bi se

stvorilo ukusno i kvalitetno pivo. Sastoji se od dvije faze tehnologija slada i tehnologija piva.®

Proizvodnja sladovine se sastoji od pripreme slada koje obuhvaca ¢iséenje, pranje, sortiranje,
namakanje i suSenje. Zatim zapocinje mljevenje slada u mlinu za mljevenje u ovom koraku se
razara ljuska jeCma 1 omogucava se pristup Skrobu, S§to je potrebno za stvaranje sladovine,
teku¢ine bogate Secerima za fermentaciju pive. Mora se posti¢i odgovarajuca veliina
mljevenih Cestica jecma. Ako se previse usitni voda ¢e otezano teci kroz zrnenu masu koja se

moze zgrudvati. To moze uzrokovati probleme u ispiranju sladovine i1 smanjiti u¢inkovitost



ekstrakcije Skroba. S druge strane ako se premalo usitni velike ¢estice mogu otezati enzimima
da dospiju do $kroba i razloze ga u $eéere. To bi izazvalo manje efikasan proces fermentacije.’
Sitno mljeveni slad se zagrijava s vodom kako bi sladna zrna nabubrila, pukla i stvorila $krobno
ljepilo taj proces se naziva ukomljavanje. Zatim se skrobno ljepilo otapa i razgraduje odnosno
dolazi do hidrolize $e¢era.® Glavni cilj ovog procesa je dobivanje tih jednostavnih $ecera kako
bi ih mikroorganizmi tijekom fermentacije mogli pretvoriti u alkohol i druge proizvode.’
Filtrirana sladovina se zatim kuha s hmeljom koji doprinosi goréinu piva.®® Ovim postupkom
se takoder pospjeSuje talozenje i povecanje obojenosti jer se inaktivraju odredeni enzimi. Nakon
toga ide bistrenje pa hladenje sladovine na temperaturu pogodnu za rast kvasaca. Hladi se
pomocu razli¢itih izvedbi izmjenjivaca topline. Sladovina sadrzi visok udio bjelan¢evina koje

se taloZe snizavanjem temperature.’

Druga faza je tehnologija piva i zapocinje dodavanjem kvasaca i fermentacijom. Ohladena
sladovina pretaka se fermentor gdje se inokulira pivskim kvascem. Kvasac je mikroorganizam
koji metabolizira Secere u sladovini, pretvarajuci ih u alkohol i uglji¢ni dioksid. Ovaj proces
obi¢no traje nekoliko dana do tjedana, ovisno o vrsti piva i uvjetima fermentacije. U procesu
proizvodnje piva, osim etanola i ugljikovog dioksida, nastaju i brojni drugi kemijski spojevi
koji utjecu na okusa piva. Ako njihova koncentracija postane previsoka, to moze negativno
utjecati na ukus, miris 1 stabilnost piva, ukljuCujuéi 1 formiranje pivske pjene. Nepozeljni
aromatski spojevi mogu ukljucivati povecane koncentracije diacetila, aldehida i sumpornih
spojeva. Ovi spojevi Cesto nastaju kao posljedica ubrzanog procesa fermentacije ili skra¢enog
razdoblja dozrijevanja piva. Pozeljni aromatski spojevi obi¢no ukljucuju vise alkohole i estere,
koji pridonose bogatijem i uravnoteZenijem profilu okusa i mirisa piva. Tijekom fermentacije
treba odrzavati stabilnu temperaturu kako bi se osigurala pravilna aktivnost kvasca. Razli¢ite
vrste piva zahtijevaju razli¢ite temperature fermentacije. Kada kvasac zavr$i svoj rad,
fermentacija se zaustavlja. Na ovom se koraku alkohol sadrzan u sladovini znatno povecéava, a
dodatne arome i okusi se razvijaju dok se kvasac odvaja od gotovog piva. Neka piva zahtijevaju

dodatno sazrijevanje. Gotova piva se filtrira i puni u boce, limenke ili ba¢ve za distribuciju.®



Slika 1. Tehnoloska shema proizvodnje piva®




1.6 Podjela piva

Piva se klasificira po razli¢itim kriterijima: prema vrsti kvasaca, prema boji, prema glavnoj

sirovini, prema masenom udjelu ekstrakta u sladovini, prema volumnom udjelu alkohola.*
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Slika 2. Podjela pivat

Prema vrsti kvasca piva moze biti:

e Lager- piva donjeg vrenja koristi se kvasac Saccharomyces pastorianus takozvani
lagerni kvasac. Fermentacija se dogada na nizim temperaturama, obi¢no izmedu 7 °C i
13 °C zato se naziva i hladno vrenje, kvasci se taloze na dno posude. Ovaj kvasac
fermentira sporije i daje pivu izrazenu gor¢inu i aromu po hmelju s manje vo¢nih aroma.
e Ale- kvasac Saccharomyces cerevisiae se koristi za fermentaciju na viSim

temperaturama, obi¢no izmedu 15 °C 1 24 °C. Ova vrsta kvasca brze fermentira i ¢esto



daje vocne, cvjetne i zacinske arome pivu. Naziva se piva gornjeg vrenja jer kvasac na
kraju ispliva na povrsinu.

e Africko- se proizvodi uz pomo¢ posebne vrste kvasca Schizomyces pomb koji djeluje na
visokim temperaturama (30 — 40 °C). Razlikuje se od ostalih piva jer se proizvodi se od
prosenog slada, a ne jeémenog kao veéina.

e Spontano- prevrela piva predstavljaju tradicionalni nacin proizvodnje piva koji ima
dugu povijest u svijetu pivarstva. lako je ova metoda danas rijetka, neki industrijski
proizvodaci je i dalje prakticiraju posebno za proizvodnju Lambic piva. Ova piva su
poznata po svojoj jedinstvenoj karakteristici. U ovom postupku, koriste se neselektirani
divlji sojevi kvasaca koji dolaze iz okoline, dospijevajuéi u sladovinu iz zraka ili s
povrSina posuda i prostorija. Ti divlji kvasci Cesto sadrze viSe hlapljivih spojeva i
neprevrelog ekstrakta, $to pivu daje poseban vinski, voéni, ponekad i fenolni okus. Ova
piva Cesto dobivaju dodatnu aromu kada se fermentiraju uz dodatak voca, $to pridonosi
voc¢noj slatko¢i i mirisu pivu. Fermentacija Lambic piva odvija se u dvije faze. Prva faza
traje 3 do 6 mjeseci, tijekom koje se proizvodi etanol. U drugoj fazi, koja traje 12 do 24
mjeseca, proizvode se uglavnom kiseline. Ova dugotrajna fermentacija i kompleksni
procesi stvaraju jedinstvene arome i okuse, ¢ineéi Lambic piva jednim od

najspecifi¢nijih stilova piva na svijetu..!112

1.7 Lambic piva

Belgijanci s posebnim ponosom ¢uvaju svoju bogatu pivsku tradiciju koja datira jo§ od 11.
stolje¢a. Izdvajaju se po jedinstvenom pivu lambic, pSeni¢na piva koje se dobiva spontanim
vrenjem s divljim kvascima, postupkom koji nije uobic¢ajen ni na jednom drugom mjestu na
svijetu. To je razlog zaSto se Belgija smatra svjetskom prijestolnicom piva. Lokacija ima
ogromnu prednost jer ima izuzetnu mikrofloru. Postoji stotina karakteristi¢nih divljih kvasaca
od kojih su najpoznatiji 'Brettanomyces Bruxellensis' i 'Brettanomyces Lambicus'. Ti
mikroorganizmi omoguéuju Kuhanje piva prema iznimnoj metodi: spontana fermentacija,

takoder poznata kao prirodna ili divlja fermentacija.?

Spontana fermentacija koristi se u tradicionalnoj proizvodnji piva, vina i jabukovace. Medutim,
u proizvodnji piva, upotreba spontane fermentacije je rijetka zbog poteSkoca u kontroliranju
samog procesa fermentacije. Unato¢ tome, lambic piva se ipak proizvodi putem spontane
fermentacije. Ovaj poseban stil piva tradicionalno se proizvodi Belgiji u krugu od petnaest

kilometara od Bruxellesa, dolina rijeke Senne i okolnoj regiji, jer to podrucje pruza optimalne



uvjete za spontanu fermentaciju, $to znac¢i da umjesto upotrebe uzgojenih sojeva kvasca, oslanja
se na divlji kvasac i bakterije prisutne u okolisu kako bi fermentirala piva. Koncentracija
voénjaka i tradicionalnih seoskih pivovara stvara idealno okruzenje za razvoj divljeg kvasca i
bakterija koji postaju aerotransportirani tj. prenose se zrakom i to omogucéava proizvodnju
lambic piva. Postupak proizvodnje lambic piva ukljucuj ostavljanje mljeva (nefermentiranog
piva) izlozenog otvorenom zraku tijekom hladenja. Dok se mljevo hladi, dolazi u kontakt s
lokalnim mikroorganizmima prisutnima u zraku, posebno oko vo¢njaka gdje divlji kvasac
obiluje zbog prisutnosti vo¢a i procesa fermentacije. Divlji sojevi kvasca kao Sto su
Saccharomyces i Brettanomyces te razlicite bakterije poput Lactobacillus i Pediococcus koje
su prirodno prisutne u okolisu, taloZe se na izlozenom mljevu i zapo&inju proces fermentacije.?
Jedinstvena kombinacija ovih divljih mikroorganizama daje lambic pivu njegov prepoznatljiv
okus. Kako bi ocuvali tradicionalni aspekt proizvodnje lambic piva, mnogi pivari u regiji
odbijaju koristiti uzgojeni kvasac i nastoje sac¢uvati jedinstvenu mikrobnu bioraznolikost svog
odredenog podrucja proizvodnje. Kao rezultat toga, lambic piva nije samo ukusno i intrigantno
pice, ve¢ 1 zivi dokaz interakcija izmedu prirode 1 ljudske vjeStine u svijetu pivarstva. Sezona
proizvodnje lambic piva pocinje u rujnu i zavrsava u travnju.}* Tradicija je proizvoditi lambic
piva tijekom hladnijih mjeseci godine kako bi se sprijecilo potencijalno kvarenje mljeva
tijekom toplijih ljetnih mjeseci. Mljevo se ostavlja da se preko noci hladi u otvorenim plitkim
posudama (hladnjacima), a zatim se inokulira prirodnim mikroflorom prisutnom u okolini.
Kada se mljevo do kraja no¢i ohladi, prebacuje se u metalne ili drvene bacve i pohranjuje u
skladiStima koja nemaju klimatizaciju. Temperature u tim skladiStima mogu varirati od 0 do 25

oC 15

Proces fermentacije lambic piva moZe se podijeliti na cCetiri razlicite faze, pri ¢emu
mikroorganizmi doprinose klju¢nim okusnim i aromatskim spojevima u svakoj fazi. U prvoj
fazi fermentacije dominira Kloeckera apiculata (divlji kvasac) i enteri¢ne bakterije. U drugoj
fazi fermentacije dominira Saccharomyces sp., a slijede ih mlije¢nokiselinske bakterije u trecoj
fazi. Brettanomyces, poznat i kao "brett", je divlji kvasac Cesto povezan s kvarenjem crvenih
vina 1 jabu¢nog soka. Kod lambic piva, brett donosi o¢ekivane i1 pozitivne okusne karakteristike

i dominira ¢etvrtom i posljednjom fazom fermentacije.®

Hlapljivi i polu-hlapljivi spojevi koji se nalaze u lambic pivu potjecu iz razli¢itih kemijskih
grupa, kao Sto su esteri, kiseline, visi alkoholi (fusilni alkoholi- mjesavine visih alkohola
proizvedeni kao nusproizvod alkoholnog vrenja) i fenoli. Esteri igraju vaznu ulogu u

aromatskom profilu ovog posebnog stila piva, a nastaju kao nusproizvodi razlicitih



mikroorganizama. Esteri su dobro poznati po svojim voc¢no-cvjetnim aromama. Dva
najutjecajnija estera koji se proizvode u lambic pivima su etil-laktat i etil-acetat, koji potjecu

od mlije¢ne i octene kiseline tijekom treée faze fermentacije.™®

Gueuze piva su kombinacija mladog (starog 1 godinu) i starog (starog 2 i 3 godine) piva. Ova
mjeSavina omogucuje da se razliciti okusi i aromati¢ni profil starijih lambic piva izmijesaju s
blagim 1 svjezim karakteristikama mladih lambic piva. Gueuze je slican Sampanjcu jer se

sekundarna fermentacija odvija u boci.'®

Lambic piva su vazna u belgijskoj kulturi i pivskoj tradiciji. Ona su dio identiteta regije
Pajottenland i imaju klju¢nu ulogu u ocuvanju pivske bastine. Lambic piva su stekla globalnu

popularnost medu pivoljupcima koji cijene jedinstvenost i slozenost ovog stila.2

1.8 Senzorika piva

Senzorska analiza je znanstvena disciplina koja se bavi poticanjem, mjerenjem, analizom i
interpretacijom reakcija osjetila vida, mirisa, okusa, dodira i sluha na karakteristike hrane i
tvari. U ovoj disciplini nema upotrebe tehni¢kih mjernih instrumenata, ve¢ se oslanja na ljudska

osjetila.t’
Postoje razlicite vrste testova koji se koriste u senzorskim analizama:

Testovi razlika: Ovi testovi usmjereni su na utvrdivanje postoji li razlika izmedu razli¢itih
uzoraka. Mogu biti op¢i testovi razlika (gdje se ispituje postojanje bilo kakvih razlika izmedu

uzoraka) ili testovi razlika u obiljeZjima (koji se fokusiraju na specifi¢na obiljezja proizvoda).

Testovi sklonosti: Ovi testovi ukljucuju testove preferencija i testove prihvacanja. Koriste se
kako bi se razumjelo $to potroSaci vole 1 kako bi se razvijali novi proizvodi, istrazivalo trZiSte

te poboljsavala aroma, tekstura, okus i ukupni proizvod.

Opisni testovi: Opisni testovi su najnaprednija vrsta testova za senzorsku analizu. Ukljucuju

opis svih kvalitativnih i kvantitativnih karakteristika proizvoda koje provode panelisti.®

Okus piva nije konstantan i moze se mijenjati tijekom vremena. Stabilnost okusa igra klju¢nu
ulogu u odredivanju roka trajanja proizvoda. Stoga je vazno pratiti promjene u okusu piva kako
bi se osigurala njegova kvaliteta i sigurnost za potrosac¢e. Samo oko 20% svjetske populacije
ima talent za kuSanje, §to im omogucéava da nakon senzorske obuke prepoznaju i ocijene

intenzitet okusa u pivu. %%



Kota¢ okusa medunarodno je prihvacen alat koji u formatu grafickog kotaca opisuje
terminologiju okusa piva. Sluzi za standardizaciju pojmova koji se koriste u opisnoj analizi

piva 22,23

Slika 3. Pivski kota¢®*
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1.9 Hlapljivi spojevi u lambic pivu

U lambic pivima se tijekom procesa fermentacije proizvode mnogi spojevi kao metabolicki
intermediati ili nusproizvodi kvasca i bakterija, a najznacajniji su kiseline i esteri. Hlapljivi i
polu-hlapljivi spojevi identificirani u lambic pivima dolaze iz razli¢itih kemijskih klasa,
ukljucujuéi alkohole, kiseline, estere, ketone, aldehide i fenole. Izvori nastanka spojeva mogu
biti sirovine, nusprodukti metabolizma kvasaca ili kontaminiraju¢ih mikroorganizama, mogu

nastati skladistenjem.*>?

Susenjem 1 przenjem slada nastaje prva skupina hlapljivih spojeva koju Cine spojevi
Maillardove reakcije. Drugu skupinu ¢ine eteri¢na ulja iz hmelja koja se ispustaju kuhanjem.

Najvazniji spojevi nastaju postupkom fermentacije.?®

Razlike u relativnim koncentracijama spojeva prisutnih u pivu mogu se primijetiti jer lambic
piva prolaze kroz dulje fermentacijske i sazrijevajuce periode (najmanje godinu dana, ponekad
i do tri godine). Vremenom se formiraju i razgraduju kemijski spojevi, §to moze utjecati na

okus i aromu piva.t

Esteri su posebno vazni za dodavanje voénih nota u piva i smatraju se indikatorima starenja
piva.?’ Neki esteri, poput izoamil-acetata koji daje pivu okus banane, mogu se s vremenom
smanyjiti ispod praga osjetljivosti, $to rezultira gubitkom voénosti u pivu. Medutim, drugi esteri,
poput etil-izovalerata i etil-izobutirata, mogu se razvijati tijekom starenja piva. Njih u usporedbi
s etanolom 1 uglji¢nim dioksidom ima u znatno manjoj koli¢ini, ali igraju vaznu ulogu u ukupnoj
aromi gotovog proizvoda, jer imaju niski prag osjetljivosti na miris u pivu. Stoga je vazno da
pivari nastoje uravnoteziti koncentraciju estera s drugim okusnim spojevima. Esteri se
uglavnom formiraju tijekom aktivne faze fermentacijskog procesa enzimskom kondenzacijom
organskih kiselina i alkohola. Esteri se specifi¢no sintetiziraju unutar intracelularnog prostora
fermentacijske stanice kvasca. Esteri se mogu podijeliti u dvije glavne skupine: acetatni esteri
i etilni esteri srednjih lanaca masnih kiselina (MCFA). Acetatni esteri nastaju iz octene kiseline
s etanolom ili vi§im alkoholom. Neki najznacajniji esteri i njihove arome: etil-acetat (vo¢no,
slatkasto), izoamil-acetat (banana, jabuka), 2-feniletil-acetat (ruza, med, jabuka, slatkasto), etil-
butanoat (tropsko voce), etil-heksanoat (slatka jabuka), etil-oktanoat (kisela jabuka), etil-

dekanoat (cvjetno).?82°

Zbog toga u pivu moZemo prepoznati razli¢ite arome koje podsjecaju na jabuku (acetaldehid),

slad (aldehidi razgranatog lanca), zemlju (metional), cvijeée (2-fenilacetaldehid) te badem ili
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tresnju (benzaldehid).®® Vazno je napomenuti da aldehidi prisutni u pivu mogu potjecati kako
od kvasaca tako i od drugih izvora. Na primjer, acetadehid je direktni nusprodukt metabolizma
kvasaca tijekom procesa vrenja piva, istovremeno sluzeci kao prekursor za stvaranje etanola u
glikolitickom putu. Prilikom sinteze nezasi¢enih masnih kiselina nastaju aldehidi razgranatog

lanca i 2-fenilacetaldehid, ali u niskim koncentracijama.

Hlapljivi spojevi identificirani koriStenjem GC—MS-a dolaze iz razli¢itih kemijskih grupa. Kod
starijih piva moze do¢i do drasti¢ne promjene zbog kontinuirane aktivnosti kvasca tijekom
zrenja u boci i produljenog skladistenja. Kako piva stari, odredeni esteri ¢e se smanjiti, dok ¢e

drugi povecati, $to dovodi do promjene arome piva koja podsje¢a na vino.*®

Ova raznolikost aroma u pivu doprinosi bogatstvu okusa i mirisa te Cini pivski dozivljaj
raznolikim i uzbudljivim za ljubitelje piva. Vazno je za pivare da razumiju i kontroliraju ove

arome kako bi osigurali kvalitetu i konzistenciju svojih proizvod.

1.10  Metode izolacije hlapljivih spojeva

Primjenom razli¢itih tehnika izolacije dolazi do separiranja komponenti odgovornih za okus i
miris proizvoda u njihovom izvornom obliku. Razne su metode za koncentriranje i/ili
ekstrakciju hlapljivih spojeva, ali svaka nosi sa sobom izazov potencijalnog narusavanja
sastojaka arome i/ili stvaranja neprirodnih aroma. Zbog ovoga je od velike vaznosti osigurati
blage uvjete izolacije kako bi se sacuvala izvorna aroma s minimalnim gubicima te kako bi se
1zbjegla nezeljena oksidacija, promjena pH vrijednosti, termalna degradacija 1 druge kemijske
ili biokemijske promjene. Vazno je mo¢i pretpostavit koji ¢e se hlapljivi spojevi pojaviti,
pogotovo ako znaéajno utje¢u na aromu, kako bi se odabrala najbolja metoda izolacije. Kod

odredivanja aroma u lambic pivima koristili smo metodu mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj
fazi te GC-MS.*!
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1.10.1 Mikroekstrakcija vr§nih para na krutoj fazi

Krajem 20. stolje¢a otkrivena je jednostavna, brza i u¢inkovita metoda ekstrakcije spojeva iz
plinovitih, ¢vrstih i tekuc¢ih uzoraka. Metoda mikroekstrakcije vrsnih para na krutoj fazi (engl.
headspace solid phase microextraction; HS-SPME) koja pripada grupi sorpcijskih tehnika. HS-
SPME se uspjesno koristi za ekstrakciju hlapljivih i poluhlapljivih spojeva te se kombinira sa
sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS). Prednost ove tehnike leze u
integriranju ekstrakcije, koncentriranja i prijenosa u jednom koraku prema plinskom
kromatografu. Postupak HS-SPME se sastoji od dva koraka. Spojevi se prvo distribuiraju
izmedu matrice uzorka i ekstrakcijske faze. Nakon toga slijedi drugi korak, gdje se
koncentrirani ekstrakti desorbiraju iz faze ekstrakcije i prenose u analiticki instrument.
Aparatura je relativno jednostavna i sastoji se od nekoliko osnovnih komponenti. I1zgleda poput
modificirane Sprice i sastoji se od igle, nosaca i SPME vlakna slika 4. SPME vlakno je tanak
sloj optickog vlakna prekriven tankim slojem polimernog materijala, ¢ija je osnovna svrha
adsorbirati i koncentrirati organske spojeve iz uzorka.Odabir vrste SPME vlakna ima velik
utjecaj na selektivnost ekstrakcije. Na primjer, polarna vlakna koriste se za izolaciju polarnih
spojeva, dok se za nepolarne spojeve koristi nepolarno vlakno. Koli¢ina ekstrahiranih spojeva
ovisi o trajanju ekstrakcije i koncentraciji hlapljivih spojeva u uzorku. Vrijeme ekstrakcije
odreduje koliko dugo SPME vlakno dolazi u kontakt s uzorkom. Prije upotrebe, vlakno se mora
kondicionirati zagrijavanjem na visokoj temperaturi par sati. Pozitivne karakteristike ove
ekstrakcije ukljucuju jednostavnost i brzinu izvodenja, nepotreban rad s otapalima, ponovljivost
rezultata, visoku osjetljivost, stabilnost vlakna i potrebu za malom koli¢inom uzorka. Medutim,
nedostatak metode ovisi o koli¢ini hlapljivih spojeva, tezini, duljini i vrsti vlakna, vremenu

uzorkovanja i temperaturi.3>*
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Slika 4. Shematski prikaz HS-SPME ekstrakcije®

1.10.2 Mikroekstrakcija vrsnih para na tekucéoj fazi

Metoda ekstrakcije tekuce-tekucée se bazira na varijaciji topljivosti tvari u otapalima koji se ne
mijesaju. Osnovna primjena ove metode ukljucuje upotrebu lijevka za odvajanje. Ovaj postupak
se temelji na difuziji, gdje dolazi do separacije tvari izmedu dvaju otapala, obi¢no izmedu
vodene otopine tvari i organskog otapala koje se ne mijesaju. Efikasnost ovog procesa moze se
povecati ponavljanjem postupka s manjim koli¢inama otapala viSe puta, umjesto koristenja
jednog velikog postupka s velikom koli¢inom otapala. Ova metoda ima pozitivne karakteristike
kao $to su jednostavna primjena i ucinkovita ekstrakcija aromati¢nih spojeva. Nedostaci
ukljucuju gubitak najlaksih isparljivih spojeva prilikom uklanjanja otapala, stvaranje emulzije

i velike koli¢ine uzorka kako bi se dobio koncentrirani ekstrakt.
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1.10.3 GC-MS

Nakon izolacije hlapljivih spojeva primjenjuje se analiza i identifikacija hlapljivih spojeva

pomoc¢u metode plinske kromatografije-spektrometrije masa (GC-MS).

GC-MS (engl. Gas Chromatography-Mass Spectrometry) je analiticka metoda koja omogucuje
identifikaciju i kvantifikaciju kemijskih spojeva u uzorcima. Ova tehnika kombinira dvije
razli¢ite tehnologije: plinsku kromatografiju (GC) i maseni spektrometar (MS). Analiza
plinskom kromatografijom i masenom spektrometrijom (GC-MS) obavlja se za spojeve niske
molekulske tezine, umjerene ili niske polarnosti te ¢esto u niskim koncentracijama. Ove analize
provode se u plinskom agregacijskom stanju kako bi omogucili razdvajanje i identifikaciju ovih
spojeva. Jedan od izazova pri izvodenju analiza GC-MS-a jest razlika u tlakovima izmedu
plinskog kromatografa i masenog spektrometra. Ovaj problem rjeSava se primjenom
vakuumske pumpe koja omogucuje prijenos spojeva iz plinskog kromatografa u maseni
spektrometar. Takoder, kapilarni stupci plinske kromatografije ¢esto se koriste kako bi se

poboljsala u¢inkovitost i razdvajanje spojeva.>*

Proces zapoCinje ubrizgavanjem uzorka u plinsku kromatografiju, gdje se komponente
razdvajaju temeljem njihovih razli¢itih interakcija s mobilnom (plinskom) i stacionarnom
(kolonom) fazom. Svaki spoj prolazi kroz kolonu u razli¢ito vrijeme, Sto rezultira odvajanjem

komponenata uzorka u vremenskom slijedu.®

Nakon razdvajanja u plinskoj kromatografiji, spojevi ulaze u maseni spektrometar. Ova
tehnologija mjeri mase i ionske snage spojeva koji izlaze iz plinske kromatografije. MS generira
maseni spektar za svaku komponentu, §to omogucuje identifikaciju kemijskih spojeva na

temelju njihove jedinstvene masene strukture.
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Slika 5. Shematski prikaz GC-MS uredaja®

Kombinacija ovih dviju tehnika omogucéuje visoku osjetljivost, preciznost i selektivnost pri
analizi razli¢itih spojeva u uzorcima. GC-MS se Siroko koristi u analizi hrane, piéa, lijekova,

kozmetike i svih slozenih smjesa kao §to je piva.

Uzorak se injektira u separacijsku termostabilnu kolonu. U toj koloni smjesa se razdvaja, a
zatim plin nositelj odvodi komponente prema spektrometru mase ili detektoru. Nakon toga,
dobiveni spektar masa usporeduje se s bazom podataka pohranjenom u racunalu. To omogucuje
odredivanje postotka podudaranja spektara i identifikaciju spoja. Osim toga, tehnika pruza

informacije o retencijskom vremenu, §to je vrijeme zadrzavanja pojedinog spoja u koloni.3>3¢

Piva je kompleksno pice koje je rezultat brojnih bioloskih i kemijskih reakcija koje proizvode

stotine spojeva koji doprinose aromi i okusu pica.
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1 Opis uzoraka

2.1.1 Pivas okusom maline

Lambic piva s okusom maline. U mladu Belgijsku pivu staru najmanje godinu dana se macerira
najmanje 30 % filtrata maline. Sadrzi 375 mL, 2,5 % alkohola. Tamno roze boje sa svjetlo

rozom pjenom. Sadrzi 52 kcal (100 mL).?
2.1.2 Pivasokusom jabuke
Lambic piva s okusom jabuke. MjeSavina viSe biranih sorti jabuka i mlade Belgijske pive stare

najmanje godinu dana. Sadrzi 375 mL, 3,5 % alkohola. Ima zlatnu boju meda s bijelom pjenom.
Sadrzi 53 kcal (100 mL).2

2.1.3 Piva s okusom viSnje
Lambic piva s okusom viSanja. Koristi se mlada Belgijska piva i 25 % filtrat svjezih visanja

koji se macerira prije filtriranja i pasterizacije piva. Sadrzi 375 mL, 3,5 % alkohola. Crvene

boje sa svjetlo crvenom pjenom. Sadrzi 53 kcal (100 mL).2

2.1.4 Piva s okusom breskve

Lambic piva s okusom breskve. Koristi se mlada Belgijska piva stara najmanje jednu godinu.
U kojoj se 30 % svjeze filtrirane breskve macerira. Sadrzi 375 mL, 2,5 % alkohola. Zlatno

narancaste boje s svjetlijom pjenom. Sadrzi 53 kcal (100 mL).2

17



2.2 Eksperiment- SENZORSKA ANALIZA

Senzorska analiza proucava svojstva hrane pomocu ljudskih osjetila vida, mirisa, okusa, sluha
I dodira. Parametri poput mirisa, okusa, izgleda, teksture i zvuka igraju klju¢nu ulogu u ocjeni
senzorske kvalitete proizvoda. Analizom tih karakteristika moze se donijeti prosudba
prihva¢anja odredenog proizvoda.®’” i pouzdana, vazno je odabrati odgovarajuéi broj
reprezentativnih uzoraka za objektivno ocjenjivanje. Ovo osigurava da rezultati budu relevantni
I pouzdani te da se dobije realna slika senzorskih svojstava proizvoda. Odabir uzoraka koji
dobro predstavljaju proizvod pomaze osigurati da ocjenjiva¢i mogu donijeti objektivne i
konzistentne prosudbe o senzorskoj kvaliteti proizvoda. Senzorskim ispitivanjem odreduju se
razli¢ita svojstva npr. boja, mutnoc¢a, gorCina, visina i trajnost pjene. PotroSae ponajvise

zanima ocjena piva za osjetilo okusa zatim mirisa, svjezina te intenzitet gorcine.

Kako bi se osigurala kvaliteta piva, provodi se interna organolepticka ocjena prije i nakon
punjenja u ambalazu. Ocjenu obavljaju profesionalni ocjenjivaci koji su prosli razli¢ite testove
za raspoznavanje okusa razrijedenog, zasladenog i1 zagoréenog piva. Ovi strucnjaci imaju
obuceno nepce i sposobnost preciznog procjenjivanja okusa i mirisa piva kako bi osigurali da
proizvod ispunjava standarde kvalitete i ukusa. Ova interna organolepti¢ka ocjena pomaze
identificirati bilo kakve varijacije u kvaliteti piva prije i nakon §to je punjeno u ambalazu. Ako
se tijekom ovog procesa otkriju nepravilnosti ili odstupanja od ocekivanog profila okusa i
mirisa, to moze ukazivati na probleme u proizvodnji ili skladiStenju, a proizvodaci mogu
poduzeti odgovarajuc¢e korake za ispravljanje tih problema kako bi se osigurala dosljedna

kvaliteta proizvoda.38°
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Slika 6. Uzorci

Provedena je senzorska analiza lambic piva: lambic piva s okusom jabuke (uzorak 101) , lambic
piva s okusom maline (uzorak 202), lambic piva s okusom breskve (uzorak 303), lambic piva

s okusom viSnje (uzorak 404).

Zadatak ispitivaca bio je metodom kvantitativne deskriptivne analize opisati proizvode iste
kategorije. Deskriptivni testovi nam govore kako se proizvodi razlikuju u specificnim
senzorskim svojstvima, a kvantitativni deskriptivni testovi mjere intezitet kvalitativnih
elemenata pomocu raznih ljestvica.®® Ova lambic piva su proizvedena u istoj tvornici na isti
tehnoloski nacin, ali su dodane razlicite arome. Takoder je koriSten test preferencije odnosno
test rangiranja preferencije. Ova vrsta testova se koristi kada se ispituju dva ili vise uzoraka. Od
ispitivaca se trazi da dodijele redoslijed uzorcima prema svojim Zeljama. U analizi je
sudjelovalo 20 ispitivaca te su posluzena Cetiri uzorka u vremenu od 10 do 11 sati. Ispitanici su
savjetovani da prije senzorskog ocjenjivanja ne jedu, ne piju i ne puse najmanje 30-60 min te
da ne koriste losione i parfeme. Prije ocjenjivanja ispitanici su dobili kratke i jasne verbalne

upute, a uzorci su kodirani. Kao sredstvo za ¢iS¢enje nepca posluzena je voda i kreker.
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Svaki ispitivac je ispred sebe dobio papir s Cetiri kotaca (slika 7.) za kvantitativnu analizu sva
Cetiri uzorka te tablicu za preferenciju (tablica 1.).

zadrzava VO alkohol

senkus esteri

-

vocni

tjelo citrus
bistroca hmeljni okus
gorak okus cvjetni
kiseli okus ljuti
slatki okus sladni okus

sumporni okus karamele

okus

zagorjeli
okus

Slika 7. Izgled kotaca za kvantitativnu deskriptivnu analizu®

Srediste kotaca predstavlja minimalni intenzitet svih okusa, oni rastu udaljavajuci se od srediSta

kotaca prema nazivu odredenog okusa te ja najjaci na opsegu kruga.

Tablica 1. Izgled testa rangiranja preferencije

IME | PREZIME:
DATUM:

UZORAK PREFERENCIJA
101
202
303
404

Tablica s Cetiri kodirana uzorka, preferencija se stavlja na iduéi nacin:

1. Pored uzorka Kkoji se ispitivacu najvise svida
2. Pored uzorka koji se ispitivacu iduci svida

3. Pored uzorka koji se ispitivacu idu¢i svida
4

Pored uzorka koji se ispitivacu najmanje svida
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Slika 8. Uzorci s lijeva na desno 101, 202, 303, 404

2.3 Eksperiment- ANALIZA KEMIJSKOG SASTAVA HLAPLJIVIH SPOJEVA

U ovom radu koristena su ¢etiri razli¢ita uzorka lambic piva u svrhu izoliranja i identificiranja
hlapljivih spojeva. Izolacija hlapljivih spojeva je izvedena koriStenjem metode
mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi. Ova metoda ukljucuje koristenje dvaju vrsta
vlakana s razli¢itim polarnostima: sivo vlakno s ovojnicom (divinilbenzen /karboksen
/polidimetilsiloksan) i plavo vlakno s ovojnicom (polidimetilsiloksan / karboksen). Nakon §to
su hlapljivi spojevi izolirani pomoc¢u ovih vlakana, provodi se identifikacija tih spojeva pomocu
GC-MS uredaja (plinska kromatografija-masena spektrometrija). Ova tehnika omogucuje

analitiCku analizu hlapljivih spojeva kako bi se utvrdili njihovi kemijski sastavi 1 strukture.
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2.3.1 Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi

Za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME), koristi se 1 mL uzorka piva, pri
¢emu svaki uzorak zasebno stavlja u staklenu posudu zapremine 15 mL. Nakon toga, posuda se
hermeticki zatvara teflonskom septom. Zatvorena posuda se postavlja u vodenu kupelj koja je
zagrijana na 60 °C. Sadrzaj u posudi se mijesa uz pomo¢ magnetske mijesalice (Heidolph MR
Her-Standard) koja mozZe raditi u rasponu brzina od 100 do 1400 o/min. Kupelj takoder ima
termostat (Heidolph EKT 3001) kako bi odrzavala konstantnu temperaturu.Slika 9. nam
prikazuje koriStenu aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME). Prema
uputama proizvodaca (Supelco Co., SAD, plavo vlakno se aktivira kondicioniranjem tijekom
30 minuta na temperaturi od 250 °C. To se postize tako da se SPME igle postave u injektor
plinskog kromatografa. Sivo vlakno se takoder kondicionira na isti nacin, ali u ovom slucaju se
kondicionira tijekom 60 minuta na temperaturi od 270 °C. Nakon §to su vlakna kondicionirana,

koriste se za ekstrakciju vr$nih para uzoraka.

Slika 9. Aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi
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Koristili ste dvije razli¢ite vrste SPME vlakana, plavo i sivo vlakno (Slika 10). Preliminarnim
istrazivanjem utvrdili ste da su ova vlakna najpogodnija za ekstrakciju vr$nih para uzoraka, s
obzirom na ukupni broj identificiranih spojeva u vrSnim parama. Evo vise detalja o koriStenim

vlaknima:

e Sivo vlakno S ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS) duzina ovog vlakna iznosi 5 cm (Supelco Co., SAD),
e Plavo vlakno s ovojnicom polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB) duzina

ovog vlakna iznosi 5 cm (Supelco Co., SAD).

Kondicioniranje uzorka trajalo je 15 min. SPME igla postavlja se u posudu, a vlakno se izvlaci
I provodi se ekstrakcija vr$nih para 45 min, uz konstantnu brzinu mije$anja otopine uzorka
meda (1000 o/min). SPME vlakno je vraceno u iglu nakon uzorkovanja te je izvuceno iz posude
i odmah postavljeno u GC-MS injektor (250°C na 7 min) gdje je provedena toplinska desorpcija

ekstrahiranih spojeva izravno u GC kolonu.

Slika 10. Sivo i plavo vlakno®
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2.3.2 GC-MS analiza hlapljivih slojeva

Analize uzoraka provedene su pomocu kolone s nepolarnom stacionarnom fazom HP-5MS,
proizvedene od strane Agilent Technologies. Ova kolona ima kemijski sastav od 5 % difenila i
95 % dimetilpolisiloksana, dimenzije 30 metara x 0,25 milimetara, te debljinu sloja stacionarne
faze od 0,25 mikrometara. Plin nositelj je helij protoka od 1 mL/min. Omjer cijepanja je 1:50,
temperatura injektora postavljena je na 250 °C, temperatura detektora na 230 °C, a energija

ionizacije 70 eV.

Slika 11. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)

Uz navedene analiticke metode, identifikacija hlapljivih spojeva provodila se i usporedbom
njihovih masenih spektara s masenim spektrima koji se nalaze u bibliotekama masenih spektara.
Konkretno, koristili su se podaci iz biblioteka masenih spektara, kao §to su Wiley 09 (Wiley
MS library) i NIST17 (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, SAD),
kako bi se usporedili maseni spektri dobiveni iz analiziranih uzoraka s masenim spektrima

poznatih spojeva iz literature.
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Rezultati GC-MS analize za svaki analizirani uzorak ukljucuju sljedece podatke:

Kromatogram ukupne ionske struje- to je grafikon koji prikazuje kako se intenzitet
ionskog signala mijenja s vremenom tijekom analize. Kromatogram ukupne ionske
struje pruza pregled razdvajanja razlicitih komponenata u uzorku tijekom plinske
kromatografije.

Naziv spoja ili spojeva i postotak sli¢nosti- na temelju analize masenih spektara,
identificiraju se spojevi prisutni u uzorku. Za svaki pika na kromatogramu ukupne
ionske struje odredenje se najsli¢niji spektar ili spektri poznatih komponenata, a sli¢nost
se izrazava postotkom. Ovo omogucuje identifikaciju hlapljivih spojeva.

Retencijsko vrijeme pojedinog kemijskog spoja- retencijsko vrijeme odnosi se na
vrijeme koje je potrebno da se odredeni spoj provede kroz kolonu plinske
kromatografije i pojavi na detektoru. To je vazan parametar za razdvajanje razlicitih
komponenata u uzorku.

Relativni udio pojedine komponente izrazen u postotcima: Ovo je postotna
koncentracija svake identificirane komponente u uzorku. To omoguéuje kvantifikaciju

prisutnih spojeva i procjenu njihove koncentracije.

Ovi podaci zajedno cine kompletnu analizu GC-MS-a i omogucuju preciznu identifikaciju,

kvantifikaciju i karakterizaciju hlapljivih spojeva u analiziranom uzorku.

Injektiranje uzoraka provedeno je ru¢no pomocu drzaca za HS-SPME.
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3. REZULTATI

3.1 Rezultati- SENZORSKA ANALIZA

UZORAK 101
zadrzava voc’:ni_ alkohol
esteri

se okus

vocni

bistroca

gorak okus cvjetni
kiseli okus ljuti
slatki okus sladni okus
Sllimporni zagorjeli okus karamele
ORUR okus
Slika 12. Rezultati uzorka 101
UZORAK 202
zadrzava YO Liohol
seokus ~ ©ster
tijelo e
citrus
bistroca & hmeljni okus
il
XA ,
gorak okus “’7 a cvjetni
kiseli okus ' ljuti
slatki okus sladni okus

sumporni okus karamele

okus

zagorjeli
okus

Slika 13. Rezultati uzorka 202
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UZORAK 303

vadrzavas YN kool
se okus estef
i vocni
tijelo

bistroca

R
AL

gorak okus “ cvjetni
kiseli okus ‘-_ ljuti
slatki okus Q sladni okus
ZlIJ(mporni zagorjell okus karamele
us okus
Slika 14. Rezultati uzorka 303
UZORAK 404
zadrzava voc’ni' alkohol
se okus estef
z vocni
tijelo

bistroca ‘
(5

gorak okus

kiseli okus

slatki okus

sumporni

RN
)

hmeljni okus

w"" cvjetni
' ljuti
e sladni okus

okus karamele

zagorjel
okus okus
Slika 15. Rezultati uzorka 404
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101
202
303
404

Tablica 2. Rezultati testa preferencije

1 2 3 4
10 7 3 /
4 4 3 9
2 4 8 6
4 5 6 5

Rezultati u tablici predstavljaj broj glasova od ukupno 20 ispitanika. Stupci oznacavaju

preferenciju od 1 do 4. Dok redci predstavljaju broj uzorka.
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3.2 Rezultati- ANALIZA KEMIJSKOG SASTAVA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Tablica 3. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva lambic jabuka -plavo vlakno

Red. RI Spoj udio (%)
broj

1. <900 3-metil-butan-1-ol 511
2. <900 heksanal 1,24
3. <900 3-metil-butan-2-ol 1,46
4. <900 2-furankarboksialdehid 2,07
5. <900 etil-2-metilbutanoat 5,18
6. <900 heks-3-en-1-ol 10,28
7. <900 izoamil-acetat 1,29
8. 965 benzaldehid 3,90
9. 976 heksanska kiselina 0,86
10. 995 butil-butanoat 0,87
11. 996 etil-heksanoat 0,55
12. 1008 heks-3-enil-acetat 2,69
13. 1074 oktan-1-ol 0,31
14, 1105 nonanal 0,45
15. 1116 2-feniletanol” 10,50
16. 1170 4-etilfenol 0,69
17. 1173 etil-benzoat 0,34
18. 1174 oktanska kiselina 15,10
19. 1198 etil-oktanoat 2,26
20. 1256 2-feniletil-acetat 2,69
21. 1273 nonanska kiselina* 1,03
22. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 6,53
23. 1382 dekanska kiselina* 8,33
24, 1467 5-heksil-dihidrofuran-2(3H)-on 5,57
25. 1570 dodekanska kiselina 0,60
26. 1976 heksadekanska kiselina 1,09

Ukupno identificirano 90,99

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*1dentifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja



Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva lambic jabuka -sivo vlakno

Red. RI Spoj Udio (%)
broj

1. <900 3-metil-butan-1-ol 5,32
2. <900 2-furankarboksialdehid 0,96
3. <900 heks-3-en-1-ol 4,97
4. <900 izoamil-acetat 10,71
5. 965 benzaldehid 1,20
6. 976 heksanska kiselina 1,34
7. 995 butil-butanoat 1,27
8. 996 etil-heksanoat 0,88
9. 1008 heks-3-enil-acetat 2,24
10. 1074 oktan-1-ol 0,28
11. 1105 nonanal 0,50
12. 1116 2-feniletanol” 6,38
13. 1145 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6-metil-4H-piran-4-on 1,10
14. 1170 4-etilfenol 0,95
15. 1173 etil-benzoat 0,18
16. 1174 oktanska kiselina 8,48
17. 1198 etil-oktanoat 6,50
18. 1230 5-hidroksimetilfurfural 10,71
19. 1256 2-feniletil-acetat 1,70
20. 1273 nonanska kiselina* 0,80
21. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 3,78
22. 1382 dekanska kiselina* 7,34
23. 1387 etil-dek-9-enoat 0,27
24, 1397 etil-dekanoat 1,98
25. 1467 5-heksil-dihidrofuran-2(3H)-on 3,41
26. 1570 dodekanska kiselina 0,17
27. 1593 etil-dodekanoat 0,17
28. 1976 heksadekanska kiselina 0,15

Ukupno identificirano 83,74

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*identifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Slika 16. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva lambic jabuka izoliranih HS-SPME
metodom s ovojnicom PDMS/DVB (plavo vlakno).
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Slika 17. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva lambic jabuka izoliranih HS-SPME
metodom s ovojnicom DVB/CAR/PDMS (sivo vlakno).
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Tablica 5. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva lambic malina -plavo vliakno

Red. RI Spoj Udio (%)
broj
1. <900 3-metil-butan-1-ol 3,26
2. <900 2-furankarboksialdehid 1,66
3. <900 heks-3-en-1-ol 2,18
4. <900 izoamil-acetat 0,67
5. 965 benzaldehid 0,77
6. 976 heksanska kiselina 0,59
7. 996 etil-heksanoat 0,39
8. 1003 oktanal 0,77
9. 1008 heks-3-enil-acetat 9,89
10. 1035 2-etil-heksan-1-ol 3,57
11. 1037 benzil-alkohol 0,59
12. 1074 oktan-1-ol 0,30
13. 1105 nonanal 4,42
14. 1116 2-feniletanol” 7,23
15. 1174 oktanska kiselina 5,00
16. 1198 etil-oktanoat 1,51
17. 1207 dekanal 0,31
18. 1256 2-feniletil-acetat 0,24
19. 1269 dek-2-enal 1,29
20. 1273 nonanska kiselina* 0,53
21. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 0,72
22. 1382 dekanska kiselina* 6,18
23. 1397 etil-dekanoat 1,28
24, 1485 pS-ionon 37,03
25. 1570 dodekanska kiselina 0,25
26. 1593 etil-dodekanoat 0,43
Ukupno identificirano 91,06

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*identifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Tablica 6. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva lambic malina -sivo vlakno

Red. RI Spoj Udio (%)
broj
1. <900 3-metil-butan-1-ol 2,98
2. <900 2-furankarboksialdehid 0,49
3. <900 heks-3-en-1-ol 1,57
4, <900 izoamil-acetat 2,24
5. 965 benzaldehid 0,22
6. 996 etil-heksanoat 0,64
7. 1008 heks-3-enil-acetat 10,70
8. 1105 nonanal 0,21
9. 1116 2-feniletanol” 3,92
10. 1173 etil-benzoat 0,35
11. 1174 oktanska kiselina 4,91
12. 1194 a-terpineol 0,39
13. 1198 etil-oktanoat 2,68
14. 1256 2-feniletil-acetat 0,16
15. 1273 nonanska kiselina* 0,25
16. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 0,62
17. 1382 dekanska kiselina* 5,48
18. 1397 etil-dekanoat 3,12
19. 1485 JS-ionon 45,00
20. 1554 4-(4-hidroksifenil)-buta-2-on (malina keton) 0,17
21. 1570 dodekanska kiselina 0,32
22. 1593 etil-dodekanoat 0,34
Ukupno identificirano 86,76

RI = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*1dentifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Slika 18. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva lambic malina izoliranih HS-SPME
metodom s ovojnicom PDMS/DVB (plavo vlakno).
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Slika 19. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva lambic malina izoliranih HS-SPME
metodom s ovojnicom DVB/CAR/PDMS (sivo vlakno).
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Tablica 7. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva lambic breskva -plavo vliakno

Red. RI Spoj Udio
broj (%)
1. <900 3-metil-butan-1-ol 3,02
2. <900 2-furankarboksialdehid 12,34
3. <900 heksen-1-ol 3,74
4. 965 benzaldehid 0,51
5. 976 heksanska kiselina 0,47
6. 994 S-mircen 0,51
7. 996 etil-heksanoat 1,75
8. 997 oktanal 0,45
9. 1035 limonen 13,26
10. 1101 linalol 0,86
11. 1105 nonanal 3,22
12. 1116 2-feniletanol” 11,54
13. 1170 4-etilfenol 0,59
14, 1174 oktanska kiselina 4,98
15. 1194 a-terpineol 0,51
16. 1198 etil-oktanoat 8,16
17. 1207 dekanal 0,59
18. 1256 2-feniletil-acetat 2,62
19. 1269 dek-2-enal 0,91
20. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 5,66
21. 1382 dekanska kiselina* 4,00
22. 1383 geranil-acetat 0,32
23. 1387 etil-dek-9-enoat 0,57
24, 1397 etil-dekanoat 6,79
25. 1467 5-heksil-dihidrofuran-2(3H)-on 0,41
26. 1571 5-heptil-dihidrofuran-2(3H)-on 3,45
27. 1593 etil-dodekanoat 0,88
Ukupno identificirano 92,11

RI1 = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*identifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Tablica 8. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva lambic breskva -sivo vlakno

Red. RI Spoj Udio (%)
broj
1. <900 3-metil-butan-1-ol 6,53
2. <900 2-furankarboksialdehid 2,98
3. <900 izoamil-acetat 0,74
4. <900 heksen-1-ol 0,31
5. 965 benzaldehid 0,29
6. 976 heksanska kiselina 0,47
7. 996 etil-heksanoat 1,80
8. 997 oktanal 0,31
9. 1074 oktan-1-ol 0,23
10. 1101 linalol 4,42
11. 1105 nonanal 1,93
12. 1116 2-feniletanol” 11,03
13. 1170 4-etilfenol 1,44
14. 1173 etil-benzoat 0,23
15. 1194 a-terpineol 10,93
16. 1198 etil-oktanoat 6,89
17. 1255 geraniol 0,44
18. 1256 2-feniletil-acetat 3,63
19. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 9,20
20. 1382 dekanska kiselina* 10,01
21. 1387 etil-dek-9-enoat 0,27
22. 1397 etil-dekanoat 3,23
23. 1467 5-heksil-dihidrofuran-2(3H)-on 0,97
24, 1571 5-heptil-dihidrofuran-2(3H)-on 7,00
25. 1593 etil-dodekanoat 0,22
Ukupno identificirano 85,50

RI1 = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*1dentifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Slika 20. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva lambic breskva izoliranih HS-SPME
metodom s ovojnicom PDMS/DVB (plavo vlakno).
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Slika 21. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva lambic breskva izoliranih HS-SPME
metodom s ovojnicom DVB/CAR/PDMS (sivo vlakno).
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Tablica 9. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva lambic visnja-plavo vlakno

Red. RI Spoj Udio
broj (%)

1. <900 3-metil-butan-1-ol 2,79
2. <900 2-furankarboksialdehid 1,60
3. <900 izoamil-acetat 0,70
4. 965 benzaldehid 29,55
5. 996 etil-heksanoat 1,53
6. 1008 heks-3-enil-acetat 0,75
7. 1037 benzil-alkohol 0,66
8. 1037 acetofenon 1,85
9. 1103 linalol 0,15
10. 1105 nonanal 0,25
11. 1116 2-feniletanol” 7,10
12. 1170 benzil-acetat 10,20
13. 1173 etil-benzoat 0,88
14, 1174 oktanska kiselina 10,26
15. 1194 a-terpineol 0,95
16. 1198 etil-oktanoat 3,63
17. 1256 2-feniletil-acetat 0,15
18. 1264 4-metoksi-benzaldehid 4,57
19. 1276 dekan-1-ol 0,73
20. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 3,76
21. 1331 piperonal 0,31
22. 1362 eugenol 0,38
23. 1382 dekanska kiselina* 8,06
24, 1387 etil-dek-9-enoat 0,16
25. 1397 etil-dekanoat 2,82
26. 1444 kumarin 0,41
27. 1600 heksadekan 0,23

Ukupno identificirano 94,43

RI1 = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*1dentifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Tablica 10. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva lambic visnja -sivo vlakno

Red. RI Spoj Udio (%)
broj

1. <900 3-metil-butan-1-ol 571
<900 2-furankarboksialdehid 0,45
3 <900 izoamil-acetat 1,89
4 965 benzaldehid 10,29
5. 974 heksanska kiselina 0,87
6. 996 etil-heksanoat 1,72
7 1003 oktanal 0,23
8 1008 heks-3-enil-acetat 0,81
Q. 1037 benzil-alkohol 0,46
10. 1037 acetofenon 0,89
11. 1074 oktan-1-ol 0,36
12. 1103 linalol 0,39
13. 1105 nonanal 1,46
14. 1116 2-feniletanol” 7,52
15. 1170 benzil-acetat 9,65
16. 1173 etil-benzoat 0,47
17. 1174 oktanska kielina 6,25
18. 1194 a-terpineol 8,87
19. 1198 etil-oktanoat 6,19
20. 1207 dekanal 0,15
21. 1233 citronelol 0,26
22. 1256 2-feniletil-acetat 0,25
23. 1264 4-metoksi-benzaldehid 5,61
24, 1269 dek-2-enal 0,46
25. 1276 dekan-1-ol 0,96
26. 1314 4-vinil-2-metoksifenol 4,27
27. 1331 piperonal 0,42
28. 1362 eugenol 0,45
29. 1382 dekanska kiselina* 8,65
30. 1387 etil-dek-9-enoat 0,23
31. 1397 etil-dekanoat 4,10
32. 1485 [S-ionon 0,43
33. 1570 dodekanska kiselina 0,14
34. 1593 etil-dodekanoat 0,30
35. 1600 heksadekan 0,15
Ukupno identificirano 91,31

RI1 = retencijski indeks na HP-5MS koloni

*1dentifikacija potvrdena pomocu referentnog spoja
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Slika 22. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva lambic vi$nja izoliranih HS-SPME
metodom s ovojnicom PDMS/DVB (plavo vlakno).
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Slika 23. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva lambic visnja izoliranih HS-SPME
metodom s ovojnicom DVB/CAR/PDMS (sivo vlakno).
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4. RASPRAVA

4.1 Rasprava- SENZORSKA ANALIZA

Slike 11., 12., 13. i 14. nam pokazuju srednje vrijednosti odgovarajucih okusa. Odredivanje
kvantitativne deskriptivne analize nije lagan zadatak. Nepca trebaju biti istrenirana kako bi se
prepoznali svi okusi 1 odredili intenziteti istih. Kod svih uzoraka izrazene su voéne arome (voéni
citrus i voéni ester), ali razlicite jacine. Takoder kiselost i slatko¢a prevladavaju u svim pivima
kao i hmeljni okus koji je ipak najizrazeniji u uzorku 303. Alkohol se osje¢a u uzorcima 202 i

404. Bistroc¢a raste od uzorka 202, 404, 303 do 101.

Iz testa preferencije mozemo uociti da su rezultati raznoliki i da je test dosta subjektivan $to
vidimo u gore navedenoj tablici 1. Ispitiva¢ima se najvise svidio uzorak 101, a to je lambic piva
s okusom jabuke. Taj uzorak je skupio ¢ak deset glasova kao prvi odabrani, sedam glasova kao
drugi, tri glasa kao tre¢i i ni jedan glas kao zadnji. Uzorak 202 1 404 su Cetiri ispitanika stavili
na prvo mjesto, ali devet ispitanika je stavilo uzorak 202 na zadnje mjesto preferencije te on
time ima najvise glasova kao lambic piva koje se najmanje svida ispitanicima. Uzorak 303 su

samo dva ispitanika stavili na prvo mjesto preferencije.

4.2 Rasprava- ANALIZA KEMIJSKOG SASTAVA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Cilj ovog rada bio je prouciti hlapljive spojeve prisutne u Cetiri razli¢ita lambic piva. Za
1zolaciju ovih spojeva primijenjena je metoda mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi, pri
¢emu su koriStena dva razliita tipa vlakna za ekstrakciju. Svi dobiveni uzorci hlapljivih spojeva
detaljno su analizirani primjenom plinske kromatografije-masene spektrometrije (GC-MS) na

nepolarnoj HP-5MS koloni. Rezultati analize prikazani su u obliku tablica i kromatograma.

Kemijski sastav 1 sadrzaj izoliranih spojeva lambic piva s okusom jabuke pomocu
mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi s plavim vlaknom prikazani su u tablici 3. U uzorku
je identificirano 26 spojeva koji ¢ine 90,99 % od ukupnog uzorka. U uzorku dominira oktanska
kiselina (15,10%) koja je nusproizvod fermentacije*!, a kvantitativno znacajni sastojci su i drugi
poput 2-feniletanol (10,50 %), heks-3-en-1-ol (10,28 %), dekanska kiselina (8,33 %), 4-vinil-
2-metoksifenol (6,53%), 5-heksil-dihidrofuran-2(3H)-on (5,57%) i etil-2-metilbutanoat
(5,18%). Svi ostali spojevi u ekstraktu prisutni su u manjim kolicinama. U uzorku sa sivim

vlaknom (tablica 4.) identificirano je 28 spojeva koji ¢ine 83,74% od ukupnog uzorka. U
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najvecoj koncentraciji imamo izoamil-acetat (10,71%) i u istoj koli¢ini 5-hidroksimetilfurfural
(10,71%). Zatim slijedi oktanska kiselina (8,48%), dekanska kiselina (7,34%), etil-oktanoat
(6,50%), 2-feniletanol (6,38%) i ostalih spojeva, ali u manjim koli¢inama poput heks-3-en-1-
ol, heks-3-enil-acetat, 4-vinil-2-metoksifenol, 5-heksil-dihidrofuran-2(3H)-on, heksanska

kiselina, 2-feniletil-acetat.

Aromatski profil hlapljivih spojeva lambic piva s okusom maline prikazan je u tablici 5. U
uzorku je detektirano 26 spojeva koji ¢ine 91,06% uzorka koriStenjem plavog vlakna.
Najdominantniji spoj je seskviterpen S-ionon (slika 24) koji ¢ini ¢ak 37,03%, hlapivi organski
spoj koji potjeCe od maline i ima karakteristican drvenasti miris. Nastaje cijepanjem
dioksigenaze iz -karotena koji se nalazi u malini.*® Zatim slijedi heks-3-enil-acetat (9,89%),
feniletanol (7,23%), dekanska kiselina (6,18%), oktanska kiselina (5,00%). Ostatak spojeva se
nalazi u manjim koli¢inama. Uz pomo¢ sivog vlakna (tablica 6.) identificirana su 22 spoja koji
¢ine 86,76% od ukupnog uzorka. Ovdje takoder dominira S-ionon (45%). Kvantitativno
znacajniji spojevi su heks-3-enil-acetat (10,70%), dekanska kiselina (5,48%), oktanska kiselina
(4,91%), ostali spojevi su u manjim koli¢inama. Sivim vlaknom pronaden u maloj koncentraciji
(0,17%) je malina keton tj. 4-(4-hidroksifenil)-buta-2-on, koji je jako karakteristiCan za

malinu.*

O

Slika 24. Strukturna formula -ionona*
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Kemijski sastav i udio izoliranih spojeva lambic piva s okusom breskve prikazan je u tablici 7.
Koristenjem plavog vlakna registrirano je 27 spojeva koji ¢ine 92,11% ukupnog uzorka. U
uzorku prevladava limonen (13,26%) koji poti¢e iz hmelja, 2-furankarboksialdehid (12,34%),
2-feniletanol (11,54%), etil-oktanoat (8,16%), etil-dekanoat (6,79%), 4-vinil-2-metoksifenol
(5,66%), oktanska kiselina (4,98%). Svi ostali spojevi su prisutni u manjim koli¢inama.
Pojavljuju se oktanal (0,45%), nonanal (3,22%) i dekanal (0,59%) koji doprinose gorkoj,
citrusnoj aromi.*” U uzorku sa sivim vlaknom identificirano je 25 spojeva koji ¢ine 85,50%
ukupnog uzorka i prikazano je u tablici 8. Kvantitativno znacajni spojevi su feniletanol
(11,03%), a-terpineol (10,93%), dekanska kiselina (10,01%), 4-vinil-2-metoksifenol (9,20%),
5-heptil-dihidrofuran-2(3H)-on (7,00%), etil-oktanoat (6,89%), 3-metil-butan-1-ol (6,53%),

geraniol (0,44%) koji je jedan od sastojaka eteri¢nog ulja hmelja koji daje aromu po ruzi.*’

Konac¢no, kemijski sastav i udio izoliranih spojeva lambic piva s okusom visnje prikazan je u
tablici 9. U uzorku je pomocu plavog vlakna registrirano 27 spojeva koji od ukupnog uzorka
¢ine 94,43%. Najdominantniji spoj s 29,55% je benzaldehid slijedi oktanska kiselina (10,26%),
benzil-acetat (10,20%), dekanska kiselina (8,06%), 2-feniletanol (7,10%). Ostali spojevi su u
manjim koli¢inama. Koristenjem sivog vlakna identificirano je 35 spojeva koji ¢ine 91,31%
ukupnog uzorka (tablica 10.). Najznacajniji spoj je benzaldehid (10,29%), zatim benzil-acetat
(9,65%), a-terpineol (8,87%), dekanska kiselina (8,65%), 2-feniletanol (7,52%), oktanska

kiselina (6,25%). Ostali spojevi su u manjim koncentracijama.

Najzastupljeniji spojevi su alkoholi, esteri i aldehidi, a nakon njih kiseline, ketoni i fenoli. Oni
stvaraju razli¢ite arome, okuse i mirise koje doprinose kompleksnosti piva. Ovisno o vrsti piva
1 procesima proizvodnje, razlicite skupine spojeva mogu imati veci ili manji utjecaj na ukupni

profil piva.

U pivama s okusom breskve i jabuke oba vlakna su identificirala 4-etilfenol za to je zasluzan
kvasac Brettanomyces koji je jedini poznati mikroorganizam povezan s razvojem etilfenola.*?
Brettanomyces je klju¢ni ¢imbenik u senzornom profilu lambic 1 gueuze piva. Karakteristi¢ni
"brett" karakter povezan je s nizom razli¢itih aroma i okusa, kao §to su minerali, duhan, staja,

koza i dimljeni.*®

4-vinil-2-metoksifenol prisutan je u svim spojevima i karakteristi¢an je za pSenic¢na piva. Ovaj
spoj nastaje kao rezultat metabolizma sojeva kvasaca koji se koriste u procesu pripreme

pSeni¢nih piva i daje pivu aromu klingiéa.*’

Etil-oktanoat i etil-heksanoat nositelji su voéne arome i identificirani su u svim uzorcima.**
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Benzaldehid je najjednostavniji i najvazniji aromatski aldehid koji je detektiran pomocu oba
vlakna u svim uzorcima. Moze doprinijeti karakteristicnoj aromi badema, blago oraSasta i

voéna, s nijansom maraschino tresnje. Njegova struktura je prikazana na slici 25.

O H

Slika 25. Strukturna formula benzaldehida*®

Nakon benzaldehida najvise puta su se spomenuli 2-feniletanol spoj koji ¢esto doprinosi
cvjetnoj, ruzicastoj i blago voénoj aromi i okusu pivu i a-terpineol koji moze pridonijeti citrusne
note ukljucujuéi narancu, limun i grejp, takoder pridonosi i biljne note, blago cvjetne note. Ovaj
spoj moZe doprinijeti slozenosti 1 bogatstvu aroma 1 okusa u pivu kada je uravnoteZen s ostalim

komponentama iako ne treba biti u velikim koli¢inama.*’
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5. ZAKLJUCAK

Provedenim eksperimentom dosli smo do zakljucka kako senzorska analiza moze uvelike
pomoc¢i proizvodacima kako bi dosli do direktnih informacija od strane potrosaca. Testom
preferencije rezultati su bili raznovrsni. Misljenja i ukusi su razli¢iti, no rezultati naseg testa
preferencije pokazuju da se ispitivac¢ima najvise svidjelo piva s okusom jabuke zatim viSnje,
breskve te najmanje maline. Ispitivaci nisu profesionalno osposobljeni, ali njihovo misljenje
takoder je bitno kao misljenje potrosaa i moze pomoci u stvaranju novog ili poboljSanog

proizvoda.

Na temelju eksperimentalnih rezultata ispitivanja hlapljivih spojeva Cetiri uzorka lambic piva

istog proizvodaca mogu se donijeti sljedeéi zakljucci:

e Iz GC-MS analize vidimo da su najzastupljenije skupine spojeva esteri, alkoholi,
kiseline, aldehidi, ketoni i fenoli.

e Uglavnom isti su spojevi pronadeni koriStenjem plavog i sivog vlakna, ali u razli¢itim
koncentracijama.

e Benzaldehid je spoj koji se javlja u svim uzorcima koriStenjem oba vlakna i on je
zasluzan za oraSastu, bademastu aromu.

e Spoj koji se nalazi u najvecoj koncentraciji koriStenjem oba vlakna je -ionon iako se
on javlja samo u lambic pivu s okusom maline. On izuzetno doprinosi aromi maline.

e Najvise razli¢itih spojeva je identificirano u lambic pivu s okusom treSnje koriStenjem
sivog vlakna- 35.

e Najveci postotak hlapljivih kemijskih spojeva se nalazi u lambic pivu s okusom tresnje

cak 94,43% 1 to je identificirano plavim vlaknom.

Lambic piva su jedinstvena i tradicionalna piva koja pomocu spontane fermentacije dobivaju

jedinstveni karakter i sloZene arome.
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6. POPIS KRATICA | SIMBOLA

SPME - (‘engl. solid phase microextraction ) - mikroekstrakcija ¢vrste faze

GC - (engl. gas chromatography ) - plinska kromatografija

MS - (engl. mass spectrometry ) - masena spektrometrija

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

spektrometrija

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

polydimethylsiloxane/divinylbenzene

(PDMS/DVB) — (engl. polydimethylsiloxane/divinylbenzene) -
polidimetilsiloksan/divinilbenzen

°C- (engl. degree Celsius ) - stupanj Celzijus

eV- (engl. electron volt ) - elektronvolt

um - (engl. micrometer ) — mikrometar

uL - (engl. microliter) - mikrolitar

mL - (engl. milliliter ) - mililitar

min - (engl. minute ) — minuta

SAD - Sjedinjene Americ¢ke Drzave
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