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1. UvOD

Rogac je tradicionalna mediteranska kultura odavno zastupljena u prehrani ljudi i zivotinja. Sastav
ploda je dobre kvalitete, a tome u prilog ide i iznimna otpornost samog drveta rogaca koje odoljeva
suSama 1 ima sposobnost rasta na nenavodnjavanim povrSinama. Pripadajuc¢e osobine ¢ine rogac
zahvalnim za uzgoj i preradu na podru¢ju Dalmacije i ostalih otoka, no taj potencijal nije u
potpunosti iskoristen (Golub, 2016). Na trzistu je dostupan u svjezem i suhom obliku, a u
prehrambenoj industriji moZe se koristiti kao zgu$njivac, stabilizator i zamjena za kakao (Benkovi¢
i sur., 2019). Njegov ekstrakt se koristi kao aroma dodatak u proizvodnji: alkoholnih i
bezalkoholnih pi¢a, zamrznutih mlije¢nih proizvoda, mesnih proizvoda, zac¢inskih mjesavina i
pekarskih proizvoda. Sama rakija od rogaca pripada skupini jakih alkoholnih pic¢a (JAP), koja su
po svojoj definiciji iz Pravilnika namijenjena za ljudsku potro$nju, imaju posebna senzorska

svojstva i sadrze minimalno 15 % vol. alkohola (Pravilnik, 2009).

Fermentacija roga¢a i mogucnost proizvodnje bioetanola iz rogaCa ispitana je u nekoliko
istrazivanja (Turhan i sur., 2010; Saharkhiz i sur., 2013; Rodrigues i sur., 2015). No, u znanstvenoj
litaraturi nedostaje podataka o jakim alkoholnim pi¢ima proizvedenim od rogaca. Za proizvodnju
jakih alkoholnih pic¢a koristi se osuseni roga¢. Osusen sadrzi visoki udio slobodnih Secera, koji
ovisi o sorti i stupnju zrelosti. U Hrvatskoj, kao dijelom mediteranskoj zemlji u kojoj se rogac
uzgaja, od jakih alkoholnih pic¢a na bazi rogaca najcesce se radi liker od rogaca i to pretezno u
domacoj radinosti. Mahune roga¢a maceriraju se odredeno vrijeme u lozi ili komovici uz dodatak
SeCera prema tradicijskim receptima. Suprotno tome, Cista rakija od rogaca vrlo je rijetka.
Proizvodaci je mijeSaju osobito s l10zom i komovicom (moze i s drugim rakijama) ili se sirovom
destilatu pojedinih vrsta rakija dodaje odgovarajuca koli¢ina rogaca i ponovno destilira. Buduéi da
u znanstvenoj literaturi postupak proizvodnje i karakterizacija rakije od rogaca nisu istrazeni, Cilj
istraZivanja je po prvi puta ispitati moguénost proizvodnje rakije od rogaca s naglaskom na
fermentaciju rogaCa 1 karakterizaciju aroma spojeva u dobivenom destilatu. Mogucnost
fermentacije rogaca temelji se na Cinjenici da osuSeni roga¢ sadrzi veliki udio fermentabilnih
Secera (prosjecno 50 %) — saharoze, fruktoze i glukoze. U radu je ispitana fermentabilna aktivnost
tri komercijalno dostupna soja kvasca S. cerevisiae u komini rogaca sa ili bez dodatka hranjiva,

na dvije razliite temperature.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. Jaka alkoholna pic¢a

Jaka alkoholna pi¢a mogu se proizvesti izravno:

Destilacijom, sa ili bez dodavanja arome, prirodno prevrelih sirovina poljoprivrednog
podrijetla.

Maceracijom ili slicnom preradom bilja u etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla i/ili
u destilatima poljoprivrednog podrijetla, i/ili u jakim alkoholnim pi¢ima opisanih u
Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima.

Dodavanjem aroma, Secera ili drugih sladila sadrzanih u Pravilniku o jakim alkoholnim
pi¢ima i/ili drugih poljoprivrednih proizvoda i/ili prehrambenih proizvoda etilnom
alkoholu poljoprivrednog podrijetla i/ili destilatima poljoprivrednog podrijetla i/ili jakim

alkoholnim pi¢ima u smislu Pravilnika o jakim alkoholnim pi¢ima.

Drugi nacin proizvodnje jakih alkoholnih piéa je neizravno, mjeSanjem alkoholnog pica s jednim

ili vise: drugim jakim alkoholnim pi¢em, etilnim alkoholom poljoprivrednog podrijetla ili

destilatima poljoprivrednog podrijetla, drugim alkoholnim pi¢ima, pi¢ima (Pravilnik, 2009).

2.1.1. Podjela jakih alkoholnih pic¢a

Jaka alkoholna pi¢a mogu se podjeliti prema nacinu proizvodnje, koli¢ini alkohola ili Secera

u pi¢ima, ili obzirom na njihovu kvalitetu (Stehlik-Tomas, 2010):

a. Prirodna jaka alkoholna pic¢a

b. Umjetna aromatska alkoholna pica

c. Aromatska vina
Prirodna jaka alkoholna pica su pica koja se proizvode destilacijom iz prefermentiranih
SeCernih komina, ¢ime dobiju prepoznatljivu aromu sirovine iz koje su dobiveni. U
proizvodnji ove vrste jakih alkoholnih pica nije dozvoljeno dodavati Secer, Skrobni sirup
te nikakvu otopinu na bazi $kroba. Takoder, zabranjeno je dodavati sirovi i rafinirani etilni
alkohol te arome i boje. Karakteristi¢ni primjeri tih pica su §ljivovica, konjak, tekila, viski
itd.
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Umyjetna jaka alkoholna pica su pica koja se proizvode maceracijom sirovina u alkoholu,
destilacijom aromatskih supstanci i prefermentiranih voénih sokova. Ovdje je velika
mogucnost u proizvodnji pica jer je dozvoljena uporaba boja, aroma, Secera i Secernih
sirupa. Ova pica takoder imaju aromu od sirovina iz kojih su proizvedeni s time da ne
sadrze pato¢na ulja i aldehide, jer se kao osnova za proizvodnju Kkoristi rafinirani etilni
alkohol. Kao primjer ovakvog pi¢a navodim maraskino koji se dobiva destilacijom
macerata viSnje Maraske.

Aromatska vina su pi¢a koja se proizvode maceracijom prevrelih voénih sokova, odnosno
vina, s aromama kao S$to su limun, gorus€ica, naranca, pelin. Omjer vina i dodane arome
treba najmanje biti 3:1. Udio Secera u vinu moze varirati te stoga postoji i podjela prema
njegovoj koli¢ini:

suha <50 g L invertnog Secéera

polusuha 50-90 g L invertnog Seéera

poluslatka 90-130 g Lt invertnog $eéera

slatka > 130 g L invertnog Secera

Primjeri aromatskih vina su vermut i bermet.

Prirodna jaka alkoholna pi¢a su cjenjenija od umjetnih jakih alkoholnih pica i aromatskih vina, jer

imaju sve aromatske komponente iz sirovine od kojih su proizvedeni te komponente koje nastaju

procesima fermentacije, destilacije i odlezavanja (Stehlik-Tomas, 2010).

Zbog kompleksnosti, odnosno velike palete proizvoda koji se svrstavaju u kategoriju jakih

alkoholnih pica u literaturi se mogu naci i drugacije podjele jakih alkoholnih pi¢a. Tako se jaka

alkoholna pi¢a mogu prema karakteristikama, sirovinama te tehnoloSkim postupcima za

proizvodnju podjeliti u dvije velike skupine: destilirana pi¢a koja obuhvacaju voéne, Zitne i Se¢erne

rakije te likere (slika 1; Mrv¢i¢, 2015).



JAP

Destili . Likeri
estilirana pica
P 15% vol.
30-50% vol. .
Secer >100 g/L
Voéne rakije: Zitne rakije:
Sljivovica, viljamovka viski, din, vodka
Rakije od grozda: Seéerne rakije:
vinjak, loza, komovica rum

Slika 1. Podjela jakih alkoholnih pica (Mrvcié, 2015)

Voéne rakije se proizvode destilacijom iz prefermentiranih komina voca ubranog u fazi tehnoloske
zrelosti, odnosno kada plod ima najbolji omjer Secera, kiselina 1 aroma. Kao sirovine za vo¢ne
rakije koristi se: grozde, vino, vinski ostatci, jezgricavo voce, koStunjicavo voce, juzno voce
(rogac), jagodasto i bobicasto voce (Mrv¢€i¢, 2015). Za odli¢ne rakije, potrebno je uzimati samo
zrelo, neoSteceno 1 dobro ocuvano voce. Kod takvog voca, najvazniji je njegov sastav, odnosno
suha tvar voca netopiva u vodi i suha tvar voca topiva u vodi. Suhu tvar voéa netopivu u vodi ¢ine
sjemenke, kostice i djelomice pokozice, a suhu tvar topivu u vodi ¢ini sok tkiva vo¢a odnosno
stani¢na citoplazma. Za rakiju je bitniji dio topiv u vodi, jer je u svakom vocu golem broj razli¢itih
organskih i mineralnih sastojaka koje daju plodu, a kasnije i rakiji njezina karakteristicna svojstva
(okus, miris). Od tvari topivih u vodi najbitniji su Seceri, bjelancevine, vitamini, razne kiseline
(limunska, jabu¢na, vinska) te fosfor i dusik kao hranjive tvari kvascu prilikom fermentacije. Ako

ih u voc¢u nedostaje, fermentacija e biti otezana pa ih je u kominu potrebno dodati.



Zahtjevi za kvalitetu voca za proizvodnju rakija su:

Visok sadrzaj Secera

a
b. Odredeni stupanj zrelosti voc¢a

o

Ocuvana aroma tipi¢na za Sirovinu

o

Ocisceno voce, bez zemlje, trave ili primjesa (Bani¢, 2006).
2.2. Rogaé

Drvo rogaca (Ceratonia siliqua L.), koje je danas Siroko rasprostranjeno na Mediteranskom
podrucju, spada u porodicu mahunarki (Leguminosae). Vjeruje se da su ga na ova podrucja
pradavno donjeli Arapi (Martins-Loucdo, 1990). Na svjetskoj razini, godi$nja proizvodnja od
2010. do 2013. je iznosila oko 160 tisuca tona rogac¢a na 80 000 ha. Prinos po hektru ovisi o
podneblju u kojem drvo rogada raste. Glavni proizvodaéi roga¢a su: Spanjolska (26,31 %), Italija
(16,62 %), Portugal (13,77 %), Maroko (12,27 %), Grcka (12,05 %) i Turska (8,53 %) (Yatmaz i
Turhan, 2018). Plod je dugacak, zatvoren, sabijen, ravan ili zakrivljen, zadebljan na krajevima, 10-
30 cm dugacak, 1,5-3,5 Sirok i debljine 1 cm. Mahuna je zelene boje, a kada dozrije prelazi u
smedu boju (slika 2). Pulpa se sastoji od tvrdog perikarpa i mekanog mezokarpa koji razdvaja
transverzalno polozene sjemenke. Pulpa ¢ini 90 %, a sjemenke 10 % ploda (Goulas i sur., 2016).
Sjemenke se mogu Koristiti u proizvodnji gume od rogac¢a (karauba guma). Karauba guma sadrzi
galaktomanan te se moze dodati u razli¢ite proizvode kao prirodni zgusnjivac ili stabilizator

(Petkova i sur., 2017).

Slika 2. Nezreli plodovi rogaca i unutrasnjost zrelog rogaca (Tisljar, 2018)



Tesko se moze odrediti tocan kemijski sastav rogaca jer on ovisi o kultivaru, podneblju, vremenu
berbe i metodi odredivanja kemijskog sastava. Nastavno tome, moze se odrediti raspon udjela
pojedinih komponenti u rogacu (tablica 1). Od osnovnih kemijskih komponenti dominiraju
jednostavni Seceri: glukoza, fruktoza (15-25 % ukupnih Secera) i saharoza (65-75 % ukupnih
Secera) u udjelu od 48-56 %, a od sloZenijih: celuloza i hemiceluloza u udjelu od 18 % (Goulas i
sur., 2016). Roga¢ ima nizak udio masnih Kiselina, stoga se smatra zdravom namirnicom. Najvise
su zastupljene: oleinska (40,45 %), linolenska (23,19 %), palmitinska (11,01 %) i stearinska (3,08
%) (Youssef i sur., 2013). Udio proteina je nizak i krece se od 1-7 %, ovisno o sorti (Golub, 2016).
Pulpa takoder sadrzi veliki udio fenolnih spojeva od kojih su najvazniji tanini (16-20 % udjela

fenolnih spojeva; Mili¢evic i sur, 2018).

Tablica 1. Kemijski sastav rogaca (Yousif, 2000, Petkova i sur., 2017)

Kemijski sastav Maseni udio na 100 g (%)
Voda 7,56-11,07
Proteini 5,54-5,90
Masti 0,30-0,50
Ukupni ugljikohidrati 55,99-85,50
Seceri 45,0 -57,44

2.2.1. Tehnoloski postupak proizvodnje rakije od rogaca

Opceniti postupak proizvodnje voénih rakija shematski je prikazan na slici 3. Jednako tako koraci

u proizvodnji rakije od rogaca ukljucuju:

priprema plodova i suSenje

o o

usitnjavanje plodova i prerada u bra§no

ekstrakcija Secera iz rogacevog brasna

a o

fermentacija komine

@

destilacija prevrele komine

—h

odlezavanje, dozrijevanje i zavr$na obrada



Berba voca

Y

Drobljenje

v

Y

Presanje

A

Kwvasac

komina

(priprema podloge)

sok

A

Y

Fermentacija

h 4

Prevrela podloga

A

Destilacija

A

Odlezavanje

Slika 3. Shema proizvodnje vocnih rakija (Stehlik-Tomas, 2010)

a. Priprema plodova i susenje

Ubrani roga¢ se susi na zraku ili u suSarama uz pomo¢ toplog zraka. SuSenje se mora provoditi

stupnjevito 1 ne prenaglo. Ovakav osuseni roga¢ ima vecu koncentraciju Sec¢era nego svjezi plod.

b. Usitnjavanje plodova i prerada u brasno

Kako bi mogli provest fermentaciju, plodovi se moraju prvo usitniti, a zatim i samljeti kako bi se
dobilo brasno rogaca. Usitnjavanje se provodi mehanickim operacijama, odnosno mljevenjem do

granulacije krupice kako ne bi doslo do sabijanja brasna prilikom fermentacije, a samim time i do

njene oteZane provedbe.




c. Ekstrakcija secera iz rogacevog brasna

Ekstrakcija Secera iz rogacevog brasna se provodi u prikladnim posudama s Cetri puta veCom
koli¢inom tople vode (Turhan i sur., 2010). Ekstrakcija se provodi uz mjesanjem kako ne bi doslo
do stvaranja grudica, odnosno aglomerata. Nakon ekstrakcije, komina se hladi na temperaturu

fermentacije.
d. Fermentacija komine brasna

Prethodno ohladenoj i ekstrahiranoj komini, dodaje se radni mikroorganizam, odnosno kvasac.

Vrenje se provodi postupno, pri optimalnoj temperaturi rasta odabranog kvasca (Banovic¢, 2006).

Alkoholna fermentacija i destilacije su klju¢ne faze u proizvodnji rakije pa ¢e biti detaljno opisane

u slijede¢im poglavljima.

2.3. Alkoholna fermentacija

Alkoholna fermentacija je anaerobni biokemijski proces u kojem se glukoza, uz pomo¢ kvasca,

prevodi u etanol i CO.
CeH1206 = 2C2Hs0H + 2CO>

Proces fermentacije se moze voditi kontrolirano s prethodno pripremljenom mikrobnom kulturom
ili spontano s prisutnim mikroorganizmima na sirovini. Spontane fermentacije mogu dati
proizvode neujednacene kvalitete te je sama fermentacija duza, naspram kori$tenja ¢iste mikrobne

kulture, gdje se dobiva proizvod ujednacene kvalitete (Mrv¢i¢, 2015).

2.3.1. Kvasci za alkoholnu fermentaciju

Kvasac je eukariotski mikroorganizam odgovoran za prozvodnju alkoholnih pi¢a, a selekcija
kvaS€evog soja je bitna radi Sto veéeg iskoriStenja i oCuvanja senzorskih svojstva prilikom
fermentacije (Walker i Stuart, 2016). Kvasci su kemoorganotrofi, organizmi koji ugljik i energiju
pridobivaju iz organskih spojeva. Imaju Siroki enzimski potencijal pa mogu rasti na brojnim
konvencionalnim i nekonvencionalnim supstratima kao $to su ugljikohidrati, alkoholi, organske
kiseline, amino kiseline, n-alkani i lipidi. Ugljikohidrati su najc¢es¢i i najvazniji izvor ugljika s

8



obzirom na biotehnolosku primjenu kvasaca. Od ugljikohidrata mogu metabolizirati
monosaharide, oligosaharide i polisaharide. Medu monosaharidima svi metaboliziraju heksoze
(glukoza, fruktoza, manoza) glikolitickim putem dok je za koriStenje galaktoze potreban aktivan
Leloir-ov put. Koristenju oligosaharida i polisaharida predhodi hidroliza do monosaharida, a
ekspresija odgovarajuce hidrolaze je taksonomski ograni¢ena. S. cerevisiae var. diastaticus te
Schwanniomyces vrste primjeri su amilolitickih kvasaca. Oni sintetiziraju i izlu¢uju glukoamilazu,
enzim potreban za razgradnju skroba, dok kvasac S. cervisiae nema tu sposobnost i zahtjeva
predhodnu enzimsku hidrolizu $kroba do maltoze i glukoze. Takoder, nisu identificirani kvasci
koji sintetiziraju celulaze, enzime potrebne za razgradnju celuloze. Stoga se za proizvodnju
alkohola iz lignoceluloznih sirovina provodi predhodna obrada lignocelulozne sirovine do
lignoceluloznih hidrolizata koji sadrze jednostavne Secere (glukozu, ksilozu, manozu, galaktozu i
arabinozu) koje dalje metaboliziraju razli¢ite vrste kvasaca (geneticki modificirani kvasac S.
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis te vrste rodova Candida i Pichia)
(Petravi¢ -Tominac i sur. 2017). Kvasac koji dominira u procesima fermentacije je S. cerevisiae.
Primjena njegovih sojeva ima velik utjecaj na aromu i karakteristican okus u razli¢itim
fermentiranim pi¢ima. Za velike industrijske fermentacije koriste se Ciste stani¢ne kulture koje se
kupuju od specijaliziranih tvrtki za uzgoj mikrobnih kultura ili se izoliraju u vlastitom laboratoriju.
Kao mikroorganizam, S. cerevisiae zahtjeva aktivitet vode od minimalno 0,65. Sto se tice
temperature i pH vrijednosti, vecini kvasaca pogoduje temperatura izmedu 20-30 °C i pH izmedu
4,5-6,5. Od hranjivih sastojaka, kvascima su potrebni: glukoza, amonijeve soli, anorganske soli i
nekoliko faktora rasta (Walker i Stuart, 2016). Kvasac S. cerevisiae tijekom svog metabolizma
proizvodi primarne i sekundarne metabolite (primarni i sekundarni metabolizam, slika 4). Primarni
metabolizam je neophodan za rast, diobu stanica i prezivljavanje te proizvodnju metabolita kao Sto
su etanol, glicerol, acetaldehid i octena kiselina. Sekundarni metaboliti su male molekule koje
kvascu nisu neophodne za prezivljavanje: visi alkoholi, esteri, karbonilni i sumporni spojevi, tioli
I terpenoidi. Sekundarni metaboliti pridonose organoleptickim karakteristikama namirnica
fermentiranih s pomocu kvasaca (vino, pivo, kruh, itd.), a njihova sinteza regulirana je vrstom 1

koli¢inom fermentabilnih Secera i izvora dusika te uvjetima fermentacije (Querol, 2005).
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Slika 4. Metabolizam kvasaca (Mrvcéié, 2015)

2.4. Destilacija prevrele komine

Nakon alkoholne fermentacije, slijedi proces destilacije koji se smatra najbitnijim dijelom u
proizvodnji rakije. Destilacijom se odvaja nastali etilni alkohol u odredenom omjeru s vodom i svi
produkti koji pridonose aromi iz prefermentirane komine. Sam proces destilacije je zapravo
zagrijavanje tekuce faze, njeno isparavanje i ponovno kondenziranje. Kod prevrele komine, glavni
sastojci su voda i etilni alkohol, a oni imaju razliite tocke vrelista. Etilni alkohol vrije pri 78,3 °C
dok je vreliste vode pri 100 °C. Stoga, zagrijavanjem komine ispraravat ¢e vise alkohola nego
vode. Ako bi pak podigli temperaturu pri temperaturi vreliSta vode, ispraravalo bi vise vode, a to
je u ovom slucaju nepozeljno, jer zelimo izvuéi Sto viSe alkohola (Bani¢, 2006). Prilikom

destilacije, uz vodu i alkohol kao glavne sastojke prefermentirane komine, isparavaju i hlapive
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komponente. Kako se u komini nalazi velik broj hlapivih komponenti, tako je i velik njihov raspon
vreliSta (npr. acetaldehid 20,8 °C i benzaldehid 179 °C). Hlapive komponente ¢ine aromu rakije
koja se proizvodi. Neke komponente arome su pozeljne u malim koli¢inama, dok je druge potrebno
Sto viSe ukloniti iz destilata. Destilacija se opcéenito moze provoditi kontinuirano ili
diskontinuirano. Za proizvodnju voénih rakija, koristi se diskontinuirana, odnosno S$arzna
destilacija. Neovisno o tipu provedbe destilacije, destilacija mora biti polagana jer s ubrzanim
procesom dolazi do zagorijevanja komine i njene termalne degradacije. Od uredaja za destilaciju
koji se koriste postoje dva tipa: jednostavni kotao za destilaciju (slika 5) ili destilacijska kolona.

Za Hrvatsku, najc¢es¢i tip uredaja za destilaciju je jednostavni kotao (Spaho, 2017).
Osnovni dijelovi jednostavnog kotla za destilaciju su:

kotao s dijelom za destilaciju i dijelom za zagrijavanje

a
b. klobuk (kapa) ili poklopac

o

parovodna cijev
hladilo

o

Slika 5. Jednostavni kotao za destilaciju (Banié, 2006)

Kod pecenja rakije u jednostavnim kotlovima, destilaciju je potrebno provesti vise puta (ve¢inom

dva puta: prva i druga destilacija) kako bi osigurali visok udio alkohola u destilatu (Spaho, 2017).
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e Prva destilacija

Prva destilacija zapo€inje punjenjem kotla do 70 % njegovog volumena, pa ¢ak i do 50 % kod
sirovina koje se jako pjene. Njen osnovni cilj je odvajanje hlapivih komponenti od nehlapivih.
Zagrijavanjem komine hlapive komponente polako prelaze u destilat. Kod ove destilacije, bitno je
odrzavati temperaturu oko 70-80 °C kako bi osigurali da sve komponente arome ispare. Destilacija
se smatra zavr§enom kada je udio alkohola u sirovom destilatu na izlazu iz hladila odnosno
kondenzatora oko 2-3 %. Sirovi destilat je obi¢no mutan jer sadrzi sve hlapive komponente

(pato¢na ulja, metanol, itd.)
e Redestilacija/ Druga destilacija

Cilj druge destilacije, odnosno redestilacije je koncentriranje alkohola i poboljSanje njegove
kvalitete. To se postize odvajanjem pojedinih tokova prilikom procesa. Prvi tok se naziva
prvijenac, a odvaja se u koli¢ini od 0,5 % volumena sirovog destilata. Odvaja se jer sadrzi
nepozeljne hlapive spojeve. Po potrebi se odvaja i viSe, ako se fermentirana komina nije odmah
po zavrsetku fermentacije destilirala pa sadrzi octenu kiselinu u povisenoj koncentraciji. Srednji
tok se naziva srce te se pocinje odvajati nakon prvijenca a skuplja se do 40-50 % jacine destilata
na izlazu destilata iz hladila. U njemu su najpozeljniji sastojci i arome hlapivih komponenti. Nakon
Sto udio alkohola po¢ne padati ispod 42 %, u destilatu se pojavljuju pato¢na ulja i tada se pocinje
odvajati tre¢i tok, odnosno patoka. U patoci se takoder nalaze hlapive komponente neugodnog
mirisa. Odvaja se sve dok udio alkohola u destilatu ne iznosi 3-5 %. Nakon zavsene druge

destilacije, destilat se ostavlja da odleZi i dozrije.
e Odlezavanje destilata

Prije razrijedivanja destilata na zakonom propisanu ja¢inu, potrebno ga je ostaviti da odlezi od 6
do 8 tjedana na sobnoj temperaturi. Sto ga se duZe ostavi da dozrijeva, to ¢e kvaliteta rakije biti
bolja. Osim topline za dozrijevanje je vazan i kisik, stoga se boce s destilatom pune do tri ¢etvrtine
obujma. Kod dozrijevanja dolazi do esterifikacije visih alkohola pri ¢emu nastaju esteri ugodnog
mirisa. Proces dozrijevanja je zapravo dugacak proces koji se odvija ¢itavo vrijeme u posudi u

kojoj se rakija nalazi (Bani¢, 2006).
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2.5. Spojevi arome u rakiji od rogaca

Pod aromom se podrazumijeva smjesa spojeva koji isparavaju s vodom, vodenom parom ili
inertnim plinom, koja daje nezamjenljivu osjetilnu karakteristiku odredene vrste ili sorte. U
kemijskom smislu to su smjese razlicitih aklohola, estera, etera, aldehida, ketona, eteri¢nih ulja,
terpena, karboksilnih kiselina, smola, voskova i njima sli¢nih tvari. Pojavljuju se u minimalnim
koli¢inama (ppb = mg/kg) a izazivaju jaki osjetni efekt. Koncentracija nekog spoja moze utjecati
na aromatski karakter npr. jonon u visokim koncentracijama daje aromu cedrovine, a u malim daje
miris po ljubicici (Levaj, 2018). Tijekom destilacije, nehlapive komponente ostanu u
prefermentiranoj komini, dok hlapive prijedu u destilat (Gibson i Newsham, 2018). Spojevi koji

su opc¢enito zasluzni za aromu u rakiji mogu se podijeliti u ¢etri skupine (Malnar, 2016):
a) Primarna aroma

Primarna aroma potjeCe iz sirovine koriStene za fermentaciju,a faktori koji utjeCu na njusu:
geografsko podneblje, metoda uzgoja, klimatski uvjeti, vrijeme berbe i skladistenje. Voce sadrzi
nekoliko stotina spojeva koji zajedno doprinose aromi, odnosno u vecini slu¢ajeva aromu ¢ini
kombinacija vise spojeva. (npr. heksil 2-metilbutanoat, heksil acetat i etil heksanoat daju jabu¢nu
aromu). Razli¢itost sorti ¢ini odredivanje opéenitog aromatskog profila ploda zasad nemogucim,
no danas se zna koje kompononete su odgovorne za pojedine arome (npr. benzaldehid — aroma
badema, oktil acetat — aroma kruske, heksil 2-metilbutanoat —aroma trave) (Sliwinska i sur., 2015).
Za intenzitet arome nekog spoja vazna je njegova molekularna masa. Intenzitet arome se povecava
s povecanjem molekularne mase u homolognom pogledu sve do jednog maksimuma nakon cega
dolazi do opadanja intenziteta (Levaj, 2018). Udjeli pojedinih hlapivih komponenti u sirovom

rogacu prikazani su tablici 2.
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Tablica 2. Relativni udjeli hlapivih komponenti rogaca (Farag i EI-Kersh, 2017)

Komponente Udjeli (%)
Ukupne kiseline 77,03
Ukupni alkoholi 0,05

Ukupni aldehidi i ketoni 8,08
Ukupni ugljikovodici 0,10
Ukupni esteri 12,86
Ukupni furan i piran 1,21
Ukupni seskviterpeni 0,67

b) Sekundarna aroma

Sekundarna aroma nastaje tijekom fermentacije. Osim Secera, kvasci razgraduju, aminokiseline,
masne Kiseline i ostale kemijske spojeve u svom metabolizmu (slika 4). Razgradnjom tih spojeva

nastaju razlic¢iti nusprodukti fermentacije koji daju svoj miris i okus kona¢nom proizvodu.
Karbonilni spojevi

Acetaldehid je glavna karbonilni spoj koji nastaje za vrijeme fementacije i to razgradnjom
piruvata. 2-propenal ima aromu papra i hrena te moze nastati tijekom destilacije dehidratacijom

glicerola. Takoder, mogu se naci i dietoksietan, trietoksietan i diacetil.
Alkoholi

Metanol, 1-butanol i 2-butanol spadaju u sekundarnu aromu, no oni nisu nusprodukti fermentacije,
nego nastaju razgradnjom spojeva u sirovini (npr. metanol nastaje razgradnjom pektina). Visi
alkoholi su kvantitatvino najveca skupina hlapivih komponenti koja nastaje degradacijom
ketokiselina koje su pak nastale degradacijom aminokiselina. Visi alkoholi su najzastupljeniji
hlapljivi spojevi proizvedeni tijekom fermentacije i znaCajno doprinose aromi fermentiranih
proizvoda. Visi alkoholi koji se sintetiziraju tijekom fermetacije su propanol, izoamil alkohol,
izobutanol, 2-feniletanol i dr. Nastaju kroz Ehrlichov put koji zapoCinje transamincijskom

reakcijom izmedu aminokiseline i a-ketoglutarata. U ovom koraku aminokiselina se prevodi u a-
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keto kiselinu. Nakon toga, piruvat dekarboksilaza katalizira konverziju o-keto Kiseline u
odgovarajuc¢i aldehid koji se reducira u odgovarajuci visi alkohol. Visi alkoholi mogu imati
pozitivne ili negativne uc¢inke na aromu. Koncentracije vise od 400 mg/L daju neugodnu aromu na
otapalo, dok koncentracije nize od 300 mg/L daju pozeljne voéne karakteristike pica, posebice 2-
feniletanol, dok amil i izoamilni alkohol daju aromu marcipana i banane. Kao $to je navedeno, visi

alkoholi su prekursori arome acetatnih estera (Hirst i Richter, 2017).

Najvazniji visi alkoholi, odnosno pato¢na ulja, koji nastaju za vrijeme fermentacije su: 1-propanol,

2-metil-1-propanol, 2-metilbutanol i aromatski alkohol 2-feniletanol.
Masne kiseline

Biosinteza masnih kiselina zapo¢inje u stanici kvasaca formiranjem acetil koenzima A koji reagira
s malonil koenzimom A da bi nastao lanac s 4 do 18 °C atoma. Nastali udio zasi¢enih i nezasi¢enih
masnih Kiselina ovisi o procesu fermentacije. Od masnih kiseline sintetiziraju se: butanska,

heksanska, oktanska i dekanska.
Esteri

Esteri su spojevi koji pridonose cvjetnoj i voénoj aromi proizvoda, a nastaju esterifikacijom
alkohola 1 kiselina. Dva najcesca tipa estera proizvedena tijekom fermentacije su acetatni esteri
koji potjecu od acetil-CoA 1 visih alkohola (etil-acetat koji je i najzastupljeniji, izoamil-acetat, 2-
metilbutil-acetat, i feniletil-acetat) i etil esteri (etil butanoat, etil heksanoat, etil oktanoat, etil
dekanoat) nastali esterifikacijom etanola i srednjelan¢anih masnih kiselina. Aroma ovih estera
opisuje se aromom jabuke, voca, jagode, kruske i anisa. Najveca su grupa aroma spojeva te su
uglavnom ugodnog mirisa. Njihov udio i omjer su vazni za percepciju okusa nekog destilata (Hirst

i Richter, 2016).
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c) Tercijarna aroma

Do formiranja tercijarne arome dolazi prilikom destilacije. Na tercijarnu aromu uvelike utjece
oprema, odnosno uredaj za destilaciju i vodenje procesa (Sliwinska i sur., 2015). Destilacijom u
jednostavnim kotlovima, viSe aldehida i furfurala prevest ¢e se u destilat. Ako se pak provodi spora
destilacija, prevest ¢e se vise aldehida i estera (Mrv¢i¢, 2015). Opéenito gledajuéi, u prvijencu se
odvajaju spojevi nizeg vrelista kao Sto su: aldehidi, aceton, pojedini esteri i metanol. U srcu se
odvaja etanol, dok se u patoci odvajaju visi alkholi odnosno pato¢na ulja, koja imaju visa vrelista

(Gibson i Newsham, 2018).
d) Kvarterna aroma

Dozrijevanjem destilata dolazi do formiranja kvarterne arome. Dozrijevanje je vazan korak u
proizvodnji, jer sirovi destilat ima sirovu i opornu aromu. Tokom dozrijevanja razliite
kompononete arome medusobno reagiraju te dolazi do njihovog sljubljivanja. Sljubljivanju aroma
pomaze velika koncentracija alkohola jer su komponente arome uglavnom polarne te se u hjemu
dobro otapaju. Dolazi do poveéanja koncentracije etilnih estera i masnih kiselina, a smanjuje se
koncentracija aldehida (isparavanjem ili formiranjem acetala) i drugih alkoholnih estera procesom
transesterifikacije. Cuvanjem destilata u drvenim ba¢vama, dolazi do otapanja vanilina, krezola,
eugenola i ostalih fenolnih spojeva koji daju posebnu aromu. Dolazi i do prolaska etanola kroz
duzice bacve te se njegova koncentracija smanjuje, a destilat dobiva intenzivniju, kompleksniju i
zasi¢eniju aromu. Odlezavanje destilata ovisi o veliini bacve, jaCini destilata te o temperaturi i

vlaznosti skladista (Christoph i Bauer-Christoph, 2007).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali
3.1.1. Rogac

Kao sirovina za fermentaciju koristen je mljeveni komercijalno dostupan rogaé poduzeéa Safram

d.0.0. pakiran u vrec¢ice od 200 g.

3.1.2. Mikroorganizmi

Za fermentaciju koriStena su tri soja suhog aktivnog kvasaca:

Saccharomyces cerevisiae var. bayanus, proizvoda¢ Danstar Ferment AG

Saccharomyces cerevisiae var. burgnunder, proizvoda¢ Eaton Technologies
Saccharomyces cerevisiae, komercijalnog naziva Vrelko, proizvoda¢ Danstar Ferment AG
3.1.3. Soli za vrenje

SIHA Sol za vrenje plus sadrzi hranjive tvari za kvasce koje se sastoje od diamonij fosfata,

vitamina B1 te celuloze kao nosaca. Proizvodac je Eaton Technologies, Njemacka.
3.1.4. Laboratorijsko posude, kemikalije i otopine

Tablica 3. Prikaz koristenog laboratorijskog posuda

Sude i posude Proizvodac
Casa (50, 100, 200 mL) Hirschmann
Tikvica (10, 25, 50 mL) Simax
Erlenmeyerova tikvica Hirschmann
Pipeta Hirschmann

Cepovi Simax
Kapaljka Hirschmann
Lijevak Hirschmann
Bireta Hirschmann

Spatula Simax
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Tablica 4. Prikaz koristenih uredaja

Uredaj/aparatura Proizvodacd
Tehnicka vaga Kern & Sohn
Analiticka vaga Mikrotehna

Kotao za destilaciju Fresl obrt

Aparatura za odredivanje % udio

EtOH po Martin - Dietrichu

Staklena apratura

HPLC Shimadzu
Perkin-Elmer i Agilent
GC/FID )
Technologies
GC/MS Agilent Technologies
Vodena kupelj Memert
Pipetor Eppendorf
pH metar Schott

Kemikalije

e Kalijev jodid

o Skrob

e Sulfatna kiselina
e Kalijev bikromat
e Natrij tiosulfat

¢ Natrijev hidroksid

e Natrijev klorid

Otopine

Carez 1 (kalij (11) — heksaferocijanit; 0,085 mol L)
Carez 2 (cink sulfat; 0,25 mol L™?)
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3.2. Metode rada
3.2.1. Priprema sirovine za fermentaciju

Komina za fermentaciju pripremljena je ukomljavanjem brasna rogaca s vodom u omjeru 1:4. Za
svaku pojedinu $arzu u Erlenmeyerove tikvice od 500 mL odvagano je 60 g rogaca. Potom je
dodano 240 mL destilirane vode te se s parafilmom zacepilo grlo tikvica. Takve zacepljene tikvice

su stavljene u vodenu kupelj na 50 °C kroz 2 sata kako bi se ekstrahirali Seceri.

Nakon zagrijavanja, tikvice su ohladene na temperaturu fermentacije. Ukoliko se istrazivao utjecaj
dodatka hranjiva na aktivnost kvasca u ohladenu kominu dodana je i sol za vrenje (0,5 g L™ prema
preporuci proizvodaca). Komine za fermentaciju koje su se nakon zavrSene alkoholne fermentacije
destilirale pripremljene su na isti nacin, pri istom omjeru rogaca i vode i pri istim uvijetima
ekstrakcije Secera, samo u ve¢im volumenima. Naime, volumen Kkotla za destilaciju je 5 L pa je za

fermentaciju bilo potrebno pripremiti 4 L komine.

3.2.2. Alkoholna fermentacija komine rogaca

Nakon hladenja pripremljenih komina, komine su inokulirane s kvascima te zatvorene
vreljnja¢ama. Koristena su tri soja suhog aktivnog kvasca i to 0,075 g po tikvici (0,2-0,25 gL
prema preporuci proizvodaca). Tikvice su zatim izvagane radi ocitanja pocCetne mase te su
premjestene u termostate na odredenu temperaturu kako bi se provela frementacija. Temperature
fermentacija iznosile su 20 °C i 30 °C, te 25 °C za fermentaciju komina za destilaciju. Uz tikvice
za fermentaciju, u termostat su stavljene i dvije tikvice s vodom. Promjene njihovih masa tijekom
vremena predstavljaju gubitak mase komine uslijed hlapljenja i sluZze za korekciju mase
izgubljenog CO- u fermentacijskim tikvicama. Naime, tijek alkoholne fermentacije pracen je
gubitkom sintetiziranog CO2. U odredenim vremenskim intervalima biljezena je masa
fermentacijskih i kontrolnih tikvica (za vrijeme trajanja burne fermentacije dva put dnevno, a zatim
po jedan put dnevno). Masa komine u Erlenmeyerovim tikvicama se smanjivala uslijed gubitka
COg, nusprodukta alkoholne fermentacije preko kojega je na ovaj nacin pracena dinamika
nastajanja etanola, glavnog produkta alkoholne fermentacije, odnosno aktivnost razli¢itih sojeva

kvasca. Cijela priprema je naknadno ponovljena jedan put kako bi imali paralelu.
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Fermentacija je prekinuta kada je masa tikvica bila jednaka tri dana zaredom.

Numeri¢ki izracun proveden je prema Petravi¢ — Tominac i sur., (2013).
Nastali COz se racuna prema sljede¢em izrazu:
m=m; —m, 1)
m — masa COz (g)
m; — razlika mase izmedu dva mjerenja fermentacijskih tikvica (g)
my— razlika mase izmedu dva mjerenja kontrolnih tikvica s vodom (g)
Nastali CO2 u odredenom vremenskom periodu rac¢una se prema sljede¢em izrazu:

dCOZ Am

= 2
dt VXAt @)

dCO2/dt — brzina nastajanja CO2 (gL *dan™)
Am — masa CO> nastala u vremenskom intervalu At (g)
At — vremenski interval izmedu dva mjerenja (dani ili sati)

V- volumen medija (L)

3.2.3. Destilacija prevrele komine rogaca

Za potrebe destilacije prevrele komine koriSten je laboratorijski kotao za destilaciju volumena 5
L. Provedena je dvokratna destilacija. U prvoj destilaciji odvojen je sirovi destilat. Destilat je
sakupljan dok koncentracija destilata na izlazu nije bila oko 3-5 % volvol™. Od 4 L prevrele
komine u kojoj je koncentracija alkohola bila oko 5,5 % volvol™* dobiveno je oko 800 mL sirovog
destilata ja¢ine oko 23 % volvol™. Kako bi bilo moguée provesti drugu destilaciju, da bi se dobilo
dovoljno sirovog destilata, provedene su dvije ovakve destilacije za svaki uzorak. Sirovi destilati
su spojeni (ukupno oko 1600 mL) i ponovno redestilirani uz izdvajanje frakcija. Odvojen je

prvijenac (8 mL), srce 1 i srce 2. Prvijenac je odvojen na pocetku u volumenu od 8 mL, §to Cini
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0,5 % sirovog destilata. Destilati srca hvatani su uz pomo¢ denzimetrijskog alkoholmetra. Frakcija
srca 1 hvatana je do 40 % volumnog udjela alkohola na izlazu, a frakcija srca 2 do 30 % jacine na
izlazu (Tablice 5 i 6)

Tablica 5. Opis frakcija destilata dobivenih destilacijom prevrele komine rogaca s pomocu

kvasca S. cerevisiae var. burgnunder — bez soli za vrenje, temperatura fermentacije 25 °C

Tok Frakcija | Udio alkohola (%) | Volumen destilata (mL)

Prvijenac 1 - 8
1 62 470
Srce
2 34 65

Tablica 6. Opis frakcija destilata dobivenih destilacijom prevrele komine rogaca s pomocu

kvasca S. cerevisiae var. burgnunder - sa solima za vrenje, temperatura fermentacije 25°C

Tok Frakcija | Udio alkohola (%) | Volumen destilata (mL)

Prvijenac 1 - 8
1 62 540
Srce
2 34 31

Dozrijevanje destilata

Nakon provedene destilacije, frakcije srca 1 i srca 2 premjestene su u staklene boce kako bi
odlezale dva mjeseca na sobnoj temperaturi. Pritom dolazi do stabilizacije aroma koje su bitne radi

analize plinskom kromatografijom.
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3.2.4. Odredivanje udjela alkohola po Martin — Dietrechu

Uzorci za odredivanje alkohola uzeti su iz prevrelih komina nakon zavr$enih fermentacija. Metoda
se temelji na oksidaciji alkohola u octenu kiselinu. U prisutnosti sulfatne kiseline i kalijevog
bikromata alkohol prelazi u octenu kiselinu koja je u tim uvjetima stabilna i ne oksidira dalje.
Zaostali kalijev bikromat uz dodatak kalijevog jodida izluc¢uje elementarni jod. Koriste¢i natrijev

tiosulfat kao titrant, elementarni jod se uz dodatak Skrobra titrira do promjene boje.

U Erlenmeyerovu tikvicu s ventilom od 2 L dodana je destilirana voda u koli¢ini dovoljnoj da
prekrije uronjenu epruvetu. Tikvica je zatim postavljena na tronozac te je plamenikom zagrijavana
i odrzavana na temperaturi vrelista vode. U epruvetu za uzorak dodano je 10 mL alkalne vode i 1
mL prethodno razrjedenog uzorka (10:1,5). Na stalaku s hvataljkama postavljena je trbusSasta
epruveta u koju je dodano 20 mL otopine kalijeva bikromata. Epruveta s uzorkom je zatim
uronjena u Erlenmeyerovu tikvicu s ventilom te je mostom spojena s otopinom kalijeva bikromata
u trbusastoj pipeti. Etanol se zatim preko mosta ukapljuje i oksidira u otopini kalijeva bikromata
Sto se promatra po promjeni boje otopine. Nakon promjene boje otopine, uzorak je ostavljen jos
par minuta kako bi se osiguralo da je sav etanol ispario i oksidirao u octenu Kiselinu u otopini
kaijeva bikromata. Sadrzaj u trbusastoj epruveta zatim je prebac¢en u Erlenmeyerovu tikvicu od
200 mL. Zaostali sadrzaj je takoder ispran s destiliranom vodom i vracen u Erlenmeyerovu tikvicu
od 200 mL. Vruce tikvice su zatim ohladene na sobnu temperaturu kako bi se mogla provesti
titracija. Kao indikator u tikvice je dodano 1 mL otopine $kroba i kalijev jodid vrskom $patule.

Otopina je zatim titrana natrijevim tiosulfatom do pojave bistre svjetlozelene boje.
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Udio alkohola u otopini racuna se prema sljedec¢oj formuli:

Vi—Voxf "

EtoH (%) - V (uzorka)

V1 - volumen potroSenog natrijeva tiosulfata za slijepu probu
V2 - volumen potroSenog natrijeva tiosulfata za uzorak
f - faktor (0,146)

I — razrjedenje

(3)

Uz poznate koncentracije etanola i Secera, udio fermentiranih Secera (4) i stupanj konverzije (5)

prikazani u raspravi izracunati su prema sljede¢im formulama:

wg = S‘;;S + 100 @
Y
Yp/s = SOfS 5)

Yess - koeficijent ili stupanj konverzije osnovnog supstrata (izvor C) u proizvod (gg™ ili kgkg™)

Yp— prinos proizvoda (gL ili kgm™)
S - koli¢ina supstrata na kraju procesa (gL ili kgm™)
So— koli¢ina supstrata na podetku procesa (gLt ili kgm™)

ws — udio fermentiranih Secera (%)
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3.2.5. Odredivanje koncentracije $ecera i alkohola visokotlaénom tekuc¢inskom kromatografijom

u komini i prefermentiranim kominama rogaca
e Priprema otopine standarda

Standardi odredenih koncentracija saharoze, glukoze, fruktoze, etanola, glicerola, mlijecne, octene
I mravlje kiseline priredeni su razrjedivanjem originalnog analitickog standarda pojedinog spoja.
Provedena je kromatografska analiza uz koristenje RI detektora. 1z ovisnosti povrSine ispod pikova
o masenoj koncentraciji standarda nacrtani su bazdarni pravci i izraunate pripadajuée jednadzbe

pravaca za svaki pojedini spoj.

Prethodna obrada uzoraka prije analize je neophodna da bi se postigla ekstrakcija produkata
alkoholne fermentacije te da bi se iz uzoraka uklonili proteini. Talozenje proteina provedeno je

pomocu Carrez 1 i Carrez 2 otopine (Lefebvre i sur, 2002).

e Visoko djelotvorna teku¢inska kromatografija

High pressure liquid chromatography (visoko djelotvorna tekucinska kromatografija, HPLC) je
jedna od najzastupljenijih instrumentalnih metoda u laboratorijima. Svrha HPLC-a je detektiranje
i kvantifikacija razli¢itih spojeva u hrani te u drugim sustavima. Princip rada HPLC uredaja
temeljen je na obliku tekuce kromatografije gdje su komponente analize odvojene prema svojoj
topljivosti u odnosnu na mobilnu i stacionarnu. Osnovne komponente udredaja ¢ine: mobilna faza,
pumpa, injektor, stacionarna faza (kolona), detektor i sustav za obradu podataka (rac¢unalo)
(Bélanger i sur., 1997). Preko racunala podaci se ispisuju u obliku kromatograma (slika 6).
Kromatogram je graficki prikaz ovisnosti koncentracija komponenti o vremenu njihovog izlaska
iz kolone (Markovi¢, 2017). Koncentracije Secera i alkohola odredivane su na HPLC uredaju
CLASS-VP LC-10A VP (Shimadzu, Kyoto, Japan). Identifikacija supstrata i produkata alkoholne
fermentacije provedena je na temelju retencijskih vremena razdvojenih spojeva i standarda (tablica
7). Kvantitativne vrijednosti pojedina¢nih spojeva izraCunate su iz jednazbe bazdarnih pravaca.

Koncentracije su izrazene u mgL™.
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Kromatografski uvjeti za odredivanje supstrata i produkata alkoholne fermentacije:

Kolona: Supelcogel™ C-610 H, 300 x 6,5 mm
Pretkolona: Supelguard™ H
Pokretna faza: 0,1 % (vol/vol) HsPO4 (protok 0,5 ml min)
Eluiranje: izokratno
Detektor: RI (detektor refraktivnog indeksa)
Temperatura kolone: 30°C
Vrijeme trajanja: 30 min
Injektirani volumen: 20 pL
0.02 — lucose ethanol
0.01—%
g ] saccharose ycerol
0,00+ L~ : _r/\l
_0-010_.0I - I2.|5I B I5_|0I - I]".E‘ B I1C|L0I B I12|_5I B I15|_DI B I1];_5I B IZCILUI - I22|_5I - I25|_0I B IZTI_SI B I30.

Minutes

Slika 6. Principijelni HPLC kromatogram uzorka prefementirane komine rogaca

25

F0.02

F0.01

-0.00

-0.01
0



Tablica 7. Retencijska vremena standarada i pripadajuce jednadzbe bazZdarnih pravaca na

navedenoj koloni i pri navedenim uvjetima kromatografije

Standard Retencijsko vrijeme (min) JednadZba baZzdarnog pravca
y =317507x - 5835,9
Saharoza 11,5 R2 =0,9997

y = 376026x - 16864
Glukoza 13,4 R2 =0,9995

y = 387873x + 8691,4
Fruktoza 14.6 R2=0,9989

y = 321893x + 39156
Glicerol 18,1 R2=0,9971

y =98667x +4671,5
Mravlja kiselina 18,7 R?=0,9994

y = 163855x + 8176,2
Octena kiselina 20,3 R2=0,9995

y = 154691x - 2350,4
Etanol 25,9 R2=0,9994

3.2.6. Odredivanje hlapivih aroma spojeva komina plinskom kromatografijom

Hlapive komponente u fermentiranim kominama rogaca odredivane su pomocu plinskog
kromatografa Perkin Elmer Autosystems XL GC opremljenog s plameno-ionizacijskim
detektorom (FID) Perkin-Elmer, SAD i sustavom za uzimanje uzoraka Perkin EImer Headspace
Sampler 40XL, SAD.

26



e Priprema uzoraka

U HSS vialu otpipetirano je 10 mL uzorka za analizu i 1 pL internog standarda (1-butanol).
Viale su zatvorene Cepovima sa silikonskom septom te stavljene u autosampler. Uzorak je
zagrijavan na 80 °C tijekom 20 min kako bi doslo do isparavanje hlapivih spojeva, koji su potom
prebaceni U injektor plinskog kromatografa. Vrijeme injektiranja iznosilo je 0,05 min, a
temperatura igle i ,,transfer line-a“ bila je 100°C odnosno 110 °C. Kao mobilna faza koriSten je
helij pod tlakom od 25 psi (172369 Pa). Kromatografska analiza provedena je na kapilarnoj koloni
ZB-5MS (Zebron, Phenomenex) duljine 60 m, promjera 0,25 mm s debljinom stacionarne faze
0,50 um prema temperaturnom programu: 5 min na 35°C, 2 min na 60°C te 7 min na 180°C. Brzina
zagrijavanja izmedu navedenih temperatura iznosila je 10°C/min. Za detekciju je koriSten FID

(Flame Ionization Detector) detektor Cija je temperatura iznosila 250°C.

e ldentifikacija i kvantifikacija spojeva

Identifikacija i kvantifikacija pojedina¢nih ispitivanih spojeva provedena je usporedbom
vremena zadrzavanja razdvojenih spojeva (Rt) s vremenom zadrzavanja standarda (tablica 8).
Kvantifikacija hlapivih spojeva provedena je racunalnom analizom podataka dobivenih nakon
kromatografske analize pomo¢u metode internog standarda. Kvantitativne vrijednosti
pojedinacnih ispitivanih hlapivih spojeva izracunate su iz jednadzbi bazdarnih pravaca

pripadajucih standarda.
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Tablica 8. Retencijska vremena (Rt) odredivanih hlapivih spojeva i internog standarda

Spoj Rt/min
1 acetaldehid 4,14
2 n-propanol 6,37
3 2-butanol 7,46
4 etil-acetat 7,71
5 2-metil-1-propanol 8,23
6 1-butanol (1S) 9,51
7 3-metil-1-butanol 12,26
8 2-metil-1-butanol 12,43
9 etil-butirat 14,49
10 izoamil-acetat 16,80
11 etil-heksanoat 19,95
12 etil-oktanoat 24,24
13 etil-oktanoat 24,25
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3.2.7. Odredivanje profila aroma spojeva destilata rogaca plinskom kromatografijom s masenim

detektorom

e Priprema uzoraka — mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPME)

Uzorci destilata prije mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi razrijedeni su destiliranom vodom na 4 %
vol etanola. Odvagno je 2 g NaCl u HSS bocicu te je dodano 8 mL razrjedenog uzorka. HSS bocica
je zatim zatvorena ¢epom sa silikonskom septom te je ostavljena u termobloku na zagrijavanju
kroz 10 min na 60 °C. Nakon toga se kroz septu uvodi DVB/CAR/PDMS vlakno i izlaze parama
uzorka tijekom 40 min na 60 °C uz konstantno mijeSanje pomoc¢u magnetica. Tijekom ovog
postupka dolazi do adsorpcije hlapivih spojeva iz uzorka na SPME vlakno. Nakon toga SPME
vlakno preneseno je u injektor plinskog kromatografa gdje na 250 °C kroz 5 min dolazi do
desorbcije hlapivih spojeva koji noSeni plinom nosiocem ulaze u kromatografski sustav. SPME

vlakno je prije upotrebe kondicionirano prema uputama proizvodaca (270 °C, 30 min).

e Uyvjeti rada plinskog kromatografa (GC/MS):
> temperatura injektora: 250 °C
> temperatura detektora: 280 °C

> temperaturni program:

40 °C, 5 min— 160 °C, 4 °C/min — 240 °C, 10 °C/min, 3min

» plin nosioc: He

Y

protok plina nosioca: 1,5 mL/min

> 'Splitless mode' injektiranja

o Identifikacija aroma spojeva destilata rogaca

Retencijska vremena pojedinih sastojaka (vrijeme u minutama izmedu injektiranja i detektiranja
priizlasku iz kolone), pomocu kojih se kasnije identificirao pojedini sastojak, utvrdena su prilikom
razvoja metode, injektiranjem model otopina razliCitih koncentracija te pojedina¢nim
injektiranjem pojedinog spoja. Identifikacija nepoznatih spojeva je provedena na naéin da su
usporedeni maseni spektri dobivenih pikova s poznatim pikovima pohranjenim u bazi (,,library®)

uredaja.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Prvi korak u proizvodnji vo¢nog destilata je priprema komine za fermentaciju. Za razliku od
svjezeg voca, kod brasna rogaca kao sirovine prvo je potrebno provesti ukomljavanje i ekstrakciju
SecCera analogno proizvodnji alkohola iz suhih Zitnih sirovina, ali bez enzimske hidrolize Skroba
buduci da rogac¢ sadrzi fermentabilne Secere: saharozu, glukozu i fruktozu. Turhan i sur. (2010)
izvijestili su da su optimalni uvjeti za ekstrakciju Secera iz rogaca 80 °C, 2 h, pri omjeru rogac:
voda 1:4, §to daje oko 115,3 gL! $eéera. S druge strane Sanchez i suradnici (2010) ispitali su rogaé
kao sirovinu za proizvodnju bioetanola. Pokazali su da je gotovo kompletna vodena ekstrakcija
Secera iz brasna rogaca postignuta u kratkom vremenu (manje od 30 min) na sobnoj temperaturi.
Uzimajuci u obzir ove literaturne rezultate te da bi se izbjeglo visoko zagrijavanje komine prije
fermentacije (zbog troskova energije) U ovom radu primijenjena je niza temperatura ekstrakcije 50
°C, 2 h'i ukomljavanje u omjeru 1:4.

Kvasac ima glavnu ulogu u proizvodnji svih alkoholnih pica, a izbor odgovarajuceg soja kvasca
klju¢an je ne samo za postizanje visokih koncentracija alkohola, ve¢ i za sintezu drugih metabolita
kvasca koji osiguravaju prepoznatljivu aromu krajnjih proizvoda. Kvasac koji dominira u
proizvodnji alkoholnih pica Sirom svijeta je S. cerevisiae. Na trzistu su dostupni brojni Sojevi ovog
kvasca 1 u prvom dijelu istrazivanja u ovom radu ispitana je moguénost koristenja komercijalno
dostupnih sojeva u fermentaciji brasna rogaca. Kako bi se istrazilo sadrzi li roga¢ dovoljno izvora
dusika, vitamina i minerala, proufavan je i utjecaj dodatka hranjivih tvari na alkoholnu

fermentaciju. Rezultati ovog dijela istrazivanja su prikazani u poglavljima 4.1- 4.4.
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4.1. Fermentacijska aktivnost razli¢itih sojeva kvasca S. cerevisiae u komini rogaca

Kao $to je ranije opisano, fermentacija komine rogaca provodila se u kontroliranim uvjetima pri
temperaturi 20 °C i 30 °C, pomocu tri soja kvasca S. cerevisiae sa i bez dodatka soli za vrenje u

kominu rogaca. Cilj ovog dijela istrazivanja je usporediti fermentacijsku aktivnost razli¢itih sojeva

kvasca S. cerevisiae pri razli¢itim temperaturama fermentacije.

Dobiveni rezultati brzine nastajanja CO> za sve fermentacije prikazani su na slikama 7-13.

—e—pez soli za vrenje sa solima za vrenje
40,0
§ 30,0 T
o 200 /
Q
X
3 T N
S o LI T ITT 11 ] [ T ]
© oio 018 lll ]l8 le 2[8 311 319 55 6,1 6l8 718 H8 918 11L8

-10,0 :
t (dani)

Slika 7. Brzina nastajanja COz za kvasac S. cerevisiae var. bayanus sa i bez soli za vrenje pri

temperaturi fermentacije 20 °C (n=2)
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—e—bez soli zavrenje  —e=sa solima za vrenje
40,0

30,0

dCO,/dt (gCO,/L dan)

Slika 8. Brzina nastajanja CO. za kvasac S. cerevisiae var. burgnunder sa i bez soli za vrenje

pri temperaturi fermentacije 20 °C (n=2)

—e—pez soli zavrenje  —e=sa solima za vrenje

dCO,/dt (gCO,/L dan)

0 08 131 1,8 21 28 31 39 45 55 671 68 78 &8 % 8

t (dani)

Slika 9. Brzina nastajanja CO> za kvasac S. cerevisiae sa i bez soli za vrenje pri temperaturi
fermentacije 20 °C (n=2)
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Slika 10. Brzina nastajanja CO- za kvasac S. cerevisiae var. bayanus sa i bez soli za vrenje pri

40,0

dCO,/dt (gCO,/L dan)
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o o o

o
o
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temperaturi fermentacije 30 °C (n=2)

—e—bez soli zavrenje  —e=—sa solima za vrenje

00 08 11 18 21 2|8 3|1 40 5[0 58 6|1 6{8 7{4 8{4 9|4

t (dani)

Slika 11. Brzina nastajanja CO za kvasac S. cerevisiae var. burgnunder sa i bez soli za vrenje

pri temperaturi fermentacije 30 °C (n=2)
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—e—hez soli za vrenje sa solima za vrenje
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Slika 12. Brzina nastajanja CO za kvasac S. cerevisiae sa i bez soli za vrenje pri temperaturi
fermentacije 30 °C (n=2)

Usporedbom rezultata prikazanih slikama 7-9, za fermentacije pri 20 °C, moze se vidjeti da je
kvasac S. cerevisiae var. burgnunder imao najkrac¢u lag fazu te je shodno tome prvi zapo¢eo burnu
fermentaciju na isti dan kada su komine inokulirane. S. cerevisiae je imao najduzu lag fazu te je
svoju burnu fermentaciju dostigao tek peti dan nakon inokulacije. Usporedbom rezultata
prikazanih slikama 10-12, za fermentacije pri 30 °C, pokazalo se da su kvasaci S. cerevisiae var.
burgnunder i S. cerevisiae zapoc¢eli burnu fermentaciju isti dan kada su komine inokulirane dok
je kvasac S. cerevisiae var. bayanus svoju burnu fermentaciju dostigao drugi dan nakon
inokulacije. Zajednicki gledano, visa temperatura je pogodovala kracoj lag fazi. Sli¢an primjer
utjecaja temperature na rast kvasca navode i Torija i sur. (2003) koji su proucavali niz sojeva
kvasca S. cerevisiae za fermentaciju vina te su zabiljezili kracu lag fazu i vece brzine oslobodenog
CO: L*dan, odnosno proizvedenog etanola pri temperaturi od 30 °C u odnosnu na temperaturu
od 20 °C. Takoder, kvasci koji su fermentirali pri 30 °C pokazali su vec¢u aktivnost nego kvasci
koji su fermentirali pri 20 °C. Razlog tome je utjecaj temperature na enzimsku aktivnost pri ¢emu
se kod kvasaca najveca aktivnost ocituje na 30 °C. (Reddy i sur., 2011). Jasni prikaz takve
aktivnosti vidljiv je pri temperaturi od 20 °C gdje kvasci pokazuju duzi period burne fermentacije

(otprilike 4 do 6 dana), dok kod kvasaca pri 30 °C taj je period puno kraci (oko 2 dana).
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Razlika u aktivnosti kod razli¢ith temperatura o€ituje se i u maksimalnim brzinama nastalog COx.
Kvasac S. cerevisiae var. bayanus pokazao je najveéu brzinu od 35,86 g CO, L*dan™ pri
temperaturi fermentacije od 30°C te znatno niZe, 22,20 g CO2 L dan™* pri temperaturi fermentacije
od 20°C. Isti trend manje maksimalne brzine nastajanja CO; zabiljeZen je i za druga dva koristena
soja kvasca pri fermentaciji na razli¢itim temperaturama. Petravi¢-Tominac i sur. (2013) takoder
su promatrali brzinu nastajanja CO> tijekom fermentacije kupinovog vina pri 23°C uz koristenje
dva razli¢ita kvasca. Maksimalne brzine nastalog CO kretale su se do 25,77 g CO2 Ldan™ za
kvasac Fermol Mediterraneé te 20,37 g CO, Ldan™? za kvasac Fermol Rouge. Navedene brzine
oslobadanja CO; postignute su tre¢i dan za kvasac Fermol Mediterraneé te Cetvrti dan za kvasac

Fermol Rouge §to se moze usporediti s rezultatima dobivenim u ovom radu.

Rezultati prikazani slikama 7-12 pokazuju da nema statisticki znacajne razlike izmedu brzina
nastalog CO. kod fermentacija komine rogaca koje su provedene sa solima za vrenje i bez soli za
vrenje. Razlog tome je rogaé, odnosno rogaéevo brasno koje je prirodno pogodno za fermentaciju
zbog toga Sto sadrzi sve potrebne sastojke za rast kvasaca (0sim vode). U rogacevu brasnu 0sim
SeCera, proteina i masti prisutni su Fe, Ca, Na, K, P 1 S kao potrebni elementi za rast kvasaca i
vitamni E, D, C, niacin, B6 i folna kiselina kao faktori rasta (Youssef i sur., 2013). Roukas i sur.
(1994) su takoder potvrdili da dodavanjem hranjiva u kominu rogaca nije do§lo do povecanja
sinteze g EtOH Ldan, odnosno g CO, L'dan™.

Sumarno gledano rezultate za aktivnost koristenih kvasaca (Slike 7-12), kvasac S. cerevisiae var.
bayanus pokazao je najvecu brzinu fermentacije pri obje temperature, ali i vrlo dugu fazu
prilagodbe. Kvasac S. cerevisiae var. burgnunder pokazao je pri obje temperature fermentacije, i
neovisno o dodatku soli za vrenje, najkracu fazu prilagodbe te time i najkrace vrijeme fermentacije
u odnosnu na druge kvasce. Pored toga, ovaj kvasac pokazao je zadovoljavajuc¢u aktivnost,
odnosno brzinu proizvodnje COz. Uzimajuci u obzir dobivene rezultate za proizvodnju rakije od

rogaca odabran je kvasac S. cerevisiae var. burgnunder.

Nakon pocetnih fermentacija u kojima je cilj bio istraziti koji kvasac pokazuje najbolju aktivnost,
pripremljena je komina za fermentaciju s kvascem S. cerevisiae var. burgnunder, ali u veéem
volumenu komine kako bi se kasnije mogla dobiti dovoljna koli¢ina destilata za daljnju analizu.
Komine su fermentirane na temperaturi od 25 °C, budu¢i da po uputama proizvodaca optimalna

temperatura fermentacije S. cerevisiae var. burgnunder iznosi od 23-26 °C, a to je i uobicajena
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temperatura okoline u ranu jesen kada roga¢ dozrijeva. lako, mora se napomenuti da osuSene
mahune rogac¢a imaju dugi rok trajanja i mogu se Koristiti za fermentaciju tijekom cijele godine,
za razliku od sezonskog svjezeg voca koje se koristi za proizvodnju rakije (Sljive, kruske, jabuke,
grozde) pa je ovo jedna od dobrih karakteristika u odabiru rogaca kao sirovine za proizvodnju

rakije.

Na slici 13 prikazana je brzina nastajanja CO2 za odabrani kvasac S. cerevisiae var. burgnunder.

—e—Dez soli za vrenje sa solima za vrenje
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Slika 13. Brzina nastajanja CO- za kvasac S. cerevisiae var. burgunder sa i bez soli za vrenje pri

temperaturi fermentacije 25 °C (n=4)

Usporedujuci rezultate brzine sinteze CO2 za komine fermentirane s pomocu kvasca S. cerevisiae
var. burgunder na razli¢itim temperaturama (slike 8, 11, 13) te sa i bez dodatka soli za vrenje
primje¢eno je da nema statisti¢ki zna¢ajne razlike izmedu dobivenih vrijednosti g CO2 L'dan™ za
kvasce sa i bez dodanih soli za vrenje. Nadalje, pri fermentaciji na 25°C i 30 °C nema lag faze te
burna fermentacija zapo¢inje inoklulacijom, dok pri 20 °C lag faza traje manje od jednog dana.
Jednako tako, brzina sinteze CO2 najveca je pri temperaturi od 30 °C za kvasac bez dodanih soli za
vrenje te iznosi 32,10 g CO, L dan.
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4.2. Volumni udjeli etanola u preferemntiranim kominama rogaca

Volumni udjeli etanola u preferemntiranim kominama rogaca odredeni su metodom po Martin -

Dietrichu, a dobiveni rezultati prikazani su u tablicama 9 i 10.

Tablica 9. Volumni udio etanola u prefermentiranim kominama rogaca fermentiranih s pomocu

razlicitih sojeva kvasca, sa (+) i bez dodatka soli za vrenje (-) u kominu rogaca, na temperaturi
fermentacije 20 °C i 30 °C

Etanol
Soli za (% volvol™)
Kvasac eI
20°C 30°C
- 4,80 4,67
S. cerevisiae var. bayanus " 4.80 452
- 4,80 4,75
S. cerevisiae var. burgunder " 518 459
- 4,75 4,23
S. cerevisiae " 452 4.45
t test (temperatura 20°C/30°C)
on-line test P =0,0380
https://www.graphpad.com
t test (dodatak soli)
on-line test P =0,9458
https://www.graphpad.com
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Tablica 10. Volumni udio etanola u prefermentiranim kominama rogaca fermentiranih s pomocu
kvasca S. cerevisiae var. burgunder, sa (+) i bez dodatka soli za vrenje (-) u kominu rogaca, na
temperaturi 25 °C (n=4)

Etanol

Kvasac Soli za vrenje )
1€ @volvol?)

- 4,94+0,42
S. cerevisiae burgunder tip

+ 5,42+0,67

U prefermentiranim kominama roga¢a udio etanola (% volvol™?) kretao se izmedu 4,23-5,42
(tablice 9 i 10). Signifikantno veci postotak etanola uocen je kod fermentacija pri 20 °C, nego li
kod fermentacija pri 30 °C, dok je najveci postotak etanola zabiljezen pri 25 °C za S. cerevisiae
var. burgunder. Utjecaj temperature na sintezu etanola pri fermentaciji rogaceve pulpe istrazivan
je u radu Rokuas i sur. (1993). Za potrebe istrazivanja koristen je kvasac S. cerevisiae pri
fermentacijskim temperaturama od 25°C, 30°C, 35°C i 40 °C te nasuprot rezultatima u ovom radu,
najvece vrijednosti volumena etanola postignute su pri 30 °C. Sli¢no tome, u radu Fakruddin i sur.
(2012), proucavan je utjecaj temperature na sintezu etanola pri fermentaciji melase uz uporabu S.
cerevisiae IFST-072011 kao radnog mikroogranizama. Pri temperaturama fermentacije od 28 °C,
30°C i 37°C, najvece vrijednosti etanola zabiljeZene su pri 30 °C. Drugadiji rezultati zabiljeZeni
su kod Yah i sur. (2012), gdje su najvece vrijednosti etanola postignute pri temperaturi od 25 °C.
Na sintezu etanola, odnosno njegov udio u mediju, ovisit ¢e koristeni tip kvasca i njegova
optimalna temperatura. U ovom radu, moguce je da je pri vi$oj temperaturi od 30 °C doslo do
hlapljenja jednog dijela etanola iz komina rogaca. U proizvodnji rakija, fermentacija voca se
provodi pri nizim temperaturama upravo da bi se izbjeglo gubljenje etanola, ali i aroma. Nadalje,
veci udjeli alkohola kod temperature od 20 °C mogu ukazat na dodatnu hidrolizu i oslobadanje

Secera tijekom duze fermentacije pri 20 °C.
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4.3. Odredivanje Secera i fermentacijskih produkata u preferemntiranim kominama

rogaca

Po zavrSetku fermentacije te u pocetnoj komini, Seceri i fermentacijski produkti odredeni su visoko
ucinkovitom tekuéinskom kromatografijom kako je opisano u poglavlju 3.2.5. Dobivene
koncentracije Secera, stupanj konverzije i udio fermentiranih Secera prikazani su u tablicama (11-
16).

Tablica 11. Masene koncentracije Secera U pocetnoj komini - ekstraktu rogacevog brasna (n=2)

. Koncentracija
Secer )
(L)
Saharoza 68,09+1,19
Glukoza 24.66+0,52
Fruktoza 13,09+0,48
Ukupno 105,84+2,20

Kao najzastupljeniji Se€er rogaca, saharoza je u ekstraktu rogacevog brasna prisutna u najvecoj
koncentraciji (Petkova i sur., 2017). Koncentracija glukoze je vec¢a od fruktoze, no njihov omjer
mozZe varirati 0visno o sorti, podneblju ili metodi ekstrakcije. U radu Sanchez-Segado i sur. (2010)

pokazalo se da je udio glukoze manji od udjela fruktoze u njihovom odabranom rogacu.
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Tablica 12. Masene koncentracije Secera u prefermentiranim kominama rogaca nakon provedene

fermentacije s pomocu razlicitih sojeva kvasca S. cerevisiae, pri temperaturi od 20 °C te sa (+) i

bez dodatka soli za vrenje (-) u kominu

Temperatura 20 °C
Kvasac Soli za vrenje v (gL ™)

saharoza | glukoza

- - 5,12 12,34

S. cerevisiae var. bayanus
+ 4,68 11,16
- - 4,03 10,8
S. cerevisiae var. burgunder
+ 4,74 12,01
. - 4,74 12,57
S. cerevisiae
+ 5,35 13,16

Tablica 13. Udio fermentiranih Sec¢era i stupanj konverzije za fermentacije s pomocu razlicitih

sojeva kvasca S. cerevisiae, pri temperaturi od 20 °C te sa (+) i bez dodatka soli za vrenje (-) u

kominu

Temperatura 20°C
li - -
Kvasac Soli za udio Stupanj
vrenje .| Ys=S0-S Yp B
fermentiranih 4 ) konverzije
" (9L™) (9L7) )
Secera (%) Yris(997)
o - 83,51 88,39 37,87 0,43
S. cerevisiae var. bayanus
+ 85,03 90,00 37,87 0,42
S. cerevisiae var. - 85,98 91,01 37,87 0,42
burgunder + 84,17 89,09 40,87 0,46
. - 83,64 88,52 37,48 0,42
S. cerevisiae
+ 82,51 87,33 35,66 0,41
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Tablica 14. Masene koncentracije Sec¢era i alkohola u prefermentiranim kominama rogaca nakon
provedene fermentacije s pomocu razlicitih sojeva kvasca S. cerevisiae, pri temperaturi od 30 °C

te sa (+) i bez dodatka soli za vrenje (-) u kominu

Temperatura 30°C
Kvasac Soli za vrenje v (gL ™)

saharoza | glukoza

o - 1,10 11,91

S. cerevisiae var. bayanus
+ 3,63 12,07
o - 1,32 11,82
S. cerevisiae var. burgunder
+ 3,34 11,78
. - 4,02 12,82
S. cerevisiae
+ 4,26 12,87

Tablica 15. Udio fermentiranih sec¢era i stupanj konverzije za fermentacije s pomocu razlicitih

sojeva kvasca S. cerevisiae, pri temperaturi od 30 °C te sa (+) i bez dodatka soli za vrenje (-) u

kominu
Temperatura 30°C
Soli za - ;
Kvasac udio Stupan;j
vrenje .| Ys=S0S Yp B
fermentiranih 4 ) konverzije
" (9L™) (9L7) )
Secera (%) Yeis (997)
o - 87,72 92,84 36,85 0,40
S. cerevisiae var. bayanus
+ 85,16 90,13 35,66 0,40
S. cerevisiae var. - 87,58 92,69 37,48 0,40
burgunder + 85,71 90,72 36,22 0,40
o - 84,09 89,00 33,37 0,37
S. cerevisiae
+ 83,81 88,70 35,11 0,40
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Povisenjem temperature dolazi do vece aktivnosti kvasaca, ¢ime se fermentira veca koliCina
Secera. Sukladno tome, usporedbom tablica 12-15 zaostalo je viSe Secera pri temperaturi od 20 °C
u odnosnu na temperaturu od 30 °C te je time veci udio fermentiranih Secera pri vi$oj temperaturi.
Najveéi udio fermentiranih Secera (87,72%) zabiljezen je kod komine fermentirane s S. cerevisiae
var. bayanus pri 30 °C bez dodanih soli za vrenje, dok je najmanji (82,51%) zabiljezen kod komine
fermentirane sa S. cerevisiae pri 20 °C. Gledajuci koncentracije Secera pojedinacno, primjecena je
vecéa kolic¢inu zaostale glukoze nakon fermentacije. Takav rezultat nije bio o¢ekivan zbog Cinjenice
da kvasci primarno koriste glukozu kao izvor ugljika. U ovom radu nije se istrazio razlog zasto je
zaostala odredena koli¢ina glukoze i saharoze u prefermentiranim kominama. Najvjerojatnije
koristena metoda vaganja tikvica, odnosno biljezenja promjena masa uslijed gubitka CO2 nije
dovoljno precizna metoda u zavr$noj fazi tihe fermentacije, stoga je za pretopostaviti da tiha
fermentacija nije niti zavrsila. Naime, u termostatu dolazi do hlapljenja tekuéine i u kontrolnim
tikvicama i u fermentacijskim tikvicama i prividno nema promjene masa tikvica $to znaci kraj
fermentacije. No, ocito je promjena mase spora i premala kako bi se detektirala vaganjem tikvica
na tehnic¢koj vagi. Preciznija analiticka vaga nije mogla biti koriStena zbog prevelike mase tikvica.
Usporedujuci stupanj konverzije supstrata u produkt pri temperaturama od 20 °C i 30 °C pokazalo
se da je pogodnija niza temperatura fermentacije. Naime, iako je fermentiralo vise Secera pri vi$oj
temperaturi, prinos etanola je na toj temperaturi nesto nizi, najvjerojatnije zbog sinteze nekih

drugih metabolita ili eventualno gubitka etanola uslijed hlapljenja pri vi$oj temperaturi.

Tablica 16. Masene koncentracije secera i stupanj konverzije za fermentacije s pomocu kvasac
S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi fermentacije od 25 °C, sa (+) i bez dodatka soli za

vrenje (-) u kominu (n=4)

) ) Temperatura 25 °C
Promatrani parametri i i : i
bez soli za vrenje sa solima za vrenje

Saharoza (gL™) 4,50+0,48 5,3420,41
Glukoza (gL ™) 10,97+0,40 10,38+1,04

Etanol (gL ™) 39,60+1,67 43,71+3,11

udio fermentiranih Secera (%) 85,38+0,38 85,14+0,90

stupanj konverzije (ggt) 0,44 0,49
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Kod komina fermentiranih uz pomoc¢u odabranog kvasca S. cerevisiae var. burgnunder sa i bez
dodatka soli za vrenje pri 25 °C ne postoji statisticki znacajna razlika u udjelu fermentiranih Secera
te etanola, $to dovodi do zaklju¢ka kako roga¢ sadrzi dovoljnu koli¢inu hranjiva za kvasce.
Nadalje, vrijednosti stupnja konverzije za S. cerevisiae var. burgnunder pri 25 °C veéa su u
usporedbi s vrijednostima dobivenim pri fermentaciji na 20 °C i 30°C. Razlog tome je primjenjena
temperatura od 25 °C koju je proizvoda¢ kvasca propisao kao optimalnu, ¢ime se osigurava jedan
od uvjeta kako bi kvasac ostvario najvecu sintezu produkata tijekom fermentacije. Usporedbe radi,
Turhan i sur. (2010) su takoder u svome radu proucavali fermentaciju rogaceva brasna, odnosno
mogucéi stupnja konverzije i koli¢inu dobivenog etanola. Koristili su bioreaktor za fermentaciju uz
korekciju pH vrijednosti, a kao radni mikroorganizam upotrijebili su S. cerevisiae ATCC 36858.
Ferementaciju su provodili pri temperaturi od 30 °C, pri ¢emu je utroseno vise od 94%
fermentabilnih $eéera te je postignut stupanj konverzije od 0,40-0,45 (g EtOH g3ecera). Sli¢no
tome, Germec i sur. (2015) su proucavali fermentaciju rogaceva brasna u reaktoru s biofilmom
gdje su kao radni mikoorganizam koristili S. cerevisiae ATCC 36858. Fermentaciju su provodili
pri temperaturi od 30 °C i razli¢itim poéetnim koncentracijama $ecera u ekstraktu rogaceva brasna.
Jedna od tih koncentracija bila je 10° Brix (106,1 mgmL™), §to je priblizno jednako pocdetnoj
koncentraciji Secera u ekstraktu rogaceva brasna u ovom radu. Stupanj konverzije dobiven pri toj
pocetnoj koncentraciji $eéera kretao se od 0,31-0,43 (g EtOH g'seéera). Takvi rezultati ne
odudaraju od koeficijenata konverzije postignutih pomoc¢u kvasaca koji su upotrebljeni za
fermentacije u ovom radu (tablicaa 15). Takoder, Ercan i sur. (2013) zabiljezili su preko 90 %
utroSenih fermentabilnih Secera pri emu je ostvaren stupanj konverzije od 0,46 (g EtOH g*3ecera)
u reaktoru s imobiliziranim biofilmom sa S. cerevisiae ATCC 36858 i pri temperaturi od 30 °C.
Fermentacija rogaca moze se provesti i s bakterijom kao radnim organizmom (Vaheed i sur.,
2010). U tom radu utroseno je preko 90 % fermentabilnih Secera pri ¢emu je ostvaren stupanj
konverzije od 0,37 (g EtOH g Seéera) s pomocu bakterije Zymomonas mobilis pri temperaturi

fermentacije od 30 °C.
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4.4. Odredivanje hlapivih spojeva u prefermentiranim kominama i brasnu od rogaca

U ovom poglavlju opisani su hlapivi spojevi u prefermentiranim kominama rogaca odredeni
plinskom kromatografijom. U radu su koristena trivijalna imena analiziranih hlapivih spojeva. U
tablici 17 navedena ja njihova nomenklatura po IUPAC-u (Christoph i Bauer-Christoph, 2007).

Rezultati su prikazani tablicama 17-20 te slikom 14.

Tablica 17. Trivijalna imena spojeva dobivenih analizom prefermentiranih komina, njihova

IUPAC nomenklatura i pripadajuéa aroma

Trivijalno ime

Nomenklatura

Miris

Acetaldehid Etanal Jedak, sladak
Propanol Propan-1-ol Omamljujuéi miris
Etil acetat Etil etanoat Miris otapala
Izobutanol 2-metilpropan-1-ol Alkoholni miris

Izoamil alkohol

3-metilbutan-1-ol

Sladni miris

2-butil alkohol 2-butanol Alkoholni miris
Aktivni amilni alkohol 2-metilbutan-1-ol Sladni miris
Etil butirat Etil butanoat Voéni, cvjetni miris

Izoamil acetat

3-metil-1-butil etanoat

Miris banane i kruske

Etil heksanoat

Etil heksanoat

Miris banane i jabuke
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Slika 14. Glavni hlapivi produkti detektirani plinskom kromatografijom u prevreloj komini rogaca
fermentiranoj s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi fermentacije od 25

°C (4) i u pocetnoj komini rogaca (B)

Glavni produkut fermentacije je etilni alkohol, no vaznu ulogu u aromi ¢ine mali, ali bitni udjeli
ostalih hlapivih komponenti. Od prisutnih komponenti pri fermentaciji mogu nastati: aldehidi,

ketoni, esteri, visi alkoholi itd. (Jung i sur., 2010).
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Tablica 18. Masene koncentracije hlapivih spojeva odredene u prefermentiranoj komini rogaca
fermentiranoj s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi fermentacije od 25°C

sa (+) i bez dodatka soli za vrenje (-) u kominu (n=4)

Hlapivi spojevi soli za vrenje T -test
Y (mgL_l) - + (p < 0,05)

1-propanol 36,05+6,50 33,51+5,83 0,22831

etil etanoat 12,13+3,46 19,67+2,45 0,03825

2-metil-1-propanol 97,91+23,65 81,17+25,81 0,49437

3-metil-1-butanol 74,77+9,14 68,87+9,89 0,28933

2-metil-1-butanol 38,18+5,16 31,46+5,77 0,17273

etil butanoat 3,267+0,37 2,92+0,94 0,54191

3-metil-1-butil etanoat 0,065+0,013 0,050+0,008 0,18169

etil heksanoat 3,06+0,31 4,33+1,06 0,04709

butan-2-ol i 2-fenil-etanol nisu detektirani; etil oktanoat ispod limita detekecije

Obradom rezultata dobivenih koncentracija hlapivih spojeva u prefementiranim kominama,
proucavan je utjecaj soli za vrenje na sintezu sekundarnih produkta fermentacije, odnosno u ovom
slucaju visih alkohola i1 pojedinih estera. Primjecena je statisi¢ki znacajna razlika kod komina s
dodanim i bez dodanih soli za vrenje za spojeve etil etanoat i etil heksanoat. Kod ostalih spojeva

statisticki znac¢ajna razlika nije zabiljeZena.

e Alkoholi

Od detektiranih visih alkohola prisutni su: 1-propanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol i 3-
metil-1-butanol. Visi alkoholi nastaju tijekom fermentacije deaminacijom i dekarboksilacijom
aminokiselina. Kada se aminokiseline nalaze u suvisku, metabolizmom kvasca dolazi do njihove

razgradnje tijekom fermentacije (Walker i Stewart, 2016).
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Tablica 19. Masene koncentracije ukupnih visih alkohola u prefermentiranim kominama

Ukupni visi alkoholi (mgL?)

Temperatura 20°C 25°C 30°C
Soli za vrenje - + - + - +
Saccharomyces c. var. 1951 | 1465 / / 207.0 | 1891
bayanus
SaCChammthei:C' burgunder | 197 | 1704 | 24690 | 21502 | 2241 | 182.3
Saccharomyces c. 170,4 | 147,6 / / 176,6 | 130,1

Kada su koncentracije visih alkohola nize od 300 mgL™, kao $to je slu¢aj kod svih prefementiranih
komina ¢iji su rezultati prikazani u tablici 19, do izrazaja dolaze pozeljne vo¢ne arome. Naspram
toga, koncentracije od 400 mgL™ i vise, dovode do negativnih utjecaja visih alkohola na aromu
(Hirst i Richter, 2017). Usporedbe radi, Reddy i sur. (2011) su u svome radu takoder usporedivali
koncentracije visih alkohola u soku manga fermentiranom pri razli¢itim temperaturama. Dobiveni
rezultati prikazali su vece koncentracije visih alkohola pri veéoj temperaturi, to¢nije receno, pri 15
°C izmjereno je 256 mgL™, dok je pri 30°C izmjereno 380 mgL ™. Osim istrazivanja Reddy i sur.
2011., vise drugih autora je zabilljezilo porast koncentracije ukupnih visih alkohola porastom
temperature (Erten, 2002; Bardi i sur., 1997). Trend sinteze veée koncentracije visih alkohola pri
viSoj temperaturi primjecen je 1 kod prefermentiranih komina rogaca ako usporedujemo
fermentaciju pri 20 °C i 30 °C. No, najveca koncentracija visih alkohola za kvasac S. cerevisiae
var. burgunder primjeéen je na njegovoj optimalnoj temperaturi fermentacije od 25 °C. Nastavno
tome, nize koncentracije ukupnih alkohola zabiljeZene su kod prefermentiranih komina s dodanim
soli za za vrenje u odnosnu na komine bez dodanih soli za vrenje $to se moze povezati s promjenom

metabolizma dusika uslijed dodatka diamonij fosfata.
o Esteri
Esteri nastaju kao nusprodukti fermentacije iz tri razloga (Belda i sur., 2017):

a. manje toksi¢ni nego njihovi alkoholni i kiselinski prekursori (detoksikacijski mehanizam)
b. privlace kukce jer sluze kao mehanizam za rasprostranijvanje kvasaca

C. sluZe pri mehanizmu regeneracije koenzima A
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Esteri primarno nastaju reakcijom karboksilnih kiselina s alkoholom (Jia i sur., 2018). Od prisutnih
estera detektiranih GC-FID instrumentalnom metodom, zabiljezeni su: etil-acetat, etil-butirat,
isoamil-acetat, etil-heksanoat. Povecanjem temperature fermentacije dolazi do sinteze veceg broja

koli¢ina sekundarnih produkata, samim time i estera (Torija i sur. 2003).

Tablica 20. Masene koncentracije spojeva dobivenih plinskom kromatografijom ekstrakta

rogaceva brasna, odnosno pocetne komine prije fermentacije

Spojevi (mg L) Rogad
acetaldehid 7,30
1-propanol 7,75
etil-acetat -

2-metil-1-propanol 0,73

3-metil-1-butanol 0,63

2-metil-1-butanol 0,69
etil-butirat 0,56

isoamil-acetat 0,01
etil-heksanoat 2,28

U rogac¢evom brasnu, prisutni svi spojevi koji su dobiveni u prefermentiranim kominama, osim
etil acetata te u znatno nizim koncentracijama (tablica 20). Krokou i sur. (2019) su takoder pronasli
spojeve acetaldehid, etil-acetat, etil-butirat i etil-heksanoat u rogac¢evu brasnu. Cantalejo (1997) je
odredivao hlapive spojevi GC-MS analizom u sirovom rogacu te je jednako kao i u tablici 20
detektirao 2-metil-1-propanol i etil butirat. Vazno je napomenuti da je u svim prefermentiranim
kominama detektiran spoj u 13. minuti koji u ovom radu nije identificiran, a pokazalo se da dolazi

iz rogaca kao sirovine (slika 14B)

48



4.5. Odredivanje hlapivih komponenti u destilatima rogaca

Destilat rogaca je organolepticki karakteriziran Spojevima arome, odnosno hlapivim
komponentama, stoga je vrlo bitna provedba fermentacije u kontroliranim uvjetima kako ne bi
doslo do pojave spojeva nepozeljnog mirisa i okusa kao §to su: etil butirat, 2-butanol, aldehidi i
pojedini karbonilni spojevi. Takoder, potrebno je provesti adekvatnu frakcijsku destilaciju kako bi
se izdvojile hlapive komponente arome (LOpez-Vazquez i sur, 2010). Sama detekcija aroma
komponenata u destilatu je jedan od vaznih koraka u ocjenjivanju, odnosno procjeni kvalitete
rakije. Na aromu utjecu razli¢iti faktori kao Sto su: pocetna sirovina - sorta, vrijeme berbe,
klimatske karakteristike godine te ostale varijable vezane uz proces proizvodnje (fermentacija,
destilacija i odlezavanje) (Hanousek Ci¢a i sur, 2017). Aroma komponente u rakiji od roga¢a
odredivane su SPME-GC/MS metodom u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom komine rogaca
fermentirane s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi fermentacije od 25 °C
sa i bez soli za vrenje, koje su prije analize odlezale 2 mjeseca. U tablicama koje se nalaze u prilogu
I i prilogu Il prikazani su naziv spoja, faktor podudaranja, prisutnost u uzorku i maseni udio (%)
za svaki detektirani spoj. Na slikama 15 i 16 prikazani su udjeli pojedinih spojeva u odnosnu na
organsku skupinu kojoj pripadaju za oba destilata, a na slikama 17-23 maseni udjeli
najzastupljenijih spojeva u destilatu iz skupine estera, alkohola, aldehida i ketona te kiselina.
Buduci da su esteri i alkoholi najzastupljeniji spojevi u destilatima i da rezultati na slikama 15 i 16
ne pokazuju znacajnu razliku u njihovim udjelima na slikama 17-23 prikazani su udjeli hlapivih

komponenti u destilatu srce 1 bez dodanih soli za vrenje.
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Slika 15. Udjeli hlapivih komponenti u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom komine rogaca
fermentirane s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi fermentacije od

25°C, bez dodatka soli za vrenje
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Slika 16. Udjeli hlapivih komponenti u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom komine rogaca
fermentirane s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi fermentacije od

25°C, uz dodatak soli za vrenje
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Slika 17. Maseni udjeli estera u destilatu rogaca u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom
komine rogaca fermentirane s pomoc¢u kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi

fermentacije od 25°C, bez dodatka soli za vrenje (n=3)
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Kod oba uzorka esteri su bili najzastupljeniji hlapivi spojevi. Detektirano je 48 (-) odnosno 47 (+)
estera u destilatu srce 1, ovisno o dodatku soli za vrenje u kominu, od ¢ega su ¢ak 42 estera
detektirana u oba destilata (Prilozi I i IT). Najvece udjele kod oba destilata (iznad 10%) imali su
etil oktanoat, etil heksanoat i etil dekanoat, odnosno esteri etanola i kapronske, kaprilne i kaprinske
kiseline (slika 17). Etil-cinamat, etil-pelargonat (etil-nonanoat) te etil-2-metilpropanoat (etil-
izobutirat) bili sumanje zastupljeni (3-5%), no etil-cinamat i etil izobutirat znatno doprinose aromi
rakije od rogaCa zbog njihovog niskog praga detekcije. lako su galna kiselina i tanini
najzastupljeniji fenoli rogaca cimetna kiselina je takoder prisutna (Goulas i sur., 2016) i1
esterifikacijom daje etil cinamat u odlezalom destilatu. Takoder, pojavljuju se i esteri etanola i
ostalih masnih kiselina karakteristicnih za roga¢ kao $to su: etil-laureat, etil-palmitat, etil-oleat i
etil-linoleat (slika 17). U radu Mili¢evic i sur. (2018) istrazivao se aroma profil destilata rogaca
pomocu plinske kromatografije te su najzastupljeniji esteri bili etil acetat, etil heksanoat, etil
oktanoat 1 etil dekanoat. Etil heksanoat ima voc¢nu 1 slatku aromu, etil oktanoat voénu aromu
marelice, dok etil dekanoat ima voénu aromu grozda, no njihov velik udio u destilatu rogaca ne
znaci nuzno proporcionalnu karakteristiku arome. Ovi esteri mogu se naci i u drugim destilatima
jakih alkoholnih pi¢a kao §to su rum, votka, dZin, viski i vo¢ne rakije (Zhao i sur., 2013). Nikicevi¢
isur. (2011) su u svome radu istrazivali aroma profil rakije od tresanja. Jednako kao i u ovom radu
koristili su GC-FID i GC-MS kao analiticke metode. U svim uzorcima destilata tre$nje esteri su
najzastupljeniji aroma spojevi i to uglavnom esteri masnih kiselina koji nastaju esterifikacijom s
alkoholima za vrijeme fermentacije i1 odleZavanja. Sli¢no kao u rakiji od rogaca najzastupljeniji
esteri u uzorcima destilata treSnje su: etil dekanoat, etil oktanoat 1 etil oleat. Etil oktanoat 1 etil
dekanoat se smatraju najve¢im doprinositeljima u aromi jakih alkoholnih pi¢a. Uz etil oktanoat 1
etil dekanoat, etil heksanoat ¢ini aktivnu komponentu arome u destilatima marelice i jabuke
(Genovese i sur., 2004). Esteri masnih kiselina od Cg-Cig u destilatima jakih alkoholnih pica
pridonose ugodnom cvjetnom i voénom mirisu, dok esteri dugolané¢anih masnih kiselina dekanske,
dodekanseke, tetradekanske 1 heksadekanske imaju puno manji utjecaj na aromu destilata (TeSevi¢
i sur., 2005). Proucavanjem aroma profila rakije od sljive, Tesevic i sur. (2005) su instrumentalnom
metodom plinske kromatografije dobili najvece udjele sljedecih estera: etil-heksanoat, etil benzoat,

etil dekanoat, etil dodekanoat i etil heksadekanoat.

52



e Visi alkoholi

n-heksan-1-ol
7-tetradekanol
2-feniletanol
2-heptanol
dimetilsilandiol

dihidro-beta-ionol

Hlapivi spojevi

“l'\\ll!““””

1-nonanol
3-metil-1-butanol

cis-6-noneol

o
o
(6]
-

15 2 25
Udio (%)

w
w
ol
B

Slika 18. Maseni udjeli visih alkohola u destilatu rogaca u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom
komine rogaca fermentirane s pomoc¢u kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi

fermentacije od 25°C, bez dodatka soli za vrenje (n=3)

Nakon estera, visi alkoholi imaju najvec¢i udio u hlapivim spojevima u oba destilata (10-12%).
Detektirano je ukupno 15 visih alkohola od ¢ega je njih 12 bilo prisutno u oba destilata. Najvece
udjele imali su: izoamil akohol i cis-6-nonenol. Izoamil alkohol je takoder bio alkohol s najveéim
masenim udjelom kod destilata rogaca u istrazivanju Mili€evi¢ i sur. (2018). Detektirali su jos 2-
feniletanol i izobutil alkohol koji se pojavljuju i u destilatima ovog rada. U radu Cantaleja (1997),
koji je istrazivao aroma profil rogata GC/MS metodom, najzastupljeniji su bili izoamil alkohol,
izobutil alkohol i 6-nonenol. I1zoamil alkohol ima opornu aromu i aromu po bilju, etanol i izobutil
imaju alkoholnu aromu, dok 2-feniletanol podsje¢a na aromu ruze (Christoph i Bauer-Christoph,
2007). Tanamool i sur. (2019) proveli su istrazivanje glavnih komponenti arome u destilatima
fermentiranih sokova banane, tamarinda i manga prije odlezavanja. Najvece udjele alkohola kod

sva tri destilata imali su izoamil alkohol 1 etanol. Kod vinjaka, uglavnom dominiraju visi alkoholi
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te oni utjeCu na aromu i kvalitetu destilata. Jedan od njih je izoamil alkohol koji se pojavljuje u
najve¢em udjelu u svom vinjacima u radu Satore i Tuszynski (2007). Heksan-1-ol, uglavnom ima
negativan utjecaj na aromu i kvalitetu vinjaka. Njegove visoke koncentracije dovode do travnatog
i ljutog okusa kod alkoholnih pi¢a. Rakije od $ljivovice sadrze velilke koli¢ine heksan-1-0l-a, jer
on ¢ini 40% svih hlapivih komponenti u plodu §ljive. 2-fenil-etanol se dobiva iz L-fenilalanina kao
nusprodukt metabolizma S. cerevisiae za vrijeme fermentacije. Zbog svoje visoke toc¢ke vreliSta
od 220 °C, pri destiliranju izlazi u patoci. Ako je prisutan u vecoj koncentraciji, znak je da je
destilacija provedena nepravilno. 2-fenil-etanol se moze pojaviti u niskim koncentracijama kod
vinjaka proizvedenog od razliCitih vrsta grozda, dok se visoke koncentracije mogu pronaci u
Grckom brandiju tsipouro i destilatima borovnica kao rezultat povecane koncentracije fenilalanina
u sirovini. Kod istrazivanja aroma profila vinjaka Zhao i sur. (2017) dobili su kao najzastupljeni
od svih alkohola 3-metil-1-butanol (izoamil alkohol). Njegov udio imao je raspon od 33,5% do
92,5%. Osim 3-metil-1-butanola, 2-metil-1-propanol je kod svih uzoraka bio prisutan u visokoj

koncentraciji.

e Aldehidi i ketoni

Aldehidi do Cg kao $to su acetaldehid, formaldehid, akrolein, benzaldehid i furfural imaju
prodornu, uglavnom nepozeljnu aromu za destilate jakih alkoholnih pi¢a. Dugo lan¢ane molekule
aldehida pak karakterizira ugodan miris, no uglavnhom su u destilatima prisutni u malim,
nedovoljno izrazenim koncentracijama kako bi se istaknuli (Spaho, 2017). Na slici 15 i 16 vidljivo
je da su postotci aldehida u destilatu rogaca bez dodanih soli 1 sa dodanim solima za vrenje
podjednaki (oko 1,2 %). Nonanal, 2-noneal i benzaldehid su prisutni u oba destilata pri ¢emu je
nonanal najzastupljeniji (oko 0,50 %). Zhao i sur. (2013) takoder su zabiljezili dosta veliku
koncentraciju nonanala kao rezultat biosinteze masnih kiselina iz acetalaldehida. Nonanal je

aldehid koji je odgovoran za voénu, a ponekad i cvjetnu te zelenu aromu destilata (Sliwinska i sur.,
2014).
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Slika 19. Maseni udjeli aldehida u destilatu rogaca u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom
komine rogaca fermentirane s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi

fermentacije od 25°C, bez dodatka soli za vrenje (n=3)

Ako usporedujemo aldehide i ketone, uocljivi su znatno veci postotci ketona (slike 19 i 20). Zhao
1 sur. (2013) detektirali su 14 spojeva aldehida 1 ketona (od toga samo 5 ketona) u Sest razlicitih
vrsta jakih alkoholnih pi¢a S§to zapravo potvrduje da aldehidi i ketoni nastaju tijekom
fermentacijskih procesa te njihova sinteza uvelike ovisi o koristenoj sirovini. Benzaldehid je
aldehid specifi¢an za vo¢ne rakije od koStunji¢avog voca. Njegova visoka koncentracija je rezultat
fermentacije bez prethodnog uklanjanja sjemenki i kostica, odnosno kao posljedica hidrolize
amigdalina koji se nalazi u njima. U rakijama doprinosi aromi gorkog badema i tresnje. Osim
benzaldehida, za kvalitetu jakih alkoholnih pica, bitne su koncentracije 2-metil propanala , 2-
propenala (akrolein), 3-hidroksi-2-butanona (acetoin) i 2,3-butandiona (diacetil). Negativne

senzorske karakteristike su u korelaciji s prisutnim akroleinom i diacetilom (Spaho, 2017).
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Slika 20. Maseni udjeli ketona u destilatu rogaca u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom
komine rogaca fermentirane s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi

fermentacije od 25°C, bez dodatka soli za vrenje (n=3)
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e Ugljikovodici

Osim etanola, visih alkohola, kiselina, estera, aldehida i ostalih komponenti arome, razliCiti
ugljikovodici doprinose percepciji odredenog mirisa. Njihova prisutnost je uglavnom u niskim
koncentracijama, ali dovoljno visokim kako bi ih senzorski mogli osjetiti u pojedinim vinima i
destilatima jakih alkoholnih pic¢a. Terpene i C13 norisoprenoide karakterizira aroma voca i cvjetni
miris (Diéguez i sur., 2003). Od detektiranih ugljikovodika u destilatima roga¢a posebno se
izdvajaju dva s najvec¢im postotcima, a to su: 1-undeken i ciklooktan. Farag i sur. (2017) proucéavali
su aroma profil rogaca te su uocili vrlo male koncentracije ugljikovodika i to su uglavnom
seskviterpenski ugljikovodici koji su odgovorni za cvjetnu aromu, te alifatski ugljikovodici koji
daju vise voénu aromu (oktadekan). U radu kojeg su proveli Zhao i sur. (2013), istraZivao se aroma
profil Sest razli¢ith vrsta jakih alkoholnih pi¢a te su detektirani razli¢iti derivati naftalena, slicno

kao i u ovom radu. Naftalenova aroma podsjeca na dim i pepeo.
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Slika 21. Maseni udjeli ugljikovodika u destilatu rogaca u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom
komine rogaca fermentirane s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi

fermentacije od 25°C, bez dodatka soli za vrenje (n=3)
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Slika 22. Maseni udjeli kiselina u destilatu rogaca u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom
komine rogaca fermentirane s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi

fermentacije od 25°C, bez dodatka soli za vrenje (n=3)

Kao $to je prikazano na slici 15 i 16, kiseline su u oba destilata prisutne u niskim koncentracijama
(0,7-1,4%). Prisutne su oktanska Kkiselina (kaprilna), tetradekanska Kkiselina (miristinska),
heksadekanska kiselina (palmitinska) i dodekanska kiselina (laurinska). Visoka koncentracija
kratkolan¢anih masnih kiselina u destilatu je posljedica lose kvalitete pocetne sirovine te je
nepozeljna, jer doprinosi sapunastoj aromi (Spaho, 2017). Miristinska, kaprilna i laurinska kiselina
su uz kapronsku kiselinu jedne od naj¢esc¢ih prisutnih masnih kiselina u destilatima (Wi$niewska
i sur., 2016). Cantalejo (1997) je proucavao aroma profil rogaca GC-MS metodom te se osim
ostalih detektiranih kiselina pojavljuju masne kiseline prisutne i u destilatima ovog rada. Youssef
i sur. (2013) su u svome radu analizirali sastav masnih kiselina u rogacevu brasnu te su kao rezultat
dobili najvece udjele oleinske i linolne masne kiseline, dok su od ostalih masnih kiselina bile
prisutne i one detektirane u destilatima u ovom radu. IstraZivanjem aroma profila razli¢itih rakija
od tresnje, Niki¢evi¢ i sur. (2011) su dobili najveée udjele sljede¢ih masnih kiselina: oktanska,

dekanska, tetradekanska, undekanska i dodekanska. U svim rakijama od treSnje, najzastupljenija
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je bila dekanska kiselina, odnosno kaprilna kiselina. U radu TeSevi¢ i sur., (2005) prou¢avao se
aroma profil rakija od Sljive. Za potrebe istrazivanja uzeto je vise razliCith rakija koje su analizirane
GC-MS instrumentalnom metodom. Detektirane masne kiseline koje su prisutne u pojedinim
uzorcima su: dekanska, undekanska, dodekanska, tetradekanska i heksadekanska. Od nabrojanih
masnih Kiselina, dodekanska (laurinska kiselina) se pojavljuje u najvecoj koncentraciji u svim
uzorcima, jednako kao i u ovom radu. U aroma profilu vinjaka koji su proucavali Zhao i sur. (2017)
najvece udjele od prisutnih kiselina imale su heksanska, oktanska i dekanska kiselina. Oktanska
kiselina nalazila se u udjelima od 28.2% do 59% te je doprinjela slatkoj i voénoj aromi. Masne
kiseline uglavnom dovode do negativnih senzorskih karakteristika tek iznad koncentracije od 20

mgL™.
e FEteri

Eteri kod oba destilata ¢ine jako mali udio hlapivih spojeva, svega oko 0,5-1 % (slike 15. i 16.).
Od prisutnih etera eukaliptol (1,3,3-trimetil-2-oksabicikl[2.2.2]oktan) pojavljuje se u oba destilata.
Eukaliptol (1,3,3-trimetil-2-oksabicikl[2.2.2]oktan) svojom prisutnu$¢u u nekim vinima moze

doprinjeti isticanju arome kamfora i mente, te izrazava njegovu svjezinu (Sultanbawa, 2016).
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Slika 23. Maseni udjeli etera u destilatu rogaca u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom komine

rogaca fermentirane s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi fermentacije

od 25°C, bez dodatka soli za vrenje (n=3)
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U znanstvenoj literaturi postupak proizvodnje i profil arome rakije od rogaca nisu bili opisani.
Stoga je cilj istrazivanja bio ispitati moguénost proizvodnje rakije od rogaca s naglaskom na
fermentaciju rogaca i karakterizaciju aroma spojeva u dobivenom destilatu. Rezultati su pokazali
da se roga¢ moze koristiti kao sirovina za proizvodnju rakije. Brasno rogaca potrebno je ukomiti S
vodom u omjeru 1:4 pri ¢emu se dobije komina s oko 10 % fermentabilnih Sec¢era. Rogac¢ sadrzi
sve potrebne hranjive tvari potrebne kvascima za fermentaciju. Kvasci za fermentaciju vina i
vo¢nih kasa komercijalno dostupni na trziStu mogu se koristiti i za fermentaciju komine rogaca.
Temperaturu fermentacije potrebno je podesiti prema preporuci proizvodaca kvasca. 1z 1 kg
roga¢a, moguce je dobiti oko 0.7 L rakije od rogada s udjelom alkohola oko 40 % volvol™. U
destilatu dobivenom dvostrukom destilacijom s odvajanjem frakcija u drugoj destilaciji detektirana
su 53 estera, 17 alkohola, 16 ketona, 4 aldehida, 5 kiselina, 3 etera i 21 ugljikovodik. Etil-oktanoat,
etil-heksanoat, etil-dekanoat i etil-nonanoat (pelargonat) te etil-benzoat, etil-cinamat i etil-

izobutirat najzastupljeniji su esteri u destilatu dobivenom fermentacijom brasna rogaca.
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10.

ZAKLJUCCI

Pri koristenju rogaca kao sirovine za proizvodnju rakije od rogaca, brasno rogaca potrebno
je ukomiti s vodom u omjeru 1:4 pri demu se ekstrakcijom dobije oko 100 gL*
fermentabilnih Secera.

Saharoza je najzastupljeniji SeCer u komini za fermentaciju, a prisutni su i glukoza i
fruktoza.

Sojevi kvasca S. cerevisiae koji su komercijalno dostupni za fermentaciju vina i voénih
komina mogu se primijeniti i za fermentaciju komine rogaca.

Testirani komercijalno dostupni kvasci tijekom fermentacije komine rogaca razlikuju se po
svojoj aktivnosti odnosno brzini fermentacije kao i duzini faze prilagodbe

Najbolja fermentacijska svojstva od tri testirana kvasca imao je kvasac S. cerevisiae var.
burgnunder.

Svi testirani sojevi imali su vecu brzinu fermentacije 1 kracu fazu prilagodbe pri visoj
temperaturi fermentacije.

Komina rogaca je kompletna hranjiva podloga, odnosno sadrzi sve hranjive tvari potrebne
za fermentaciju i dodatak soli za vrenje nije utjecao na brzinu fermentacije kao niti na
kona¢nu aromu proizvedenog destilata.

PredloZenim postupkom ukomljavanja, fermentacije i destilacije iz 1 kg rogaca moguce je
proizvesti 0,7 L rakije od rogaca s udjelom alkohola 40 % volvol™.

U destilatima su detektirana 53 estera, 17 alkohola, 16 ketona, 4 aldehida, 5 kiselina, 3
etera i 21 ugljikovodik.

Etil-oktanoat, etil-heksanoat, etil-dekanoat i etil-nonanoat (pelargonat) te etil-benzoat, etil-
cinamat i etil-izobutirat najzastupljeniji su esteri u destilatu dobivenom fermentacijom

brasna rogaca.
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7. PRILOZI

Prilog I. Maseni udjeli aroma komponenti u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom komine rogaca
fermentirane s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi fermentacije od 25°C,

bez dodatka soli za vrenje

Faktor podudaranja Paralele Maseni
Hlapive komponente _—
(MS spektar) 1 2 3 udjeli (%)

Esteri

etil-oktanoat 97 X X X 11,86
etil-heksanoat 93 X X X 9,69
etil-dekanoat 91 X X X 7,72
etil-benzoat 91 X X X 6,10
etil-cinamat 96 X X X 5,31
etil-pelargonat 86 X X X 3,67
etil-2-metil propanoat 83 X X X 3,41
etil-trans-4-dekanoat 98 X X X 2,26
amil benzoat 78 X X X 1,99
etil laureat 99 X X X 1,58
etil palmitat 98 X X X 1,24
3-metil butil oktanoat 91 X X X 1,22
etil-2-metil butanoat 94 X X X 1,09
6-dodekanol acetat 44 X X X 1,08
etil-butanoat 95 X X X 0,94
fenil-etil izobutirat 78 X X X 0,91
etil trans-2-cis-4-dekadienoat 92 X X X 0,88
2-metil-propil benzoat 83 X X X 0,75
etil-N-heptanoat 98 X X X 0,73
izopentil heksanoat 83 X X X 0,60




2-metilbenzil cijanid

etil oleat

etil tetradekanoat
etil-3-oktanoat

dibutil ftalat
(2)-9-tetradeken-1-ol acetat
2-metilpropil heksanoat
2-hidroksi-etil benzoat
cis-7-dodekenil acetat
etil-trans-4-decenoat
2-hidroksi-metil benzoat
izobutil ftalat

izobutil izobuitirat
3-metil-butil oktanoat
izopentil 3-fenilakrilat
etil-E-2-oktanoat

etil linoleat
etil-3-hidroksidodekanoat
2-metil butil oktanoat

metil 3,6-dodekadienoat
izobutil oktanoat
izoamil-2-metil butirat
2-feniletil cikloheksakarboksilat
7-tetradekanol
etil(22)-3,7-dimetil-2,6-octadienoat
etil-2-heksanoat

etil 2-nonenoat

etil pentanoat

2-metilbutil 2-metil butanoat
Eteri

eukaliptol

52
99
97
95
94
78
83
76
93
95
96
83
72
96
89
97
99
64
83
90
96
86
41
46
41
97
76
78
83

98

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X XxX X

0,58
0,57
0,55
0,54
0,52
0,50
0,43
0,43
0,43
0,39
0,37
0,36
0,34
0,34
0,33
0,31
0,26
0,22
0,22
0,22
0,19
0,17
0,17
0,14
0,13
0,11
0,11
0,10
0,10

0,87




3,3,4-trimetil-4-ciklopentenil metil
eter

Ketoni
1-metoksi-6-metilbiciklo(3.2.2)non-6-
en-2-on

2-undekanon

2-nonanon

2-tridekanon
2-pentadekanon
2-nonen-4-on

2-okten-4-on

3-nonen-2-on

2-heptanon
3-izopentil-2,4-pentadion
kamfor

4-undekanon

beta jonon

4-nonanon

ciklotridekanon
2-buten-1-on

Kiseline

kaprilna kiselina
miristinska kiselina
palmitinska kiselina
laurinska kiselina
Ugljikovodici
1-(4-penten-1-il)ciklopenten
1-undeken

nonanal

ciklooktan

2-nonenal

80

72
93
98
98
93
64
72
81
87
23
97
97
96
83
72
91

91
99
86
92

51
96
96
93
89

X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X

X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X

x

x

X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X

X X X X

x

X X X

x

0,20

1,68
1,15
0,85
0,62
0,57
0,44
0,28
0,23
0,18
0,18
0,17
0,17
0,13
0,12
0,12
0,11

0,21
0,21
0,19
0,16

0,96
0,75
0,54
0,52
0,37




1-tetradeken
4-izopropil-1,6-dimetilnaftalen
2,4-di-tetra-butilfenol
benzaldehid
8-metilendispiro(2.1.2.4)undekan
6-tetradekin

ciklododekan

ciklododeken
1-ciklopentilciklopenten
(1S,4S)-4-izopropil-1,6-dimetil -
1,2,3,4-tetrahidronaftalen
5-oktadeken
1,3,3-trimetil-2-metilen-indolin
naftalen

7-tetradekin

1,7, 7-trimetil-4-metilendekahidro-1H-
ciklopropazulen

Aldehidi

nonanal

2-nonenal

benzaldehid

Visi alkoholi

izoamil alkohol

etanol

cis-6-nonenol

2-nonanol

1-nonanol

izobutil alkohol
dihidro-beta-ionol

1-oktanol

dimetilsilandiol

97
98
96
95
49
89
93
95
66

39
98
90
97
78

94

96
89
95

83
86
60
83
90
80
80
91
31

x

X X X X X X X X X X X

x

X X X X X X X X X

X X X X X X X X X
X X X X X X X X X

X X X X X
X X X X X

x
x

X X X X X X X X

xX X

X X X X X

x

x

0,34
0,34
0,34
0,31
0,28
0,23
0,22
0,19
0,17

0,17
0,15
0,14
0,13
0,13

0,13

0,54
0,37
0,31

2,90
2,84
2,69
1,40
0,84
0,77
0,52
0,31
0,29




3,7,11-trimetil-2,6,10-dodekatrien-1-ol 49 X X X 0,23
2-heptanol 78 X X X 0,17
2-fenil-etanol 84 X X 0,15
(1S*,6S*,7S*)-triciklo[5.3.2.0(1,6)]-

dodekan-7-ol 78 X X 0,12
dimetilsilandiol 24 X X 0,11
dimetilsilandiol 13 X 0,11

Prilog I1. Maseni udjeli aroma komponenti u frakciji srce 1 dobivenoj destilacijom komine rogaca
fermentirane s pomocu kvasca S. cerevisiae var. burgunder pri temperaturi fermentacije od 25°C,

uz dodatka soli za vrenje

Faktor podudaranja  Paralele Maseni

Hlapive komponente _—
(MS spektar) 1 2 3 udjeli (%)

Aldehidi
nonanal 96 X X X 0,47
2-nonenal 89 X X X 0,30
benzaldehid 95 X X X 0,24
3-metil butanal 87 X 0,11
Visi alkoholi
cis-6-nonenol 60 X X X 3,52
etanol 86 X X X 2,44
izamil alkohol 83 X X X 2,27
2-nonanol 83 X X X 2,26
1-nonanol 90 X X X 0,84
izobutil alkohol 80 X X X 0,61
dihidro-beta-ionol 80 X X X 0,38
1-oktanol 91 X X X 0,35
3,7,11-trimetil-2,6,10-dodekatrien-1-ol 51 X X X 0,28
2-heptanol 78 X X X 0,26




cis-2-izopropil-trans-5-metil-1-

cikloheksanol
dimetilsilandiol
2,5-dimetilcikloheksanol

7-tetradekanol

(1S*,65* 7S*)-triciklo[5.3.2.0(1,6)]-

dodekan-7-ol
n-heksan-1-ol

Esteri

etil-heksanoat
etil-oktanoat
etil-dekanoat
etil-pelargonat
etil-cinamat

etil-benzoat

etil-2-metil propanoat
etil-trans-4-dekanoat
amil benzoat

etil laureat

etil palmitat

3-metil butil oktanoat
etil trans-2-cis-4-dekadienoat
cis-7-dodekenil acetat
(2)-9-tetradeken-1-ol acetat
etil-butanoat
6-dodekanol acetat
etil-2-metil butanoat

etil 3-hidroksitridekanoat
etil-N-heptanoat

etil oleat

etil-3-oktanoat

46

38
43
32
78

78

93
97
91
86
96
91
83
98
78
99
98
91
92
93
78
95
40
94
70
98
99
95

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X

x

0,16

0,15
0,14
0,12
0,12

0,10

11,55
11,38
5,99
4,69
4,30
4,16
3,17
2,48
1,55
1,51
1,19
1,18
1,11
1,01
0,93
0,87
0,85
0,78
0,69
0,67
0,67
0,59




fenil-etil izobutirat
izopentil heksanoat
2-metil-propil benzoat
etil-trans-4-decenoat
bis(2-etilheksil)heksadioat
dibutil ftalat

2-metilpropil heksanoat
etil 3-fenilprop-2-enoat
etil tetradekanoat
etil-E-2-oktanoat
2-hidroksi-etil benzoat
3-metil-butil oktanoat
metil 3,6-dodekadienoat
izobutil ftalat
etil-3-hidroksidodekanoat
2-metilbenzil cijanid
izopentil 3-fenilakrilat
2-metil butil oktanoat
2-hidroksi-metil benzoat
etil linoleat

2-feniletil cikloheksakarboksilat
izobutil izobuitirat
etil-ftalat

2-etilheksil 2-hidroksibenzoat
izobutil oktanoat
izoamil-2-metil butirat
Eteri

eukaliptol

dioktil eter

Ketoni

78
83
83
95
98
94
83
96
97
97
76
96
90
83
64
48
89
83
96
99
41
72
84
68
96
86

98
89

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

x

X X X X
X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X

x

0,55
0,53
0,47
0,46
0,46
0,42
0,41
0,41
0,41
0,34
0,34
0,34
0,34
0,29
0,28
0,27
0,27
0,26
0,25
0,25
0,24
0,18
0,18
0,17
0,16
0,10

0,24
0,15




1-metoksi-6-metilbiciklo(3.2.2)non-6-en- 70 X X X 1,56
2-on

2-undekanon 93 X X X 1,35
2-tridekanon 98 X X X 0,84
2-nonanon 98 X X X 0,77
2-pentadekanon 93 X X X 0,74
2-nonen-4-on 64 X X X 0,62
4-undekanon 97 X X X 0,56
2-okten-4-on 72 X X X 0,43
3-izopentil-2,4-pentadion 36 X X X 0,41
3-nonen-2-on 81 X X X 0,39
2-heptanon 87 X X 0,14
4-nonanon 83 X X X 0,14
2-buten-1-on 91 X 0,11
Kiseline

kaprilna kiselina 91 X X X 0,29
laurinska kiselina 92 X X X 0,25
palmitinska kiselina 86 X X X 0,21
laurinska kiselina 82 X X X 0,16
miristinska kiselina 99 X X 0,16
miristinska kiselina 99 X 0,12
4-etil-2-metil-1,3-tiazol-5-karboksilna 32 X X 0,12
kiselina

miristinska kiselina 99 X 0,11
Ugljikovodici

1-undeken 96 X X X 1,84
1-(4-penten-1-il)ciklopenten 51 X X X 1,09
naftalen 96 X X 0,69
ciklododeken 95 X X X 0,59
8-metilendispiro(2.1.2.4)undekan 47 X X X 0,40
6-tetradekin 89 X X X 0,32




4-izopropil-1,6-dimetilnaftalen
1-tetradeken
3,3,4-trimetil-4-ciklopentenil metil eter
1-ciklopentilciklopenten

7-tetradekin
(1S,4S)-4-izopropil-1,6-dimetil-1,2,3,4-
tetrahidronaftalen
2,4-di-tetra-butilfenol

naftalen
1,3,3-trimetil-2-metilen-indolin
ciklododekan

1,13-tetradekadien

kopaen
1,7,7-trimetil-4-metilendekahidro-1H-
ciklopropazulen
cis,trans-1,5-ciklodekadien
5-oktadeken

98
97
46
67
78
47

96
97
90
93
91
87
94

22
98

X X X X X X

X X X X X X

X X X X

X

X X X X X X

x

0,28
0,26
0,25
0,19
0,19
0,17

0,17
0,13
0,13
0,13
0,13
0,12
0,12

0,12
0,12




IZJAVA O IZVORNOSTI

1zjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni,

i) J Jo !
By Mosca,
Ime 1 prezime studenta




