Kvaliteta rakije sljivovice proizvedene od nove sorte
sljive Top King

Malnar, Maja

Master's thesis / Diplomski rad
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/jum:nbn:hr:159:406317

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-24

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloki Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:406317
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:114
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:114
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:114

SVEUCILISTE U ZAGREBU

PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, srpanj 2016. Maja Malnar

630/ Pl



KVALITETA RAKIJE
SLJIVOVICE PROIZVEDENE OD
NOVE SORTE SLJIVE TOP KING



Rad je izraden u Laboratoriju za tehnologiju vrenja i kvasca na Zavodu za prehrambeno-
tehnolosko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta SveucilisSta u Zagrebu pod
mentorstvom dr.sc. Jasne Mrv¢ié, izv.prof. Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista

u Zagrebu te uz pomo¢ Karle Hanousek Ci¢a, mag.ing.biotechn.



Zahvaljujem se izv.prof.dr.sc. Jasni Mrv¢i¢ na pruzenoj prilici i predloZenoj temi

diplomskog rada.

Zahvaljujem se mag.ing.biotechn. Karli Hanousek Cica i dipl.ing. Steli Krizanovié na

vodstvu kroz izradu eksperimentalnog dijela i pomoc¢ pri pisanju rada.

Zahvaljujem se takoder i doc.dr.sc. Leu Gracin na pomo¢i oko eksperimentalnog dijela

rada.

Kolegici Nevenki Banovi¢ zahvaljujem se na svemu i nadam se nastavku kao

dokazana dobitna kombinacija.

Roditeljima, decku i prijateljima dugujem jedno veliko hvala na podrsci i vjerovanju u
mene, uljepsali ste mi sva iskustva kroz cijeli studij i bez vas sve ove godina ne bi bile tako

lijepo razdoblje.



TEMELJINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA
Diplomski rad

Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Zavod za prehrambeno-tehnolosko inZzenjerstvo
Laboratorij za tehnologiju vrenja i kvasaca

Znanstveno podrucje: Biotehni¢ke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

KVALITETA RAKIJE SLJIVOVICE PROIZVEDENE OD NOVE SORTE SLJIVE TOP
KING
Maja Malnar, 630/PI

Sazetak: Sljiva (lat. Prunus domestica) je voée koje se najvise upotrebljava za proizvodnju rakije u
Republici Hrvatskoj. Cilj ovoga rada bio je proizvodnja i usporedba rakije Sljivovice od dvije vrste
§ljiva, najceS¢e upotrebljavane sorte Bistrice i nove sorte Top King, spontanom i dirigiranom
alkoholnom fermentacijom pri 30°C, analizirati hlapljive spojeve u prefermentiranim kominama i
proizvedenim destilatima te na temelju dobivenih rezultata odrediti razliku u kvaliteti istih. Destilacija
je provedena u Sarznom laboratorijskom kotlu uz presijecanje frakcija u kojima su odredivane
koncentracije 15 hlapljivin spojeva sekundarne arome primjenom plinskog kromatografa s
plamenoionizacijskim detektorom (GC-FID). Veci prinos alkohola ostvaren je u spontano i dirigirano
prefermentiranim kominama $ljive Bistrice u odnosu na prefermentirane komine $ljive Top King. S
druge strane s obzirom na izmjerenu koncentraciju estera, koji doprinose ugodnom mirisu i okusu
dobivenih rakija, kvalitetniji destilati su proizvedeni iz prefermentiranih komina §ljive Top King.

Kljuéne rijedi: Sljivovica, Bistrica, Top King, spojevi arome, destilati

Rad sadrZi: 66 stranica, 28 slika, 10 tablica, 41 literaturnih navoda, 3 priloga

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb

Mentor: izv.prof.dr.sc. Jasna Mrvcié

Pomo¢ pri izradi: Karla Hanousek Cic¢a, mag.ing.biotechn.

Stru¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. Prof.dr.sc. Branka Levaj

2. lzv.prof.dr.sc. Jasna Mrvcié

3. lzv.prof.dr.sc. Damir Stanzer

4. Doc.dr.sc. Leo Gracin (zamjena)

Datum obrane: 22. srpnja 2016.



BASIC DOCUMENTATION CARD
Graduate Thesis

University of Zagreb

Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Foof Tehnology Engineering
Laboratory for Fermentation and Yeast Technology

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Food Technology

QUALITY OF PLUM SPIRIT PRODUCED OF NEW PLUM VARIETY TOP KING
Maja Malnar, 630/P1

Abstract: Plums (lat. Prunus domestica) are a fruit which is mainly used for spirits production in
Croatia. The aim of this work was production and comparison of plum spirits from two plum varieties,
the most commonly used Bistrica and a new variety Top King, by spontaneous and controlled alcohol
fermentation at 30°C. Furthermore, the aim was the analysis of volatile compounds in prefermented
marc and produced distillates and determining the difference of distillates quality. The distillation
process was performed in a batch laboratory bioreactor with separation of fractions which were
analyzed for 15 volatile compounds of secondary aroma by using a gas chromatography with a flame-
ionizing detector (GC-FID). A higher alcohol yield was reported in the spontaneous and controlled
prefermented mercs of the Bistrica plum compared to the Top King prefermented mercs. On the other
hand, based on the measured ester concentration, a class of compounds that are important for the
pleasant smell and taste of the produced spirits, distillates of higher quality were produced from
prefermented mercs of the Top King plum.

Keywords: plum spirit, Bistrica, Top King, aroma compounds, distillates

Thesis contains: 66 pages, 28 figures, 10 tables, 41 references, 3 supplements

Original in: Croatian

Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the

Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb.

Mentor: Jasna Mrvcié, Associate professor

Technical support and assistance: Karla Hanousek Cica, mag.ing.biotechn.

Reviewers:

1. PhD. Branka, Levaj, Full professor

2. PhD. Jasna, Mrvcié¢, Associate professor

3. PhD. Damir, Stanzer, Associate professor

4. PhD. Leo Gracin, Assistant professor (substitute)

Thesis defended: 22. July 2016.



Sadrzaj stranica

LUV OD ettt b bbb e bR h R bR R R R R R R R R R R R R R e bR bbbt b et b nns 1
2. TEORIISKI DIO ..o b bbb et b bbb e nr e r e ene s 2
2.1. JAKA ALKOHOLNA PICA ...ttt 2

2. 1.1 VOCNIE TAKIJE vttt r bt bbbt bbbt et nenn e n e bt nr e 3

2.2, SLIIVOVICA ..ot 4
2.2.1. SITOVINA (SJIVA) 1.veviiriitiitieiiee ittt et b bbbt r bbbt e nr e n e e 4
2.2.0. 1. SOIA BISIFICA ... 5
o o = o] oI o OSSP 6

2.2.2. Tehnoloski postupak proizvodnje SIIVOVICE ........ccovveiieririisie e 7
2.2.2.1. Izbor i berba plodova SIJIVe............c.oiiiiiiiiiii it 8

2.2.2.2. Muljanje sljiva, gnjecenje, usitnjavanje i 0dvajanje kOSHCA .............ccovviviiiciiiiiiiiieenieieeenen 8
2.2.2.3. Alkoholna fermentacija (vrenje) kOmine SIIVa ..........cccccoooieoiiiiiieiiieiiei e 8

2.2.2.4. Destilacija prefermentirane KOmiNe...........coccviiiiiiiieie et ae e 10

2.2.2.5. Odlezavanje, dozrijevanje i zavrsna izrada SIJIVOVICE ...........cccoveciiiiiiiiiieiieiiese e 11

2.2.3. SPOJEVI ATOME U SLJIVOVICT 1.veeuvieuririiisiie ettt sttt e e st e b e e n e sneesr e nreenreeneenne s 11

3. EKSPERIMENTALNI DO ...ttt nn e 13
UL MATERIJALL ..ot b bbbt r bbbttt e e n e n e nneer e 13
BLLLLL SITOVING .t 13
3.1.2. RAANT MIKIOOIGANIZAIM ...ttt b ettt sttt bbbt b e bbbt sbe e eb e b e b e 13
3L 2. KEMIKAIJE .ttt bbbt b e h et bbb e b r et e 13
TN T @ (o] o 1o OSSO S PR PRTPTPOPRRPRORPPRN 14

S LA APBIATUIE ....veeet ettt R b bR R R Rt r R Rt Rt nr e n b ne s 14

3.2. METODE RADA ..ottt e bbbkt b et b bt r et n et 15
3.2.1. Postupak proizvodnje SIJIVOVICE ......c.ueieeieeriiiiieeii sttt ettt et sb e sr e b b e 15
3.2.1.1. Priprema alkoholne fermMeNtaCIje.......ccccviiiiiiiiii e 15

I B N o] 1o P W (=Y 0 [=T 01 = Lo USSP OSSR 16

T G T B 1= 1 = Vo | - BTSSR ORTR 16
3.2.1.4. StabilizacCija deStHALA ........cceeeiiee e reeae s 18

3.2.2. ANalitiCKe METOMC. ... .iiuiiiiiiiiiiie it 19
3.2.2.1. Odredivanje koncentracije Se¢era metodom po Luff-SChOOrIU .........cccooeiiiiiiiiiiiie, 19

3.2.2.2. Odredivanje volumnog udjela alkohola metodom po Martin-DietrichU ..........cccccooevvrivvcvnnnnnnn, 21

3.2.2.3. PliNSKa KrOMAtOGrafija ......coeviiriiiiirieeis st sttt 21

4. REZULTATI F RASPRAVA ettt bbbt b bbb ne e an bbb 25
4.1. THEK ALKOHOLNE FERMENTAGCIE .......ooiiiitit ittt 25

4.2. ODREDIVANIJE HLAPLJIVIH SPOJEVA PRISUTNIH U PREFERMENTIRANIM KOMINAMA
SLIIVA TDESTILATIMA ......ooutiiiieieieseieses s ses e ses st 30



4.2.1. Hlapljivi spojevi arome prisutni u prefermentiranim kominama $1jiva .........ccccocvverviniennisienenennenns 31

A2 1.0 ATKONOHI ..ot et ettt r bttt sttt 34
42,02, ESTBIT ottt R 36
N T N U oo gL LTI 0T Y PSP 36

4.2.2. Hlapljivi spojevi arome prisutni U deStilatima..........c.ccveeverieiireie i 37
4.2.2.0. ATKONOHT ...ttt bbbttt r bt 38
4.2.2.2. ESTBIT ottt 47
4.2.2.3. KarbDONTINT SPOJEVI....c.viuiiuiiieiiite ettt bbbttt b e 57

5. ZAKLIUCCT ...t 62
B. LITERATURA L.ttt ettt h e h e bt bt ekt e bt e R e e eh e ehe e b £ e s ke e s beeh e e she e nbeeabeenbeenbeenbennee e 63

T PRILOZL ...t E Rt E Rt r e bR r e 67



1. UVOD



Jaka alkoholna pi¢a (JAP) supi¢a u kojima je glavni i osnovni sastojak alkohol
(etanol) ciji postotak iznosi najmanje 15% vol. alkohola (Pravilnik, 2009). Prirodna jaka
alkoholna pi¢a spadaju medu najkvalitetnije proizvode JAP-a, jer sadrze sve okusne i mirisne
karakteristike sirovina iz kojih su proizvedena (Christofer i Bauer-Cristofer, 2007). U voénim
rakijama alkohol potjeCe od direktne destilacije prefermentiranih komina voca ili vina, a
dobiveni destilat mora imati aromu i okus koji potjece od sirovine.

Sljiva je jedna od najrasprostranjenijih sorti voéa i poznato je preko 2500 sorti. Sorte
Sljiva se dijele na tri skupine: stolne sorte, viSenamjenske i rakijske sorte. U Hrvatskoj je
najzastupljenija domaca Bistrica, no polako ju istiskuju novije, otpornije sorte kao $to je Top
King, Top First, Top Five, Top Star itd. Sirovine odreduju primarnu aromu vo¢nim rakijama
te zbog toga su od velike vaznosti za cijeli proces proizvodnje.

Sljivovica je prirodno jako alkoholno piée koje se proizvodi najvise u europskim
zemljama panonskog podrucja. Kvaliteta rakije najviSe ovisi o vrsti 1 zrelosti $ljive, nacinu 1
vremenu berbe plodova, provodenju alkoholne fermentacije, ¢uvanju prefermentiranih
komina do destilacije i o nacinu destilacije (Grba, 2009). Slavonska §ljivovica ima dugu
tradiciju proizvodnje te nosi naziv hrvatskog autohtonog proizvoda. Tradicionalna §ljivovica,
destilat Prunus domestica, sadrzi brojne spojeve te ju odlikuje raskosna aroma koju ¢ini veliki
broj kemijskih spojeva (razni esteri, vi$i alkoholi i karbonilni spojevi) koji se nalaze u
relativno niskim koncentracijama, ali veoma doprinose kvaliteti i karakterizaciji pica. lako je
glavna komponenta alkohol aromi pridonosi veliki broj hlapljivih spojeva kao §to su etil
acetat, etil heksanoat, izoaiml alkohol, izobutanol, feniletanol i razni drugi (Kostik i sur.,
2013).

Cilj ovoga rada biti ¢e proizvodnja i usporedba rakije Sljivovice od dvije vrste §ljiva,
najces¢e upotrebljavane sorte Bistrice i nove sorte Top King, spontanom i dirigiranom
alkoholnom fermentacijom pri 30°C, analizirati hlapljive spojeve u prefermentiranim
kominama i proizvedenim destilatima te na temelju dobivenih rezultata odrediti razliku u
kvaliteti istih.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. JAKA ALKOHOLNA PICA

Prema Pravilniku (NN 61/09) jaka alkoholna pi¢a namijenjena su ljudskoj uporabi,
imaju posebna senzorska svojstva te sadrze minimalno 15% vol. alkohola. Mogu se podijeliti
na destilirana pica i likere (slika 1). Dobivaju se alkoholnom fermentacijom iz biljnih sirovina
koje sadrze Secer (grozde i dr. voce), Skrob (jeCam, kukuruz, raz, krumpir) ili se prireduju

mijeSanjem ekstrakata, esencija i vode s etilnim alkoholom (Kozina i Penavin, 2004).

Etilni alkohol koji se koristi u proizvodnji jakih alkoholnih pi¢a i svih njihovih
sastojaka mora biti poljoprivrednog podrijetla (Pravilnik, 2009). Alkohol u tim pi¢ima je
rafinirani alkohol dobiven destilacijom i rektifikacijom prefermentiranih komina sirovina koje
sadrze Secere, a koje kvasci mogu previrati, kao i od prefermentiranih komina Skrobnih
sirovina kojima je skrob hidroliziran do fermentabilnih sec¢era (Anonymous 1). Alkoholna
pi¢a ne smiju sadrzavati alkohol sintetiCkog podrijetla niti neki drugi alkohol koji nije

poljoprivrednog podrijetla (Pravilnik, 2009).

Jaka alkoholna pic¢a (JAP) prema nacinu proizvodnje, koli¢ini alkohola ili secera u

pi¢ima ili s obzirom na njihovu kvalitetu razlikuju se na:

1. Prirodna jaka alkoholna pica- pic¢a koja se proizvode destilacijom prefermentiranih
Se¢ernih komina, a karakterizirana su specifichom aromom koja potjece od sirovina iz kojih
su pi¢a proizvedena. U proizvodnji tih pi¢a nije dozvoljena uporaba Secera, Skrobnog sirupa
ili sirovina na bazi $kroba kao i dodavanje sirovog i rafiniranog etilnog alkohola, biljnih
proizvoda koji su ekstrahirani rafiniranim etilnim alkoholom, umjetne boje i arome. Primjeri

tih pica su $ljivovica, konjak, viski, tekila itd.

2. Umjetna jaka alkoholna pica- proizvode se maceracijom sirovina u alkoholu, destilacijom
prefermentiranih voénih sokova, aromatskih supstanci. Ta pi¢a sadrZze sve arome sirovina iz
kojih su proizvedena i to u oplemenjenom obliku jer ne sadrze razne nekorisne supstance.
Posto se sirovine maceriraju u rafiniranom alkoholu, ne sadrze ni aldehide ni pato¢na ulja. U
ovu grupu pica spada poznati maraskino destilat koji se dobiva destilacijom macerata ploda

vi$nje Maraske.

3. Aromatska vina- ovapica se proizvode maceracijom dodataka (pelin, limun i sl.) u vinima sa
ili bez dodatka Secera. Odnos osnovnog vina i dodataka treba biti najmanje 75%:25% u korist
osnovnog vina. Obzirom na sadrzaj Se¢era aromatizirana vina mogu biti suha (manje od 50 g

L™ invertnog Secéera), polusuha (50-90 g L™ invertnog 3eéera), poluslatka (90-130 g L™



invertnog Secera) te slatka (vise od 130 g Lt invertnog Secera). U ovu grupu pi¢a spadaju
vermut, bermet te gorki likeri (Amaro) (Grba, 2009).

JAP
v \

Destilirana pica Likeri
(30-50% vol. alkohola) (15% vol., secera > 100g
Vocéne rakije Zitne rakije
(8ljivovica, vilijamovka) (gin)
Rakije od grozda (lozovaca, Seéerne rakije
komovica) (rum)

Slika 1. Podjela jakih alkoholnih pi¢a (Mrv¢ié, 2016).

2.1.1. Vo¢ne rakije

Vo¢éne rakije su jaka alkoholna pic¢a destilirana na manje od 86% vol. alkohola te
imaju okus i miris destilirane sirovine (Pravilnik, 2009).

Proizvode se destilacijom iz prefermentirane komine voca ubranog u tehnoloskoj
zrelosti (Mrv¢i¢, 2016). Rakija se moze proizvoditi od svih voénih vrsta koje sadrze Secer iz
kojeg se u tijeku alkoholne fermentacije sintetizira alkohol te drugi spojevi koji doprinose
aromi proizvoda (esteri, vi§i alkoholi). Najpogodnije voéne vrste za proizvodnju rakije su
jezgri¢avo (jabuke i kruske) i kosticave vrste (8ljive, tresnje, visnje, marelice i breskve).

Voce za proizvodnju rakije bere se u punoj tehnoloskoj zrelosti jer u tom stadiju voce
sadrzi maksimalnu koli¢inu Seéera i najizrazeniju sortnu aromu koja je veoma vazna za svaku
voénu rakiju (Puskas, 2011). Za proizvodnju voénih rakija koristi se svjeze ili suho voce koje
ima dovoljno fermentabilnih Secera kako bi ih kvasac mogao previrati. Za preradu voca od

najvece su vaznosti tvari topive u vodi. U svakom je vocu golem broj razliitih organskih 1



mineralnih sastojaka koje proizvedenoj rakiji daju karakteristicna svojstva okusa, mirisa i
arome (Banic¢, 2006).

Glavne faze tehnoloskog postupka u proizvodnji voénih rakija su usitnjavanje
sirovine, priprema hranjivih podloga, odabir i priprema kvasca, alkoholna fermentacija,
destilacija te dozrijevanje ili starenje dobivene rakije. Najpoznatije voéne rakije u Hrvatskoj

su lozovaca, sljivovica, vilijamovka, jabukovaca, visnjevaca i sl.

2.2. SLJIVOVICA

2.2.1. Sirovina (8ljiva)

Sljiva (lat. Prunus domestica) ima okrugli ili ovalni plod, meso ploda je slatko,
zuékaste boje s kosticom u sredini. Sljiva raste kao srednje veliko stablo, manje ili vise bujna
rasta. Karakterizira ju visok sadrzaj dijetalnih vlakana i fenola koji se uglavnom sastoje od
flavonola i derivata kafeinske kiseline (ovisno o sorti) koji imaju odredene pozitivne ucinke
na zdravlje ljudi (Kristl i sur., 2011). Sastav §ljive ¢ini 80% voda i 20% suha tvar. Nutritivna
vrijednost §ljive prikazana je u tablici 1. Mogu se konzumirati sirove, mogu se susiti, prave se

dzemovi, marmelade i pece se rakija (§ljivovica) (Anonymous 2).

Sljiva je voce koje se najvise upotrebljava za proizvodniju rakije. Postoje razli¢ite sorte
Sljiva, a prosjeCan sadrzaj ukupnog Secera kreée se od 10 do 15% ovisno o sorti (Uro$ i
Puskas, 2014). Od S§ljiva s visokim sadrZzajem Secera dobiva se rakija s dobrim prinosom

alkohola.

Tablica 1. Nutritivna vrijednost §ljive na 100 g ploda (Galovi¢, 2004).

Energetska vrijednost 57-70 Kcal
Bjelancevine 0,5-1,0%
Masti 0,1-0,2%
Ugljikohidrati 8,2-17,6%
Mineralne tvari 0,2-0,9%




Sve sorte Sljiva se razlikuju po kvaliteti svojih plodova, obliku, boji, veli€ini, vremenu
sazrijevanja, koli¢ini Secera, kiselina, pektinskih i drugih tvari. Na osnovu sastava ploda

odreduje se njihova kvaliteta (Bani¢, 2006).

2.2.1.1. Sorta Bistrica

Bistrica je hrvatska domaca sorta $ljive nepoznatog podrijetla (slika 2). Kako ima vise
sinonima, u razli¢itim proizvodnim podrucjima nazivaju je i Pozegaca, Madarica, Bosanka,
Debelica, Savka itd. Ubraja se u skupinu najboljih $ljiva na svijetu, a zbog svoje kvalitete
pogodna je za sve oblike prerade (Anonymous 3). Stablo je srednje bujno, u gus¢em sklopu
raste metlasto (Luci¢, 1986). Plodovi su dosta sitni pa su i zbog toga vrlo pogodni za preradu
u rakiju. Tezina ploda je do 20 g. Veliki dio proizvodnje rakije od §ljiva u Hrvatskoj je od
sorte Bistrice (DruZzi€ i sur., 2007). Ta sorta daje plodove s dobrim odnosom Secera 1 kiselina
te se od njih moze dobiti rakija vrhunske kvalitete, vrlo ugodna okusa, posebne i izrazite
arome. Plodovi u punoj zrelosti sadrze uobicajeno 10-12% ukupnog Secera, a mogu dostiéi |

do 20% ukupnog Secera (Bani¢, 2006).

Slika 2. Sljive sorte Bistrica (vlastita fotografija).



2.2.1.2. Sorta Top King

Posljednjih godina mnoge $ljivike kod nas i u regiji poharala je virusna bolest §ljive
(Prunus virus 7) ili sarka §ljive. Bistrica je najrasprostranjenija sorta $ljive, koja se uzgaja u
Hrvatskoj, ali je dosta osjetljiva na Sarku. Za intenzivan uzgoj sve se viSe preporucuju nove
sorte poput Top King (slika 3). Sorta Top King dobivena je krizanjem sorte Caganska najbolja
i Italian prune. To je nesto bujnija sorta od Bistrice, ali karakteristika je da ima izrazito visoku
rodnost, bolje se skladisti, manje je osjetljiva na transport i pogodna je za suSenje kao i za
konzumaciju u svjezem stanju. Plod je srednje veli¢ine oko 35-40 g, tamno plave boje sa
maskom na povrSini. Meso je ploda svijetlo zute boje, ¢vrsto, so¢no i lako se odvaja od
kostice (Anonymous 4). Koncentracija secera u plodu je oko 20-22%. Takoder pokazalo se da
je ta nova sorta pogodna za uzgoj u gustom sklopu i da je iznimno tolerantna na virus Sarke

Sljive zbog Cega se poCinje sve vise uzgajati (Voca i sur., 2009).

Slika 3. Sljive sorte Top King (vlastita fotografija).



2.2.2. Tehnoloski postupak proizvodnje §ljivovice
Zemlje srednje i istocne Europe imaju dugu tradiciju u proizvodnji rakije od §ljiva. Zbog
razli¢itih metoda proizvodnje, posebice procesa fermentacije i destilacije, razlike u konacnim

proizvodima variraju od regije do regije (Sadecka 1 sur., 2015).

Priprema i fermentacija sirovine, proces destilacije i odlezavanje (dozrijevanje) su bitni
faktori koji utjecu na dobivanje vo¢ne rakije (Rusu Coldea i sur., 2011). Tehnologija prerade

Sljiva u rakiju ukljucuje sljedece operacije (slika 4):

e lzbor i berba plodova

Muljanje $ljiva, gnjecenje, usitnjavanje i odvajanje kostica

Alkoholna fermentacija (vrenje) komine §ljiva

Destilacija prefermentirane komine

Odlezavanje, dozrijevanje i1 zavrSna izrada Sljivovice

Berba voca

A 4 A 4

Drobljenje Presanje

A A

komina sok

Kyasac (priprema podloge)

A

Fermentacija

A 4

A

Prevrela podloga

A

Destilacija

A 4

Odlezavanje

Slika 4. Osnovna shema proizvodnje vocnih rakija (Grba, 2009).



2.2.2.1. Izbor i berba plodova s/jive

Za pravilno vodenje tehnoloskog procesa potrebni su zreli i zdravi plodovi §ljive.
Plodovi se beru u fazi kada dostignu tehnolosku zrelost, jer je tada najpovoljniji odnos Secera
1 kiselina, iako je od znacaja i odnos izmedu ukupne koli¢ine Secera i saharoze (Luci¢, 1986.).
Zrelost hrvatskih autohtonih sorti se prepoznaje po mirisu plodova koji poprima specificnu
primarnu aromu i po boji svojstvenoj za pojedinu vrstu zrelog ploda (Galovi¢, 2004). Sljive se
beru ru¢no ili pomocu posebnih uredaja koji rade na mehani¢kom ili hidraulickom nacelu
(tresilice). Potrebno je ukloniti ostatke liS¢a, peteljki i grancica jer mogu umanjiti kvalitetu

gotovog proizvoda i uzrokovati nepozeljan okus (Bani¢, 2006).

2.2.2.2. Muljanje sljiva, gnjecenje, usitnjavanje i odvajanje kostica

Usitnjavanje vocéa je obavezna mehanicka radnja. Ako se plodovi $ljive cijeli koriste
za proces alkoholne fermentacije, tada ¢e proces biti spor, posebno ako su plodovi tvrdi i
¢vrsti. Usitnjeno voce lakSe otpusta arome i Secer, alkoholna fermentacija pocinje ranije i
zavrSava u kratem vremenu uz veéi prinos alkohola. Plodovi se usitnjavaju u mlinovima za
voce, a muljanje se moze obaviti i muljacom s valjcima. Preporuca se da se koStice u
potpunosti uklone iz komine, u suprotnom treba paziti da ne bude izdrobljeno vise od 5%
kostica od ukupne koli¢ine jer ¢e se inace u rakiji stvoriti ve¢a koli¢ina opasne i otrovne
cijanovodi¢ne kiseline, koja rakiji daje okus i gorak miris po kosticama. Zbog toga je
potrebno ukloniti koStice iz komine, ali prije same destilacije moguce je dodati malu koli¢inu

cijelih kostica kako bi se dobila Sljivovica karakteristicne arome (Bani¢, 2006).

2.2.2.3. Alkoholna fermentacija (vrenje) komine sljiva
Alkoholna fermentacija (vrenje) je anaeroban, biokemijski proces transformacije
monosaharida (glukoza, fruktoza) u alkohol i ugljicni dioksid pomocu kvasca kako je

prikazano sljede¢om jednadzbom (1):
CeH1205 — 2CH3CH,0OH + 2CO, (1)

Napretkom alkoholne fermentacije sintetizirani alkohol onemogucava rast vecini
bakterijskih vrsta. Uglji¢ni dioksid koji se nakuplja na povrsini komine takoder onemogucava
razmnozavanje veéini mikroorganizama osiguravaju¢i dominantnost kvasca (Grba, 2009).

Kvalitativni i kvantitativni sastav mikroflore tijekom fermentacije voéne komine uglavnom
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ovisi 0 sljede¢im faktorima: podrijetlu voca, postupku proizvodnje, vrsti proizvedenog pica,
pocetnoj koncentraciji stanica, temperaturi, pH i koncentraciji etanola. U ranoj fazi alkoholne
fermentacije ne dominiraju Saccharomyces vrste, nego posebice vrste drugih rodova kao §to
su Kloeckera apiculata/Hanseniaspora uvarum (50-75% ukupnog broja kvasaca) i Candida,
posebice C. stellata i C. pulcherrima.. Kada koncentracija alkohola dosegne 4-6% vol. vrste
kvasaca iz roda Saccharomyces, posebice S. cervisiae, dovrsavaju alkoholnu fermentaciju
(Grba, 2009).

Kvasci su jednostani¢ni mikroorganizmi koji provode proces fermentacije,
pretvarajau Secer u komini u alkohol te sintetiziraju potrebne tvari arome i ostale spojeve koji
daju dobar ukus i miris destilatu. Vo¢na komina je odlican medij jer sadrzi sve tvari koje su
potrebne za razvoj mikroorganizama. Kvasci iz roda Saccharomyces su najstariji komercijalni
upotrebljavani mikroorganizmi i vrlo se ¢esto upotrebljavaju u proizvodnji pi¢a. Najpoznatiji
kvasac iz roda Saccharomyces je vrsta S. cerevisiae zbog visoke fermentacijske aktivnosti i
dobrog podnosenja razlicitih ekstremnih uvjeta okoline, prisutnih u industrijskim pogonima
(Grba, 2009). Na povrsini plodova §ljiva prisutno je mnostvo spontane mikroflore koja je
odgovorna za provodenje procesa fermentacije (Fleet, 2003). No, radi boljeg iskoriStenja
komina se inokulira komercijalnim kvascem. Na taj nacin proces alkoholne fermentacije se
odvija u kontroliranim uvjetima (dirigirana fermentacija).

Odvijanjem fermentacije podesavaju se uvjeti u kojima se ona odvija. Trajanje
alkoholne fermentacije komine od §ljiva ovisi o puno ¢imbenika od kojih su najznacajniji
sljede¢i: temperatura, koncentracija Secera u plodu, nacin provodenja procesa (zatvoren ili
otvoren fermentor) (Bani¢, 2006). Kvascima najbolje odgovara temperatura od 25-30°C i pH
izmedu 4-5 (Galovi¢, 2004). Optimalna temperatura za pocetak alkoholne fermentacije je 20-
22°C (Luci¢, 1986). Fermentacija §ljiva pri temperaturi od 15-20°C traje oko 4-5 tjedana, a pri
temperaturi od 25°C, 6-10 dana. Kraj fermentacije se moze to¢no odrediti praéenjem koli¢ine
Secera u komini analitiCkim metodama te se smatra zavrSenom ako je postotak Secera ispod

0,3% (Anonymous 1).

Tijekom fermentacije dolazi do ekstrakcije razliCitih tvari iz dijelova ploda, ali 1 do
biosinteze razli¢itih organskih spojeva (organske kiseline, visi i nizi alkoholi, aldehidi, esteri i

dr.) (Grba, 2009).



2.2.2.4. Destilacija prefermentirane komine

Razne primjese u destilatu, njihova koli¢ina i medusoban odnos imaju presudni znacaj
za kvalitetu i svojstva pic¢a. Svi isparljivi sastojci nisu jednako vrijedni za kvalitetu voc¢ne
rakije. Prisutnost nekih sastojaka u rakiji je pozeljno, a drugih nije. Veliko je umijec¢e pravilno
voditi destilaciju 1 dobiti rakiju Cistog mirisa na vo¢nu vrstu od koje poti¢e, harmonic¢nu po

ukusu i potpuno bistru (Jovi¢, 2006).

Nakon zavrsetka alkoholne fermentacije prefermentirana komina §ljiva prebacuje se u
kotlove za destilaciju. Proces destilacije je potrebno provesti odmah nakon zavrSene
fermentacije ili najkasnije 2-3 tjedna nakon fermentacije kako bi se sprije¢ilo djelovanje
plijesni i bakterija koje uzrokuju kvarenje komine (Grba, 2009). Destilacija je postupak u
kojem se zagrijavanjem tekuca faza prevodi u plinovitu i zatim se ta plinovita faza kondenzira
odnosno ukapljuje. Time je omoguéeno razdvajanje tekuée smjese hlapljivih komponenata na
relativno Ciste komponente. Razdvajanje se zashiva na razli¢itim vreliStima etanola (78,3°C) i
vode (100°C), odnosno razli¢itim vrelistima drugih spojeva arome prisutnih u
prefermentiranoj komini (Bani¢, 2006). Tijekom destilacije odvijaju se razli¢ite kemijske
reakcije koje definiraju kona¢nu kvalitetu proizvoda. Jadina destilata zavisi o sadrzaju
alkohola u voénoj komini, konstrukciji uredaja za destilaciju i vrsti voca. Destilat u pocetku
dostize jacinu 50-60 %vol. alkohola, a zatim jadina slabi. Postupak destilacije mozZe se
provoditi  kontinuirano, diskontinuirano ili frakcijskom destilacijom (Guymon, 2009).
Diskontinuirana destilacija prefermentirane komine §ljiva moze se provoditi jednokratno i

dvokratno.

Jednokratna destilacija je tradicionalni postupak u kojemu se dobiju tri toka: prvijenac
(basica), srce i1 patoka (plavic¢). Prvijenac se sastoji od hlapljivih Stetnih komponenata koje
zajedno sa esterima isparavaju na niskim temperaturama sve do 64,7°C. Sadrzi vrlo visoki
udio alkohola, i do 75% te nije za upotrebu i odstranjuje se. Drugi tok ili srce je srednji
destilat i njegova kvaliteta karakterizira gotov proizvod. Hvata se na temperaturi oko 78°C i
kao rezultat je rakija jaCine 35-38% vol. alkohola, a pri kuSanju mora imati miris i okus
odgovarajuci za vrstu voca ili sorte koji se koristio u tehnoloskom procesu proizvodnje rakije.
Patoka (tre¢i tok) se destilira nakon srednje frakcije dok jacina na izlasku ne sadrzi manji udio
od 2-3% vol. alkohola. Sastoji se od visih alkohola ¢ija destilacija zapoc¢inje na oko 96°C, pa
sve do 118°C, kada pocinje destilacija octene kiseline. Sadrzi oko 5% vol. alkohol (Galovié,
2004).
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Dvokratnom destilacijom dobije se bolja kvaliteta rakije od Sljiva. Prva faza je
destilacija prefermentirane komine sa ili bez odvajanja prvijenca, kako bi se koncentrirao
etanol i odvojili kruti sastojci. U drugoj fazi destilacija sirovog destilata odvaja se na tri toka
kao 1 u procesu jednokratne destilacije, takoder s ciljem koncentriranja etanola i procis¢avanja
destilata (Mrvc¢i¢, 2016). Postupak destilacije mora teci polako kako bi se sve frakcije mogle

odvojiti 1 posti¢i intenzivna aroma (Galovi¢, 2004).

2.2.2.5. Odlezavanje, dozrijevanje i zavrsna izrada Sljivovice

Nakon destilacije, S$ljivovica odlezava odredeno vrijeme (proces dozrijevanja).
Tijekom procesa dozrijevanja dolazi do esterifikacije viSih alkohola, pri ¢emu nastaju
pozeljne arome. Na taj na¢in destilat postaje blazim i okusom ugodniji. Sto je proces
dozrijevanja dulji, to ¢e kvaliteta dobivene rakije biti bolja (Bani¢, 2006). Prema Pravilniku o
jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/09) slavonska $ljivovica odleZava u ba¢vama od slavonske
hrastovine minimalno 18 mjeseci pri ¢emu se razvija karakteristi¢na aroma i boja. Ba¢ve se u
pravilu ne pune do vrha nego se ostavlja 2-5% volumena bac¢ve praznim radi oksidacijsko-
redukcijskih procesa sazrijevanja i starenja destilata. Napunjene i zatvorene bacve se ¢uvaju u

prostorijama stabilne temperature od 16-20°C i vlaznosti zraka oko 75% (Galovié, 2004).

2.2.3. Spojevi arome u sljivovici

Pod utjecajem kvasca S. cerevisiae te drugih mikroorganizama koji metaboliziraju
ugljikohidrate, masne kiseline, aminokiseline i druge spojeve prisutne u sirovini
fermentacijom nastaje mnogo razli¢itih spojeva. Glavni spoj nastao metabolizmom
ugljikohidrata je etanol, a uz njega znacajni su i esteri, visi alkoholi, aldehidi, ketoni i
organske kiseline (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Spojevi arome su odgovorni za
kvalitetu dobivenih jakih alkoholnih pi¢a. Mogu se svrstati u Cetiri skupine (Milic¢evic i sur.,
2012):

Primarni spojevi arome (koji se pojavljuju za vrijeme zrenja ploda)
Sekundarni spojevi arome (nastaju tijekom alkoholne fermentacije)

Tercijarni spojevi arome (formirane tijekom destilacijskog postupaka)

M w np e

Kvaterni spojevi arome (nastaju tijekom procesa sazrijevanja)
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Koncentracije tih spojeva ovise o podrijetlu supstrata te kvascima koji sudjeluju u
procesu alkoholne fermentacije. Tijekom procesa destilacije aromatski spojevi prisutni u
komini §ljiva zbog razli¢itih temperatura vreliSta se izdvajaju u odredenim tokovima.
Najcesce prisutni spojevi u rakiji §ljivovici Su:

Etanol- pozeljna komponenta u rakiji, glavni produkt alkoholne fermentacije.
Tijekom destilacije izdvaja se na kraju prvog toka, vrelista 78°C (Galovi¢, 2004). Na pocetku
destilacije prisutan je u ve¢oj koncentraciji, a kasnije mu se koncentracija smanjuje (Luci¢,
1986). Prema Pravilniku (NN 61/09) destilat slavonske §ljivovice sadrzi od 37,5-42,5% vol.
alkohola.

Esteri- kemijski spojevi koji nastaju tijekom ukomljavanja i zrenja sljivovice. Esteri
su spojevi nastali reakcijom izmedu karboksilne skupine organske kiseline i hidroksilne
skupine alkohola ili fenola (Tsakiris i sur., 2014). Esteri rakiji daju specifi¢nu aromu.
Prilikom destilacije isparavaju na nizoj temperaturi od etanola te su odgovorni za osjet mirisa
I okusa istovremeno (Galovi¢, 2004).

Metanol- nastaje tijekom fermentacije hidrolizom metoksi grupa u pektinskim
spojevima koje sadrzi voce. Smatra se Stetnom kemijskom tvari. Najéesce je prisutan u malim
koli¢inama, ali to ipak ovisi o sirovini i nafinu prerade. lako je pozeljno da se izdvoji u
prvijencu moguca je prisutnost i u ostalim tokovima dobivenima tijekom procesa destilacije.
Destilat slavonske S§ljivovice treba sadrzavati maksimalno 1200 g metanola po hektolitru
100% vol. alkohola (Pravilnik, 2009).

Aldehidi- smatraju se nositeljima neugodnoga mirisa, a nastaju tijekom fermentacije
komine S§ljiva. Tijekom procesa destilacije isparavaju prvi, prije bilo kojega drugoga
kemijskoga spoja.

Pato¢no ulje- tocan sastav se mijenja i ovisan je o vrsti sirovine koja se fermentira.
Sastoji se uglavnom od viSih alkohola koji nastaju fermentacijom ali ne od glukoze ve¢ od
odredenih aminokiselina u procesu razgradnje proteina. Ostar bockajuci miris i paljenje u grlu
prilikom konzumacije proizvoda dokaz je da u dovoljnoj mjeri nisu izdvojeni destilacijom visi

alkoholi, ¢ija destilacija zapocinje na 0ko 96°C (Galovi¢, 2004).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sirovina

U ovome radu kao sirovina za proizvodnju $ljivovice koristene su dvije sorte $ljiva,

sorte Bistrice i Top King, uzgojene i ubrane 2015. u voc¢njaku Hrvatskog centra za

poljoprivredu, hranu i selo, Donja Zelina.

3.1.2. Radni mikroorganizam

Pri izradi diplomskog rada kao radni mikroorganizam za dirigiranu fermentaciju

koriSten je suhi aktivni kvasac Saccharomyces cerevisiae BM-45 komercijalnog naziva

Vrelko proizvodaca Danstar Ferment A.G.

3.1.2. Kemikalije

Kemikalije koristene u eksperimentalnom djelu su:

35-36% klorovodi¢na Kkiselina (HCI) p.a., Ficher Chemical, UK

octena kiselina min. 96% (CH3;COOH) p.a., Carlo Erba Reagentes, Francuska
kalijev ferocijanodom (K4(Fe(CN)g) x 3 H,0O) p.a., Kemika

cinkov sulfat pentahidrat (ZnSO4 x 5 H,0) p.a, Gram-Mol, Hrvatska
bakrov (1) sulfat pentahidrat (CuSO4 x 5 H,0) p.a., Alkaloid, Makedonija
limunska kiselina (C¢HgO-) p.a., Gram-Mol, Hrvatska

bezvodni natrijev karbonat (Na,COj3) p.a., Gram-Mol, Hrvatska

kalijev jodid (KI) p.a., Gram-Mol, Hrvatska

sumporna kiselina (H,SO,) p.a., Ficher Chemical, UK

skrob, p.a., Kemika, Hrvatska

kalijev hidroksid (KOH) p.a., T.T.T., Hrvatska

natrijev hidroksid (NaOH) p.a., Kemika, Hrvatska

kalijev bikromat (BaCrQ,) p.a., Kemika, Hrvatska

natrijev tiosulfat (Na,S,03) p.a., Kefo, Hrvatska

fenoftalein, p.a., Kemika, Hrvatska

destilirana voda, PBF, Hrvatska
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3.1.3. Otopine
Otopine koristene u eksperimentalnom dijelu rada i njihova priprema navedena je u

Prilogu I.

3.1.4. Aparatura
Popis aparature koriStene u izradi ovoga rada prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Popis aparature koriStene u izradi eksperimentalnog dijela rada.

Uredaj/ stroj Proizvoda¢
Analiticka vaga Kern KB
Sarzni destilacijski kotao Fresl obrt
Vodena kupelj Memmert
Plinski kromatograf (GC) s plamenoionizacijskim Hewlett - Packard HP 5890
detektorom (FID)
Aparatura Martin-Dietrichu (za odredivanje Staklena aparatura
alkohole)
Aparatura po Luff-Schoorlu (za odredivanje Staklena aparatura
Secera)
Termostat (GC) Ikom
HSS boéice (20 mL) Restek Bellefonte
Cepovi za HSS bo¢ice Restek Bellefonte

Laboratorijsko posude ( tikvice od 10,25,50 mL,

¢epovi za tikvice, pipete, mikropipete)

HSS uzorkivag Hewlett-Packard HP 7694
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Postupak proizvodnje §ljivovice

Proizvodnja $ljivovice sastoji se od sljedecih faza:

1. Priprema alkoholne fermentacije
2. Alkoholna fermentacija

3. Proces destilacije
4

Stabilizacija destilata

3.2.1.1. Priprema alkoholne fermentacije

Prvi postupak u proizvodnji §ljivovice je priprema sirovine. Buduéi da u prosincu nije
sezona branja voca, koriStene su §ljive dugotrajno skladistene u hladnjaci na temperaturi od
-20°C. Cetiri Erlenmeyerove tikvice od 2 L napunjene su sa 2 kilograma odmrznutih i
usitnjenih §ljiva (s kosticama). Dvije tikvice sadrZavale su sortu $ljive Bistrice, a druge dvije

sortu Top King.

Za provedbu dirigirane alkoholne fermentacije za obje sorte Sljiva, izvrSena je
inokulacija suhim aktivnim kvascem S. cerevisiae, u koncentraciji 0,2 g L™ voéa. Tikvice su
zatvorene vreljnjacama kako bi CO, koji nastaje tijekom fermentacije izlazio van te osigurali

anaerobni uvjeti (slika 5).

-
[ 4

Slika 5. Erlenmeyerova tikvica sa vreljnjacom (Top King, dirigirana fermentacija, 30°C)

(vlastita fotografija).
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3.2.1.2. Alkohola fermentacija

Proces alkoholne fermentacije provodio se spontano (djelovanjem prirodno prisutne
mikroflore na plodu §ljiva) i dirigirano (inokulacijom suhog aktivnog kvasca S. cerevisiae) u
termostatu na temperaturi od 30°C za obje sorte, Bistricu i Top King. Ta je vrijednost
optimalna temperatura za metaboli¢ku aktivnost kvasca. Proces je zavrSen kada koncentracija

Se¢era padne na ~ 0 g L™, odnosno kada se udio alkohola znatno ne mijenja.

3.2.1.3. Destilacija
Postupak destilacije spontano i dirigirano prefermentiranih komina sljiva sorte Bistrice

i Top King provodio se u Sarznom laboratorijskom kotlu za destilaciju (slika 6).

Slika 6. Laboratorijski Sarzni kotao za destilaciju (vlastita fotografija).

Destilacije su zapocete u ohladenom bakrenom destilacijskom kotlu (volumena 5 L)
na sobnoj temperaturi, uz polagano podizanje temperature, $to je osiguralo pravilan i
ujednacen mlaz destilata. Na taj nacin se pozeljnim aromama osigurava dovoljno vremena za
isparavanje, a ukapljenom destilatu da iz hladila izlazi u obliku pravilnog, ujednacenog,
tankog mlaza. Sljivovica je dobivena jednokratnom destilacijom. Destilacija je vodena u tri
glavna toka: prvi tok (prvijenac), drugi tok (srednji tok, srce) i tre¢i tok (patoka). Destilati
svakog toka hvatani su u dvije frakcije. Destilati prvog toka hvatani su u dvije frakcije
ukupnog volumena 20 mL, §to iznosi 1% vol. prefermentirane komine. Presijecanje druga dva

toka provedeno je pra¢enjem udjelu alkohola pomoc¢u denzimetrijskog alkoholometra. Drugi
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tok se hvatao do izmjerenih ~ 40% alkohola na izlazu iz kotla, a tre¢i ~ 30% alkohola.

Destilacijom su dobiveni destilati ¢ije su karakteristike navedene u tablicama 3-6.

Tablica 3. Destilati dobiveni destilacijom prefermentirane komine §ljiva Bistrice (spontana

fermentacija pri 30°C).

) ) Jacina Volumen
Podjela Podjela ) ] )
N Kratice destilata destilata Napomene
tokova frakcija
(%) (mL)
1. frakcija 1T/1F - 10 -
1. tok
2. frakcija 1T/2F - 10 -
1. frakcija 2T/1F 52 50 -
2. tok
2. frakcija 2T/2F 42 86 mutno
1. frakcija 3T/1F 32 50 mutno
3. tok _
2. frakcija 3T/2F 25 40 mutno

Tablica 4. Destilati dobiveni destilacijom prefermentirane komine §ljiva Bistrice (dirigirana

fermentacija pri 30°C).

. . Volumen
Podjela Podjela ) Jacina )
N Kratice ) destilata Napomene
tokova frakcija destilata (%0)
(mL)

1. frakcija 1T/1F - 10 -
1. tok

2. frakcija 1T/2F - 10 -

1. frakcija 2T/1F 54 50 -
2. tok

2. frakcija 2T/I2F 44 84 -

1. frakcija 3T/1F 34 50 -
3. tok _

2. frakcija 3T/2F 25 84 -
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Tablica 5. Destilati dobiveni destilacijom prefermentirane komine $ljiva Top King (spontana

fermentacija pri 30°C).

. . Volumen
Podjela Podjela ) Jacina )
. Kratice ) destilata Napomene
tokova frakcija destilata (%0)
(mL)
1. frakcija 1T/1F - 10 -
1. tok
2. frakcija 1T/2F - 10 -
1. frakcija 2T/1F 46 50 -
2. tok
2. frakcija 2T/I2F 38 38 -
1. frakcija 3T/1F 31 50 -
3. tok
2. frakcija 3T/2F 25 33 -

Tablica 6. Destilati dobiveni destilacijom prefermentirane komine sljiva Top King (dirigirana

fermentacija pri 30°C).

. . Volumen
Podjela Podjela ] Jacina ]
. Kratice ) destilata Napomene
tokova frakcija destilata (%0)
(mL)
1. frakcija 1T/1F - 10 -
1. tok
2. frakcija 1T/2F - 10 -
1. frakcija 2T/1F 45 50 -
2. tok
2. frakcija 2T/I2F 38 40 -
1. frakcija 3T/1F 32 50 -
3. tok _
2. frakcija 3T/2F 25 50 mutno

3.2.1.4. Stabilizacija destilata
Destilati su prije daljnje analize plinskom kromatografijom radi stabilizacije arome

cuvani 2 mjeseca u zatvorenim bo¢icama na sobnoj temperaturi.
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3.2.2. Analiti¢ke metode

3.2.2.1. Odredivanje koncentracije secera metodom po Luff-Schoorlu

Prije provodenja eksperimenta odredena je koncentracija Secera u plodu $ljive Bistrice i
Top King. Svaki dan do zavrsSetka fermentacije uzimani su uzorci iz komine §ljiva iz svake od
4 tikvice u kojima se provodila fermentacija za odredivanje koncentracije Secera.
Koncentracija Se¢era u plodovima i kominama S§ljiva odredivana je metodom po Luff-
Schoorlu (Trajkovi¢ i sur., 1983). Metoda se temelji na oksidaciji direktno reducirajucih
Secera, pri cemu se dvovalentni Cu iz Luff-ove otopine reducira u jednovalentni Cu. On se
izluc¢uje kao Cu (I) oksid. Suvisak Cu u otopini HySO,4 odreduje se titrimetrijski s natrijevim
tiosulfatom (Na,S,03). Ispituje se i utroSak natrijeva tiosulfata za slijepu probu. Uz pomo¢
Priloga 11l iz razlike rezultata dviju titracija (slijepe probe i uzorka) ocita se koncentracija

Secera. Prije same analize uzorke je potrebno pripremiti.

Priprema uzorka ploda

Odvaze se 10 g usitnjenog i homogeniziranog uzorka ploda u Erlenmyerovu tikvicu od
250 mL, doda se 100 mL destilirane vode, promijesa Se i grije na vodenoj kupelji 10-15 min.
Ohladeni sadrzaj kvantitativno se prenese u odmjernu tikvicu od 200 mL, doda se 1-2 g
CaCOgz, 5 mL Carrez | i 5 mL Carrez Il otopine, nadopuni destiliranom vodom do oznake i
promucka. Ostavit se 10 minuta da se istalozi, a nakon toga filtrira u Erlenmeyerovu tikvicu

od 300 mL. Za odredivanje koncentracije SeCera uzima se 25 mL dobivenog filtrata.

Priprema uzorka komine

Uzorak komine razrijedi se tako da u 1 litri nema vise od 8 g Secera (Prilog II). 25 mL
uzorka odnosno razrijedenog uzorka otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL, doda se 50
ml destilirane vode te 5 mL otopine Carrez 1. Promucka se, doda se 5 ml otopine Carrez II.
Ponovo se promucka, nadopuni destiliranom vodom do oznake, promucka i ostavi stajati 10

minuta nakon ¢ega se filtrira. Za odredivanje koncentracije Se¢era uzima se 25 mL filtrata.

Odredivanije koncentracije Secera

U odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetira se 25 mL prethodno dobivenih filtrata i doda
50 mL destilirane vode. Tikvicu se drzi u vodenoj kupelji temperature oko 70°C tako da

sadrzaj tikvice u roku 5 minuta postigne temperaturu 67-70°C. Kada sadrzaj tikvice postigne
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tu temperaturu doda se 5 ml 35-36% HCI. Nakon toga se sadrzaj tikvice drzi to¢no 5 minuta
na temperaturi 67-70°C uz Cesto protresivanje. Nakon inverzije sadrzaj tikvice se u ledenoj
kupelji brzo ohladi na 20°C, doda se nekoliko kapi (do 5 kapi) indikatora fenolftaleina i
neutralizira s 30%-tnom otopinom KOH. Neutralizacija se provodi do pojave ruzicaste boje.
Nakon toga se brzo doda nekoliko kapi octene kiseline do nestanka obojenja. Odmjerna
tikvica se nadopuni destiliranom vodom do oznake i protrese. Za daljnju analizu uzima se 25
mL ove invertirane otopine koja se doda u tikvicu od 300 mL (okrugla tikvica s ravnim dnom
i ubruSenim grlom) u koju je prethodno otpipetirano 25 mL Luff-ove otopine. Tikvicu se brzo
stavi na tronozac s azbestnom mrezicom i tikvica se spoji na povratno hladilo. Uz jaki plamen
zagrijava se do vrenja do kojeg bi trebalo do¢i u roku 2 minute. Vrenje traje to¢no 10 minuta,
a zatim ohladi pod mlazom hladne vode. Nakon potpunog hladenja doda se lagano uz
potresivanje 25 mL 25%-tne otopine H,SO,. Tijekom dodavanja H,SO, dolazi do oslobadanja
CO;, zbog Cega se otopina pjeni pa je potrebno polagano dodavati. Zatim se dodaje 10 mL
30%-tne otopine Kl i 2 mL 1%-tne otopine Skroba koji sluzi kao indikator (dodatkom H,SO4
otopina postaje svijetloplava, dodatkom KI Zuc¢kasta, a dodatkom Skroba smeda). Sadrzaj
tikvice se titrira sa 0,1 N otopinom natrijeva tiosulfata do promjene boje u svijetlokrem (boja
puti) koja se treba zadrzati 1 min. Ako se pri titraciji tro$i manje od 5 ml natrijevog tiosulfata
znali da treba odabrati vece razrjedenje. Za izracun je potrebno postupak ponoviti i za slijepu
probu: otpipetira se 25 mL destilirane vode u okruglu tikvicu s ravnim dnom (300 mL) u koju

je prethodno otpipetirano 25 mL Luff-ove otopine, a daljnji postupak je isti kao i za uzorak.

Racun:

1z razlike utrosenog volumena (mL) natrijeva tiosulfata za titraciju slijepe probe i uzorka
pomocu Prilog 11 o¢ita se masa (mg) prisutnog Secera te se koncentracija Secera racuna

prema formuli 1:
Koli¢ina Seéera (g L)=a* 0,16 * 4 * f (1)
a- masa (mg) Secera ocitana iz Priloga I11
0,16- faktor za preradunavanje u g L™
f- faktor razrjedenja (ako se pocetni uzorak razrjedivao)

4- dodatni faktor razrjedenja (25 mL u 100 mL)
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3.2.2.2. Odredivanje volumnog udjela alkohola metodom po Martin-Dietrichu

Svaki dan do zavrSetka fermentacije uzimani su uzorci iz komina §ljiva za odredivanje
volumnog udjela alkohola metodom po Martin-Dietrichu (Kretschmar, 1955). Alkohol se u
prisutnosti sulfatne kiseline sa kalijevim bikromatom oksidira u octenu kiselinu. Oksidacija
obi¢no ne ide dalje jer je octena kiselina u tim uvjetima stabilna. Preostali kalijev bikromat uz
dodatak kalijeva jodida izlucuje elementarni jod. Elementarni jod se titrira natrijevim

tiosulfatom, uz Skrob kao indikator.
Postupak:

Alkalnoj vodi (10 mL) doda se uzorak (max. 1 mL) (razrijediti uzorak prema potrebi)
u kojem se odreduje alkohol. Spoji se aparatura tako da je "most” uronjen u otopinu kalijeva
bikromata (20 mL). Destilacija traje do promjene boje uzorka. Nakon hladenja do sobne
temperature, uzorku se dodaje kalijev jodid na vrh $patule i 1 mL otopine $kroba te se otopina

titrira natrijevim tiosulfatom do pojave plavozelene boje uzorka.
Volumni udio alkohola izra¢unava sve prema formuli 2:

Vi-Vv2)«f

EtOH (%) = r )

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

r- razrjedenje

3.2.2.3. Plinska kromatografija
Plinska kromatografija je metoda prikladna za identifikaciju i specifikaciju pojedinih
voénih aroma. Primjenom plinske kromatografije mogu se odrediti glavne i1 sporedne
komponente vo¢nih rakija (Winterova i sur., 2008).
Sustav za analizu uzoraka plinskom kromatografijom se sastoji od injektora, mobilne
faze (plin), kolone ispunjene stacionarnom fazom, pecnice, detektora te ratunalnog sustava za
obradu podataka. Analiza zapocinje kada se injektirani uzorak raspline na vrhu kolone,

prolazi kroz kolonu ispunjenu stacionarnom fazom nosen mobilnom fazom. (Rouessac i
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Rouessac, 2007). Odziv detektora na pisacu je zabiljezen kao kromatogram. Kromatogram je
dvodimenzionalni dijagram koji pokazuje, kao funkcija vremena, parametre koji ovise 0
trenutacnoj koncentraciji svakog pojedinog sastojka uzorka koji izlazi iz kolone. Odvajanje
komponenata plinskom kromatografijom moguce je ako se komponente uzorka koje se zZele
razdvojiti razlikuju u tlaku para i/ili intenzitetu interakcije sastojak- stacionarna faza.
Razdvojene komponente Kkarakterizirane su retencijskim vremenom (R;) tj. vremenom
zadrZavanja koje je proslo izmedu uvodenja uzorka do pojave pojedinih pikova (Poole, 2003).
Analiza prefermentiranih komina zadnjeg dana fermentacije i destilata provodila se
plinskom kromatografijom pomocu plinskog kromatografa (GC) s plamenoionizacijskim
detektorom (FID)-Hewlett-Packard HP 5890 i ,,headspace® automatskog uzorkivaca (HSS)

(slika 7) ¢iji uvjeti rada su navedeni u tablicama 7 i 8.

Slika 7. Plinski kromatograf (GC) s plamenoionizacijskim detektorom (FID) — Hewlett
Packard HP 5890 (vlastita fotografija).
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Tablica 7. Uvjeti rada HSS-GC-FID.

Temperatura peénice 80°C
Vrijeme uravnoteZenja 10 min
Vrijeme injektiranja 0,2 min
Protok plina nosaca 7,85 mL min™
Pritisak u bo¢ici 7 Psi
Plin nosac N2
Volumen uzorka 5mL

Tablica 8. Uvijeti rada plinskog kromatografa.

Temperatura injektora 220C
Tmperatura detektora 250'C
Plin nosad N2
Temperaturni program 38'C, 4 — 170°'C, 20'C min™ — 190°C, 40°C min™, 4 min
Brzina plina nosaca 160 Psi
L»Splitless« 3 min
Kolona RTX-624 (J&W): 30 m; i.d. = 0,32 mm; 1,8 um

Priprema uzorka destilata za analizu

2,5 mL destilata se odpipetira u odmjernu tikvicu od 50 mL. Potom se doda destilirane
vode malo ispod oznake, a nakon toga se mikropipetom interni standard volumena 90,3 pL i
nadopuni destiliranom vodom do oznake. U HSS bocicu otpipetira se 5 mL prethodno
pripremljenog uzorka za analizu. Bocice se zatvaraju silikonskim ¢epovima predvidenim za
HSS bocice te stavljaju na odredeno mjesto na ,,headspace* automatskom uzorkivacu. Uzorak
se zagrijava na 80° C kako bi se postiglo isparavanje hlapljivih komponenti, koje se potom

prebacuju u injektor plinskog kromatografa gdje se provodi analiza.

23




Priprema uzoraka prefermentirane komine $ljive za analizu

U odmjernu tikvicu od 25 mL otpipetira se 20 mL prefermentirane komine $ljive zadnjeg
dana fermentacije, doda se 45,2 pL internog standarda i nadopuni destiliranom vodom do

oznake. Daljnji postupak je isti kao i gore naveden za uzorke destilata.

Kvantifikacija hlapljivih spojeva

Kvantifikacija hlapljivih spojeva arome provedena je racunalnom analizom podataka
dobivenih programom HP-chem pomoéu metode unutarnjeg standarda. Spojevi su
identificirani na temelju polozaja pika pojedinog spoja na vremenskoj osi, tj. njihovih
retencijskih vremena. Identifikacija i kvantifikacija hlapljivin spojeva provedena je
usporedbom vremena zadrzavanja razdvojenih spojeva (R;) S Vremenom zadrzavanja
standardne otopine pojedinog spoja arome (acetaldehid, diacetil, metanol, propanol,
izobitanol, izoamil alkohol, 1-heksanol, feniletanol, etil acetat, izoamil acetat, dietil sukcinat,
2-fenietil acetat, etil heksanoat, etil oktanoat i etil dekanoat). Kvantitativne vrijednosti
pojedinacnih ispitivanih hlapljivin spojeva izraunate su iz jednadzbi bazdarnih pravaca
pripadajucih standardnih otopina navedenih spojeva arome. Odredivanje kvantitativnog udjela
hlapljivih spojeva arome u prefermentiranim kominama i destilatima provedena je primjenom

modificirane metode (Kovacevi¢ Ganic i sur., 2003)
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. TIDJEK ALKOHOLNE FERMENTACIJE

Fermentacija je bioloski proces koji rezultira odredenim promjenama komponenata u
sirovini (Nout, 2014). Tijek alkoholne fermentacije ovisi o utroSku Secera iz plodova §ljiva,
pri éemu nastaje odredena koli¢ina alkohola. Sljive mogu sadrzavati 10-15% $ecera, ovisno o
sorti, od kojih su znacajni glukoza i fruktoza koje kvasci mogu previrati (Uro$ i Puskas,
2014). Alkoholna fermentacija je zavrsena kada se potrosi sav Secer, odnosno kada se
koncentracija Secera smanji na koncentraciju ispod 2 g L™. Proces se moZe provoditi
spontano, zbog prirodno prisutne mikroflore na povrSini plodova Sljiva. Spontana
fermentacija, zbog nekontroliranih uvjeta, odvija se sporije pa je krajnji produkt vrlo
promjenjiv, Sto Cesto mijenja organolepticka i kemijska svojstva i postoji ve¢a moguénost
kvarenja zavrSnog proizvoda fermentacije. Zbog toga, proces fermentacije se moze provoditi
kontrolirano (dirigirano) inokulacijom komercijalnim kvascem. Proces fermentacije takoder je
potrebno provoditi u zatvorenim posudama s malim otvorom za izlazne plinove pri ¢emu se
stvaraju anaerobni uvjeti koji onemogucuju gubitak sintetiziranog etanola (Grba, 2009). Cilj
ovoga dijela rada bio je pratiti tijek alkoholne fermentacije, spontane i dirigirane, za dvije

sorte $ljiva, Bistrice i Top King, pri 30°C.

Pocetna koncentracija Secera u plodu i potro$nja tog Secera mjerena je metodom po
Luff-Schoorlu (Trajkovi¢ i sur., 1983), dok je koncentracija nastalog produkta (alkohola)
odredivana metodom po Martin-Dietrichu (Kretschmar i sur., 1955).

Dobiveni rezultati za koncentraciju Secera u plodu $ljiva prikazani su u tablici 9, a
dijagrami tijeka potro$nje supstrata (Secera) i nastanka produkta (alkohola) prikazani su na
slikama 8-11.

Tablica 9. Koncentracija Secera u plodovima §ljiva.

Sorta Koncentracija Secera u plodu (g L™)
. 81,36
Bistrica
Top King 155,36
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Koncentracije Sec¢era u plodu Sljiva prikazane u tablici 9 jasno prikazuju da je vecéa
koncentracija u plodu §ljive Top King nego u Bistrici. Veéi udio Secera u plodovima Sljive
Top King povecava moguénosti njene prerade. Koncentracija Secera u plodu Bistrice
koriStene u ovome eksperimentu odgovara literaturnim podacima autora Voca i1 suradnici
(2009) dok su autori Druzi¢ i suradnici (2007) izmjerili nizu koncentraciju Secera, 56,36 g L™.
Koncentracija $eéera u plodu 3ljive Top (64,55 g L™) autora Voéa i suradnici (2009) i plodu
$ljive Top King u radu autora Bozhkova (2014) (93,59 g L™) su nizih vrijednosti u odnosu na
koncentraciju Secera u plodu $ljive Top King koristene u ovome radu. Odstupanja su moguca

zbog razlicitih klimatskih uvjeta i geografskog polozaja mjesta uzgoja.

Ovisno o sorti $ljive proces dirigirane fermentacije zavrsio je 4. dan za Bistricu (slika
9) te 2. dan za Top King (slika 11) u odnosu na 6 dana za Bistricu i 4 dana za Top King
koliko je bilo potrebno za provodenje spontane fermentacije obje sorte (slike 8 i 10).
Inokulacijom komercijalnim kvascem (S. cerevisiae) utjeCe se na vrijeme odvijanja procesa
alkoholne fermentacije, Sto se podudara sa rezultatima dobivenima u radu Satora 1 Tuszynski
(2010) gdje se inokulacijom S. cerevisiae fermentacija Sljive Bistrice na temperaturi od 25°C

odvijala 5 dana.
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Slika 8. Dinamika potrosnje supstrata (Secera) i nastanka produkta (alkohola) kod spontane

fermentacije sorte Bistrice pri 30°C.
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Slika 9. Dinamika potro$nje supstrata (Secera) i nastanka produkta (alkohola) kod dirigirane

fermentacije sorte Bistrice pri 30°C.

Tijekom procesa fermentacije smanjuje se koncentracija Secera, a povecava prinos
alkohola u komini sljiva. Slike 8 i 9 prikazuju dobivene vrijednosti za koncentracije Secera i
prinos alkohola u prefermentiranim kominama $ljive Bistrice odredivane svaki dan do
zavrSetka spontane i dirigirane alkoholne fermentacije. Dobivena vrijednost za koncentraciju
Secera u komini 0. dana spontane fermentacije §ljive Bistrice u ovome radu su vise (164,14 g
L™) u odnosu na koncentraciju $eéera izmjerene u komini za §ljivu Bistricu u radu autora

Satora i Tuszynski (2010) koja je iznosila 90-95 g L™

Glavni produkt alkoholne fermentacije je alkohol etanol. Slika 9 prikazuje prinos tog
alkohola u dirigirano prefermentiranoj komini sljive Bistrice (9,33%) te je neSto veci nego
prinos alkohola u spontano prefermentiranoj komini (8,98%) (slika 8). Prinos alkohola
dobiven u ovome eksperimentu u spontano prefermentiranoj komini §ljive Bistrice iznosio je
8,98% te je veéi od prinosa alkohola izmjeren u radu Satora i suradnici (2013) koji je iznosio
7,2-7,5% odvijanjem spontane fermentacije na temperaturi od 20°C u trajanju od 30 dana.
Zhang i suradnici (2012) takoder su imali manji prinos alkohola (7,34%) u komini Sljive
Bistrice, gdje se spontana fermentacija provodila 12 dana na temperaturi od 21-23°C. Prinos
alkohola u dirigirano prefermentiranoj komini sljive Bistrice dobiven u ovome radu je 9,33% i

veci je u odnosu na prinos alkohola u komini Bistrice (6,5%) koja se koristila u eksperimentu
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Satora i Tuszynski (2010), gdje je fermentacija inokulacijom S. cerevisiae trajala pet dana na
25°C.
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Slika 10. Dinamika potro$nje supstrata (Secera) i nastanka produkta (alkohola) kod spontane

fermentacije sorte Top King pri 30°C.

[any
N
o

=
o
o

" ~
N |
Ol/ : \ﬁ —

0 1 2

vrijeme (dani)

koncentracija $ecera (g L)
volumni udio alkohola (%)

O KL N W b U1 O N

w

=¢==23ecler =ll=alkohol

Slika 11. Dinamika potrosnje supstrata (Sec¢era) i nastanka produkta (alkohola) kod dirigirane
fermentacije sorte Top King pri 30°C.
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Izmjerena koncentracija Se¢era u komini $ljive Top King 0. dana kod obje fermentacije
je manja u odnosu na koncentraciju u komini sljive Bistrice (slika 10 i 11). Iako je o¢ekivano
da ¢e vece koncentracije Secera u 0. danu fermentacije biti u komini Top King, zbog
povecanog udjela Secera u plodu, rezultati to ipak nisu pokazali. Smanjena koncentracija
Sedera je moguca zbog razli¢ite veliine i mase te stupnja zrelosti plodova $ljive. Sljiva Top
King daje vece plodove u odnosu na §ljivu Bistricu te plodovi mogu teziti i do dva puta vise te
kod pripreme za alkoholnu fermentaciju nije doSlo do ujednacenog usitnjavanja i izdvajanja

Secera iz plodova Top King za razliku od Bistrice.

U prefermentiranoj komini sljive Top King kod oba procesa fermentacije (slike 10 i
11) je prinos alkohola manji u odnosu na prefermentirane komine $ljive Bistrice (slike 8 i 9)
zbog manje koncentracije Secera u komini izmjerene 0. dana alkoholne fermentacije. Pri
odvijanju spontane fermentacije (slika 10) prinos alkohola u prefermentiranoj komini Top
King je priblizno jednak (6,93%) prinosu alkohola u dirigirano prefermentiranoj komini sljive
(6,78%) (slika 11).
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4.2. ODREDIVANJE HLAPLJIVIH SPOJEVA PRISUTNIH U
PREFERMENTIRANIM KOMINAMA SLJIVA I DESTILATIMA
U proizvodnji jakih alkoholnih pica, destilacija je tehnoloska operacija koja slijedi
nakon uspjesno zavrSene alkoholne fermentacije voéne komine. Hlapljivi spojevi nastali
tijekom procesa alkoholne fermentacije sudjeluju u formiranju ukupne arome rakije (Banic,
2006). Neadekvatna destilacija moze uzrokovati mnoge nedostatke koje je tesko eliminirati u
sljede¢im tehnoloSkim procesima pa se destilacija moze smatrati najvaznijom operacijom
tijekom proizvodnje voénih rakija (Spaho i sur., 2013). Za proizvodnju tradicionalne
Sljivovice bitan je proces odvajanja tokova (frakcija). U dobivenim destilatima su u razli¢itim
kocentracijama prisutni odredeni poZzeljni i nepozeljni spojevi.
lako je glavna komponenta jakih alkoholnih pic¢a etanol, u manjim koncentracijama
prisutni su i drugi razli¢iti spojevi koji doprinose aromi te u konacnici kvaliteti krajnjeg
proizvoda. Ti spojevi su visi alkoholi, esteri, aldehidi, ketoni, kiseline itd. Neki od hlapljivih
spojeva kao $to su metanol i acetaldehid imaju toksi¢an uc¢inak te su od posebne vaznosti za
pracenje tijekom destilacije u odredenim frakcijama (Rusu i sur., 2011). U zadnjem dijelu
ovog rada cilj je bio analizirati hlapljive spojeve u prefermentiranim kominama i
proizvedenim destilatima te na temelju dobivenih rezultata odrediti razliku u kvaliteti istih s

obzirom na razli€ite uvjete vodenja fermentacija.

Analiza hlapljivih spojeva prisutnih u prefermentiranim kominama zadnjeg dana
fermentacije i dobivenim destilatima provedena je na plinskom kromatografu (GC) s
plamenoionizacijskim detektorom (FID)-Hewlett-Packard HP 5890. Kvantifikacija hlapivih
spojeva arome provedena je ra¢unalnom analizom podataka dobivenih programom HP-chem
pomo¢u metode internog standarda. Uzorci su analizirani u dvije paralele te se kasnije
izraCunala srednja vrijednost iz dobivenih koncentracija pojedinog spoja 1 provela statisticka

obrada podataka.

Rezultati koncentracija hlapljivin komponenti prisutni u prefermentiranim kominama i

destilatima prikazani su na slikama 12-28.

U radu su koriStena trivijalna imena identificiranih hlapljivih spojeva arome zbog
¢escée upotrebe tih naziva u literaturi, a njihova imena po [IUPAC nomenklaturi navedena su u

tablici 10.
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Tablica 10. Popis trivijalnih imena analiziranih hlapljivih spojeva arome, njihova pripadajuca

IUPAC nomenklatura i pripadaju¢i miris pojedinog spoja.

Trivijalno ime

IUPAC nomenklatura

Miris (Christoph i Bauer-

Christoph, 2007)

Acetaldehid Etanal Oporni miris
Diacetil 2,3-butandion Miris po maslacu
Metanol Metanol Alkoholni miris
Propanol Propan-1-ol Alkoholni miris

Izobutanol 2-metilpropan-1-ol Alkoholni miris

Izoamil alkohol 3-metilbutan-1-ol Sladni miris
1-heksanol Heksan-1-ol Alkoholni miris

Feniletanol 2-feniletanol Miris na ruzu

Etil acetat Etil acetat Miris na aceton

Izoamil acetat

3-metilbut-1-il acetat

Dietil sukcinat

Dietil ester butandionske kiseline

2-feniletil acetat

2-feniletil acetat

Miris na ruzu, med i voéni

miris

Etil heksanoat

Etil heksanoat

Miris na jabuku, bananu

Etil oktanoat

Etil oktanoat

Miris na ananas, krusku

Etil dekanoat

Etil dekanoat

Cvjetni miris

4.2.1. Hlapljivi spojevi arome prisutni u prefermentiranim kominama §ljiva

Tijekom alkoholne fermentacije dolazi do sinteze raznih komponenata. Uz etanol
sintetiziraju se visi alkoholi, metanol, esteri te karbonilni spojevi. Ovisno o koncentraciji, ovi
spojevi utjecu pozitivno ili negativno na kvalitetu dobivene prefermentirane komine §ljiva.
Njihove koncentracije se znatno mijenjaju u daljnjem procesu obrade, procesu destilacije.
Dobiveni rezultati hlapljivih spojeva arome prisutnih u spontano i dirigirano prefermentiranim

kominama $ljive Bistrice i Top King prikazani su na slikama 12 i 13.

31



Spontana fermentacija A

300

250 -

200 ~

150 -

100 -

koncentracija (mg L'V

50 -

metanol etil acetat izobutanol  izoamil alkohol propanol

M Bistrica M Top king
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Slika 12. Usporedba koncentracija 1. skupine analiziranih hlapljivih spojeva arome u: A-

spontano, B- dirigirano prefermentiranim komina sljive Bistrice i Top King.
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Slika 13. Usporedba koncentracija 2. skupine analiziranih hlapljivih spojeva arome u: A-
spontano, B- dirigirano prefermentiranim komina §ljive Bistrice i Top King.
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4.2.1.1. Alkoholi

a) Metanol

Metanol nastaje djelovanjem enzima pektin metilesteraze te nema nikakav utjecaj na
senzorska svojstva kona¢nog proizvoda fermentacije niti stupa u reakciju s drugim spojevima
koji se u njemu nalaze (Grba, 2009). U visokim koncentracijama spoj je toksic¢an. Rezultati
koncentracija metanola na slici 12 jasno prikazuju razliku izmedu prefermentirane komine
Bistrice i Top King. Bistrica ima znatno veéu koncentraciju metanola (293,48-295,141 mg L’
)i do tri puta u odnosu na Top King (90,20-97,82 mg L™). Razlog tome mozZe biti veca
aktivnost pektin metilesteraze prisutne kod §ljive Bistrice. Dobivena koncentracija metanola u
spontano prefermentiranoj komini 3ljive Bistrice (293,48 mg L™) je niZa u odnosu na
vrijednost dobivena u radu Satora i suradnici (2013), gdje je koncentracija metanola u
spontano prefermentrianoj komini ljive Bistrice iznosila 591 mg L™. Izmjerene koncentracije
metanola u spontano i dirigirano prefermentiranim kominama S§ljive Bistrice i Top King su
sli¢ne, zbog ¢ega se moze zakljuciti da inokulacija kvascem S. cerevisiae nije imala znacajan

utjecaj na koncentraciju metanola.

b) Visi alkoholi

Visi alkoholi (izobutanol, izoamil alkohol, propanol, 1-heksanol) sintetiziraju se
razgradnjom aminokiselina djelovanjem kvasca tijekom alkoholne fermentacije u vocu.
Izobutanol i izoamil alkohol se ve¢inom sintetiziraju iz valina, leucina i izoleucina te drugih
aminokiselina i Secera, dok se propanol sintetizira uglavnom iz treonina i Secera (Christoph i
Bauer-Christoph, 2007). Oni doprinose senzorskim karakteristikama i kvaliteti vo¢nih rakija
(Satora i sur., 2013). Koncentracija visih alkohola u vo¢nim rakijama ovisi 0 materijalu koji

se koristio tijekom procesa fermentacije (Satora i sur, 2010).

Koncentracije visih alkohola prisutnih u prefermentiranim kominama sljiva obje sorte
prikazani su na slici 12 i 13. Veca koncentracija izobutanola je prisutna u spontano
prefermentiranoj komini Top King (slika 12, A) u odnosu na spontano prefermentiranu
kominu Bistrice. Komine dobivene dirigiranim procesom fermentacije pokazuju iste
koncentracije izobutanola i kod S$ljive Bistrice i Top King (slika 12, A). Koncentracija
izobutanola iz rada autora Satora i suradnici (2013) je iznosila 354 mg L™ u spontano
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prefermentiranoj komini Bistrice te je visa od  koncentracije Spoja u spontano

prefermentiranoj komini §ljive Bistrice u ovome radu (15,16 mg L™).

Izoamil alkohol moze ¢initi i do 50% ukupnih visih alkohola (Grba, 2009). Veca
koncentracija izoamil alkohola izmjerena je u prefermentiranim kominama $ljive Top King
pri oba procesa fermentacije (slika 12). Koncentracije izoamil alkohola u dirigirano
prefermentiranim kominama obje sorte §ljive su visih vrijednosti (slika 12, A) u odnosu na

koncentraciju izoamil alkohola u spontano prefermentiranim kominama §ljiva (slika 12, B).

Koncentracija propanola izmjerena u spontano i dirigirano prefermentiranim
kominama $ljiva je prikazana na slici 12. Vidljiva je razlika izmedu spontane i dirigirane
fermentacije, kao i razlika izmedu sorti. Tijekom spontane fermentacije u vecoj koncentraciji
je prisutan u prefermentiranoj komini Top King (slika 12, A), a tijekom dirigirane
fermentacije u prefermentiranoj komini Bistrice (slika 12, B). Koncentracija propanola koju
navode Satora i suradnici (2013) (14,1 mg L) je niZe vrijednosti u odnosu na koncentraciju
propanola u komini §ljive Bistrice (60,1 mg L™) dobivene provodenjem spontane fermentacije

u ovome radu.

Koncentracija viSih alkohola, izobutanola, izoamil alkohola i propanola je visa u
prefermentiranim kominama $ljive Bistrice i Top King dirigiranog procesa zbog inokulacije
komercijalnim kvascem S. cerevisiae ¢ime se posljedicno povecava i mogucnost sinteze

odredenih visih alkohola.

1-heksanol je visi alkohol koji nastaje tijekom alkoholne fermentacije hidrolizom
odgovarajucih acetata iz peteljki i liS¢a Sljive (Spaho i sur., 2013). Uzrokuje neugodan, gorak
okus rakije te ga sintetiziraju ne-Saccharomyces vrste kvasaca. Slika 13 jasno prikazuje
razliku koncentracija spoja izmedu sorti, gdje je veca koncentracija spoja izmjerena u
spontano prefermentiranoj komini Bistrice u odnosu na spontano prefermentiranu kominu
Top King. U dirigirano prefermentiranoj komini veca koncentracija spoja je prisutna kod

Sljive Top King.
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4.2.1.2. Esteri
Tijekom alkoholne fermentacije sintetiziraju se brojni esteri, ali najveci znacaj imaju
acetatni esteri visih alkohola (etil acetat, izoamil acetat i 2-feniletil acetat) i etil esteri masnih

kiselina (etil heksanoat, etil oktanoat i etil dekanoat) (TeSevi¢ i sur., 2005).

Etil acetat ima znac¢ajan utjecaj na organolepti¢ka svojstva voénih rakija (Christoph i
Bauer-Christoph, 2007). Spontano prefermentirana komina S$ljive Bistrice sadrzi nizu
koncentraciju etil acetat u odnosu na spontano prefermentiranu kominu sljive Top King (slika
12, A), dok je ta razlika suprotna u slucaju dirigirane fermentacije (slika 12, A). Koncentracija
etil acetata u spontano prefermentiranoj komini Bistrice iznosi 38,09 mg L™ te je niza od
koncentracije u prefermentiranoj komini $ljive Bistrice autora Satora i suradnici (2013) koji
su izmjerili koncentraciju estera 91,6 mg L™ Niza koncentracija etil acetata u
prefermentiranoj komini moguéa zbog najveée koncentracije etil acetata sintetizirane na
pocetku alkoholne fermentacije, dok je njegova koncentracija u zadnjoj fazi procesa najniza
(Satora i sur., 2013). Ostali esteri u prefermentiranim kominama S§ljiva, izoamil acetat, etil
heksanoat, etil dekanoat i 2-feniletil acetat imaju niske koncentracije (slika 13). Koncentracija
navedenih estera je visa kod prefermentiranih komina S§ljive Top King u odnosu na
pefermentirane komine sljive Bistrice oba procesa fermentacije, osim u slucaju 2-feniletil
acetata ¢ija je koncentracija visa u spontano prefermentiranoj komini Bistrice (slika 13, A). 2-
feniletil acetat i izoamil acetat su esteri koji su nastali esterifikacijom octene kiseline, etanola i
visih alkohola. Nastaju tijekom alkoholne fermentacije te su nosioci voéno-cvjetne arome
(Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Etil dekaonat detektiran je samo u spontano
prefermentiranoj komini Bistrice kako je prikazano na slici 13, prema ¢emu se moze zakljuciti
da inokulacija kvascem S. cerevisiae nije imala utjecaj na sintezu estera. Niske koncentracije
estera u kominama $ljiva zadnjeg dana fermentacije obje sorte mogu biti razlog sinteze
spojeva u pocetnoj fazi alkoholne fermentacije djelovanjem kvasca S. cerevisae (Satora i sur.,
2013).

4.2.1.3. Karbonilni spojevi
a) Acetaldehid

Karbonilni spojevi, acetaldehid i diacetil, nalaze se u razli¢itim koncentracijama u
spontano i dirigirano prefermentiranim kominama S$ljiva kao $to je prikazao na slici 13.

Acetaldehid je vazan karbonilni spoj koji nastaje kao meduprodukt razgradnje piruvata
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djelovanjem enzima piruvat dekarboksilaze tijekom fermentacije. Pozeljno je da je prisutan u
nizim koncentracijama (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Spontano prefermentirane
komine imaju nizu koncentraciju acetaldehida u odnosu na dirigirano prefermentirane komine
obje sorte. Spontano prefermentirane komine sorte Top King i Bistrice imaju priblizno
jednaku koncentraciju acetaldehida (slika 13, A). Tijekom provodenja dirigirane fermentacije
veca koncentracija spoja je prisutna u prefermentiranoj komini Bistrice nego u komini Top
King (slika 13, A).

b) Diacetil

Diacetil je spoj koji je odgovoran za miris koji podsje¢a na maslac te se moze pojaviti u
voénim prefermentiranim kominama. Formiraju ga bakterije mlijecne kiseline tijekom
malolakti¢ne fermentacije. Visoke koncentracije diacetila su moguce pri spontanim i
nekontroliranim procesima, zbog povecanog udjela jabuc¢ne kiseline (Christoph i Bauer-
Christoph, 2007). Dobivene koncentracije diacetila u prefermentiranim kominama $ljiva se
razlikuju izmedu spontane i dirigirane fermentacije, kao i izmedu samih sorti (slika 13).
Koncentracija spoja je veca u spontano prefermentiranim kominama za obje sorte u odnosu na
dirigirano prefermentirane komine. Koncentracija diacetila u prefermentiranim kominama
Bistrice je veca u odnosu na prefermentirane komine Top King kod u procesa fermentacije
kako je prikazano na slici 13, B. Redukcijom diacetila nastaje karbonilni spoj acetoin koji se
ve¢inom sintetizira u ranijim fazama fermentacije djelovanjem S. cerevisae (Satora i sur.,
2010). Zbog toga su nize koncentracije diacetila u prefermentiranim kominama $ljiva koje su

ispitivane u ovome eksperimentu.

4.2.2. Hlapljivi spojevi arome prisutni u destilatima

Hlapljivi spojevi arome mogu se podijeliti na one podlozne kemijskim promjenama
tijekom destilacije 1 one koji tim promjenama nisu podlozni, odnosno na spojeve Cija se
koncentracija mijenja tijekom destilacije i spojeve kojima koncentracija ostaje nepromijenjena
(Niki¢evi¢ 1 TeSevié, 2010). Primijenjenom analitickom metodom analize hlapljivih spojeva
odredivano je 15 najznacajnijih spojeva koji sudjeluju u formiranju sekundarne arome
destilata, odnosno potjecu od alkoholne fermentacije te njome nije bilo moguce odrediti

spojeve koji pridonose formiranju sortne arome rakije. Na slikama od 14-28 prikazane su
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dobivene koncentracije detektiranih hlapljivih spojeva arome prisutnih u destilatima spontano

1 dirigirano prefermentiranih komina §ljive Bistrice i Top king.

4.2.2.1. Alkoholi
a) Metanol
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Slika 14. Usporedba koncentracija metanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine §ljive
Bistrice i Top King.
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Koncentracija metanola parametar je za odredivanje autenti¢nosti specifi¢nih sirovina u

vo¢nim rakijama (Christoph i Bauer-Christoph, 2007).

Tijekom destilacije metanol je prisutan u svim tokovima destilata obje sorte u oba procesa
fermentacije (slika 14, A i B). U destilatima dobivenima iz spontano 1 dirigirano
prefermentirane komine §ljive Bistrice su izmjerene vise koncentracije metanola, i do dva
puta, nego u destilatima Top King. Destilati spontano prefermentirane komine Sljive Top
King imaju niZu koncentraciju metanola (772,96-886,34 mg L™) u odnosu na rakiju dobivene
destilacijom spontano prefermentirane komine §ljive Top koristene u radu Tupaji¢ i suradnici
(2006) u kojoj je koncentracija metanola iznosila 3303,6 mg L. Prema Pravilniku o jakim
alkoholnim pi¢ima (NN61/09) koli¢ina metanola u rakiji dobivene destilacijom vo¢ne komine
trebala bi iznositi do 6000 mg L™ ratunato na 40% vol. alkohola. Koncentracije metanola u
rakijama Sljivovicama sorte Bistrice i Top King dobivene u ovom radu su nizih koncentracija
od propisane. Prema tome rakije su sigurne za konzumaciju te nema opasnosti od Stetnog

utjecaja prisutnog metanola na zdravlje.
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b) Visi alkoholi
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Slika 15. Usporedba koncentracija propanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova

destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine §ljive

Visi alkoholi ili pato¢na ulja su kvantitativno najveca skupina hlapljivih spojeva u
rakijama (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Prisutni su tijekom cijele destilacije, ali do

njihovog nakupljanja, ovisno o tocki vrenja i koncentraciji etanola u sirovini koja se destilira,

Bistrice i Top King.

dolazi nekada u prvijencu, a nekada u patoci (Vidrih i Hribar 1999).
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Koncentracije viseg alkohola propanola u destilatima drugog toka, koji se koristi za
konzumaciju spontano prefermentirane komine Top King su visih vrijednosti od koncentracije
u destilatima srednjeg toka sljive Bistrice (slika 15, A). Koncentracija propanola u destilatima
srednjeg toka dirigirano prefermentirane komine Bistrice visa nego u destilatima drugog toka
dirigirano prefermentirane komine $ljive Top King (slika 15, B). NajviSe vrijednosti spoja su
prisutne u prvome toku destilata obje sorte spontano i dirigirano prefermentirane komine te u
sljede¢im tokovima te vrijednosti opadaju. Koncentracije propanola u destilatima dirigirano
prefermentirane komine Bistrice u drugom toku (srcu) su raspona 1181,37-1669,61 mg L™ te
su visiih vrijednosti u odnosu na koncentracije za drugi tok (1634 mg L™) u radu Spaho i
suradnici destilata dobivenih iz dirigirano prefermentiranin komina S$ljive Bistrice na
temperaturi od 19+£1°C (2013). Vrijednosti propanola u destilatima spontano prefermentirane
komine §ljive Bistrice (110,21-620,10 mg L™) i §ljive Top King (249,41-1348,56 mg L™) u
ovome radu su unutar raspona koncentracija propanola u §ljivovici, 356-3084 mg L™, koju

navode Winterova i suradnici (2008).
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Izobutanol
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Slika 16. Usporedba koncentracija izobutanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine §ljive

Bistrice i Top King.

Koncentracija izobutanola u svim destilatima Top King je visa u odnosu na destilate
Sljive Bistrice u oba procesa fermentacije (slika 16, A i B). Najvise vrijednosti spoja su
prisutne u prvim tokovima (prvijencu) destilata spontano i dirigirano prefermentiranih komina
Bistrice i Top King. Koncentracija izobutanola u destilatima obje sorte u oba procesa
fermentacije tijekom destilacije konstantno opada. Koncentracije spoja u srednjem destilatu
spontano prefermentirane komine §ljive Top King (111,35-231,92 mg L) nizih su
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vrijednosti u odnosu na destilat srednjeg toka sorte sljive Top dobiven destilacijom spontano
prefermentirane komine autora Tupaji¢ i suradnici (2006) (470 mg L™).

Izoamil alkohol
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Slika 17. Usporedba koncentracija izoamil alkohola u pojedinim frakcijama triju glavnih
tokova destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine

Sljive Bistrice 1 Top King.

Izoamil alkohol je naj¢eséi spoj prisutan U razlicitim destilatima nastao djelovanjem
kvasca, ovisno o prirodi sirovine (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Koncentracija izoamil
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alkohola u destilatima srca iz prefermentiranih komina $ljive Top King pri oba procesa
fermentacije je veéa u odnosu na destilate srca §ljive Bistrice (slika 17, A i B). Tupaji¢ i
suradnici (2006) navode koncentraciju izoamil alkohola u destilatu drugoga toka spontano
prefermentirane komine §ljive Top od 1354 mg L™ te je viSe koncentracije nego u destilatu
spontano prefermentirane komine drugog toka Top King u ovoga rada (442,55-893,44 mg L
1), Koncentracija izoamil alkohola u radu autora Kostik i suradnici (2013) je u rasponu
koncentracija 988 - 1356 mg L™ u §ljivovici dobivene destilacijom spontano prefermentirane
komine Bistrice te je viSih vrijednosti nego koncentracija u destilatima spontano

prefermentirane komine Bistrice 32,76-1200,52 mg L™ u ovome radu.

Omjer izobutanola i izoamil alkohola moze se koristiti za prepoznavanje sorti Sljiva u
proizvodnji rakije. Taj omjer je pozeljan 1:1 u $ljivi Bistrici (Spaho i sur., 2013). U ovome
radu taj omjer nije postignut te je iznosio 0,61. Za sortu Top King taj podatak je nepoznat.
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1-heksanol
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Slika 18. Usporedba koncentracija 1-heksanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine §ljive

Bistrice i Top King.

U prvome toku detektirana je najvisa koncentracija 1-heksanola u obje sorte Sljive
Bistrice i Top King spontane i dirigirane fermentacije (slika 18, A i B). Koncentracija spoja u
destilatima srednjeg toka spontano i dirigirano prefermentirane komine Top King je niza u
odnosu na destilate srednjeg toka §ljive Bistrice. 1-heksanol je alkohol za kojeg se smatra da
ima pozitivan utjecaj na aromu rakije kada je prisutan u koncentraciji do 20 mg L™

(Apsstolopoulou i sur., 2005). Koncentracije 1-heksanola u destilatima srednjeg toka obje
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sorte ljive su unutar tih granica (< 16,29 mg L™). Vrijednosti dobivene u ovom radu za
koncentraciju 1-heksanola u destilatima dirigirano prefermentirane komine Bistrice iznose
2,07-32,28 mg L™ te su vise nego koncentracije u destilatima dirigirano prefermentirane
komine Bistrice u radu Spaho i suradnici (2013) (4-20 mg L™). Rakija $ljivovica dobivena iz
spontano prefermentirane komine Bistrice u radu Satora i Tuzynski (2010) ima viSu
koncentraciju 1-heksanola (76,5 mg L™) u odnosu na koncentraciju spoja u destilatima
Bistrice u ovome radu (2,45-48,42 mg L™).

Feniletanol
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Slika 19. Usporedba koncentracija feniletanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova

destilata dobivenih destilacijom spontano i dirigirano prefermentirane komine §ljive Bistrice.

Koncentracija feniletanola ovisi o sastavu sirovine koji se Kkoristi za proces
fermentacije te o uvjetima provodenja fermentacije. Sintetiziraju ga kvasci, najéesce S.
cerevisae. Odlikuje ga ugodan miris na ruze, a koncentracija u destilatima ovisi o provodenju
procesa destilacije (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Feniletanol je detektiran samo u
destilatima Bistrice (slika 19). Destilacijom spontano prefermentirane komine Bistrice spoj se
koncentrirao u prvijencu, dok je u destilatima dobivenim iz dirigirano prefermentirane komine

Bistrice prisutan i u srcu. Budu¢i da je ovaj spoj, za razliku od prefermentiranih komina,
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detektiran samo u destilatima moguce je da se u prefermentiranim kominama nalazi u vrlo
niskim koncentracijama, ispod praga detekcije.

4.2.2.2. Esteri
a) Etil acetat
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Slika 20. Usporedba koncentracija etil acetata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine §ljive
Bistrice i Top King.
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Esteri su skupina spojeva koji doprinose aromi rakije. Njihova koncentracija i
medusobni omjeri su od velike vaznosti za okusa a doprinose i ugodnim, voénim 1 cvjetnim

mirisom (Christoph i Bauer-Christoph, 2007).

Jedan od glavnih predstavnika estera je acetatni ester, etil acetat, koji u vecoj mjeri
nastaje djelovanjem aerobnih bakterija octene kiseline (Tsakiris i sur., 2014). Sadrzaj etil
acetata u rakijama se povecava tijekom procesa starenja (odleZzavanja). Najvisa koncentracija
etil acetata izmjerena je u destilatu prvoga toka (prve frakcije) spontano prefermentirane
komine Bistrice (slika 20, A) i destilatu prvoga toka (prve frakcije) dirigirano prefermentirane
komine Top King (slika 20, B). U destilatu drugog toka dobiven iz spontano i dirigirano
prefermentirane komine $ljive Bistrice izmjerena je visa koncentraciju ovoga estera u odnosu
na koncentraciju u destilatu drugoga toka S$ljive Top King. U malim koncentracijama
doprinosi ugodnom mirisu dobivenih destilata, dok pri viSim moze uzrokovati oStar i
neugodan miris (Spaho i sur., 2013). Koncentracije izmjerene u destilatima dirigirano
prefermentirnane komine Bistrice u ovom eksperimentu (23,34-1411,05 mg L™) visih su
vrijednosti u odnosu na koncentracije izmjerene u rakiji proizvedene destilacijom dirigirano
prefermentirane komine Bistrice u radu Kostik i suradnika (2013) (51-404 mg L™).
Koncentracija etil acetata u destilatima srca spontano prefermentirane komine Top King
(62,45-121,82 mg L) u ovom eksperimentu je niza od koncentracije u destilatu 3ljive Top u
radu autora Tupaji¢ i suradnici (2006) koja je iznosila 625 mg L™. Koncentracije etil acetata u
destilatima sva tri toka dirigirano prefermentirane komine Bistrice u ovome eksperimentu (0-
1411,05 mg L™ su nizih vrijednosti u odnosu na koncentracije navedene u radu Spaho i

suradnici (2013) koji su u rasponu od 24-13822 mg L™ za tri toka destilata.
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b) Etil heksanoat i dietil sukcinat
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Slika 21. Usporedba koncentracija etil heskanoata u pojedinim frakcijama triju glavnih
tokova destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine

Sljive Bistrice i Top King.
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Slika 22. Usporedba koncentracija dietil sukcinata u pojedinim frakcijama triju glavnih
tokova destilata dobivenih destilacijom spontano prefermentirane komine §ljive Bistrice i Top

King te dirigirano prefermentirane komine $ljive Top King.

Etil esteri masnih kiselina nastaju kao rezultat reakcije etanola i prekursora zasi¢enih
monokarbonskih kiselina. Etil heksanoat karakterizira ugodan miris jabuke ili banane
(Christoph i Bauer-Christoph, 2007).

Najvise vrijednosti spoja su izmjerene u prvijencu Top King za oba procesa
fermentacije (slika 21). U destilatu prve frakcije drugog toka spontano i dirigirano
prefermentirane komine sljive Top King izmjerene su vece koncentracije etil heksanoata u
odnosu na prvu frakciju drugog toka sljive Bistrice. No u destilatu srednjeg toka (druga
frakcija) spontano i dirigirano prefermentirane komine visa koncentracija estera je izmjerena
u rakiji Sljive Bistrice. Prema literaturnim navodima autora Christoph i Bauer-Christoph
(2007) koncentracija etil heksanoata bi trebala biti u rasponu od 0,4-3,2 mg L™ dok je u
ovome radu koncentracija estera izmjerena u destilatima obje sorte §ljiva kod oba procesa
fermentacije znatno visa.

Dietil sukcinat je detektiran u destilatima spontano prefermentirane komine prvog toka
Sljive Bistrice i Top King, a u destilatima dirigirano prefermentirane komine samo u prvom i
drugom toku $ljive Top King kako je prikazano na slici 22. Christoph i Bauer-Christoph
(2007) navode da bi vrijednosti spoja trebale biti u rasponu od 2-12 mg L™, 3to je znatno nize
od koncentracije dietil sukcinata izmjerene u destilatima Bistrice i Top King, oba procesa

fermentacije u ovome radu. Dietil sukcinat, kao i feniletanol, nije detektiran niti kod jednog
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uzorka prefermentiranih komina, a detektiran je u prvijecu i srcu obje sorte . MozZe se
pretpostaviti da su koncentracije ovog spoja u prefermentiranim kominama bile ispod granica
detekcije, a destilacijom je doslo do njegova koncentriranja ili je tijekom stajanja komine

doslo do naknadne sinteze ovog spoja djelovanjem bakterija.

c) 2-feniletil acetat i izoamil acetat
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Slika 23. Usporedba koncentracija 2- feniletil acetata u pojedinim frakcijama triju glavnih
tokova destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine

Sljive Bistrice 1 Top King.
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Slika 24. Usporedba koncentracija izoamil acetata u pojedinim frakcijama triju glavnih
tokova destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine

Sljive Bistrice i Top King.

2-fenietil acetat karakterizira miris meda i ruZe, a izoamil acetat miris vo¢a, banane i

kruske. Procesom starenja rakije podloZni su hidrolizi pa im se smanjuje koncentracija.

Prosje¢na koncentracija 2-feniletil acetata u voénim rakijama je 4-12 mg L™
(Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Destilati svih tokova dobiveni iz prefermentirane
komine §ljive Top King imaju viSe vrijednosti spoja u odnosu na koncentraciju spoja
izmjerenu u destilatima dobivenima iz prefermentirane komine §ljive Bistrice (slika 23). U

destilatu zadnjeg, tre¢eg toka spontane fermentacije §ljive Bistrice 2- fenietil acetat nije

52



detektiran dok u destilatima Sljive Top King nije detektiran u prvoj frakciji treCeg toka

spontane fermentacije i drugog frakciji treceg toka dirigirane fermentacije.

Autori Christoph i Bauer-Christoph (2007) navode da bi koncentracija izoamil acetata
u voénim rakijama trebala biti 1,2-12 mg L™. Te vrijednosti odgovaraju rasponu koncentracija
spoja izmjerene u destilatima spontano (0,78-9,91 mg L) i dirigirano prefermentirane
komine Bistrice (0,77-10,91) dok koncentracije navedenog estera u destilatima spontano
(0,83-56,54 mg L™ i dirigirano prefermentiranih komina Top King (0,77-165,92 mg L™) su
vise (slika 24). U destilatima srca visa koncentracija spoja je izmjerena kod §ljive Top King u

odnosu na destilat srca Bistrice u oba procesa fermentacije.
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d) Etil oktanoat i etil dekanoat
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Slika 25. Usporedba koncentracija etil oktanoata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine §ljive

Bistrice i Top King.
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Slika 26. Usporedba koncentracija etil dekanoata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine §ljive

Bistrice i Top King.

Etil oktanoat je ester od velike vaznosti za okus vocnih rakija te destilatima daje
ugodan miris koji podsje¢a na ananas. Uz etil oktanaot, etil dekanoat je medu alifatskim
esterima najznacajniji ester koji nastaje reakcijom izmedu etanola i masnih kiselina, mirisa
ruze (Grba, 2009). Najvise koncentracije etil oktanoata (slika 25) i etil dekanoata (slika 26)
izmjerene su u destilatima prvoga toka (prvijenca) spontano i dirigirano prefermentiranih
komina Top King. Takoder koncentracija spoja u destilatima drugog toka (srca) $ljive Top
King oba procesa fermentacije visih su vrijednosti u odnosu na koncentracije izmjerene u

destilatima drugog toka (srca) $ljive Bistrice. Autori Christoph i Bauer-Christoph (2007)
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navode koncentraciju etil oktanoata u rasponu 4 do 20 mg L™ te etil dekanoata od 4 do 36 mg
L. Koncentracije izmjerene u destilatima srca sorte 3ljive Bistrice i Top King kod oba
procesa fermentacije odgovaraju navodima u literaturi (Christoph i Bauer-Christoph, 2007).
lako je etil dekanoat detektiran samo u spontano fermentiranoj komini Bistrice, navedeni ester
koncentrirao se tijekom destilacije kod obje sorte S§ljive ali u ve¢im koncentracijama u
destilatima Top King. Zbog visih koncentracija ovih spoja u destilatima srca koji su pozeljni u
vocnim destilatima, aromati¢nija i kvalitetnija rakija je dobivena destilacijom prefermentirane

komine $ljive Top King.
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4.2.2.3. Karbonilni spojevi
a) Acetaldehid
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Slika 27. Usporedba koncentracija acetaldehida u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine §ljive

Bistrice i Top King.

Acetaldehid je hlapljiva komponenta koja u nizim koncentracijama daje ugodnu voénu
aromu dok pri viSim moZze uzrokovati neugodan miris destilata. Prosje¢na koncentracija ovog
spoja u voénim rakijama je 2-160 mg L™ (Christoph i Bauer-Christoph, 2007).

Dobivena koncentracija acetaldehida prisutnog u destilatima prikazana je na slici 27.

Najvisa koncentracija acetaldehida je izmjerena u destilatima prvoga toka (prvijenca)
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dobivenima iz dirigirano prefermentiranih komina Bistrice i Top King kao §to je prikazano na
slici 27 (B). U drugom toku (srcu), destilatu koji se koristi za konzumaciju, vece koncentracije
spoja su prisutne u destilatu dobivenom iz prefermentirane komine $ljive Bistrice obje
fermentacije u odnosu na destilate dobivene iz prefermentirane komine Top King (slika 27, A
i B). Vrijednost acetaldehida u rakiji dobivenoj od spontano prefermentirane komine $ljive
sorte Top (konc. 131 mg L™) na 20°C u radu Tupaji¢ i suradnici (2006) je visa u odnosu na
rezultate za destilate dobivene iz spontano prefermentirane komine §ljive Top King u ovome
radu (17,07-45,76 mg L™Y).
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b) Diacetil
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Slika 28. Usporedba koncentracija diacetila u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom: A- spontano te B- dirigirano prefermentirane komine §ljive

Bistrice i Top King.

Kvasac S. cerevisae reducira diacetil u acetoin. Zbog toga koncentracija acetoina ovisi
o koncentraciji diacetila u voénim kominama tijekom procesa fermentacije. Tijekom
provodenja spontanog procesa fermentacije koncentracija acetoina je visih vrijednosti zbog
nekontroliranog procesa, dok je kod dirigirane fermentacije djelovanjem S. cerevisae
koncentracija niza (Satora i Tuzynski. 2010).

Ta razlika je jasno vidljiva na destilatima dobivenima iz spontano i dirigirano

prefermentiranih komina $ljive Bistrice, dok kod destilata Top king ta razlika nije vidljiva
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(slika 28, A i B). U prvijencu su prisutne najviSe koncentracije spoja u destilatima spontano
prefermentirane komine 3ljive Bistrice (40,46-61,55 mg L™). Christoph i Bauer-Christoph
(2007) navode raspon pozeljnih koncentracije diacetila u voénim rakija 0,1-12 mg L™ §to je
manje u odnosu na koncentracije spoja u destilatima srca dobivenima iz spontano
prefermentirane komine sljive Top King u ovom radu. U veéim koli¢inama diacetil moze
uzrokovati neugodan miris po maslacu u voénim rakijama. Zbog niskih vrijednosti
koncentracija ovog spoja (< 12,35 mg L™) u odnosu na ostale destilate Bistrice kvalitetniji

destilati dobiveni su iz spontano prefermentirane komine $ljive Top King.
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Proizvodnja Sljiva u Republici Hrvatskoj, unato¢ vrlo povoljnim ekoloskim uvjetima i
bogatoj tradiciji, kontinuirano se smanjuje. Stoga je neophodna njezina temeljita
revitalizacija. Najvise se Koristi sorta Bistrica, podlozna neizljeCivom virusu Sarke.
Revitalizacija proizvodnje $ljive moguca je jedino uvodenjem novih otpornijih sorti, kao §to
je Top King. U ovome radu ispitana je kvaliteta dobivene voéne rakije od $ljive Top King
alkoholnom fermentacijom pri razliitim uvjetima te jednokratnom destilacijom u
laboratorijskom bakrenom kotlu. Sorta Bistrica koriStena je za usporedbu. Rezultati su
pokazali da se ova nova sorta moze koristiti za proizvodnju jednako kvalitetne rakije
Sljivovice, tradicionalne hrvatske voéne rakije. Stoga je doprinos ovoga rada daljnje poticanje

uzgoja, istrazivanja i prerade novih sorti $ljiva.
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5. ZAKLJUCCI



Na temelju provedenih eksperimenata, dobivenih i obradenih rezultata te proucene
znanstvene literature mogu se izvesti sljedeci zakljucci:
1. U prefermentiranim kominama S§ljiva sorte Top King izmjeren je manji prinos
alkohola u odnosu na prefermentirane komine S§ljiva sorte Bistrica, unato¢ visoj
koncentraciji Secera u plodu Sljive Top King, najvjerojatnije zbog tezeg oslobadanja

soka iz plodova ove sorte.

2. Dobivene vrijednosti metanola u destilatima obje sorte zadovoljavaju uvjete
maksimalne koli¢ine metanola u rakijama od voénih komina prema Pravilniku o jakim

alkoholnim pi¢ima (NN61/09).

3. Visi alkoholi propanol, izobutanol i izoamil alkohol prisutni su u vi§im
koncentracijama u drugom toku destilata Sljive sorte Top King u odnosu na drugi tok
destilata Sljive sorte Bistrice dok je 1-heksanol prisutan u visim koncentracijama u

destilatu §ljive sorte Bistrice.

4. Na osnovu koncentracije karbonilnih spojeva, acetaldehida i diacetila, u drugom toku
destilata $ljive sorte Top King u odnosu na sortu Bistricu, kvalitetnija rakija dobivena

je od sorte sljive Top King.

5. Koncentracije estera izoamil acetata, etil heksanoata, etil oktanoata i etil dekanoata su
veée u destilatima Sljive sorte Top King nego u destilatima Sljive sorte Bistrice za
razliku od etil acetata i 2-fenietil acetata ¢ije koncentracije su vise u destilatima §ljive

sorte Bistrice.
6. Budu¢i da je aromati¢nija rakija dobivena destilacijom iz prefermentirane komine

§ljive sorte Top King potrebno je provesti daljnja istrazivanja mogucnosti prerade ove,

nove sorte sljive.
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7. PRILOZI



Prilog I. Popis i priprema koriStenih otopina u eksperimentalnom dijelu rada.

» Carrez | otopina
- 15% otopina kalij-heksacijanoferata (g/v); 15 g K4(Fe(CN)s) x 3 H,O otopi se i nadopuni do
oznake 100 mL destiliranom vodom.

» Carrez Il otopina
- 30% otopina cink sulfata (g/v;); 30 g ZnSO4 x 7 H,O otopi se i nadopuni do 100 mL
destiliranom vodom.

» Luff-ova otopina
-25 g CuSO4 x 5 H,0 otopi se u 100 mL destilirane vode. 50 g limunske kiseline otopi se u
200 ml destilirane vode. U 400 mL zagrijane vode (40-50°C) doda se 143,7 g bezvodnog
natrijevog karbonata. Pusti se da se ohladi na 20°C. U odmjernu tikvicu od 1000 mL ulije se
prvo otopina bezvodnog natrijevog karbonata te se vrlo polagano i uz oprezno mijesanje doda
otopina limunske kiseline. Mijesa se dok sav CO; ne izade te se doda otopina bakrovog sulfata
i nadopuni destiliranom vodom do 1000 mL. Ostavi se da stoji preko no¢i te sutradan filtrira.
Filtrirana otopina je dobra za duzi period koriStenja ako je dobro zatvorena.

> 30% otopina KI (g/v)
- 30 g Kl se otopi i nadopuni destiliranom vodom do oznake 100 mL.

» 25% H,SO,
-180 mL H,SO4za 1 L.

» 1% otopina Skroba
- 1 g skroba na 100 mL zagrije se do vrenja i kuha 1 minutu.

> 30% KOH (g/g)
- 30 g KOH se otopi i nadopuni destiliranom vodom do oznake 100 mL.

» Otopina fenolftaleina
- 0,1% otopina fenolftaleina u 60% otopini etanola.

> Kalijev bikromat
- 0,2 mol L™; 45 g kalijeva bikromata se otopi u 500 ml destilirane vode u tikvici od 1 L i sa
koncentriranom H,SO, se nadopuni do oznake.

» Natrijev tiosulfat
- 0,1 mol L titrival otopina poznate koncentracije se otopi u 1 L kako bi se dobila

koncentracija od 0,1 mol L™,

» 2%-tna otopina Skroba
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- otopi se 2 g Skroba u 100 ml destilirane vode te se prokuha.
» Alkalna voda
- pripremi se 1 mol otopina NaOH te se doda 1,5 mL te otopine u 100 mL destilirane vode,

nadopuni se do oznake.

Prilog Il. Postupak za razrjedenje uzorka za odredivanje koncentracije $e¢era metodom po

Luff-Schoorlu.

Pretpostavljena koli¢ina Razrjedenje Faktor razrjedenja
Secera (g L)

0-8 Direktno 1

8-20 1:2,5 2,5

20-40 1:5 5

40-100 1:10 10

100-180 1:25 25

180-360 1:50 50
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Prilog I11.

Izracunavanje sadrzaja invertnog Secera.

ml 0,1 N | mg mli0,1N | mg mi0,1N | mg mi0,1N | mg
Na,S;03 | invertnog | Na;S;03 | invertnog | Na,S;03 | invertnog | Na;S;03 | invertnog
Secera SeCera SeCera SecCera
0,1 0,24 4,0 9,70 8,0 19,80 12,0 30,30
0,2 0,48 4,1 9,95 8,1 20,06 12,1 30,57
0,3 0,72 4,2 10,20 8,2 20,32 12,2 30,84
0,4 0,96 4,3 10,45 8,3 20,58 12,3 31,11
0,5 1,20 4.4 10,70 8,4 20,84 12,4 31,38
0,6 1,44 4,5 10,95 8,5 21,10 12,5 31,65
0,7 1,68 4,6 11,20 8,6 21,36 12,6 31,92
0,8 1,92 4,7 11,45 8,7 21,62 12,7 32,19
0,9 2,16 4,8 11,70 8,8 21,88 12,8 32,46
4,9 11,95 8,9 22,14 12,9 32,73
1,0 2,40 5,0 12,20 9,0 22,40 13,0 33,00
1,1 2,64 51 12,45 9,1 22,66 13,1 33,27
1,2 2,88 5,2 12,70 9,2 22,92 13,2 33,54
1,3 3,12 53 12,95 9,3 23,18 13,3 33,81
1,4 3,36 54 13,20 9,4 23,44 13,4 34,08
1,5 3,60 55 13,45 9,5 23,70 13,5 34,35
1,6 3,84 5,6 13,70 9,6 23,96 13,6 34,62
1,7 4,08 5,7 13,95 9,7 24,22 13,7 34,89
1,8 4,32 5,8 14,20 9,8 22,48 13,8 35,16
1,9 4,56 59 14,45 9,9 24,74 13,9 35,43
2,0 4,80 6,0 14,70 10,0 25,00 14,0 35,70
2,1 5,04 6,1 14,95 10,1 25,26 14,1 35,98
2,2 5,28 6,2 15,20 10,2 25,52 14,2 36,26
2,3 5,52 6,3 15,45 10,3 25,78 14,3 36,54
2,4 5,76 6,4 15,70 10,4 26,04 14,4 36,82
2,5 6,00 6,5 15,95 10,5 26,30 14,5 37,10
2,6 6,24 6,6 16,20 10,6 26,56 14,6 37,38
2,7 6,48 6,7 16,45 10,7 26,82 14,7 37,66
2,8 6,72 6,8 16,70 10,8 27,08 14,8 37,94
2,9 6,96 6,9 16,95 10,9 27,34 14,9 38,22
3,0 7,20 7,0 17,20 11,0 27,60 15,0 38,50
3,1 7,45 7,1 17,46 11,1 27,87 15,1 38,78
3,2 7,70 7,2 17,72 11,2 28,14 15,2 39,06
3,3 7,95 7,3 17,98 11,3 28,41 15,3 39,34
3,4 8,20 7,4 18,24 11,4 28,68 15,4 39,62
3,5 8,45 7,5 18,50 11,5 28,95 15,5 39,90
3,6 8,70 7,6 18,76 11,6 29,22 15,6 40,18
3,7 8,95 7,7 19,02 11,7 29,49 15,7 40,46
3,8 9,20 7,8 19,28 11,8 29,76 15,8 40,74
3,9 9,45 79 19,54 11,9 30,03 15,9 41,02
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ml 0,1 N | mg ml0,1N | mg ml 0,1 N | mg ml0,1N | mg
Na,S;03 | invertnog | Na;S;03 | invertnog | Na,S;03 | invertnog | Na;S;03 | invertnog
Sedera Sedera Sedera Secera

16,0 41,30 17,0 44,20 18,0 47,10 19,0 50,00
16,1 41,59 17,1 44,49 18,1 47,39 19,1 50,30
16,2 41,88 17,2 44,78 18,2 47,68 19,2 50,60
16,3 42,17 17,3 45,07 18,3 47,97 19,3 50,90
16,4 42,46 17,4 45,36 18,4 48,26 19,4 21,20
16,5 42,75 17,5 45,65 18,5 48,55 19,5 21,50
16,6 43,04 17,6 45,94 18,6 48,84 19,6 51,80
16,7 43,33 17,7 46,23 18,7 49,13 19,7 52,10
16,8 43,62 17,8 46,52 18,8 19,42 19,8 52,40
16,9 43,91 17,9 46,81 18,9 19,71 19,9 52,70
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