Kvaliteta rakije loze proizvedene pri razlicitim
uvjetima fermentacije od sorte grozda lzabela

Banovi¢, Nevenka

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/um:nbn:hr:159:301309

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-26

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnologki

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:159:301309
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:361
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:361
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:361

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, srpanj 2016. Nevenka Banovi¢

663/PI



KVALITETA RAKIJE LOZE

PROIZVEDENE PRI RAZLICITIM

UVJETIMA FERMENTACIJE OD
SORTE GROZPA IZABELA



Rad je izraden u Laboratoriju za tehnologiju vrenja 1 kvasca na Zavodu za prehrambeno-
tehnoloSko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pod
mentorstvom dr.sc. Jasne Mrv¢i¢, izv.prof. Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista

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



Zahvaljujem izv.prof.dr.sc. Jasni Mrv¢i¢ na pomocdi, savjetima i strpljenju pri izradi ovog
rada.
Zahvaljujem doc.dr.sc. Leu Gracin na ukazanoj pomo¢i prilikom izrade eksperimentalnog
dijela rada.
Zahvaljujem mag.ing. Karli Hanousek Ci¢a i dipl.ing. Steli Krizanovi¢ na pomo¢i oko
eksperimentalnog dijela rada te ugodne radne atmosfere.
Zahvaljujem bratu, sestri i deCku na pruzenoj ljubavi, podrsci i razumijevanju.
Najvecu zahvalu dugujem svojoj najvjernijoj potpori, roditeljima. Veliko vam hvala na

financijskoj pomoc¢i, strpljenju te bezuvjetnoj ljubavi pruzenoj tijekom studiranja.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA
Diplomski rad
Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za prehrambeno-tehnolosko inZenjerstvo
Laboratorij za tehnologiju vrenja i kvasca

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

KVALITETA RAKIJE LOZE PROIZVEDENE PRI RAZLICITIM UVJETIMA
FERMENTACIJE OD SORTE GROZPA IZABELA

Nevenka Banovi¢, 663/PI

Sazetak: Loza je vocna rakija koja se proizvodi destilacijom prefermentirane komine grozda. Cilj
ovog rada bio je odrediti kvalitetu rakije loze dobivene destilacijom iz prefermentirane komine grozda
sorte Izabela, dobivene alkoholnim fermentacijama vodenim spontano i dirigirano uz inokulaciju s
kvascem Saccharomyces cerevisiae pri temperaturama 20°C i 30°C. Destilacije su provedene u
Sarznom laboratorijskom kotlu uz presijecanje frakcija u kojima je zatim odredena koncentracija 16
spojeva sekundarne arome primjenom plinskog kromatografa s plamenoionizacijskim detektorom
(GC-FID). Rezultati su pokazali da je za dobivanje kvalitetnije rakije poZeljno fermentaciju voditi pri
nizoj temperaturi uz inokulaciju selekcioniranim kvascem Saccharomyces cerevisiae. Odvajanje 1%
volumena prefermentirane komine u prvijenac te presijecanje drugog, glavnog toka destilata pri
koncentraciji etanola na izlazu od 40%, pokazalo se kao dobra tehnika destilacije koja rezultira
optimalnim koncentracijama hlapivih spojeva u destilatu, a koncentracija metanola, spoja koji se u
vinu ove sorte nalazi u poviSenim koncentracijama, u sve Cetiri proizvedene loze nalazi se unutar
koncentracija propisanih Pravilnikom o jakim alkoholnim pi¢ima.

Kljuéne rijedi: kvaliteta, loza, kvasac, destilacija, spojevi arome

Rad sadrzi: 79 stranica, 31 sliku, 10 tablica, 55 literaturnih navoda, 5 priloga

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektroni¢kom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb

Mentor: izv.prof.dr.sc. Jasna Mrvcic¢

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

Stru¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:

1. Izv.prof.dr.sc. Damir Stanzer

2. lzv.prof.dr.sc. Jasna Mrvcié

3. Doc.dr.sc. Leo Gracin

4. lzv.prof.dr.sc. Vlatka Petravi¢ Tominac (zamjena)

Datum obrane: 25. srpanja 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 SPIRIT LOZA PRODUCED IN DIFFERENT FERMENTATION
CONDITIONS OUT OF GRAPES OF ISABELLA VARIETY

Nevenka Banovi¢, 663/PI

Abstract: Loza is a fruit spirit produced by distillation of fermented grape marc. The aim of this study
was to determine the quality of loza produced by distillation of fermented grapes of Isabella variety.
Alcoholic fermentations were conducted spontaneously and controlled by the inoculation with yeast
Saccharomyces cerevisiae at temperatures of 20°C and 30°C. Distillations were carried out in batch
laboratory distilling copper. The concentration of 16 secondary aroma compounds were determined in
obtained distillates using a gas chromatograph with flame ionization detection (GC-FID).
Fermentation carried out at lower temperature with inoculation by the selected yeast Saccharomyces
cerevisiae resulted in spirit with better quality. Separation of 1% of fermented grape marc and cutting
off the distillate main flow at 40% ethanol, proved to be a good distillation technique. This technique
ensured optimal concentrations of volatile compounds in the distillate. Furthermore, concentrations of
methanol, a compound that is found in high concentrations in wine of this grape variety, in all four
produced batches of loza were within the limits prescribed by regulations.

Keywords: quality, spirit loza, yeast, distillation, aroma compounds

Thesis contains: 79 pages, 31 figures, 10 tables, 55 references, 5 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, Kacic¢eva 23, Zagreb.

Mentor: Jasna Mrvcié, Associate professor

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

Reviewers:

1. PhD. Damir Stanzer, Associate professor

2. PhD. Jasna Mrvcié, Associate professor

3. PhD. Leo Gracin, Assistant professor

4. PhD. Vlatka Petravi¢ Tominac, Associate professor (substitute)

Thesis defended: 25. July 2016.



Sadriaj stranica

LU UVOD bR R R ettt R r e n e 1
2. TEORIISKI DIO ..ottt 2
2.1. JAKA ALKOHOLNA PICA .....ccoooviiiiiriiniineisssiiessie e 2
2110 VOCIIE TAKIJE ..ottt ettt b bbbttt b e bbbtk e b s b e b e et sbe e b nbe e 3

2.2. RAKIJA LOZA ...ttt 5
2.2.1. SIroVINA (ZTOZAR) ...everveeurerieeieese sttt r et r e nr e sr e r R R e ne e nre e 5
2.2.1.1. Sorta grozda IZABEla..................cccooiiiiiiiiiiiiie s 5

2.2.2. Tehnoloski postupak proizvodnje rakije 10Z€ ...........cccooeiviiiiiiiiiniee e 6
2.2.2.1. Priprema sirovine za proizvodnju rakije (berba i muljanje grozda)...................c......... 7
2.2.2.2. Alkoholna fermentacija (VIenje) KOMINE ........cccooveiiiiiiiiinie e 7
2.2.2.3. Destilacija prefermentirane KOMINE .........ccccvieeiiii i 9
2.2.2.4. Odlezavanje, dozrijevanje i zavrSna izrad@ rakije ............cccocuvenvenieniiiiiiniieeneeneen, 11

2.2.3. SPO0jeVi arome rakije [0ZE ........cccoviiiiecece e e 11

3. EKSPERIMENTALNI DIO ...t 15
3L MATERIJALI ottt b et 15
BLLLLL SIIOVING . 15
3.1.2. Radni MIKIOOIGANIZAM .....cuviiiiiiieieiieieiee ettt 15
3.1.3. Hranjive mikrobioloSke podloge .........cccveiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 15

B LA KBMIKAIJE ..ottt 15
TR @) o] ][ OSSPSR 16

3L LB, AAPAIALUIE ... ittt b e R r bbb bR Rt e r e nrenes 17

B2 METODE ...t 18
3.2.1. Postupak proizvodnje rakije 10Z€........c.cceieieeie it 18
3.2.1.1. Priprema alkoholne fermentacije...........cooereiiiriniiiie e 18
3.2.1.2. AIKOhOINA fErMENTACITA .. .cvevecie et e e re e 19
3L2.1.3. DESLHACIA ...ttt bbb 19
3.2.1.4. Stabilizacija destilata ............coooe e 21

3.2.2. Odredivanje epifitne mikroflore grozda ...........ccoceieiiiiiiiiiiic e 21
3.2.3. ANalitiCKe METOAE. .. .. eeviiiiieeiiiiee e 22
3.2.3.1. Odredivanje Secera metodom po Luff-SChOOTIU............coooiiriiiiiiiiic e 22
3.2.3.2. Odredivanje volumnog udjela alkohola metodom po Martin-Dietrichu...................... 24
3.2.3.3. Plinska Kromatografijal..........cceoeieieerieie ettt 25

4. REZULTATI F RASPRAVA ...ttt bbbttt bbbt 28

4.1. TIJEK ALKOHOLNE FERMENTACIIE ..ottt 28



4.2. IZOLACUA | IDENTIFIKACIJA EPIFITNE MIKROFLORE GROZPA ..........cccccoverernrnnns 33
4.3. ODREDIVANIJE HLAPIVIH SPOJEVA PRISUTNIH U PREFERMENTIRANIM

KOMINAMA T U DESTILATIMA ..ottt ettt s 38
4.3.1. Hlapivi spojevi prisutni u prefermentiranim kominama grozda...........cccocevvvriverieeneenenn 39
0 Y 1o ] T ) PSS 42

4.3, 1.2, ESEEIT ottt 43
4.3.1.3. KarbDONiING SPOJEVI ....cviviiiiiiiieieeieise sttt 44

4.3.2. Hlapivi spojevi prisutni U destilatima...........ccceieeieiiiieeiccese s 45
7 N A | (o ] T ) PSS 46
4.3.2.2. ESTEIT ottt 57
4.3.2.3. Karbonilni SPOJEVI ....ccuviviiiiiiicieiess e 69

5. ZAKLIUCCT ... 74
6. LITERATURA L.ttt et b bt b e e s b et e b et e b bt e b e e nbe e nbeesaeesnnesnneannas 75

T PRILOZI ... e b e Rt bt e R et e et R e e sb e b r e nr e e n e nre e 80



1. UvOD



Znacajan dio prehrambene industrije, kako u svijetu tako i kod nas, €ini proizvodnja
jakih alkoholnih pi¢a. U primarnoj proizvodnji, jaka alkoholna pi¢a dobivaju se iz alkoholnih
destilata. Upravo zbog toga njihova proizvodnja zapocela je tek u 11. stolje¢u kada je
pronadena mogucnost kondenzacije lakse hlapljivih supstanci hladenjem (Grba, 2010).

S obzirom na razli¢ite nacionalne i medunarodne zakonske odredbe, specifikacije,
pravila za definiranje i opis te predstavljanje takvih pica, na trziStu se ona svrstavaju u
razlicite kategorije. Prema pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/09), rakija loza ulazi
u kategoriju vo¢nih rakija koje se dijele ovisno o vocu iz kojeg se proizvode. Rakija loza je
tradicionalno bezbojno alkoholno pi¢e proizvedeno isklju¢ivo destilacijom prefermentirane
komine grozda. Destilira se zajedno tekuci i kruti sadrzaj komine na uredajima za destilaciju
ili koloni za destilaciju na kojima je moguca destilacija krutog i tekuéeg dijela komine
(Pravilnik, 2009). Loza posjeduje osebujne senzorske karakteristike koje ju razlikuju od
drugih rakija od grozda (komovica, vinjak). Izravan utjecaj na njezine senzorske
karakteristike ima tijek vodenja tehnoloskog procesa proizvodnje. Sama sirovina, grozde,
sadrzi veliki broj razli¢itih spojeva arome koje rakiji daju sortna obiljezja (Muji¢, 2010).
Znacajnu ulogu u formiranju spojeva arome tijekom fermentacije imaju kvasci ¢ija aktivnost
ovisi 0 nizu parametara. Neki od parametara koji utjeCu na rast i aktivnost kvasca su
temperatura vodenja alkoholne fermentacije, kemijski sastav sirovine kao izvora nutrijenata te
njihova pocetna koncentracija. Ukoliko se radi o kontroliranoj odnosno dirigiranoj
fermentaciji, formiranje spojeva arome tijekom fermentacije ovisit ¢e i o kvaliteti i osobinama
odabrane starter kulture (Fleet, 2003). Tijekom procesa destilacije formira se jo§ nekoliko
stotina novih spojeva arome Kkoji se izravno odrazavaju na kvalitetu rakije. Destilacija u
tradicionalnim bakrenim kotlovima podrazumijeva jednostavno odvajanje tri glavna toka pri
¢emu srednji tok sadrzi najveéu koli¢inu hlapivih spojeva koji doprinose organolepti¢kim
svojstvima destilata. Brzina i pravilno prekidanje tokova destilacije utjeCe na koli¢inu tih
primjesa u rakiji (Silva i sur., 1999). Za odredivanje kvalitete jakih alkoholnih pi¢a Cesto
primjenjivana metoda je metoda plinske kromatografije (GC) s plamenoionizacijskim
detektorom (FID) (Luis i sur., 2011). Ta metoda omogucuje odredivanje Sirokog raspona
spojeva odgovornih za organolepticka i senzorska svojstva proizvoda.

Cilj ovog rada ¢e biti odredivanje kvalitete rakije loze dobivene destilacijom iz
prefermentirane komine grozda sorte lzabela ¢ija je kvaliteta uvjetovana razliitim

parametrima fermentacije i primijenjene tehnike razdvajanja destilata.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. JAKA ALKOHOLNA PICA

Jaka alkoholna pi¢a prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/09) su
alkoholna pi¢a namijenjena za ljudsku potrosnju koja imaju posebna senzorska svojstva i koja
sadrze minimalno 15% vol. alkohola. Dobivena su izravno destilacijom prirodno
prefermentiranih sirovina poljoprivrednog podrijetla ili maceracijom odnosno slicnom
preradom bilja u etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla.

Proizvodnja jakih alkoholnih pic¢a temelji se na alkoholnoj fermentaciji Secera iz voca
odnosno svih biljnih sirovina koje sadrze visok udjel Secera i Skroba. Fermentaciji i
odredenim kemijskim promjenama osim Secera podlijezu i drugi sastojci biljnih sirovina.
Neki od tih sastojaka su pektin i aminokiseline koje se takoder nalaze u destilatu (Mujic,
2010).

Etilni alkohol koji se koristi u proizvodnji jakih alkoholnih pi¢a i svih njihovih
sastojaka mora biti poljoprivrednog podrijetla. Takvom alkoholu se ne smije osjetiti miris i
okus drugaciji od onoga koji potjece od upotrijebljenih sirovina, a minimalna alkoholna jakost
je 96,0% vol. (Pravilnik, 2009). Dobiven je destilacijom i rektifikacijom prevrelih hranjivih
Se¢ernih podloga te od prevrelih komina Skrobnih sirovina, u kojima je §krob hidroliziran do
fermentabilnih Secera koje kvasci mogu prevreti. Kada se radi o voé¢nim rakijama, alkohol

potjece od direktne destilacije prevrelih komina voca ili vina (Grba, 2010).

Jaka alkoholna pic¢a se s obzirom na nacin proizvodnje, koli¢ini alkohola ili Se¢era u
pi¢ima, ili obzirom na njithovu kvalitetu mogu podijeliti na: prirodna jaka alkoholna pic¢a (npr.
konjak, viski), umjetna jaka alkoholna pi¢a (npr. maraskino) i aromatska vina (npr.vermut,

amaro).

1. Prirodna jaka alkoholna piéa- pica koja se proizvode destilacijom prefermentiranih secernih

komina, a karakterizirana su specificnom aromom koja potjece od sirovina iz kojih su pica
proizvedena. U proizvodnji tih pi¢a nije dozvoljena uporaba Seéera, Skrobnog sirupa ili
sirovina na bazi Skroba, kao ni dodavanje sirovog i rafiniranog etilnog alkohola, biljnih
proizvoda koji su ekstrahirani rafiniranim etilnim alkoholom, umjetnih boja i aroma. Prirodna

jaka alkoholna pica se dijele prema sirovini iz koje se proizvode (slika 1).



2. Umjetna jaka alkoholna pic¢a- proizvode se maceracijom sirovina u alkoholu, destilacijom

macerata te njihovim mijeSanjem s etilnim alkoholom i aromatskim supstancama. Ta pica
sadrze sve arome sirovina iz kojih su proizvedena i to u oplemenjenom obliku jer ne sadrze
razne nepozeljne spojeve nastale tijekom fermentacije. S obzirom da se maceracija provodi u

rafiniranom alkoholu, ne sadrze ni aldehide ni patocna ulja.

3. Aromatska vina- ova pi¢a 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 Secera aromatizirana vina mogu biti suha (manje od
50 g L™ invertnog $eéera), polusuha (50-90 g L™ invertnog $eéera), poluslatka (90-130 g L™

invertnog $eéera) te slatka (vise od 130 g L™ invertnog $eéera) (Grba, 2010).

VOCNE RAKIJE

(loza, vinjak, treSnjevaca,
Sljivovica..)

PRIRODNA JAKA ZITNE RAKIJE
ALKOHOLNA PICA (viski, vodka..)

SECERNE RAKIJE
(rum..)

Slika 1. Podjela prirodnih jakih alkoholnih pic¢a (Grba, 2010)

2.1.1. Vocéne rakije
Voéne rakije proizvode se iskljucivo alkoholnom fermentacijom i destilacijom

mesnatih plodova voca ili mosta od voca, bobica ili zelenih dijelova (sa ili bez kostica),
destilirane na manje od 86% vol.

Pravilnikom o jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/09) definirano je 46 jakih alkoholnih
pica medu kojima se, u devetoj kategoriji, nalazi rakija od voca. Rakija od voca se oznacava
tako da iza rijeci »rakija« stoji ime voca, bobica ili zelenih dijelova od kojih je rakija

proizvedena kao npr. rakija od grozda.



Ova vrsta rakija proizvodi se iz prefermentirane komine voca ubranog u tehnolo§koj
zrelosti odnosno kada je voée prikladno za preradu te ima optimalan odnos Secera, kiselina i
tvari arome (Mrv¢i¢, 2016). Za njihovu proizvodnju mogu se koristiti gotovo sve vrste voca i
drugih biljnih sirovina koje sadrze dovoljnu koliCinu Secera (marelice, breskve, jabuke,
maline). Sirovine mogu biti i suSeno voce, razni ostaci koji se dobiju preradom voca, kao §to
su kom 1 trop voca, talozi vina (Muji¢, 2010). MozZe se uzimati i voce koje nije prikladno za
dulje ¢uvanje i skladiStenje, prezrelo i oSte¢eno. Iz takvog voca se moze dobiti jo$ uvijek
dobra rakija, a za rakije prvorazredne kvalitete potrebno je uzimati samo zrelo, neoste¢eno i
dobro ¢uvano voce. Pri odabiru voénih sirovina posebna pozornost se posvecuje sastavu voca
od kojeg se rakija priprema jer se na tome temelji vrijednost svake rakije. Razli¢ite organske i
mineralne tvari prisutne u vocu daju voéu, a kasnije i rakiji od tog voca, karakteristi¢na
svojstva kao S§to su okus, miris, aroma i boja (Bani¢, 2006).

Tehnologija proizvodnje razli¢itih voénih rakija temelji se na odredenim glavnim
fazama proizvodnje neovisno o kojem se vocu radi. Faze proizvodnje ukljucuju usitnjavanje
sirovine, pripremu hranjive podloge i pripremu kvasca, fermentaciju, destilaciju te doradu i
dozrijevanje proizvoda (Grba, 2010). U voéne rakije ulaze i rakije od grozda, a to su vinjak,
cognac, armagnac, komovica, loza i drozdenka (Mrv¢ic¢, 2016).

Rakije od grozda medusobno se razlikuju ovisno o tome koji dio prefermentirane
komine se destilira (vino, trop, cijedena ili necijedena komina). Komovica se, za razliku od
loze, proizvodi samo od ostatka nakon cijedenja komine, koma (Muji¢, 2010). Proizvodnja
komovice na tradicionalan nacin karakteristi¢na je za Mediteranske zemlje kao §to su Grcka,
Spanjolska, Portugal, Italija. Rakije proizvedene na tradicionalan naé¢in u $arznim (alambic)
kotlovima posjeduju karakteristike koje 1h razlikuju od industrijski proizvedenih pic¢a. Takav
nacin proizvodnje je specifican i vezan za tradiciju i povijest pojedine zemlje u kojoj se
proizvodi (Luki¢ 1 sur., 2011a). Rakija komovica naj¢eS¢e se proizvodi kako bi se iskoristio
nusproizvod pri proizvodnji vina pa je 1 proizvodnja najopseznija u zemljama s bogatom
vinskom proizvodnjom. Ovisno o drZavi u kojoj se proizvodi poznata je pod razli¢itim
nazivima. U Italiji je poznata pod nazivom ,grappa®, ,bagaceira“ u Portugalu, ,,orujo* u
Spanjolskoj, ,,eau-de-vie de marc* u Francuskoj te ,,tsipouro* u Grékoj (Lopez-Vazquez i sur.,
2010).

Proizvodnja rakije loze karakteristi¢na je za podrucje Makedonije i Srbije te juzni dio
Hrvatske gdje se Cesto konzumira i predstavlja nacionalno pi¢e. Komovica je na tom podrucju

manje popularna zbog jakog mirisa i okusa komine (Milanov i sur., 2014).



2.2. RAKIJA LOZA

2.2.1. Sirovina (grozde)
Za proizvodnju grozda sluze mnogi kultivari vinove loze (Vitis vinifera L.). Vinova

loza pripada velikoj porodici Vitacecae, a najveci broj vrsta pripada rodu Vitis. Plod vinove
loze je bobica koja je gradena od pokozice, mesa i sjemenke. Najveci dio ¢ini meso dok su u
kozici smjeStene tvari arome 1 boje. Ovisno o sorti, boja grozda varira od zelenozute,
bijelozute, svijetloruzicaste do tamnoplave (Mirosevi¢ i Karoglan Konti¢, 2008). Glavni
Seceri u grozdu su glukoza i fruktoza koje se najcesce prisutne u otprilike jednakim omjerima.
U prezrelom grozdu ve¢i je udio fruktoze, dok je u nezrelom veci udio glukoze. Sadrzaj
Secera varira ovisno o sorti 1 zrelosti ploda (Jackson, 2008). Udio Secera u grozdu je od 9 -
23% (Nikicevi¢ 1 TeSevi¢, 2010). Osim Secera grozde sadrzi nesto bjelancevina, vinsku i
jabucnu kiselinu, kalij, kalcij, Zeljezo, magnezij, mangan, vitamine C i B skupine, nesto
pektina i tanina (Muji¢, 2010).

Grozde je najce$ce sirovina za proizvodnju vina, ali se od njega moze proizvoditi i
rakija. U slucaju da grozde nije dovoljno zrelo pa nema dovoljno Secera za proizvodnju vina,
tada se moze proizvesti rakija. Takoder, ako se radi o nekim ranim stolnim sortama grozda
koje su podlozne oSte¢enju i brzom pocetku truljenja umjesto u vino moze se preraditi u rakiju
lozu (Bani¢, 2006). Medutim, izborom kvalitetnih sorti grozda mogu se dobiti sortne rakije s
posebno finom aromom koja je 4-5 puta intenzivnija nego originalno vino (Kersek i Savkovic,
2012).

2.2.1.1. Sorta grozda |zabela
Sorta grozda lzabela je hibrid americke loze Vitis labrusca i europske loze Vitis

vinifera. Porijeklom iz Sjeverne Amerike, a u nase krajeve dolazi krajem 19. stoljeca.
Znacajna obiljezja ove sorte grozda su visoka plodnost i otpornost na filokseru (lisna us iz
porodice Phylloxeridae). Uzgaja se ve¢inom u kontinentalnom dijelu Hrvatske, ali pretezito
na oku¢nicama. Iznimno je bujna rasta, a uz to ima velike Siroke listove pa se po tome lako
raspoznaje. Bobice su krupne, ljubicasto-modre boje (slika 2), a ova sorta grozda ima
prepoznatljiv miris tzv. fox miris (Penavin, 2004). Taj fox miris pripisuje se upravo kao
obiljezje koje potjeCe od loze Vitis labrusca, dok s druge strane aroma koja ju takoder
karakterizira je aroma jagode koja se povezuje s visokim sadrzajem furaneola u mesu ove

sorte grozda (Zabetakis i sur., 1999). Kod nas se zabranjuje proizvodnja vina od sorte grozda



Izabela kao i od ostalih direktno rodnih hibrida (Zakon o vinu, 2003) stoga se ona najcesce

koristi u druge svrhe (jelo, pripremu sokova i pekmeza).

Slika 2. Sorta grozda lzabela (Anonymus, 2011)

2.2.2. Tehnoloski postupak proizvodnje rakije loze
Za proizvodnju rakije od grozda, loze, mogu se koristiti razli¢ite sorte grozda, a na

podrucju Srbije za najcesce se Koristi autohtona sorta Smederevka (Rankovi¢ i sur., 2004).
Kvaliteta rakije loze osim o sorti vinove loze, klimatskim uvjetima i tlu na mjestu uzgoja
grozda, ovisi o karakteristikama i nac¢inu vodenja fermentacije. Takoder, ovisi nakon kojeg
vremena od zavrSetka fermentacije se provodi destilacija i o samoj metodi destilacije te o

nacinu skladiStenja gotovih destilata (Vukosavljevic€ i sur., 2015).

Tehnologija proizvodnje rakije loze ukljucuje ove operacije:

priprema sirovine (berba i muljanje grozda)
alkoholna fermentacija (vrenje) komine

destilacija prefermentirane komine

YV V V V

odlezavanje, dozrijevanje i zavr$na izrada rakije



2.2.2.1. Priprema sirovine za proizvodnju rakije (berba i muljanje grozda)
Berba grozda najcesce se obavlja ru¢no pri ¢emu se grozde bere s peteljkama. Smatra

se da je kvaliteta loze bolja ako se iz komine uklone peteljke, ali to nije nuzno (Bani¢, 2006).
Za proizvodnju loze najbolje je koristiti grozde s 10-15% Secera i 6-12% Kkiselina jer se
preradom takvog grozda dobije vino slabije kvalitete (Muji¢, 2010).

Grozde se odmah nakon berbe podvrgne muljanju pomocu muljace na valjcima.
Izmuljano grozde naziva se komina. Usitnjavanje omogucuje brzi tijek odvijanja procesa
alkoholne fermentacije (Muji¢, 2010). U tom stanju grozde je sklono kvarenju pa ga je
potrebno §to prije staviti u daljnji proces kako bi se izbjegao duzi kontakt sa zrakom 1 moguce

kvarenje (Berglund, 2004).

2.2.2.2. Alkoholna fermentacija (vrenje) komine
Alkoholna fermentacija grozdane komine je slozen biokemijski proces u kojem kvasci

imaju znacajnu ulogu u transformaciji Secera u etanol, ugljikov dioksid i brojne druge
sekundarne metabolite (Ciani i sur., 2010). Proces alkoholne fermentacije je anaeroban, a
ugljikov dioksid koji nastaje pri izlasku iz komine izaziva njezino pjenjenje Sto podsjeca na
vrenje. Kako alkoholna fermentacija napreduje tako stvoreni alkohol djeluje inhibicijski na
veéinu bakterijskih vrsta te se njihov broj smanjuje. Ugljikov dioksid koji se tijekom
fermentacije nakuplja na povrSini komine onemogucava rast plijesnima 1 aerobnim
bakterijama. Tako stvoreni uvjeti pogoduju samo kvascima koji jedini zaostaju na Kkraju
fermentacije. Sinteza alkohola (etanola) odvijat ¢e se sve dok ima Secera u komini (Grba,
2010).

Pri proizvodnji rakije loze, kao i pri proizvodnji drugih alkoholnih pi¢a iz
fermentabilnih sirovina, alkoholna fermentacija moze biti vodena na dva nacina. MozZe se
provoditi spontano, s pomocu na sirovini prirodno prisutnom mikroflorom ili dodatkom
selekcioniranih kvasaca (Nikicevi¢ 1 TeSevi¢, 2010).

Spontana fermentacija je slozen proces ¢iji je tijek teSko predvidjeti. Ona je rezultat
djelovanja viSe vrsta kvasaca, ali 1 bakterija 1 plijesni prirodno prisutnih na povrsini grozda. U
tom slucaju autohtona mikroflora groZzda uvjetuje brzinu i trajanje fermentacije. Najznacajniji
kvasci prisutni tijekom spontane fermentacije su kvasci Klockera apiculata, Metschnikowia
pulcherrima i Candida stellata koji se svrstavaju u skupinu ne-Saccharomyces vrsta
(Combina i sur., 2005). Njihova aktivnost je izraZzena u ranijim fazama fermentacije jer im je
rast u kasnijim fazama fermentacije inhibiran sintetiziranim etanolom. Medutim, ti kvasci su

znacajni za proizvodnju hlapivih spojeva arome. Odgovorni su za nastanak spojeva kao §to su



esteri, visi alkoholi, kiseline i monoterpeni (Swiegers i sur., 2005). Kada koncentracija etanola
poraste daljnju fermentaciju provodi i zavrSava kvasac Saccharomyces cerevisiae (Fleet,
2003).

Dirigirana odnosno kontrolirana fermentacija provodi se pomocu inokuliranog
selekcioniranog kvasca, a najéeSce se radi o kvascu S. cerevisiae. On dominira tijekom cijele
fermentacije i ima znacajnu ulogu u suzbijanju ostalih ne-Saccharomyces vrsta (Ciani i sur.,
2010). Neki od kriterija odabira selekcioniranog kvasca su svojstva kvasca koja utjeCu na
karakteristike fermentacije te njegov utjecaj na kvalitetu krajnjeg proizvoda. Vrlo je vazno da
odabrani kvasac nije spor te da ne uzrokuje zastoj u fermentaciji. Pozeljno je da taj kvasac
daje uravnotezen niz metabolita koji povoljno utje¢u na aromu bez nezeljenih hlapivih tvari
(octena kiselina, etil acetat) (Swiegers i sur., 2005). Upotreba selekcioniranog kvasca
osigurava brz pocetak fermentacije s minimalnom fazom prilagodbe (lag fazom). Na taj nacin
moguce je definirati trajanje procesa fermentacije Sto moze pozitivho pridonijeti aromi
proizvoda.

Tijek alkoholne fermentacije ovisan je o temperaturi na kojoj se fermentacija provodi.
Temperatura utjeCe na vrijeme trajanja fermentacije, odnosno na trenutak kada ¢e ona
zapoCeti i zavrSiti. lacumin i suradnici (2012) navode da fermentacija vodena pri viSim
temperaturama (36°C) mozZe ograniciti rast ne-Saccharomyces vrsta ve¢ u prvim danima
fermentacije. Na taj nacin se sprjeava nastanak nepozeljnih metabolita koje te vrste kvasaca
produciraju.

Torija i suradnici (2003) ispitivali su utjecaj temperature na rast kvasca S. cerevisiae te
su njihovi rezultati pokazali da fermentacija pri nizim temperaturama (15°C-20°C) pocinje
sporije zbog duze faze prilagodbe (lag faze) te je potreban duzi period za postizanje
maksimalnog broja stanica kvasca. U trenutku kada je postignut maksimalni broj stanica
kvasca (108 CFU mL™) konstantan je tijekom cijelog procesa (dugacka stacionarna faza).
Autori takoder navode da je slican maksimalan broj stanica kvasca postignut i pri visim
temperaturama fermentacije (25°C i 30°C) iako je joj je pocetna brzina bila brza nego pri
nizim temperaturama. Pri najvisoj ispitivanoj temperaturi (35°C) gotovo da 1 nije zabiljezena
lag faza. Odmah je nastupila eksponencijalna faza te je maksimalan broj stanica kvasca
dosegnut ranije. Kod te fermentacije uocena je kratka stacionarna faza. Faza odumiranja
nastupila je ranije u odnosu na ostale fermentacije. Duljina fermentacije i maksimalan broj

stanica kvasca bilo je slican pri svim proucavanim temperaturama. Razlika je vidljiva u tome



da visa temperatura uzrokuje brzu smrtnost stanica, a time 1 sporiju potrosnju Sec¢era u odnosu
na nize temperature.

Osim na duljinu trajanja fermentacije, temperatura fermentacije utjeCe i na aromu
prefermentirane komine, odnosno destilata.

Nize temperature pogoduju nastanku vece koncentracije estera koji su odgovorni za
svjeze, voéne arome dok vise temperature utjeCu na povecanje koncentracije spojeva arome
odgovorne za cvjetne mirise te mirise na bananu i ananas. Upravo zbog toga temperatura
fermentacije se moze koristiti kao faktor koji ¢e sluziti u svrhu podeSavanja arome i okusa
proizvoda na Zeljenu kvalitetu (Molina 1 sur., 2007)

Trajanje alkoholne fermentacije komine, osim o temperaturi, ovisi i o udjelu Secera u
grozdu, a obi¢no traje od 4 do 10 dana (KerSek i Savkovi¢, 2012). Uvjete fermentacije
potrebno je podesiti na parametre koji povoljno djeluju na aktivnost kvasca, a to je pH 4-5 i
temperatura 25-35°C (Grba, 2010).

2.2.2.3. Destilacija prefermentirane komine
Nakon zavrsetka alkoholnog vrenja, prefermentiranu kominu potrebno je u §to kracem

roku destilirati. Ukoliko to nije moguce, prefermentiranu kominu potrebno je Cuvati pri nizim
temperaturama kako bi se sprijecile moguée neZeljene promjene, prije svega oksidacija
etanola do octene kiseline (Nikicevi¢ 1 Tesevic¢, 2010).

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
tekuce smjese hlapivih komponenata na relativno ¢iste komponente. Razdvajanje se zasniva
na razli¢itim vrelistima etanola (78,3°C) i vode (100°C), odnosno razli¢itim vreliStima drugih
spojeva arome prisutnih u prefermentiranoj komini, kao i o njihovoj topivosti u etanolu,
odnosno vodi. Alkohol (etanol) i voda su glavni sastojci prefermentirane komine grozda pa
zagrijavanjem isparava vise alkohola u odnosu na vodu (Bani¢, 2006). Tijekom destilacije se
odvija niz kompleksnih kemijskih reakcija koje imaju veliki utjecaj na koncentraciju
pojedinog spoja arome u proizvodu. Cilj destilacije je izdvojiti etanol u povoljnom omjeru sa
spojevima arome, tako da zajedno destilatu daju kvalitetu i karakteristike potrebne za
konkretan proizvod (Nikicevi¢ 1 TeSevi¢, 2010).

Loza najbolje kvalitete dobije se ako se prefermentirana komina destilira na

diskontinuiranim  kotlovima (slika 3) dvostrukom destilacijom. Prvo se destilira



prefermentirana komina u cilju izdvajanja alkohola, a redestilacija se provodi uz izdvajanje
frakcija u cilju prociSéavanja i pojacavanja destilata (Luci¢, 1986).

Proizvod prve destilacije je ,,meka rakija“ s udjelom alkohola od 20-50%. Dobiveni
destilat ide na drugu destilaciju sa svrhom koncentriranja etanola i spojeva arome te
proc¢is¢avanja od nezeljenih sastojaka. Brzina prelaZzenja odredenih spojeva arome u destilat
ovisi 0 njihovom koeficijentu isparavanja. On predstavlja odnos koli¢ine odredenog spoja
arome u parnoj fazi u odnosu na koli¢inu tog spoja u destilatu (Nikicevi¢ i TeSevi¢, 2010).
Odvajanje tvari provodi se frakcijskom destilacijom odnosno odvajanjem destilata u prvi,
drugi i treci tok. Prvi tok ili prvijenac (eng. head) je prvi dio kondenzata, mutan je i sadrzi
veliki udio metanola (Silva i Malcata, 1999). Vrijeme prekida pojedinog toka destilacije
uvelike ovisi o iskustvu osobe koja vodi destilaciju i o koncentraciji alkohola koja se
procjenjuje denzitometrijski. Kada se procijeni da je prvi tok gotov, hvata se drugi, srednji tok
ili srce (eng. heart). Destilat srednjeg toka pozeljne je bistrine, a udio alkohola u njemu iznosi
45-50%. Zadnji tok, patoka ili plavi¢ (eng. tail) neugodnog je mirisa s ve¢im udjelom visih
alkohola i kiselina (Mrv¢i¢, 2016).

}mao w L ‘h.

Prvi tok Drugi tok

Slika 3. Prikaz osnovnih dijelova kotla za diskontinuiranu destilaciju (Louw i Lambreschts,
2012)
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2.2.2.4. Odlezavanje, dozrijevanje i zavrsna izrada rakije
Nakon destilacije dobiveni sirovi destilat ima oStar, grub i neharmonic¢an miris. Zbog

toga takvi destilati nisu pogodni odmah za konzumaciju ve¢ je potrebno njihovo odlezavanje.
Sirovi destilat loze odlezava u inertnim posudama nekoliko mjeseci radi stabilizacije
(Nikicevi¢ 1 TeSevi¢, 2010). U procesu odlezavanja i dozrijevanja u destilatu se odvijaju
kemijski procesi oksidacije i redukcije kojima podlijezu primarni i sekundarni sastojci
destilata. Dolazi do povecanja koncentracija ukupnih aromati¢nih i mirisnih tvari koje
znacajno utjeCu na kvalitetu konacnog proizvoda (Muji¢, 2010). Rakija loza na trziste
najcesSce dolazi bezbojna, a moze se koristiti kao osnova za proizvodnju rakija travarica tako

da se u nju dodaju ljekovite biljke.

2.2.3. Spojevi arome rakije loze
Rakije od grozda karakterizirane su prisutno$¢u razlicitih hlapivih spojeva koji ¢ine

njihovu aromu. Spojevi arome rakije od grozda, loze kao i drugih voénih rakija mogu se

klasificirati u Cetiri glavne skupine ovisno o fazi nastajanja (Milicevi¢ i sur., 2012):

1.) Primarni spojevi arome- potjecu od sirovine i nositelji su sortnih obiljezja
2.) Sekundarni spojevi arome- spojevi nastali tijekom procesa fermentacije
3.) Tercijarni spojevi arome- spojevi koji se razvijaju tijekom procesa destilacije

4.) Kvarterni spojevi arome- spojevi formirani tijekom odlezavanja destilata

Aromatski potencijal sirovine (grozda) sastoji se od slobodnih hlapivih komponenata i
prekursora arome u razli¢itim oblicima koji aromu oslobadaju svojom razgradnjom (Nikicevié¢
i TeSevi¢, 2010).

Fermentacijom nastaju spojevi pod utjecajem kvasca S. cerevisiae te drugih
mikroorganizama koji metaboliziraju ugljikohodrate, masne kiseline, aminokiseline i druge
spojeve prisutne u sirovini. Glavni spoj nastao metabolizmom ugljikohidrata je etanol, a uz
njega znacajni su 1 esteri, visi alkoholi, aldehidi, ketoni 1 organske kiseline (Christoph i Bauer-
Christoph, 2007).

Formiranje, degradacija i interakcija spojeva arome tijekom cijelog tehnoloskog
procesa proizvodnje kao 1 tijekom odleZavanja utjecu na konacna senzorska svojstva rakije

(Nikicevi¢ i1 TeSevi¢, 2010).
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Vazne skupine spojeva koje ¢ine aromu loze kao i ostalih rakija od grozda, a i drugih

voc¢nih rakija su:

ALKOHOLI- u svim jakim alkoholnim pi¢ima pa tako i u rakiji lozi najzastupljeniji alkohol
je etanol. Produkt je alkoholne fermentacije, a prisutan je u destilatu tijekom cijele destilacije.
Na pocetku destilacije prisutan je u vecoj koncentraciji, a kasnije mu se koncentracija
smanjuje (Luci¢, 1986). Destilacija loze se prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima (NN
61/09) provodi tako da destilat sadrzi od 60-75% vol. alkohola.

Metanol nije produkt alkoholne fermentacije ve¢ je posljedica hidrolize pektina gdje
su karboksilne skupine galakturonske kiseline esterificirane s metanolom (Grba, 2010).
NajceS¢e je prisutan u malim koli¢inama, ali to ipak ovisi o sirovini i nafinu prerade.
Postupkom jednokratne destilacije nemoguce ga je u potpunosti odvojiti od etanola, a
koncentracija mu se postepeno smanjuje tijekom destilacije. Ne utjeCe na organolepticka
svojstva rakije jer je okusom sli¢an etanolu. Koncentraciju metanola u rakiji potrebno je
kontrolirati zbog njegovog toksicnog djelovanja na zdravlje (Nikic¢evi¢ i TeSevi¢, 2010).

Vrlo vaznu skupinu alkohola koji doprinose aromi rakije ¢ine visi alkoholi. To su
alkoholi s vise od dva ugljikova atoma. Koncentracija tih alkohola u destilatima ovisi o sorti
grozda, temperaturi 1 vremenu trajanja fermentacije te o primijenjenoj destilacijskoj tehnici.
Neki od predstavnika visih alkohola u rakiji su n-propanol, n-butanol, izobutanol, izoamil
alkohol i aromatski feniletanol (Silva i Malcata, 1999). Pokazuju vecu hlapivost od etanola do
42% vol. etanola u destilatu. Pri vi§im koncentracijama etanola njihova hlapivost se smanjuje
i tada se izdvajaju u zadnjem toku (patoka, plavi¢). Dio pato¢nih primjesa netopljiv je u vodi i
uljnog je karaktera pa se jo$ nazivaju pato¢na ulja (eng. fusel oil) (Niki¢evi¢ i Tesevié, 2010).
Loza prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/09) mora imati minimalno 150 mg

visih alkohola po litri 100% vol. alkohola.

ESTERI- su spojevi nastali reakcijom izmedu karboksilne skupine organske Kkiseline i
hidroksilne skupine alkohola ili fenola. Ova skupina spojeva vrlo je vazna u formiranju
aromatskog potencijala rakije dajuci joj voéni karakter (Tsakiris i sur., 2014).

Najznacajniji esteri u rakiji su etil acetat i etil laktat. Etil acetat se najce$ce nalazi u
prvom toku destilacije dok je etil laktat najées¢i u zadnjem. Uz navedene estere u rakiji su

znacajni i etil esteri masnih kiselina nastali kao rezultat reakcije izmedu etanola 1 prekursora
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zasi¢enih monokarboksilnih kiselina (etil heksanoat (kaproat), etil oktanoat (kaprilat), etil
dekanoat (kaprat)) te acetatni esteri nastali izmedu octene kiseline i vi§ih alkohola (izoamil
acetat i 2-feniletil acetat).

Postupak destilacije moZe imati znacajan utjecaj na prisutnost estera u rakiji. Gotovo
svi esteri imaju nisku to¢ku vreliSta i izdvajaju se u ranoj fazi destilacije. Zbog toga je
potrebno kontrolirati u kojem ¢ée se trenutku prekinuti prvi tok destilacije kako bi se esteri
zadrzali u pozeljnim koncentracijama (Nikic¢evi¢ i TeSevi¢, 2010).

Prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/09) loza mora sadrZzavati
minimalno 50 g estera po hektolitru 100% vol. alkohola. U istrazivanju Milanova i suradnika
(2014) navodi se da je ve¢i udio ukupnih estera prisutan u destilatima destiliranim nakon
duzeg perioda od alkoholne fermentacije (70 dana) u odnosu na one destilirane 10 dana od
zavrSetka fermentacije. U periodu izmedu zavrSene fermentacije i destilacije dolazi do

nastanka estera izmedu alkohola 1 kiselina sintetiziranih tijekom alkoholne fermentacije.

KARBONILNI SPOJEVI- glavni karbonilni spoj alkoholne fermentacije je acetaldehid koji

nastaje kao meduprodukt razgradnje piruvata. Pravilnim prekidanjem prvog toka destilacije
moze ga se odvojiti iz drugog toka odnosno ,srca“ zbog niske tocke vrenja (20,8°C)
(Nikicevi¢ 1 Tesevi¢, 2010). Acetaldehid moze nastati i oksidacijom etanola (Luci¢, 1986).
Toksi¢nost ovog spoja povezuje se s mucninom i1 povracanjem koje se javljaju nakon
konzumacije pi¢a u kojem je prisutan u vecim koncentracijama. Diacetil, keton nastaje
djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline uslijed malolakti¢ne fermentacije (Christoph i Bauer-
Christoph, 2007). Njegova koncentracija u rakiji ovisi o koncentraciji prisutnoj u pocetnom

uzorku koriStenom za destilaciju te o primijenjenoj tehnici destilacije.

TERPENI- naj¢es¢e su prisutni u pokozici bobice grozda i nosioci su cvjetnog mirisa.
Identificirano je oko 40 terpena u grozdu, a najznacajniji su linalol, a-terpineol, nerol,
geraniol i citronelol. Osjetilni prag ovih spojeva je relativno nizak, svega nekoliko stotina
mikrograma po litri. Visoka temperatura destilacije i nizak pH mogu dovesti do oksidacije

terpena §to moze negativno utjecati na aromu (Tsakiris i sur., 2014)
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Najznacajniji spojevi i njihova koli¢ina u lozi prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Najznacajniji spojevi loze (Muji¢, 2010)

KOLICINA
SASTOJCI najmanja najveca
Alkohol (vol. %) 40 50
Kiseline (mg L™) 100 1000
Metanol (vol. % a.a.) 0,15 0,5
Esteri (mg L™ a.a.) 600 4000
Visi alkoholi (mg LT a.a.) 1500 6000
Aldehidi (mg L™ a.a.) 50 500
Furfurol (mg L™ a.a.) - 25

a.a.-apsolutni alkohol

Najznacajniji utjecaj na aromu rakije loze ima kvaliteta sirovine stoga je od izrazite
vaznosti odrediti pravo vrijeme za berbu. Kako bi se aromati¢ne komponente sirovine
sacuvale, potrebno je kontrolirati cijeli tijek tehnoloSke proizvodnje rakije. Najkvalitetnije

loze dobiju se od muskatnih sorata grozda (Niki¢evi¢ i TeSevic, 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sirovina
Sorta grozda koje je koristeno u ovom eksperimentu je lzabela. Grozde je ubrano u

rujnu 2015. godine u vinogradu koji se nalazi na podrucju sjeverozapadne Hrvatske, opc¢ina

FarkaSevac.

3.1.2. Radni mikroorganizam
Pri izradi diplomskog rada kao radni mikroorganizam za dirigiranu fermentaciju

koriSten je suhi aktivni vinski kvasac Saccharomyces cerevisiae BM-45 na trzistu Republike

Hrvatske poznat kao Vrelko, proizvodaca Danstar Ferment A.G.

3.1.3. Hranjive mikrobioloske podloge
Hranjive podloge koriStene u radu su WL (Wallerstein Laboratory) hranjiva podloga

(Green i Gray, 1950) (selektivna podloga za kvasce) te YPD (Yeast extract Peptone Dextrose)
hranjiva podloga (Li i sur., 2007) (podloga pogodna za rast velikog broja mikroorganizama).
Navedene podloge sluzile su za izolaciju epifitne mikroflore odnosno
mikroorganizama odgovornih za vodenje spontane fermentacije pri 20°C. Hranjive podloge
WL i YPD pripremljene su otapanjem sastojaka (Prilog I i Il) u tikvicama volumena 1 L.
Nakon toga podlogama je podeSen pH zadan prema propisu. Pripremljene podloge
sterilizirane su u autoklavu na 121°C, pod tlakom od 1,5 bara u trajanju od 15 min. U
mikrobioloSkom zaStitnom kabinetu podloge su izlivene u Petrijeve zdjelice. Nakon $to su

podloge ohladene 1 o¢vrsnute, pogodne su za nacjepljivanje.

3.1.4. Kemikalije
Kemikalije koriStene u ekperimentalnom dijelu rada su:

= kvascev ekstrakt, Biolife, Italija

= tripton, Biolife, Italija

= glukoza, p.a., Merck, Njemacka

= kalijev dihidrogen fosfat (KH,PO,) p.a., Kemika, Hrvatska
= kalijev klorid (KCI) p.a., Gram-Mol, Hrvatska

= Kkalcijev klorid (CaCl,) p.a., Gram-Mol, Hrvatska

= magnezijev sulfat (MgSO,) p.a., Alkaloid, Makedonija

= zeljezov klorid (FeCls) p.a., Kemika, Hrvatska

15



= manganov sulfat (MnSO4(H,0) p.a., Alkaloid, Makedonija

= bromokrezol zeleno (bojilo) p.a., Kemika, Hrvatska

= agar, Liofilchem, Italija

= pepton, p.a, Merck, Njemacka

= destilirana voda, PBF, Hrvatska

= octena kiselina, min. 96% (CH3COOH) p.a, Carlo Erba Reagents, Francuska
= kalij heksacijanoferat (I1)-trihidrat (K4(Fe(CN)g)x3H20) p.a., Kemika, Hrvatska
= cinkov sulfat heptahidrat (ZnSO4x7H0) p a., Gram-Mol, Hrvatska

= bakrov (1) sulfat pentahidrat (CuSO4x5H,0) p.a., Alkaloid, Makedonija

= limunska kiselina (CgHgO7) p.a., Gram-Mol, Hrvatska

= bezvodni natrijev karbonata (Na,COs3) p.a., Gram-Mol, Hrvatska

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

= 35-36% klorovodi¢na kiselina (HCI) p.a., Fisher Chemical, UK

= sumporna Kiselina (H,SQO,) p.a., Fisher Chemical, UK

= Skrob p.a., Kemika, Hrvatska

= Kkalijev hidroksid (KOH) p.a., T.T.T., Hrvatska

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

= Kalijev bikromat (K,Cr,07) p.a., Kemika, Hrvatska

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

= fenolftalein p.a., Kemika, Hrvatska

3.1.5. Otopine
Otopine koriStene u eksperimentalnom dijelu rada i njihova priprema nalaze se u

Prilogu I1I.
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3.1.6. Aparatura

Popis koristene aparature pri izradi ovog eksperimenta prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Popis koriStene aparature

Uredaj/ stroj Proizvodac (Tip)
Analiticka vaga Kern KB
pH-metar Schott

Mikrobioloski zastitni kabinet (laminar)

Klima oprema

Sarzni destilacijski kotao Fresl obrt
Autoklav Sutjeska
Vodena kupelj Memmert

Plinski kromatograf (GC) s
plamenoionizacijskim detektorom (FID)

Hewlett-Packard HP 5890

Aparatura po Martin-Dietrichu (za odredivanje
alkohola)

Staklena aparatura

Aparatura po Luff-Schoorlu (za odredivanje
Secera)

Staklena aparatura

MALDI-TOF Biotyper

Bruker Daltonik

Termostat (uzorci) Ikom

Termostat (GC) Ikom
HSS bocice (20 mL) Restek Bellefonte
Cepovi za HSS bogice Restek Bellefonte

Laboratorijsko posude (tikvice od 10,25,50
mL, ¢epovi za tikvice, pipete)

HSS uzorkivac¢

Hewlett-Packard HP 7694
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3.2. METODE

3.2.1. Postupak proizvodnje rakije loze
Proizvodnja rakije loze ukljucivala je slijedece faze:

1. Priprema alkoholne fermentacije
2. Alkoholna fermentacija
3. Destilacija

4. Stabilizacija destilata

3.2.1.1. Priprema alkoholne fermentacije
Postupak kojim zapoCinje proizvodnja rakije loze je priprema sirovine tj. grozda.

Grozde se usitnilo, a zatim su napunjene Cetiri Erlenmeyerove tikvice od 2 L sa 2 kg
usitnjenog grozda; dvije tikvice za spontanu te dvije za kontroliranu (dirigiranu) fermentaciju
na temperaturama od 20°C, odnosno 30°C.

Za dirigiranu fermentaciju koriSten je inokulum, suhi aktivni vinski kvasac,
Saccharomyces cerevisiae. Njime je inokulirano grozde u dvije Erlenmeyerove tikvice
dodatkom 0,2 g suhog aktivnog kvasca na 1 L grozda. Fermentacija je anaeroban proces pa
Erlenmeyerove tikvice moraju biti zatvorene vreljnjacama da se sprije¢i ulazak zraka, a

omoguci izlazak fermentacijom nastalog CO; (Slika 4)

Slika 4. Postavljena alkoholna fermentacija u Erlenmeyerovim tikvicama s vreljnjatom,

spontana i dirigirana fermentacija pri 20°C (vlastita fotografija)

18



3.2.1.2. Alkoholna fermentacija
Osim utjecaja dodatka inokuluma na tijek fermentacije i kvalitetu proizvedene loze,

pratio se i utjecaj temperature. Stoga su dvije tikvice (spontana i dirigirana) tijekom procesa
fermentacije drzane u termostatu pri temperaturi od 20°C, a druge dvije (spontana i dirigirana)
u termostatu pri temperaturi od 30°C.

Tijekom fermentacije pratio se utroSak supstrata (Secera iz grozda) te nastanka produkta
(etanola). Proces se zaustavlja u trenutku kada se potrosi sav SeCer odnosno kada se

koncentracija alkohola ustali.

3.2.1.3. Destilacija
Destilacija prefermentiranih komina provedena je dva tjedna nakon zavrSetka

fermentacije. Uzorci su do destilacije ¢uvani u hladnjaku na 4°C. Destilacija je provedena u

Sarznom laboratorijskom kotlu za destilaciju (slika 5).

Slika 5. Sarzni laboratorijski kotao za destilaciju (vlastita fotografija)

Destilacije su zapocete u ohladenom bakrenom destilacijskom kotlu (volumena 5 L)
na sobnoj temperaturi, uz polagano i konstantno zagrijavanje prefermentirane komine. Na taj
nacin osigurano je pozeljnim aromama dovoljno vremena za isparavanje, a ukapljenom
destilatu izlaz iz hladila u obliku pravilnog, ujednacenog i tankog mlaza. Loza je dobivena
jednokratnom destilacijom odnosno tradicionalnim postupkom destiliranja na konzumnu
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vrijednost od 40% vol. alkohola. Koli¢ina sirovine nije bila dovoljna za provodenje dvostruke
destilacije pa su s obzirom na to koncentracije alkohola u zavr§nom destilatu bile nize od onih
Pravilnikom propisanih (60-75% vol. alkohola). Destilacija je vodena u tri glavna toka: prvi
tok (prvijenac), drugi tok (srednji tok, srce) i tre¢i tok (plavi¢). Destilati prvog toka hvatani su
u dvije frakcije, ukupnog volumena 20 mL, §to iznosi 1% volumena prefermentirane komine.
Presijecanje druga dva toka provedeno je prac¢enjem udjelu alkohola pomocéu denzimetrijskog
alkoholometra. Drugi tok podijeljen je u tri frakcije (dvije frakcije po 50 mL i treca frakcija
hvatana do izmjerenih ~ 40% alkohola na izlazu iz kotla). Tre¢i tok ¢inila je samo jedna
frakcija (<40% alkohola). Destilacijom su dobiveni destilati ¢ije su karakteristike navedene u

tablicama 3-6.

Tablica 3. Destilati dobiveni destilacijom spontano prefermentirane komine pri 30°C

jaina volumen

podjela podjela kratice destilata destilata opaske
tokova frakcija (%) (mL)

1. frakcija 1T/1F - 10
1. TOK 2. frakcija 1T/2F - 10

1. frakcija 2T/1F 52,5 50
2. TOK 2. frakcija 2TI2F 45 50

3. frakcija 2T/3F 38 80
3. TOK 1. frakcija 3T/1F 16,25 200 mutan

Tablica 4. Destilati dobiveni destilacijom dirigirano prefermentirane komine pri 30°C

jacina volumen
podjela podjela kratice destilata destilata opaske
tokova frakcija (%) (mL)
pojava

1. TOK 1. frakcija 1T/1F - 10 prstena*

2. frakcija 1T/2F - 10

1. frakcija 2T/1F 55 50
2. TOK 2. frakcija 2T/2F 48,75 50

3. frakcija 2T/I3F 36,25 157
3. TOK 1. frakcija 3T/1F 14,38 200 mutan
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Tablica 5. Destilati dobiveni destilacijom spontano prefermentirane komine pri 20°C

jacina volumen
podjela podjela kratice destilata destilata opaske
tokova frakcija (%) (mL)
pojava

1. TOK 1. frakcija 1T/1F - 10 prstena*

2. frakcija 1T/2F - 10

1. frakcija 2T/1F 55 50
2. TOK 2. frakcija 2T/2F 50 50

3. frakcija 2T/3F 38 138
3. TOK 1. frakcija 3T/1F 18,8 200 mutan

Tablica 6. Destilati dobiveni destilacijom dirigirano prefermentirane komine pri 20°C

jacina volumen
podjela podjela kratice destilata destilata opaske
tokova frakcija (%) (mL)
pojava

1. TOK 1. frakcija 1T/1F - 10 prstena*

2. frakcija 1T/2F - 10

1. frakcija 2T/1F 55 50
2. TOK 2. frakcija 2TI2F 48,75 50

3. frakcija 2T/3F 37,5 128
3. TOK 1. frakcija 3T/1F 16,9 200 mutan

* pojava prstena - moze se povezati sa zaostalim pato¢nim uljima od prethodne destilacije; prsten je izdvojen, a
za daljnju analizu koriSten je preostali volumen destilata

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

cuvani dva mjeseca u zatvorenim bocicama na sobnoj temperaturi.

3.2.2. Odredivanje epifitne mikroflore grozda
Izolacija mikroorganizama

Za izolaciju mikroorganizama prirodno prisutnih na grozdu, provodeno je
nacjepljivanje uzoraka komina uzetih 0., 1., 2., 3., 4. i 7. dana tijekom spontane fermentacije
pri 20°C.

Uzorci su nacjepljivani na dvije razlicite hranjive podloge: WL podloga i YPD

podloga u volumenu 100 L razrijedenog uzorka. Uzorci su razrijedeni do 10™. Nacijepljene
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podloge su termostatirane na 30°C, 48h. Na osnovu morfoloskih razlika, od poraslih kolonija
odabrane su razlic¢ite kolonije (oznacene slovima C-O) koje su izolirane i identificirane.

Cijeli postupak razrjedenja, a kasnije i nacjepljivanja provodi se u sterilnim uvjetima
koji su osigurani radom u mikrobioloSkom zasStitnom kabinetu (laminar) kako bi se izbjegla
kontaminacija neZeljenim mikroorganizmima. Uzorci uzeti 0., 1., 2., 3., 4. i zadnjeg (7.) dana
spontane fermentacije pri 20°C razrjedivani su na nacin da se 1 ml uzetog uzorka sterilno
prenese u sterilnu epruvetu i doda 9 mL sterilne vode. Na taj nacin postignuto je razrjedenje
10, a zatim se provode daljnja razrjedenja u falkonicama od 1 mL. U nju se doda 900 pL
sterilne vode 1 100 pL prethodnog razrjedenja te se na taj nacin provode razrjedenja sve do
eljenog 10 razrjedenja. Kada se dobije Zeljeno razrjedenje na podlogu se pomoéu pipetora

odpipetira 100 pL razrjedenja i po podlozi razmaze pomocu sterilnog Stapica po Drigalskom.

Identifikacija izoliranih mikroorganizama

Identifikacija izoliranih, morfoloski razli¢itih kolonija provedena je pomoc¢u uredaja
MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonik). Za priprema uzoraka primjenjivana je proSirena
direktna metoda i metoda ekstrakcije EtOH-FA prema uputama proizvodaca.

MALDI Biotyper radi na principu snimanja spektra masa nepoznatog mikroorganizma i

njegove usporedbe s referentnim bazama podataka za identifikaciju.

3.2.3. Analiticke metode

3.2.3.1. Odredivanje sec¢era metodom po Luff-Schoorlu
Koncentracija Secera u komini odredivana je metodom po Luff-Schoorlu (Trajkovié i

sur., 1983). Uzimani su uzorci komine grozda iz svake od Cetiri tikvice u kojima se provodila
fermentacija pod odredenim uvjetima. Uzorci su uzimani svakoga dana sve do zavrSetka
fermentacije. Uzorak 0. dana uzet je neposredno nakon muljanja grozda.

Metoda se temelji na oksidaciji direktno reducirajucih Secera, pri cemu se dvovalentni Cu
iz Luff-ove otopine reducira u jednovalentni Cu. On se izlucuje kao Cu (I) oksid. Suvisak Cu
u otopini H,SO,4 odreduje se titrimetrijski s natrijevim tiosulfatom (NapS;03). Ispituje se i
utrosak natrijevog tiosulfata za slijepu probu. Uz pomo¢ Priloga V iz razlike rezultata dviju
titracija (slijepe probe i uzorka) ocita se koncentracija Secera. Prije same analize uzorke je
potrebno pripremiti.
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Priprema uzorka komine

Uzorci komine razrijede se tako da u 1 L nemaju vise od 8 g Secera (Prilog 1V). 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 I. Promuéka se, doda se 5 ml otopine Carrez II.
Ponovo se promucka, nadopuni destiliranom vodom do oznake, promucka 1 ostavi stajati 10

minuta nakon Cega se filtrira. Za daljnju analizu se uzima 25 mL filtrata.

Odredivanije koncentracije $eéera

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
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 u 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,SO4 dolazi do oslobadanja
CO;, zbog ¢ega se otopina pjeni pa je potrebno polagano dodavati. Zatim se dodaje 10 mL
30%-tne otopine Kl i 2 mL 1%-tne otopine $kroba koji sluzi kao indikator (dodatkom H,SO4
otopina postaje svijetloplava, dodatkom KI Zuckasta, a dodatkom Skroba smeda). Sadrzaj
tikvice se titrira sa 0,1 N otopinom natrijevog tiosulfata do promjene boje u svijetlokrem (boja
puti) koja se treba zadrzati 1 min. Ako se pri titraciji tro$i manje od 5 mL natrijevog tiosulfata
znaci 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.
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Racun:

Iz razlike utroSenog volumena (mL) natrijevog tiosulfata za titraciju slijepe probe i uzorka
pomocu Priloga V ocita se masa (mg) prisutnog Secera te se koncentracija Secera racuna

prema formuli 1:
Koncentracija $e¢era (g L) =a* 0,16 * 4 * f 1)
a- masa (mg) Secera ocitana iz Priloga V
0,16- faktor za preraCunavanje u g Lt
f- faktor razrjedenja (ako se pocetni uzorak razrjedivao)

4-dodatni faktor razrjedenja (25 mL u 100 mL)

3.2.3.2. Odredivanje volumnog udjela alkohola metodom po Martin-Dietrichu
Volumni udio alkohola odredivan je u komini grozda svakoga dana fermentacije, sve

do zavrSetka, metodom po Martin-Dietrichu (Kretschmar, 1955). Metoda se temelji na
oksidaciji alkohola u prisutnosti sulfatne kiseline sa kalijevim bikromatom 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 vrhu $patule i 1 mL otopine S$kroba, te se
otopina retitrira natrijevim tiosulfatom do pojave plavozelene boje uzorka. Volumni udio

alkohola se izracunava se prema formuli 2:
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V1-V2)+f .

EtOH (%) = )

uzorka

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

r- razrjedenje

3.2.3.3. Plinska kromatografija
Metoda plinske kromatografije omogucava detekciju i kvantifikaciju velikog broja

hlapivih spojeva prisutnih u destilatima i na taj nacin je omoguéena ocjena kvalitete
analiziranih destilata (Lopez-Vazquez i sur., 2010).

Plinska kromatografija je kromatografska analiticka tehnika koja ulazi u skupinu
kolonskih kromatografija, a sluzi za razdvajanje i1 kvantifikaciju hlapivih komponenata smjese
(Kolb i Ettre, 2006).

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 zapoclinje kada se injektirani uzorak raspline na vrhu Kkolone,
prolazi kroz kolonu ispunjenu stacionarnom fazom noSen mobilnom fazom (Rouessac i
Rouessac, 2007).

U koloni se komponente ispitivanog uzorka razdvajaju pomocu selektivne interakcije
izmedu stacionarne i mobilne faze. Razdvajanje u koloni rezultira pojavom serije pikova koji
se detektiraju na detektoru, a ispisuju se u obliku kromatograma. Razdvojene komponente
karakterizirane su retencijskim vremenom (R;) tj. vremenom zadrzavanja, koje je proslo
izmedu uvodenja uzorka do pojave pojedinih pikova. PovrSina ispod pojedinacnih pikova je
proporcionalna njihovoj koncentraciji (Kolb i Ettre, 2006).

Analiza prefermentiranih komina zadnjeg dana fermentacije i destilata provodila se
plinskom kromatografijom pomoc¢u plinskog kromatografa (GC) s plamenoionizacijskim
detektorom (FID)-Hewlett-Packard HP 5890 i ,headspace® automatskog uzorkivaca (HSS)

(slika 6) ¢iji uvjeti rada su navedeni u tablicama 7 i 8.

25



Slika 6. Plinski kromatograf (GC) s plamenoionizacijskim detektorom (FID)-Hewlett-Packard
HP 5890 (vlastita fotografija)

Tablica 7. Uvjeti rada HSS-GC

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

Tablica 8. Uvjeti rada plinskog kromatografa

Temperatura injektora 220°C
Temperatura detektora 250°C
Plin nosa¢ N2
Temperaturni program 38°C, 4 — 170°C, 20°C min™ — 190°C, 40°C min™, 4 min
Brzina plina nosaca 160 Psi
H»Splitless« 3 min
Kolona RTX-624 (J&W): 30 m; i.d. = 0.32 mm; 1.8 um
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Priprema uzorka destilata za analizu

5 mL destilata se odpipetira u odmjernu tikvicu od 50 mL. Potom se doda destilirane
vode malo ispod oznake, a nakon toga se mikropipetom doda interni standard volumena 90,3
uL 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 hlapivih komponenti, koje se potom prebacuju u injektor plinskog kromatografa

gdje se provodi analiza.

Priprema uzoraka prefermentirane komine grozda za analizu

U odmjernu tikvicu od 25 mL odpipetira se 20 mL prefermentirane komine 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 hlapivih spojeva

Kvantifikacija hlapivih spojeva arome provedena je ra¢unalnom analizom podataka
dobivenih programom HP-chem pomoc¢u metode internog standarda.

Spojevi su identificirani na temelju polozaja pika pojedinog spoja na vremenskoj osi
tj. njihovih retencijskih vremena (Ry).

Identifikacija i kvantifikacija pojedina¢nih ispitivanih spojeva provedena je
usporedbom vremena zadrzavanja razdvojenih spojeva (R;) s vremenom zadrzavanja
standarda. Kvantitativne vrijednosti pojedina¢nih ispitivanih hlapivih spojeva izracunate su iz

jednadzbi bazdarnih pravaca pripadaju¢ih standarda.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. TIIEK ALKOHOLNE FERMENTACIJE

Alkoholna fermentacija je glavna faza u postupku proizvodnje rakije loze. Pravilno
vodenje tog procesa je od izuzetne vaznosti jer na kvalitetu krajnjeg proizvoda izravan utjecaj
imaju spojevi sintetizirani tijekom alkoholne fermentacije. Nacin na koji je moguce pratiti
tijek tog procesa temelji se na odredivanju utroSka supstrata i nastanka produkta. Glavni
supstrat kvascima u tijeku alkoholne fermentacije za proizvodnju alkohola je Secer iz sirovine.
U grozdu su najznacajniji Seceri heksoze fruktoza i glukoza koje imaju istu molekulsku
formulu, ali razli¢itu strukturnu formulu, Sto utjeCe na njihova fizikalno kemijska svojstva
(Tronchoni i sur., 2009). S tehnoloskog gledista vrlo je vazno mo¢i odrediti dinamiku
potroSnje pocetne koli¢ine supstrata kako bi se moglo predvidjeti vrijeme trajanja alkoholne
fermentacije odnosno njen zavrsetak. Alkoholna fermentacija je zavrSena kada se potrosi sav
Secer, odnosno kada se koncentracija $eéera smanji na koncentraciju ispod 2 g L™

Na koncentraciju alkohola (etanola) koji se sintetizira tijekom alkoholne fermentacije,
osim udjela Secera u sirovini, ima i temperatura fermentacije. Fermentacija je znatno brza pri
viSim temperaturama u odnosu na nize temperature, ali je nedostatak taj da pri viSim
temperaturama dolazi do veceg gubitka etanola zbog isparavanja. Takoder, temperatura moze
utjecati i na vrstu i koncentraciju sintetiziranih sekundarnih metabolita.

Proces fermentacije se moze voditi spontano uz prirodnu mikrofloru pri ¢emu se on
odvija sporije zbog nekontroliranih uvjeta te je krajnji produkt te fermentacije promjenjiv
se pribjegava dirigiranoj fermentaciji odnosno inokulaciji selekcioniranim kvascem.

Cilj ovog dijela rada bio je pratiti tijek alkoholne fermentacije, spontane i dirigirane
pri dvije razli¢ite temperature, 20°C i 30°C te na temelju dobivenih rezultata odrediti koji od
navedenih ¢imbenika ima znacajniji utjecaj na dinamiku odvijanja fermentacije.

Potro$nja supstrata (Secera) mjerena je metodom po Luff-Schoorlu (Trajkovi¢ i sur., 1983),
dok je koncentracija nastalog produkta (alkohola) odredivana metodom po Martin-Dietrichu

(Kretschmar, 1955). Dobiveni rezultati su prikazani na slikama 7-10.
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Jedan od parametara za odredivanje napretka alkoholne fermentacije je udio Secera u
pocetnoj sirovini. U pocetnom uzorku dobivenom neposredno nakon muljanja grozda
izmjerena koncentracija Seéera u grozdu za sve Cetiri fermentacije bila je gotovo jednaka i
iznosila je 145,2-147,2 g L™ (slike 7-10). Buduéi da je izmjerena koncentracija $ecera u
sirovini u granicama optimalnih vrijednosti Se¢era u hranjivim podlogama za uzgoj kvasaca
(5-15%), nije ocekivan znacajan utjecaj supstrata (SeCera) na razliku u brzini odvijanja i
duljini trajanja izmedu fermentacija vodenih pri razli¢itim uvjetima. Pocetna koncentracija
Secera odredena u uzorcima koriStenim u ovom radu odgovara onim izmjerenim u grozdu
sorte Izabela ubrane u ranoj zrelosti (141,2 g L™) u istrazivanju Sabir i suradnici (2010).
Autori su usporedivali pet sorti grozda ubranih u odredenom stupnju zrelosti (nezrela faza,
pocetak zrelosti, rana zrelost i zrela faza). Nesto veca koncentracija Secera u toj sorti u odnosu
na vrijednosti izmjerene u ovom radu dobivene su za zadnju, zrelu fazu (181,2 g L™). Takoder
je veca koncentracija Secera u grozdu sorte lzabela izmjerena u radu Herrera i Mifo (2011), a
iznosila je 168 g L™ . Neki od parametara koji mogu dovesti do razlike u po&etnom udjelu
Secera u istoj sorti grozda osim faze zrelosti su i vrsta tla te klimatske prilike na podruc¢ju
uzgoja grozda.

Buduc¢i da je koncentracija Secera u svim uzorcima bila priblizno ista, o¢ekivano je da
u ovom slucaju na dinamiku odvijanja fermentacije znacajan utjecaj imaju temperatura i
inokulacija selekcioniranim kvascem S. cerevisiae. Metabolicka aktivnost kvasca pod
izravnim je utjecajem temperature vodenja procesa fermentacije Sto se ujedno odrazava na
duljinu trajanja tog procesa (Tronchoni i sur., 2009).

Upotrebom selekcioniranog kvasca postize se brza fermentacija §to je postignuto i u
ovom radu uzimaju¢i u obzir fermentacije vodene pri 20°C. U tom slucaju spontana
fermentacija trajala je 7 dana (slika 7) dok je dirigirana fermentacija trajala 5 dana (slika 8).
Za razliku od fermentacija vodenih pri nizoj temperaturi, fermentacije vodene pri visoj
temperaturi (30°C) trajale su jednako dugo, tri dana (slika 9 i 10). Dobiveni rezultati su u
skladu s rezultatima Herrera i Mifio (2011) koji su takoder usporedivali spontanu i dirigiranu
(pomocu kvasca Saccharomyces bayanus) fermentaciju pri ¢emu su obje fermentacije trajale
jednako dugo (15 dana). Upotreba selekcioniranog kvasca kod vise temperature nije dosla do
izrazaja u odnosu na epifitnu mikrofloru koriStenog grozda, ali je postignuto skracenje trajanja
fermentacije u odnosu na fermentacije vodene pri nizoj temperaturi. Prema tome se moze
zakljuciti da i mikroorganizmima prirodno prisutnim na grozdu kao i selekcioniranom kvascu

S. cerevisiae za brze provodenje fermentacije bolje pogoduje visa temperatura.
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Utjecaj temperature na brzinu odvijanja fermentacije pratili su Molina i suradnici
(2007) te su njihovi rezultati pokazali da je fermentacija vodena pri viS§im temperaturama
(28°C) dva puta brza u odnosu na fermentaciju vodenu pri nizoj temperaturi (15°C).
Fermentaciju su provodili uz inokulaciju komercijalnim kvascem S. cerevisiae. Uzimajuci u
obzir rezultate trajanja dirigiranih fermentacija pri razli¢itim temperaturama dobiveni rezultati
ovog rada su u skladu s rezultatima Molina i suradnika (2007) jer je dirigirana fermentacija
pri 30°C (slika 10) oko dva puta brza od dirigirane pri 20°C (slika 8). Kako bi upotreba
selekcioniranog kvasca dala zeljene rezultate vrlo je vazna koliina, odrzivost i pravilna
upotreba inokuluma. Osim toga potrebno je poznavati fizioloske 1 metabolicke karakteristike
odabranog kvasca te odabrati pravilne uvjete fermentacije za koriSteni kvasac (Ciani i sur.,
2010).

Dobiveni rezultati pokazuju najsporiju potrosnju Secera kod spontane fermentacije pri
20°C (slika 7) gdje je do utroska polovice pocetne koncentracije Secera doslo tek izmedu
Cetvrtog i petog dana fermentacije za razliku od spontane fermentacije pri vi$oj temperaturi
koja je zavrsila ve¢ tre¢eg dana. Takvi rezultati upucuju na to da je pri nizoj temperaturi
prirodno prisutnim mikroorganizmima potrebno nesto duze vrijeme prilagodbe kako bi pri
poceli aktivno djelovati. Isto tako se moze zakljuéiti da selekcioniranom kvascu koristenom u
ovom radu za aktivnije djelovanje pogoduje visa temperatura.

Prinos produkta odnosno volumni udio alkohola na kraju sve cetiri fermentacije je
priblizno jednak i iznosio je 7,1-7,4% (slike 7-10) $to je oCekivano s obzirom na priblizno istu
koncentraciju supstrata (Secera). Takvi rezultati upucuju na to da su i epifitna mikroflora i
koristen selekcionirani kvasac pokazali jednako iskoriStenje supstrata iz pocetne sirovine
neovisno o temperaturi vodenja procesa. Razlika je vidljiva smo u vremenu potrebnom za
postizanje priblizno jednakog prinosa produkta. Kod fermentacija pri viSoj temperaturi
potrebno je znacajno krace vrijeme, tri dana (slika 9 i 10) za razliku od fermentacija vodenih
pri 20°C gdje je za to bilo potrebno sedam dana (slika 7) odnosno pet dana (slika 8).

Usporedujuci dobivene rezultate za prinos alkohola kod dirigiranih fermentacija uz
pomo¢ S. cerevisiae (slika 8 i 10) vidljiva je razlika u odnosu na rezultate Molina i suradnika
(2007) gdje su se takoder usporedivale dvije dirigirane fermentacije pomocu S. cerevisiae na
dvije razlicite temperature. Za obje fermentacije se koristila sirovina s istim pocetnim udjelom
Seéera (240 g L. Rezultati njihova rada su pokazali da je prinos alkohola (etanola) maniji
(13,4%) pri visoj temperaturi (28°C) u odnosu na nizu temperaturu (15°C) gdje je iznosio

14,8%. Razlog tome je $to viSa temperatura pogoduje nastanku vece koncentracije glicerola
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pa je zbog toga zabiljezena neSto manja koncentracija etanola. Takoder, moguce je da pri
viSim temperaturama dode do isparavanja odredene koli¢ine etanola.

Na temelju usporedbe dobivenih rezultata prikazanih slikama 7-10 moze se zakljuciti
da je u ovom radu znacajni utjecaj na brzinu odvijanja fermentacije imala temperatura,
fermentacije pri viSoj temperaturi zavrSavaju ranije u odnosu na fermentacije pri nizoj
temperaturi. Primjena selekcioniranog kvasca skracuje vrijeme trajanja fermentacije pri nizoj
temperaturi dok pri viSoj temperaturi primjena selekcioniranog kvasca nije dosla do izrazaja.
Iskoristenje Secera odnosno volumni udio nastalog produkta priblizno je jednak pri svim

primijenjenim uvjetima fermentacija.

4.2. 1ZOLACIJA | IDENTIFIKACIJA EPIFITNE MIKROFLORE GROZPA

Poznavanje mikroflore grozda od izuzetne je vaznosti kako bi se od njega dobio
kvalitetan proizvod (vino, rakija i sl.). Na povrSini grozda moZze se pronaci veliki broj
mikroorganizama ukljucujuéi plijesni, kvasce, bakterije. Broj tih mikroorganizam ovisi o
stupnju zrelosti grozda i o dostupnosti hranjivih tvari. Na mikrofloru grozda veliki utjecaj
imaju klima, vremenske pogodnosti te ostecenje povrSine bobice od strane ptica i kukaca
(Barata i sur., 2012). Kvasci prisutni na povr$ini grozda imaju vrlo vaznu ulogu u kreiranju
zavrSne arome proizvoda. Tijekom fermentacije metabolicka aktivnost kvasca djeluje
dvojako; proizvodi nove spojeve arome i metabolizira prekursore spojeva aroma prirodno
prisutnih u grozdu. Iako je sve veéi trend upotreba starter kulture S. cerevisiae u procesu
vodenja fermentacija, kako bi se dobio ujednacen proizvod, ne smiju se zanemariti ni
autohtoni kvasci grozda (ne-Saccharomyces vrste). Sudjelovanje tih kvasaca u procesu
fermentacije daje proizvod slozenijeg aromati¢nog sastava (Romano i sur., 2003). Stoga je
cilj ovog dijela rada bio izolirati i identificirati kvasce prisutne na grozdu odgovorne za
vodenje spontane fermentacije pri nizoj temperaturi (20°C).

Na osnovu morfoloskih razlika, od poraslih kolonija nakon nacjepljivanja uzoraka
mosta i komine na hranjive podloge, odabrane su razlicite kolonije (oznacene slovima C-O)
koje su izolirane i identificirane. Kolonije su identificirane proteomicki s pomocu uredaja
MALDI-TOF Biotyper.

Porast mikrorganizama prikazan je slikama 11-13, a rezultati identifikacije dani su u
tablici 9.
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Slika 11. Porast mikroorganizama iz uzorka mosta namijenjenog spontanoj fermentaciji na
20°C, A- WL podloga, B-YPD podloga; uzorci nacijepljeni u volumenu 100 uL i 107

razrjedenju

Slika 12. Porast mikroorganizama na WL podlozi: A- uzorak prvog dana spontane
fermentacije na 20°C, nacijepljen u volumenu 100 pL i razrjedenju 10, B- uzorak sedmog

dana spontane fermentacije na 20°C, nacijepljen u volumenu 10 pL i razrjedenju 10
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Slika 13. Porast mikroorganizama na YPD podlozi: A- uzoraka prvog dana spontane
fermentacije na 20°C, nacijepljen u volumenu 100 pL i razrjedenju 107, B- uzorak sedmog

dana spontane fermentacije na 20°C, nacijepljen u volumenu 10 pL i razrjedenju 10*

Tablica 9. Rezultati identifikacije s pomoc¢u uredaja MALDI-TOF Biotyper

OZNAKA REZULTATI
IZOLIRANE IDENTIFIKACIJE
KOLONIJE

C Kloeckera apiculata
D n.d.*
E n.d.*
F Pichia kluyveri
G n.d.*
H n.d.*
| n.d.*
K Kloeckera apiculata
L n.d.*
M n.d.*
N Kloeckera apiculata
@) Pichia kluyveri

*n.d.-nije identificirano
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Kako kvasci imaju najve¢i utjecaj na kemijski sastav konacnog proizvoda
fermentacije, vazno je poznavati vrstu i dinamiku rasta tih kvasaca tijekom procesa
fermentacije. Na WL podlozi (slika 11 A), selektivnoj podlozi za kvasce vidljiv je porast
mjeSovite kulture pri ¢emu dominiraju tamnozelene kolonije (C) za koje je identifikacijom
potvrdeno da se radi o kvascu Kloeckera apiculata. Uz ovu vrstu, vidljiv je i porast kremastih
kolonija (F) koje su identificirane kao kvasac Pichia kluyveri te bijelih kolonija s krunom (D),
tamnocrvenih (E), svijetlo plave kolonije (G) kao i bijelo-plave kolonije (H) koje nisu
identificirane.

Kao i na WL podlozi i na YPD podlozi (slika 11 B) doslo je do porasta mjeSovite
kulture s dominacijom bijelih kolonija s vrhom za koje se identifikacijom pokazalo da se radi
0 kvascu Kloeckera apiculata. Time se moze zakljuciti da su tamnozelene kolonije na WL
podlozi i bijele kolonije s vrhom na YPD podlozi zapravo ista vrsta kvasca. Takoder su jos
prisutne kremaste kolonije (F) identificirane kao Pichia kluyveri i ruzi¢aste kolonije (L). Radi
se 0 uzorcima 0. dana fermentacije, odnosno uzorka dobivenog nakon usitnjavanja (muljanja)
grozda §to upucuje na raznolikost epifitne mikroflore grozda. Udio tih mikroorganizama
znacajno ovisi o stupnju zrelosti grozda i dostupnosti hranjivih tvari za njihov rast. Kvasac
Hanseniaspora uvarum (Kloeckera apiculata) identificiran je i u istrazivanju Li i suradnika
(2010) kod svih analiziranih uzoraka grozda neposredno nakon usitnjavanja, ubranih u
razli¢itim vinogradima. U istrazivanju Combina i suradnika (2005) tijekom proizvodnje triju
razli¢itih vina spontanom fermentacijom najée$¢e pronadena ne-Saccharomyces vrsta u
uzorcima svjeze usitnjenog grozda takoder bilo je kvasac Kloeckera apiculata uz
Metschnikowia pulcherrima, dok je Saccharomyces cerevisiae kod takvih uzoraka pronaden u
jako malom postotku (2%).

Slika 12 A prikazuje porast mikroorganizama na WL podlozi na koju je nacijepljen
uzorak komine prvog dana fermentacije gdje su od prisutnih kolonija identificirani Kloeckera
apiculate i Pichia Kkluyveri (kremaste kolonije). Na slici 12 B prikazan je porast
svijetlozelenih kolonija na istoj podlozi, ali iz uzorka zadnjeg dana fermentacije gdje se moze
zakljuciti da prevladava kvasac iz roda Saccharomyces. Karakteristika rasta kvasca iz tog roda
na WL podlozi je da iz nje izvlaci zeleno bojilo (bromkrezol) i poprima svijetlozelenu boju, a
podloga postaje prozirna. Najznacajnija vrsta kvasca iz roda Saccharomyces u alkoholnoj
fermentaciji je S. cerevisiae koji je odgovoran i za njen zavrSetak (Grba, 2010). Stoga se

moze zakljuéiti da je na WL podlozi upravo doslo do porasta kvasca S. cerevisiae te da on
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dominira na kraju fermentacije. Rezultati istrazivanja Combina i suradnika (2005) takoder su
pokazali da je S. cerevisiae dominantan kvasac na kraju fermentacije.

Slika 13 A prikazuje porast mikroorganizama na YPD podlozi pri ¢emu prevladavaju
kolonije identificirane kao Kloeckera apiculata uz pojavu ruzicastih kolonija i sive plijesni.
Najces¢i uzrocnik sive trulezi, a ujedno i najznacajniji predstavnik plijesni na grozdu je
Botritys cinerera. Do pojave takve plijesni na grozdu Cesto dolazi uslijed jakih oborina prije i
tijekom berbe, a kao posljedica se moze javiti negativan utjecaj na organolepticka svojstva
vina (Barata i sur., 2012). U istrazivanju La Guerche i suradnika (2006) takoder je izolirana B.
cinerera koja je bila odgovorna za sintezu spojeva koji uzrokuju nepozeljan (,,off*) miris
mosta.

Slika 13 B prikazuje porast kolonija na YPD podlozi nacijepljenih iz uzorka zadnjeg
dana fermentacije gdje se moze vidjeti porast bijelih kolonija identificiranih kao Kloeckera
apiculata. Veca koncentracija etanola inibira rast kvasca Kloeckera apiculata pa se njegova
prisutnost u zadnjoj fazi fermentacije o¢ekuje u manjoj mjeri u odnosu na S. cerevisiae.
Bezerra-Bussoli i suradnici (2013) koji su proveli istrazivanje spontane fermentacije tri
razliCite sorte grozda. Za istu sortu grozda kao i u ovom radu (lzabela) dobili su rezultate da u
pocetnoj fazi fermentacije prevladavaju kvasci H. uvarum (Kloeckera apiculata) i Pichia
kluyveri dok u srednjoj 1 zavr$noj fazi prevladavaju H. uvarum (Kloeckera apiculata) i S.
cerevisiae pri ¢emu je S. cerevisiae u zadnjoj fazi fermentacije prisutan u znacajno vecem
postotku u odnosu na H. uvarum (Kloeckera apiculata).

Nakon provedene identifikacije, od 12 morfoloski razli¢itih izoliranih kolonija koje su
Cinile mjesovitu kulturu identificirano je samo pet (tablica 9). U dva slucaja potvrden je
kvasac Pichia kluyveri dok je u druga tri identifikacijom utvrdeno da se radi o kvascu
Kloeckera apiculata. Moze se zakljuciti da odabrana metoda nije pogodna za identifikaciju
kvasaca koji se koriste u prehrambenoj industriji. Naime, identifikacija se zasniva na
usporedbi proteoma nepoznatog mikroorganizma s proteomima mikroorganizama dostupnim
u bazi podataka. Medutim, baza podataka bogata je mikroorganizmima koji ¢ine mikrofloru
covjeka, znaCajnu s medicinskog stajaliSta, dok su mikroorganizmi prehrambeno-
poljoprivredne industrije manje zastupljeni. Stoga je veci broj izoliranih kolonija ostao

neidentificiran.
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4.3. ODREDIVANJE HLAPIVIH SPOJEVA PRISUTNIH U PREFERMENTIRANIM
KOMINAMA | U DESTILATIMA

Kontrola kvalitete jakih alkoholnih pi¢a i alkoholnih pica izrazito je vazna zbog
njihova utjecaja na zdravlje potrosaca, posebno zbog toksi¢nog djelovanja odredenih spojeva
kao $to je metanol. Kemijski spojevi koji tvore njihovu aromu u prosje¢nim koncentracijama
imaju pozitivan ucinak, dok u poviSenim koncentracijama zbog prodornog mirisa mogu imati
negativan utjecaj.

Kako bi se proizvela $to kvalitetnija i aromati¢nija rakija, osim kvalitete pocetne
sirovine, izrazito je vazna i kvaliteta prefermentirane komine koja se destilira. Destilacija
slijedi nakon fermentacije, a o uskladenosti tih dvaju procesa ovisit ¢e i kvaliteta destilata
(Bani¢, 2006). Vazno je da se nakon zavrSene fermentacije pa sve do destilacije u komini
zadrzi §to viSe nastalih spojeva arome. Kako bi se odredila koncentracija spojeva arome
nastalin tijekom fermentacije i destilacije potrebno je provesti analizu destilata i
prefermentirane komine. Kemijska analiza spojeva arome daje podatke o kvaliteti dobivenog
proizvoda te se na temelju tih podataka mogu poboljsati odredeni postupci u proizvodnji koji
¢e osigurati ujednacenu kvalitetu proizvoda.

U zadnjem dijelu ovog rada cilj je bio analizirati hlapive spojeve u prefermentiranim
kominama i proizvedenim destilatima te na temelju dobivenih rezultata odrediti razliku u
njihovoj kvaliteti s obzirom na razli¢ite uvjete vodenja fermentacija, a uz to utvrditi da li je
primijenjena metoda destilacije u SarZnom laboratorijskom kotlu dala dobro razdvojene
tokove.

Analiza hlapivih spojeva prisutnih u prefermentiranim kominama i dobivenim
destilatima provodila se na plinskom kromatografu (GC) s plamenoionizacijskim detektorom
(FID)-Hewlett-Packard HP 5890. Kvantifikacija hlapivih spojeva arome provedena je
racunalnom analizom podataka dobivenih programom HP-chem pomoc¢u metode internog
standarda.

Uzorci su analizirani u dvije paralele te je nakon toga izraunata srednja vrijednost i
provedena statisticka obrada podataka. Rezultati koncentracija hlapivih spojeva prisutni u
prefermentiranim kominama i destilatima prikazani su na slikama 14-31.

U radu su koriStena trivijalna imena analiziranih hlapivih spojeva arome zbog Cesce
upotrebe tih naziva u literaturi, a njihovi nazivi prema IUPAC nomenklaturi navedeni su u
tablici 10.
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Tablica 10. Popis trivijalnih imena analiziranih hlapivih spojeva arome, njihova pripadajuca

IUPAC nomenklatura i pripadajuci miris pojedinih spojeva

Trivijalno ime

IUPAC nomenklatura

Miris
(Christoph i Bauer-
Christoph, 2007)

Acetaldehid Etanal opor miris
Diacetil 2,3-butandion miris na maslac
Metanol Metanol alkoholni miris
Propanol Propan-1-ol alkoholni miris

Izobutanol 2-metilpropan-1-ol alkoholni miris

Izoamil alkohol

3-metil-1-butanol

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

2-feniletil acetat

2-feniletil acetat

miris na ruzu, na med,
voéni

Dietil sukcinat

Dietil ester butandionske
kiseline

Etil laktat

etil-2-hidroksipropanoat

Etil heksanoat

Etil heksanoat

miris na jabuku, bananu

Etil oktanoat

Etil oktanoat

miris na ananas, krusku

Etil dekanoat

Etil dekanoat

cvjetni miris

4.3.1. Hlapivi spojevi prisutni u prefermentiranim kominama grozda

U procesu alkoholne fermentacije dolazi do sinteze brojnih hlapivih spojeva kao sto

su visi alkoholi, esteri te karbonilni spojevi koji sudjeluju u formiranju ukupne arome rakije.

Bez dobro vodene alkoholne fermentacije nema niti kvalitetnog destilata (Bani¢, 2006).

Dobiveni rezultati analize hlapivih spojeva arome prisutnih u spontano i dirigirano

prefermentiranim kominama grozda pri razlicitim temperaturama prikazani su na slikama 14 i

15. Na temelju tih podataka mogucée je procijeniti koja od cetiri tipa razliCitih

prefermentiranih komina ¢e dati kvalitetniju rakiju.
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Slika 14. Usporedba koncentracija prve skupine analiziranih spojeva arome u: A- spontano i

B- dirigirano prefermentiranim kominama pri razli¢itim temperaturama fermentacije
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Slika 15. Usporedba koncentracija druge skupine analiziranih spojeva arome u: A- spontano i

B- dirigirano prefermentiranim kominama pri razli¢itim temperaturama fermentacije
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4.3.1.1. Alkoholi
a) Metanol

Metanol nastaje djelovanjem enzima pektinmetilesteraze te nema nikakav utjecaj na
senzorska svojstva kona¢nog proizvoda fermentacije niti stupa u reakciju s drugim spojevima
koji se u njemu nalaze (Grba, 2010). Iz priloZenih rezultata (slika 14 A) moze se vidjeti da je
u spontano prefermentiranoj komini pri 30°C izmjerena najvisa koncentracija metanola (116,1
mg L™), dok su pri nizoj temperaturi (slika 14 A) i dirigiranoj fermentaciji (slika 14 B)
vrijednosti metanola bile niZe (85,6-98,5 mg L™). lacumin i suradnici (2012) su vecu
pri vi$oj temperaturi (36°C) u odnosu na nizu temperaturu (15°C), a razlog tome moze biti to
Sto je maksimalna aktivnost pektoliti¢ih enzima izraZena pri temperaturama 35°C-50°C dok je
pri nizim temperaturama ta aktivnost manje izrazena. lacumin i suradnici (2012) navode da je
za proizvodnju kvalitetnije rakije s manjim udjelom metanola pogodnije fermentaciju voditi
pri nizim temperaturama neovisno radi li se o spontanom ili dirigiranom vodenju

fermentacije.

b) Visi alkoholi

Visi alkoholi su produkti alkoholne fermentacije, a sintetiziraju ih kvasci izravno iz
Secera ili aminokiselina (Tsakiris 1 sur, 2014). Usporeduju¢i koncentracije visih alkohola:
izoamil alkohola, propanola te izobutanola, ve¢e koncentracije su zabiljezene kod dirigirano
prefermentiranih komina (slika 14 B), neovisno o temperaturi. To je posebice vidljivo kod
propanola i izobutanola gdje su koncentracije pri dirigiranoj fermentaciji iznosile 67,1-75,2
mg L? za propanol te 31,9-38,3 mg L™ za izobutanol, dok su pri spontanoj fermentaciji
iznosile svega 22,6-33,6 mg L™ za propanol te 23,1-28,9 mg L™ za izobutanol. Romano i
suradnici (2003) istrazivali su utjecaj pojedine vrste kvasaca na formiranje spojeva koji
doprinose ukupnoj aromi vina te su njihovi rezultati pokazali da se vise izoamil alkohola
sintetizira kada se fermentacija vodi pomoc¢u kvasca S. cerevisiae $§to odgovara rezultatima
ovog eksperimenta jer je veca koncentracija tog spoja nastala upravo kod fermentacija
vodenih uz dodatak kvasca S.cerevisiae.

Iznimka je feniletanol ¢ija je koncentracija bila znacajno visa u spontano
prefermentiranim kominama (slika 14 A) u odnosu na dirigirano prefermentirane komine

(slika 14 B). Pri ¢emu je najvisa koncentracija analiziranog spoja izmjerena kod spontano
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prefermentirane komine pri 30°C (47,3 mg L), a najniza kod dirigirano prefermentirane
komine pri 30°C (5,2 mg L™).

Koncentracije 1-heksanola su podjednake u spontano prefermentiranim kominama
(slika 15 A) i dirigirano prefermentiranoj komini pri nizoj temperaturi (Slika 15 B) dok je
nesto manja koncentracija tog spoja zabiljezena kod dirigirano prefermentirane komine (slika
15 B) pri 30°C. Na koncentraciju ovog spoja u komini utjecu postupci koji slijede prije same

fermentacije (berba, gnjecenje, usitnjavanje grozda) (Oliveira i sur., 2006).

4.3.1.2. Esteri
Opcenito, najznacajniji esteri koji doprinose aromi fermentiranih 1 destiliranih pica su

etil acetat te acetatni esteri visih alkohola 1 etil esteri vi§ih masnih kiselina.

a) Etil acetat te acetatni esteri visih alkohola

Esteri imaju vrlo znacajan utjecaj na aromati¢na svojstva vina odnosno krajnji
proizvod alkoholne fermentacije. Jedan od glavnih predstavnika estera je acetatni ester, etil
acetat, koji u ve¢oj mjeri nastaje djelovanjem aerobnih bakterija octene kiseline (Tsakiris i
sur., 2014). Usporedujuci koncentracije etil acetata prikazane slikom 14 A i B vidljivo je da je
veca koncentracija ovog spoja prisutna u spontano prefermentiranim kominama u odnosu na
dirigirano prefermentirane komine. Jedan od razloga vece koli¢ine ovog spoja kod spontano
prefermentirane komine je prisutnost kvasca Kloeckera apiculata koji je identificiran kao
prirodno prisutan na koristenoj sorti grozda. On pokazuje sposobnost za formiranje visokih
koncentracija etil acetata (Plata i sur., 2003). Vecu koncentraciju ovog spoja kod fermentacija
vodenih spontano u odnosu na one vodene uz dodatak kvasca S. cerevisiae zabiljezili su
Regidon Mateos i suradnici (2006). Takoder se moze uociti da je ve¢a koncentracija tog spoja
nastala pri niZzoj temperaturi fermentacije U odnosu na viSu temperaturu. Dobiveni rezultati
odgovaraju rezultatima Molina i suradnika (2007) koji su takoder dobili ve¢e koncentracije
etil acetata pri nizoj (15°C) ispitivanoj temperaturi u odnosu na visu (28°C) temperaturu.

Na slici 15 A i B moZe se uociti da su koncentracije nastalih acetatnih estera visih
alkohola 2-feniletil acetata i izoamil acetata znagajno nize (<0,6 mg L™) kod prefermentiranih
komina obje vrste fermentacija i pri obje temperature u odnosu na etil acetat ¢ije Su

koncentracije u rasponu 57,2 - 117,8 mg L™ (slika 14 A i B).
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b) Etil laktat i etil esteri visSih masnih kiselina

Etil laktat u vecim koncentracijama nastaje tijekom malolakticne fermentacije
djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline (Louw i Lambreschts, 2012). Kako na aktivnost
bakterija mlijeCne kiseline (BMK) utjecu razli¢iti parametri (temperatura, pH, koncentracije
etanola, koncentracija hranjivih tvari kao S$to je jabucna kiselina) tako je mogucée u
prefermentiranim kominama iste sorte grozda pronaéi navedeni spoj u Sirokom rasponu.
Najveca koncentracija etil laktata zabiljezena je kod spontano prefermentirane komine pri
30°C, a iznosila je 10,9 mg L™ (slika 15 A) kao rezultat metabolicke aktivnosti BMK koje su
bile prisutne kod spontane fermentacije i kojima pogoduje visa temperatura fermentacije. Kod
dirigirano i spontano prefermentiranih komina pri 20°C koncentracije nastalog etil laktata su
bile nize zbog slabije metabolicke aktivnosti BMK pri nizim temperaturama, dok kod
dirigirano prefermentirane komine pri 30°C nije zabiljezena prisutnost tog spoja (sSlika 15 B).

Od poZeljnih etil estera viSih masnih kiselina odredivani su etil heksanoat, etil
oktanoat i etil dekanoat. Oni su, za razliku od dosada navedenih spojeva (visih alkohola,
metanola, etil acetata..), prisutni u znatno manjim koncentracijama. Tako je etil dekanoat kod
svih analiziranih prefermentiranih komina prisutan u koncentracijama <0,1 mg L™ (slika 15 A
i B). 1zmjerene koncentracije etil oktanoata bile su <0,7 mg L™, a etil heksanoata <0,4 mg L™
(slike 15 A i B). Razlog niske koncentracije navedenih estera visih masnih kiselina u
kominama zadnjeg dana fermentacije moze biti to Sto se oni sintetiziraju u pocetnoj fazi

alkoholne fermentacije (Molina i sur., 2007).

4.3.1.3. Karbonilni spojevi
a) Acetaldehid

Acetaldehid je spoj C¢iji nastanak je uvjetovan aktivnoSéu enzima piruvat
dekarboksilaze tijekom fermentacije. Pozeljan je samo u nizim koncentracijama jer vise
koncentracije ovog spoja imaju negativan utjecaj na aromu proizvoda fermentacije (Grba,
2010). Najveca koncentracija acetaldehida izmjerena je kod dirigirano prefermentirane
komine pri 30°C (slika 15 B) i iznosila je 4,1 mg L™ dok je u ostale tri prefermentirane
komine koncentracija analiziranog spoja bila nesto manja (<1,3 mg L™). Dobiveni rezultati
odgovaraju rezultatima Romano i suradnika (1994) gdje je takoder zabiljezen porast
koncentracije acetaldehida pri najvisoj temperaturi (30°C) tijekom pracenja dirigiranih

fermentacija uz kvasac S. cerevisiae pri razli¢itim temperaturama. Autori navode da razlog
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tome moze biti inaktivacija alkohol dehidrogenaze pri povisenoj temperaturi, nema redukcije

acetaldehida u etanol te dolazi do akumulacije acetaldehida.

b) Diacetil

Diacetil nije stabilan produkt malolakti¢ne fermentacije ve¢ se lako reducira u 2,3-
butandiol, a njegova konac¢na koncentracija ovisi upravo o odnosu stvorenog i reduciranog
diacetila. Vazan je aromati¢ni spoj, ali njegov utjecaj na aromu uvelike ovisi 0 njegovoj
koncentraciji (Grba, 2010). Na slici 15 A vidljivo je da je koncentracija diacetila vec¢a kod
spontano prefermentiranih komina u odnosu na dirigirano prefermentirane komine (slika 15
B), posebice pri viSoj temperaturi. Malolakticna fermentacija najces¢e nastupa spontano i
nekontrolirano te to moze biti razlog povecanoj koncentraciji diacetila upravo kod spontano

prefermentiranih komina.

4.3.2. Hlapivi spojevi prisutni u destilatima

Hlapivi spojevi arome mogu se podijeliti na one podlozne kemijskim promjenama
tijekom destilacije i one koji tim promjenama nisu podloZzni, odnosno na spojeve Cija se
koncentracija mijenja tijekom destilacije i spojeve kojima koncentracija ostaje nepromijenjena
(Nikicevi¢ 1 TeSevi¢, 2010). Na kraju destilacije dobiveni destilati sadrze veliki broj razlicitih
spojeva, a ovisno o nacinu vodenja destilacije i o pravilnom prekidanju pojedinog toka,
koncentracija tih spojeva se mijenja. Primijenjenom analitickom metodom analize hlapivih
spojeva odredivano je 16 najznacajnijih spojeva koji sudjeluju u formiranju sekundarne arome
destilata, odnosno potje¢u od alkoholne fermentacije te njome nije bilo moguce odrediti
spojeve koji pridonose formiranju sortne arome rakije. Analizom prefermentiranih komina
ukupno gledano vece koncentracije poZeljnih hlapivih spojeva arome nastale su kod
dirigiranih fermentacija. Stoga se ocekivalo da ¢e i rakije tih prefermentiranih komina biti
aromati¢nije. U daljnjem tijeku rada prikazane su koncentracije osnovnih hlapivih spojeva
izmjerenih u pojedinim tokovima i frakcijama destilata dobivenih iz prefermentiranih komina.

Rezultati su prikazani na slikama 16-31.
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4.3.2.1. Alkoholi

a) Metanol
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Slika 16. Usporedba koncentracija metanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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Metanol je redoviti sastojak vocnih rakija. Njegova koncentracija u rakijama mora se
pazljivo nadzirati (Silva i Malcata, 1999) te je on jedan od najcesS¢e odredivanih parametara
pri provjeri kvalitete rakije. Za razliku od ostalih analiziranih hlapivih spojeva, koji su vise
odnosno manje prisutni u pocetnim ili krajnjim frakcijama destilata kod metanola to nije
uoceno. On je podjednako zastupljen u svim frakcijama destilata (slika 16 A i B). U srednjem,
glavhom toku destilata neSto vise koncentracije ovog spoja prisutne su kod destilata
prefermentiranih komina pri nizoj temperaturi, neovisno radi li se o spontanoj ili dirigiranoj
fermentaciji. Vukosavljevi¢ i suradnici (2015) su takoder zabiljezili neSto ve¢u koncentraciju
metanola (1,65 g L™ a.a.) kod loze dobivene destilacijom prefermentirane komine pri 20°C u
odnosu na lozu prefermentirane komine pri 30°C (1,40 g L™ a.a.). Koncentracija metanola
uvelike ovisi o sastavu polazne sirovine, odnosno o koli¢ini pektina. U istrazivanju Kostik i
suradnika (2013) koji su usporedivali uzorke tri vrste rakija od grozda i Sljiva, najveca
koncentracija tog spoja zabiljezena je u $ljivovici, neSto manja u komovici i lozi, a najmanja u
vinjaku.

Izmjerene koncentracije metanola u svim frakcijama srednjeg toka koje ¢ine proizvod
za konzumaciju odgovaraju dozvoljenoj koncentraciji tog spoja u lozi danoj pravilnikom o
jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/09). Ona iznosi 320-1600 mg L™ racunato na 40% vol.
alkohola dok se u ovom radu metanol u frakcijama srednjeg toka nalazi u rasponu 447,5-
661,1 mg L™. Sve &etiri proizvedene rakije su sigurne za konzumaciju te nema opasnosti od

Stetnog utjecaja metanola na zdravlje.
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b) visi alkoholi
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Slika 17. Usporedba koncentracija propanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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Propanol ulazi u skupinu alifatskih alkohola, a njegova koncentracija u destilatima
ponajvise ovisi o primijenjenom postupku razdvajanja tokova destilata (Christoph i Bauer-
Christoph, 2007). Propanol je u destilatima nositelj oStrog, ali ugodnog mirisa (Nikic¢evi¢ i
Tesevi¢, 2010). Na slici 17 B moze se vidjeti da je znaCajno veca koncentracija propanola
prisutna u destilatima dirigirano prefermentiranih komina u odnosu na destilate spontano
prefermentiranih komina (slika 17 A), neovisno o temperaturi. Koncentracija propanola
postepeno se smanjuje prema kraju destilacije (slika 17 A i B) $to je u skladu s rezultatima
Luki¢ i suradnika (2011a) dobivenim u komovici dirigirano prefermentirane komine grozda
sorte Muskat ruza porecki gdje je najveca koncentracija ovog spoja izmjerena u prvom toku
destilata (461,97 mg L™ a.a.), a najmanja u zadnjem (281,93 mg L™ a.a.). Prema Christoph i
Bauer-Christoph (2007) prosjecna koncentracija propanola u voénim rakijama je 40-800 mg
L. Dobivene koncentracije ovog spoja u srednjem toku destilata, odnosno u proizvodu
namijenjenom za konzumaciju, odgovaraju prosje¢noj koncentraciji tog spoja u voénim
rakijama. One se u slucaju destilata srednjeg toka dirigirano prefermentiranih komina krecu se
u rasponu 224,5-535,3 mg L™, dok su kod destilata spontano prefermentiranih komina u
rasponu od 99,2-236,6 mg L™.
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Izobutanol
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Slika 18. Usporedba koncentracija izobutanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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Izoamil alkohol
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Slika 19. Usporedba koncentracija izoamil alkohola u pojedinim frakcijama triju glavnih
tokova destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine

pri razli¢itim temperaturama fermentacije
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Uz propanol u rakiji su znacajni i visi alkoholi izobutanol te izoamil alkohol koji
upotpunjuju destilat. Voénim rakijama daju karakteristican alkoholni miris (Christoph i
Bauer-Christoph, 2007). Veca koncentracija oba spoja prisutna je u destilatima dirigirano
prefermentirane komine (slika 18 B i 19 B), u odnosu na destilate spontano prefermentiranih
komina (slika 18 Ai 19 A).

U slucaju izobutanola, kod destilata spontano prefermentirane komine (slika 18 A) veca
koncentracija tog spoja izmjerena je u destilatima spontano prefermentirane komine pri 20°C
Sto je u suprotnosti sa rezultatima Vukosavljevi¢ i1 suradnika (2015). U njihovom radu veca
koncentracija izobutanola zabiljezena je u lozi spontano prefermentirane komine pri 30°C
(628,89 mg L™ a.a.) u odnosu na lozu spontano prefermentirane komine pri 20°C (453,31 mg
L™ aa.). Autori Christoph i Bauer-Christoph (2007) navode da prosjecna koncentracija
izobutanola u voénim rakijama iznosi 4-400 mg L™%to je u skladu s rezultatima postignutim u
ovom radu. Koncentracije izobutanola u srednjem toku iznosile su 53,1-428,2 mg L™. Kako
sve tri frakcije srednjeg toka mogu smatrati konacnim proizvodom njihovim spajanjem
prosjecna koncentracija za sve destilate bila bi u granicama ocekivanih vrijednosti. Rezultati
upucuju da se vece koncentracije ovog spoja izdvajaju u prvom toku ¢ime je upravo
omoguéeno postizanje o¢ekivanih vrijednosti izobutanola u srednjem, najkvalitetnijem toku.

Usporeduju¢i medusobno koncentracije izoamil alkohola kod destilata spontano
prefermentiranih komina (slika 19 A), vece koncentracije zabiljezene su pri nizoj temperaturi.
Takav trend je konstantan tijekom cijele destilacije, dok se isto ne moZe re¢i za destilate
dirigiranih fermentacija. Kod njih taj odnos varira tijekom destilacije. U srednjem toku
destilata neSto vece koncentracije ovog spoja izmjerene su kod destilata dirigirano
prefermentiranih komina. Zajedni¢ko svim destilatima je smanjenje koncentracije izoamil
alkohola tijekom destilacije $to su zabiljezili 1 Luki¢ i suradnici (2011a) u destilatima
komovice dirigirano prefermentirane komine grozda Muskat ruza porecki. Kao i u slucaju
rezultata dobivenih u ovom radu i u njihovom istrazivanju najveca koncentracija ispitivanog

spoja prisutna je u prvom toku destilata.
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Feniletanol
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Slika 20. Usporedba koncentracija feniletanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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Feniletanol je spoj koji nastaje metabolizmom kvasca Saccharomyces cerevisiae.
Nositelj je karakteristicnog mirisa na ruzu, a njegova prosjecna koncentracija u vocnim
rakijama iznosi 4-35 mg L™ (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Najvise koncentracije ovog
spoja izmjerene su u srednjem toku destilata dirigirano prefermentirane komine pri 20°C i
iznosile su 73,9 i 79,2 mg L™ dok su u ostalim destilatima srednjeg toka koncentracije
feniletanola bile znacajno nize (<40 mg L™). Gerogiannaki-Christopoulou i suradnici (2006)
su u destilatima srednjeg toka komovice spontano prefermentirane komine izmjerili nesto nize
koncentracije ovog spoja (<10 mg L™). Takoder se moze uoditi (slika 20 A i B) prisutnost
ovog spoja tijekom cijele destilacije. Koncentracija i prisutnost ovog spoja u destilatima ovisi
0 primijenjenoj tehnici razdvajanja destilata (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Za razliku
od rezultata dobivenih u ovom radu Luki¢ i suradnici (2011a) te Apostolopoulou i suradnici
(2005) u svojim radovima zabiljezili su porast koncentracije ovog spoja U destilatima

komovice prema kraju destilacije.
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1-heksanol
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Slika 21 . Usporedba koncentracija 1-heksanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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1-heksanol je alkohol iz skupine Cg alkohola za kojeg se smatra da ima pozitivan
utjecaj na aromu rakije kada je prisutan u koncentraciji do 20 mg L™ (Apostolopoulou i sur.,
2005). Iz prikazanih rezultata (slika 21 A i B) vidljivo je da su koncentracije ovog spoja nesto
vise u destilatima prefermentiranih komina pri 20°C u odnosu na 30°C, neovisno radi li se 0
spontanim ili dirigiranim fermentacijama. Takoder se moze uociti da se primijenjenom
tehnikom destilacije ovaj spoj u najvecoj koncentraciji izdvojio u prvom toku destilata. Nakon
presijecanja prvog toka, u drugom toku koncentracija ovog spoja znacajno se smanjila dok ga
u treem toku nema niti u jednom analiziranom destilatu. U prvoj frakciji srednjeg,
najkvalitetnijeg toka jo3 uvijek je prisutan u nesto malo veéim koncentracijama od 20 mg L™,
osim kod spontane fermentacije na 30°C gdje njegova koncentracija iznosila 18,8 mg L™. U
druge dvije frakcije toga toka zabiljeZena je znaGajno manja koncentracija (<15 mg L™).
Medutim, kako sve se tri frakcije srednjeg toka mogu smatrati kona¢nim proizvodom, nakon
njihovog spajanja, prosjecna koncentracija ovog spoja bila bi u okviru ocekivanih
koncentracija. Koli¢ina ovog spoja vezana je uz sirovinu koja se koristi za destilaciju. Upravo
zbog toga moze doci do razlike u koncentraciji ovog spoja ovisno o Kkoristenim sortama
grozda pri proizvodnji rakije. Veéa koncentracija tog spoja zabiljezena je u komovici sorte
grozda Malvazija istarska (59,75 mg L™) u odnosu na komovicu sorte grozda Cabernet
Sauvignon (19,57 mg L™) (Luki¢ i sur., 2011b).

56



4.3.2.2. Esteri

a) Etil acetat
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Slika 22. Usporedba koncentracija etil acetata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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Etil acetat je spoj koji prisutan u visokoj koncentraciji ima karakteristican miris koji
podsjeca na ljepilo ili aceton (Christoph i Bauer-Christoph, 2007) dok u nizim
koncentracijama pridonosi aromi jakih alkoholnih pi¢a. Iz prikazanih rezultata na slici 22 A i
B vidljivo je da je veca koncentracija etil acetata prisutna u destilatima spontano
prefermentiranih u odnosu na destilate dirigirano prefermentiranih komina sto je i o¢ekivano s
obzirom na rezultate dobivene analizom prefermentiranih komina zadnjeg dana fermentacije
budu¢i da je koncentracija etila acetata bila veca kod spontano prefermentiranih komina.
Kostik i suradnici (2013) navode da je koncentracija etil acetat u rakiji lozi 99,2-992,4 mg L™
Sto odgovara dobivenim rezultatima u ovom radu uzimajuci u obzir destilate srednjeg toka
koji zapravo ¢ine proizvod namijenjen konzumaciji. Prosjecna vrijednost ovog spoja nakon
njihova spajanja bila bi unutar navedenih vrijednosti. Primijenjena tehnika destilacije
omogucila je dobro izdvajanje ovog spoja. Koncentriran u najve¢oj mjeri u prvom toku. Kod
destilata drugog, srednjeg toka, uo€eno je znacajno smanjenje koncentracije tog spoja te Se
ona nalazi unutar prosje¢ne koncentracije ofekivane za vocéne rakije. Prikazani rezultati na
slici 22 A i B su u skladu s rezultatima Luki¢ i suradnika (2011a) kod kojih je takoder najveca
koncentracija etil acetata zabiljezena u prvom toku destilata komovice dirigirano
prefermentirane komine grozda (2574,21 mg L™ a.a.) te se koncentracija tog spoja takoder

smanjiva tijekom destilacije.
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b) 1zoamil acetat
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Slika 23. Usporedba koncentracija izoamil acetata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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c) 2-feniletil acetat
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Slika 24. Usporedba koncentracija 2-feniletil acetata u pojedinim frakcijama triju glavnih
tokova destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine

pri razli¢itim temperaturama fermentacije
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Izrazito bitni esteri u formiranju voéne arome rakije su izoamil acetat te 2-feniletil
acetat (Christoph 1 Bauer-Christoph, 2007). 1z prikazanih rezultata vidljivo je da nema
znacajne razlike u koncentraciji izoamil acetata u destilatima spontano prefermentiranih
komina (slika 23 A) i destilata dirigirano prefermentiranih komina (slika 23 B). Razlika je
vidljiva izmedu destilata spontano prefermentiranih komina gdje je nesto veéa koncentracija
ovog spoja izmjerena kod destilata prefermentirane komine pri niZzoj temperaturi. Zbog niske
tocke vrelista ovaj spoj izlazi u prvom toku destilacije $to je vidljivo iz prikazanih rezultata
(slika 23 A i B). U drugom toku doslo je do znacajnog smanjenja koncentracije ovog spoja
kod svih analiziranih destilata. Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima dobivenim u
komovici dirigirano prefrementirane komine grozda Muskat ruza porecki (Luki¢ i sur., 2011a)
gdje je takoder najveca koncentracija tog spoja izdvojena s prvim tokom.

U slucaju prikazanih rezultata za analizirani acetatni ester 2-feniletil acetat moZe se
uociti znacajna razlika izmedu destilata spontano prefermentirane komine na 30°C u odnosu
na destilate ostalih fermentacija (slika 24 A i B). U srednjem toku tih destilata izmjerene
koncentracije 2-feniletil acetata nalaze se u rasponu od 9,6-97,5 mg L™ dok su kod destilata
spontano prefermentirane komine pri 20°C i dirigirano prefermentiranih komina pri obje
temperature koncentracije tog spoja bile 6,6-35,7 mg L™. Autori Christoph i Bauer-Christoph
(2007) navode da je prosjeéna koncentracija ovog spoja u voénim rakijama 4-12 mg L. Dani
rezultati pokazuju neSto vecu koncentraciju ovog spoja u destilatima srednjeg toka

proizvedenih rakija u odnosu na navedenu prosjec¢nu vrijednost.
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d) Etil heksanoat
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Slika 25. Usporedba koncentracija etil heksanoata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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e) Etil oktanoat
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Slika 26. Usporedba koncentracija etil oktanoata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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f) Etil dekanoat
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Slika 27. Usporedba koncentracija etil dekanoata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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Etil heksanoat, etil oktanoat 1 etil dekanoat ulaze u skupinu etil estera srednjelancanih
masnih kiselina. Ta skupina estera doprinosi aromi rakije dajuéi joj ugodne vo¢ne mirise na
jabuku, bananu (eti heksanoat), ananas, krusku (etil oktanoat) dok etil dekanoat daje cvjetni
miris (Christoph i Bauer-Christoph, 2007).

Usporedujuci dobivene rezultate za sva tri spoja (slike 25-27 A i B) prema temperaturi
fermentacije vidljivo je da su vece koli¢ine ovih spojeva prisutne u destilatima
prefermentiranih komina pri 20°C. Prema tome se moze zakljuciti da ¢e se veca koncentracija
ovih poZeljnih spojeva arome u rakiji osigurati uz vodenje fermentacije pri nizoj temperaturi.
Vidljivo je smanjenje koncentracija analiziranih estera s napretkom destilacije. Prikazani
rezultati (slike 25-27 B) su u skladu s rezultatima Luki¢ i suradnika (2011a) gdje je takoder
doslo do smanjenja koncentracije sva tri ispitivana spoja tijekom destilacije. Radi se o
destilatima komovice pri ¢emu je vodena dirigirana fermentacija. Znacajnije smanjenje
koncentracije spoja tijekom destilacije moze se uociti kod etil heksanoata zatim etil oktanoata
dok je najmanji kod etil dekanoata. Takvu pojavu zabiljezili su i Luki¢ i suradnici (2011a) te
ju objasnjavaju kao razliku izmedu tocki vrenja srednjelancanih estera koja je proporcionalna
njihovoj molekulskoj tezini. Rezultati prikazani na slikama 25 i 26 A odgovaraju rezultatima
Silva i Malcata (1999). Kod njih je takoder uoceno smanjenje koncentracije etil heksanoata i
etil otkanoata tijekom destilacije spontano prefermentirane komine grozda sorte Loureiro.
Autori Christoph i Bauer-Christoph (2007) navode da je prosje¢na koncentracija etil
heksaoata u voénim rakijama 0,4-3,2 mg L™, etil oktanoata 4-20 mg L™ i etil dekanoata 4-36
mg L™. Kako sve tri frakcije srednjeg toka zapravo u cjelini &ine kona&ni proizvod nakon
njihovog spajanja prosjecna vrijednost za sva tri analizirana spoja u svim destilatima bila bi
unutar vrijednosti navedenih od strane autora Christoph i Bauer-Christoph (2007). Prema
tome se moze zakljuciti da je primijenjena tehnika destilacije osigurala izdvajanje sva tri etil
estera u koncentracijama o¢ekivanim za vo¢ne rakije pri kojima oni destilatima daju ugodnu,

voénu aromu.
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g) Etil laktat
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Slika 28. Usporedba koncentracija etil laktata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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h) Dietil sukcinat
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Slika 29. Usporedba koncentracija dietil sukcinata u pojedinim frakcijama triju glavnih
tokova destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine

pri razli¢itim temperaturama fermentacije
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Povecana koncentracija etil laktata i dietil sukcinata dovodi do smanjenja voénih
aroma rakije (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Prisutnost ovih spojeva u destilatima u
visokim koncentracijama ukazuje na mogucée kvarenje prefermentirane komine u periodu od
zavrSetka fermentacije do destilacije (Lopez-Vazquez i sur., 2010)

Iz prilozenih rezultata moze se vidjeti da je etil laktat u ve¢em broju tokova i frakcija
zastupljen u slucaju destilata spontano prefermentiranih komina (slika 28 A) sto moze biti
rezultat bakterijske aktivnosti tijekom fermentacije. Kod destilata dirigirano prefermentiranih
komina ovaj spoj je detektiran u znatno manjoj koncentraciji budu¢i da je zbog dodatka
kvasca bakterijska aktivnost svedena na minimum. lzdvajanje etil laktata s prvim tokom
destilata zabiljezili su Apostilopoulou i suradnici (2005) u svom radu u komovici
proizvedenoj na tradicionalan nacin. Pozeljno je da se etil laktat izdvoji iz srednjeg,
najkvalitetnijeg toka destilata zbog negativhog utjecaja na aromu rakije te da je njegova
koncentracija u voénim rakijama <400 mg L™ (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). lako je
kod destilata dirigirano prefrmentiranih komina uspjesno izdvojen iz srednjeg toka i kod
destilata spontano prefermentiranih komina nalazi se unutar navedene granice (<87,1 mg L™).

Sli¢ni rezultati dobiveni su 1 za dietil sukciant koji takoder prisutan u veéem broju
destilata spontano prefermentiranin komina (slika 29 A). U slucaju destilata dirigirano
prefermentiranin komina (slika 29 B), ovaj spoj je prisutan samo u jednoj frakciji te je
uspjesno izdvojen odmah na pocetku destilacije. Prosjecna koncentracija ovog spoja u voénim
rakijama je 2-12 mg L™ (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Iz danih rezultata moze se
vidjeti da je ovaj spoj u srednjem toku destilata spontano prefermentiranih komina prisutan u
nedto veéim koncentracijama (>21,4 mg L™). Dietil sukcinat je jedini spoj koji nije detektiran
niti kod jednog uzorka prefermentiranih komina zadnjeg dana fermentacije, a detektiran je u
svim destilatima. Moze 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.
Rezultati prikazani na slikama 28 i 29 B ne odgovaraju rezultatima Lukic i suradnika (2011a)
dobivenim u komovici dirigirano prefermentirane komine grozda sorte Muskat ruza porecki.
U njihovom radu je zabiljeZeno postepeno povecanje koncentracija oba spoja tijekom
destilacije. Najveca koncentracija izmjerena je u destilatima zadnjeg toka odnosno izdvajanje

tih spojeva postignuto je sa zadnjim tokom.
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4.3.2.3. Karbonilni spojevi
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Slika 30. Usporedba koncentracija acetaldehida u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije
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Acetaldehid prisutan u destilatima u niZzoj koncentraciji doprinosi vo¢noj aromi
destilata dok u vi$im koncentracijama daje opor miris. Prosje¢na koncentracija ovog spoja u
voénim rakijama je 2-160 mg L™ (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Najvisa koncentracija
acetaldehida, kao Sto je 1 oc¢ekivano zbog niske toCke vreliSta, izmjerena je u prvom toku
destilacije, a nakon toga mu se koncentracija tijekom destilacije smanjuje (slika 30 A'i B). U
srednjem, drugom toku destilacije znatno veca koncentracija acetaldehida izmjerena je u
destilatima dobivenim iz prefermentiranih komina pri vi$oj temperaturi gdje je kod destilata
spontano prefermentirane komine bila u rasponu od 31,4-167,8 mg L™, a kod dirigirano
prefermentirane komine od 31,3-313,9 mg L. Stoga se mozZe zakljugiti da je bolja kvaliteta
onih destilata dobivenih iz prefermentiranih komina pri 20°C. U tim destilatima, u srednjem
toku destilacije, koncentracija acetaldehida bila je u granicama 12,7-56,1 mg L™ kod destilata
spontano prefermentirane komine te 10,6-60,6 mg L™ kod destilata dirigirano prefermentirane
komine. Gerogiannaki-Christopoulou i suradnici (2006) zabiljezili su nesto vece koncentracije
(359,8-431,1 mg L™) ovog spoja u destilatima srednjeg toka komovice dobivene iz spontano
prefermentirane komine u odnosu na ovaj rad. Veca koncentracija acetaldehida kod loze
dobivene iz spontano prefermentirane komine pri 30°C (258 mg L™ a.a.) zabiljezena je i u
radu Vukosavljevi¢ i suradnika (2015) u odnosu na lozu dobivenu iz spontano

prefermentirane komine pri 20°C (107,5 mg L™ a.a.).
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b) Diacetil

Spontana fermentacija
35

30

25 -

20 — - 20°C
15 | - m30°C
10 — :

i ! |

0

1T/1F 1T/2F 2T/1F 2T/2F 2T/3F 3T/1F

koncentracija (mg L)

B . .
Dirigirana fermentacija

35

30
T 25
oo
E
o 20 I m20°C
g =
£ 15 = 30°C
c
] -
g
c 10
4 S

5 I

0 [

1T/IF 1T/2F  2T/1F  2T/2F  2T/3F  3T/1F

Slika 31. Usporedba koncentracija diacetila u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri

razli¢itim temperaturama fermentacije

71



Prosje¢na koncentracija diacetila u vo¢nim rakijama je 0,1-12 mg LY a povecana
koncentracija diacetila odgovorna je za masla¢nu aromu rakije (Christoph i Bauer-Christoph,
2007). Rezultati prikazani na slici 31 A prikazuju nesto ve¢u koncentraciju diacetila kod
destilata spontano prefermentiranih komina u odnosu na destilate dirigirano prefermentiranih
komina (slika 31 B). Te koncentracije su u slucaju srednjeg, drugog toka kod destilata
spontano prefermentiranih komina iznosile 12,2-26,6 mg L™ dok su za destilate dirigirano
prefermentiranih komina bile 8,4-17,7 mg L. Koncentracija diacetila smanjuje se prema
kraju destilacije (slika 31 A i B), ali se u srednjem, glavnhom toku destilata nalazi u
koncentracijama nesto visim od prosjecne koncentracije tog spoja u voénim rakijama. Takvi
rezultati upucuju na potrebu kasnijeg presijecanja prvog toka pri ¢emu bi se mogla smanjiti
koncentracija ovog spoja u glavnom toku destilata, kao i na pozeljnu manju bakterijsku
aktivnost tijekom fermentacije. Prisutnost veée koncentracije metabolita bakterijskog
metabolizma u destilatima spontano prefermentiranih komina jedan je od razloga preferiranja

dirigiranih fermentacija u industrijskoj proizvodniji.
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U svim zemljama EU komercijalna proizvodnja vina iz grozda sorte Izabela je
zabranjena zbog povecane koncentracije metanola. Vino napravljeno od ove sorte ne smije se
stavljati u promet, ali se mozete koristiti za vlastite potrebe. Stoga su i destilati proizvedeni iz
ove sorte rijetki i slabo istrazeni. U ovom radu ispitana je moguénost proizvodnje rakije od
ove sorte grozda alkoholnom fermentacijom pri razliitim uvjetima te destilacijom u
laboratorijskom kotlu. Rezultati su pokazali da je za dobivanje aromati¢nije rakije pozeljno
fermentaciju voditi pri nizoj temperaturi uz inokulaciju selekcioniranim kvascem S.
cerevisiae. Kod svih destilata koncentracija metanola bila je u dopuStenim granicama. Stoga
ovaj rad ima znanstveni doprinos istrazivanju i poticanju proizvodnje destilata iz ove

aromati¢ne sorte grozda koja ne trazi velika ulaganja 1 brigu, a prinosi su obilni.
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5. ZAKLJUCCI



Na temelju provedenih eksperimenata, dobivenih i obradenih rezultata te prou¢ene znanstvene

literature mogu se izvesti slijedeci zakljuccei:

1. Koristena sorta grozda ima bogatu i metabolicki aktivnu mikrofloru. Medutim,
odabranom metodom izolirane mikrobne vrste nisu uspjesno identificirane zbog slabe

zastupljenosti ovih mikroorganizama u bazi podataka.

2. Inokulacijom selekcioniranim kvascem S. cerevisiae postignute su vec¢e koncentracije
vis§ih alkohola propanola, izoamil alkohola i izobutanola u prefermentiranim

kominama, neovisno o temperaturi.

3. Etil heksanoat, etil acetat, izoamil acetat i 1-heksanol u odnosu na ostale analizirane

sekundarne spojeve arome najve¢im dijelom su koncentrirani u prvom toku destilata.

4. Koncentracije etil estera srednjelancanih masnih kiselina u srednjem toku vece su kod
destilata prefermentiranih komina pri nizoj temperaturi za razliku od karbonilnog spoja
acetaldehida gdje su vece koncentracije prisutne u destilatima prefermentiranih komina

pri viSoj temperaturi.

5. S obzirom na koncentracije visih alkohola propanola, izobutanola i izoamil alkohola te

karbonilnog spoja diacetila, kvalitetnija je rakija dirigirano prefermentiranih komina.

6. Odvajanje 1% volumena prefermentirane komine u prvijenac te presijecanje drugog,
glavnog toka destilata pri koncentraciji etanola na izlazu od 40% pokazalo se kao dobra
tehnika destilacije koja rezultira optimalnim koncentracijama hlapivih spojeva u

destilatu nadenih u literaturi.

7. Koncentracija metanola, spoja koji se u vinu sorte grozda lzabela nalazi u povisenim
koncentracijama, u sve Ccetiri proizvedene loze nalazi se unutar koncentracija
propisanih Pravilnikom o jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/09). Stoga nema opasnosti
od toksi¢nog djelovanja ovog spoja na ljudsko zdravlje prilikom konzumacije, ali se

predlaze njegova stroza kontrola.
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7. PRILOZI



Prilog I. Sastav WL podloge za uzgoj mirkoorganizama (Green i Gray, 1950)

Sastojci gL™

Kvascéev ekstrakt 4.0

Tripton 5,0
Glukoza 50,0

Kalij dihidrogenfosfat 0,55
Kalijev klorid 0,425
Kalcijev klorid 0,125
Magnezijev sulfat 0,125
Zeljezov klorid 0,0025
Manganov sulfat 0,0025
Bromokrezol zeleno 0,022

(bojilo)

Agar 15,0

Destilirana voda dolL
pH 5.5+ 0.2

Prilog Il. Sastav YPD podloge za uzgoj mikroorganizama (Li i sur., 2007)

Sastojci gL™
Glukoza 20
Pepton 20
Kvascev ekstrakt 10
Agar 20
Destilirana voda dollL
pH~5

80



Prilog I11. Popis i priprema otopina koristenih u eksperimentalnom dijelu rada

Carrez | otopina

- 15% otopina kalij-heksacijanoferata (g/v); 15 g K4(Fe(CN)g) 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 Kl (g/v)

- 30 g Kl se otopi i nadopuni destiliranom vodom do oznake 100 mL.
25% H,SO,

-180 mL H,S0O4 za jednu litru.

1% otopina Skroba

- 1 g Skroba na 100 mL zagrije se do vrenja i kuha 1 minutu.
30% KOH (g/9)

- 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
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- 0,1 mol L™ titrival otopina poznate koncentracije se otopi u 1 L kako bi se dobila
koncentracija od 0,1 mol L™.

2%0-tna otopina $kroba

- 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 IV. Postupak za razrjedenje uzorka za odredivanje koncentracije se¢era metodom po
Luff-Schoorlu.

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

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 V. lzra¢unavanje sadrzaja invertnog $ecera.

mLO,1N | mg mLO,1N | mg mLO,1N | mg mLO,AN [ mg
Na;S;0; | invertnog | Na;S;0; | invertnog | Na;S;03; | invertnog | Na;S;0s | invertnog
Secera Secera Secera Secera
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 5,1 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 5,3 12,95 9,3 23,18 13,3 33,81
1,4 3,36 5,4 13,20 9,4 23,44 13,4 34,08
1,5 3,60 5,5 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 5,9 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 7,9 19,54 11,9 30,03 15,9 41,02
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mLO,1N | mg mLO,1N | mg mLO,1N | mg mLO,1N | mg
Na;S;03; | invertnog | Na,S;03 | invertnog | Na,S;0; | invertnog | Na;S;0; | invertnog
Secera Secera Secera 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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