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Kemijska analiza hlapljivih spojeva tradicionalne rakije AniZete s otoka Korcule —

Republika Hrvatska

Chemical analysis of volatile compounds of traditional brandy AniZeta from the island of

Korcula — Republic of Croatia

Mladenka Sarolic’l*, Nikolina Bosnic’l’z, Emilija Friganovic’l, Zana Deli¢', Marko §uste1,

Tomislav Svalina', Boris Dorbi¢', Zvonimir Marijanovic"”
izvorni znanstveni rad (original scientific paper)
doi: 10.32779/gf.2.5-6.4
Sazetak

Anizeta je prirodno jako alkoholno pice koje se proizvodi aromatiziranjem rakije lozovace prirodnim
ekstraktima zvjezdastog anisa (/licium verum Hook.), anisa (Pimpinella anisum L.), koromaca
(Foeniculum vulgare Mill.) ili drugog bilja koje sadrzava jednake glavne aromati¢ne sastojke. U
brojnim zemljama mediteranskog podru¢ja rakije aromatizirane anisom imaju dugu tradiciju
proizvodnje. U na$oj zemlji AniZeta je tradicionalno jako alkoholno pic¢e koje se najveéim dijelom
proizvodi na otoku Korculi. Tijekom proizvodnje rakije nastaju brojne hlapljive tvari ¢iji udjel i sastav
odreduje kvalitetu gotovog proizvoda. Cilj ovog rada je utvrditi profil hlapljivih sastojaka rakije
Anizete. Za izolaciju hlapljivih spojeva koristena je tehnika mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi
(HS-SPME). Analiza izoliranih hlapljivih spojeva provedena je primjenom plinske kromatografije
udruzene s spektrometrijom masa (GC-MS). Identificirano je ukupno 26 hlapljivih spojeva koji
pripadaju sljede¢im kemijskim skupinama: esteri, visi alkoholi, terpeni, fenilpropani i norizoprenoidni
derivati. Broj¢ano su najzastupljeniji esteri, a fenilpropani cis-anetol (17,88 %) i trans-anetol
(31,62 %) su prisutni u najvisem relativnom udjelu te doprinose slatkastoj, specifi¢noj aromi AniZete.

Dobiveni rezultati su usporedeni sa literaturnim podacima sli¢nih alkoholnih pi¢a u drugim zemljama.
Kljuéne rijeci: rakija AniZeta, hlapljivi spojevi, anetol, HS-SPME, GC-MS.
Abstract

Aniseed brandy is naturally strong alcoholic beverage that is produced by flavoring grape brandy with
natural extract of star anise (/licium verum Hook.), anise (Pimpinella anisum L.), fennel (Foeniculum

vulgare Mill.) or other herbs that contain the same major aromatic ingredients. In many Mediterranean

! Veleutiliste "Marko Maruli¢" u Kninu, Petra Kresimira IV 30, 22300 Knin, Republika Hrvatska.

* E-mail: mladenka.sarolic@veleknin.hr.

* Zavriena studentica preddiplomskog struénog studija Prehrambena tehnologija.

? Kemijsko-tehnologki fakultet Sveugilista u Splitu, Rudera Bogkoviéa 35, 21000 Split, Republika Hrvatska.
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countries, aniseed flavored brandies shave a long tradition of production. In our country, Aniseta is a
traditional strong alcoholic beverage that is mostly produced on the island of Korcula. During the
production of brandy, many volatile substances are produced whose content and composition
determine the quality of the finished product. The aim of this paper is to determine the volatile
component profile of Anizeta brandy. Solid phase micro extraction technique (HS-SPME) was used to
isolate volatile compounds. The analysis of the isolated volatile compounds was performed using gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). A total of 26 volatile compounds
belonging to the following chemical groups have been identified: esters, higher alcohols, terpenes,
phenyl propanes and norisoprenoid derivatives. Esters are the most abundant, and phenylpropanes
cis-anethole (17.88 %) and trans-anethole (31.62 %) are present in the high estrelative proportions,
contributing to the sweet, specific aroma of Anizeta. The results obtained were compared with the

literature data of similar alcoholic beverages in other countries.
Key words: Anizeta brandy, volatile compounds, anethole, HS-SPME, GC-MS.
Uvod

Tradicija konzumacije alkohola u svijetu je doista duga. Svaka drzava u svijetu ima svoje
prepoznatljivo alkoholno pi¢e. Shodno tome poznatije marke imaju visoke cijene, $to je pokazatelj

financijske mo¢i potrosaca (Nakic¢, 2015).

Jaka alkoholna pi¢a prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/09) su pi¢a namijenjena za
ljudsku potrosnju, a koja imaju posebna senzorska svojstva te sadrze minimalno 15 % vol. alkohola.
Dobivaju se izravno destilacijom prefermentiranih prirodnih sirovina poljoprivrednog podrijetla ili

maceracijom u etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla (Banovi¢, 2016).

Specijalne prirodne rakije, aromati¢ne i travarice proizvode se od biljnih aromati¢nih plodova, a
travarice od prirodnih rakija na bazi grozda ili vo¢a uz dodatak ekstrakata raznih biljnih droga ili
ekstrakcija biljaka u rakiji. Od biljaka se upotrebljava: korijenje, stabljike, listovi, cvjetovi, plodovi i
kora (Luci¢, 1987). Alkoholna jakost jakih alkoholnih pi¢a aromatiziranih anisom koja se kao gotov

proizvod stavljaju na trziste iznosi najmanje 15 % vol. (NN 61/09).

Anis (Pimpinella anisum L.) je biljka s ljekovitim svojstvima koja se moze koristiti cijela. Cvjetovi su
bijeli i skupljeni u Stitasti cvat. Plodovi su joj izuzetno aromaticni i koriste se u ljekovite svrhe.
Plodovi sadrze 2-4 % eteri¢nog ulja ( najviSe prevladava trans-anetol, zatim halvikol, ketoni, terpeni,
pinen, dipinen i sli¢no). Zbog svojih sastojaka djeluje sekretoliticki, djeluje pozitivno na zelucane
tegobe, poti¢e probavu i pobolj$ava ritam srca (Muji¢, 2010).

AniZeta je tradicionalna aromatizirana travarica s plodovima anisa, koromaca i drugog ljekovitog bilja.

Dobiva se destilacijom grozdanog dropa ili komine i spada u skupinu vrlo cijenjenih rakija zbog

49



Mladenka Sarolié, Nikolina Bosnié, Emilija Friganovié, Zana Deli¢, M. Suste, T. Svalina, B. Dorbi,
Z. Marijanovi¢ / Kemijska analiza hlapljivih spojeva ... / Glasilo Future (2019) 2 (5-6) 48-57

razli¢itih bioaktivnih tvari, a proizvodi se diljem zemalja mediteranskog podruc¢ja pod drugim
nazivima. U Republici Hrvatskoj AniZeta se tradicionalno proizvodi na otoku Korculi. U Makedoniji
je poznata pod imenom Anisonka i Mastika. U Turskoj pod imenom Raki ili Aslansutu, u Grékoj pod

imenom QOuzo, u Francuskoj Pastis, u Italiji pod nazivom Sambuca i dr.

Anizeta uvelike ovisi o anisu. Dva su nacina izrade Anizete. Prvi (laksi) je dodavanje eteri¢nog ulja u
destilat ili alkohol, no puno bolja aroma postize se maceriranjem anisa i ostalog biljnog materijala u
alkoholu. Potrebno je naglasiti i da je kvaliteta alkoholne osnove vazna za krajnji proizvod. Ukoliko se
radi o maceriranju onda taj proces traje minimalno tjedan dana u alkoholu koji se potom treba
destilirati. Kako maceracije i kvaliteta etericnih ulja nisu uvijek jednake, a s ciljem da bi se postigla
ujednacenost proizvoda, najvaznije je razliCite macerate i eteri¢na ulja sljubiti prema tipu dotadasnje
proizvodnje. Destilati se na kraju razrijede do 38 % i zaslade po potrebi. Vazno je imati isti ton boje

koji se korigira biljnim maceratom.

Najvecu slicnost medu nabrojenim aromatiziranim alkoholnim pi¢ima pokazuju raki i ouzo. Prema
Gerogiannaki et al. (2015) ekstrakti biljaka anisa i koromaca sadrze znacajan udio anetola koji

doprinosi aromi ovih proizvoda.

Prema Gerogiannaki et al. (2015) u gotovo svim alkoholnim pi¢ima koja su aromatizirana anisom i
koromacem glavni aromatski sastojci su frans-anetol i cis-anetol koji su odgovorni za aromu ovih

tradicionalnih pica (Slika 1.).
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Slika 1. Anetol (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Anethole#section=Structures).
Figure 1. Anethole (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Anethole#section=Structures).
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Materijali i metode

Materijal

Materijal koji je koriSten u ovom radu je rakija AniZeta proizvodaca Blato 1902 d.d. iz mjesta Blato na

otoku Korculi. U ispitivanju su koriStena dva uzorka rakije AniZete. Na svakom uzorku ispitivanje je

provedeno u tri ponavljanja.

Metode

Izolacija i identifikacija hlapljivih sastojaka

Za izolaciju hlapljivih spojeva koriStena je mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME),

dok je za identifikaciju istih primijenjen vezani sustav plinske kromatografije-masene spektrometrije

(GC-MS).

Prije upotrebe sivo vlakno (vlakno s ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan

(DVB/CAR/PDMS) se kondicionira prema uputama proizvodaca. Uzorak rakije (8§ mL) i 2 g NaCl

stavi se u bocicu od 25 mL te se hermeticki zatvori teflonskom septom. Bocica se postavi u vodenu

kupelj u cilju kondicioniranja uzorka na temperaturi od 40 °C u vremenu od 15 min nakon Cega se

kondicionirano vlakno postavi u boc¢icu kako bi skupljalo hlapljive tvari kroz 40 minuta. Potom slijedi

faza desorpcije hlapljivih tvari sa vlakna u GC injektoru u vremenu od 7 min na temperaturi od

220 °C.

EKSTRAKCIJA DESORPCIJA
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Slika 2. Koraci ekstrakcije i desorpcije kod HS-SPME (Surjan, 2017).
Figure 2. Extraction and desorption steps on HS-SPME.
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Analiza izoliranih hlapljivih spojeva provedena je vezanim sustavom plinske kromatografije-
spektrometrija masa (GC-MS). Za plinsku kromatografiju koriSten je plinski kromatograf Agilent
Technologies GC 7890A u kombinaciji sa spektrometrom masa MS 5975. Analize su izvrSene na
koloni sa nepolarnom stacionarnom fazom (HP-5MS, 5 % difenil-95 % dimetil polisiloksan;
30 m x 0,25 mm; debljina sloja stacionarne faze 0,25 um). Plin nositelj je helij, protoka 1,3 mL/min;
"splitless mode", temperatura injektora 220 °C; temperatura detektora 280 °C; energija ionizacije
70 eV. Temperatura peci je programirana kako slijedi:zadrzavanje 3,5 min na 70 °C, zatim 70 do 200

°C brzinom od 3 °C/min i zadrzavanje 20 min na 200 °C.

Identifikacija pojedinacnih spojeva provedena je usporedbom njihovih vremena zadrzavanja s
vremenima zadrZavanja ve¢ poznatih tvari iz smjesa hlapljivih spojeva prethodno analiziranih GC-MS
sustavom te usporedbom masenih spektara tih spojeva s masenim spektrima iz komercijalnih

biblioteka masenih spektara (Wiley 09 i NIST14).

Rezultati i diskusija

Kemijski sastav hlapljivih spojeva rakije Anizete odreden je vezanim sustavom GC-MS na koloni
HP-5MS. Pojedinacni pikovi identificirani su usporedbom njihovih retencijskih vremena s onima iz

literature. Rezultati analize prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Kemijski sastav hlapljivih spojeva rakije AniZete.
Table 1. Chemical composition of AniZeta brandy.

Redni broj | Sastojak Retencijsko vrijeme (RT) Povrsina pika ( %)
ESTERI

1. Etil acetat 3,247 0,20
2. Etil butanoat 5,267 0,70
3. Izoamilacetat 7,911 0,16
4. Butilbutirat 13,140 0,07
5. Etilkaproat 13,321 0,62
6. Izoamilbutirat 16,001 0,14
7. Dietilsukcinat 22,090 0,37
8. Etil kaprilat 22,915 11,19
9. Etil pelargonat 27,268 0,05
10. Metil kaprat 28,456 0,04
11. Etil kaprat 31,746 19,47
12. Izoamiloktanoat 35,595 0,15
13. Etil dodekanoat 39,456 1,23
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Redni broj | Sastojak Retencijsko vrijeme (RT) Povrsina pika ( %)
TERPENI

1. o-pinen 10,062 0,11

2. B-pinen 12,108 0,20

3. p-cimen 14,300 0,10

4. Limonen 14,483 0,59

5. Linalol 18,067 0,20

6. trans-kariofilen 32,304 0,03

ALKOHOLI

1. Izoamilni alkohol 3,724 9,05

2. Feniletanol 18,591 0,23

3. 4-terpineol 21,603 0,05

FENILPROPANI

1. trans-anetol 26,943 31,62

2. cis-anetol 25,349 17,88

3. Estragol 22,719 4,50
NORIZOPRENOIDNI DERIVATI

1. Vitispiran 26,272 0,08
UKUPNO 99,03

Pomoc¢u mikro ekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME) identificirano je ukupno 26 hlapljivih
spojeva. Spojevi pripadaju sljede¢im skupinama: esteri, visi alkoholi, terpeni, fenilpropani i

norizoprenoidni derivati.

Visi alkoholi su produkti alkoholne fermentacije, a sintetiziraju ih kvasci izravno iz Secera ili
aminokiselina (Banovi¢, 2016). Visi alkoholi poput izoamil alkohola koji upotpunjava destilat, vocnim
rakijama daju karakteristi¢an alkoholni miris. Feniletanol je spoj koji nastaje metabolizmom kvasca

Saccharomyces cerevisiae. Nositelj je karakteristi¢cnog mirisa na ruzu.

Esteri se smatraju jednim od najvaznijih aromatskih skupina spojeva u destilatima. Rezultat njihovog
velikog utjecaja na kvalitetu je nizak prag detekcije. Opcenito, najznacajniji esteri koji doprinose
aromi fermentiranih i destiliranih pica su etil acetat, te acetatni esteri visih alkohola i etil esteri visih
masnih kiselina. Esteri imaju vrlo znaCajan utjecaj na aromati¢na svojstva rakija. Jedan od glavnih
predstavnika estera je etil acetat. To je spoj koji ima karakteristican miris koji podsje¢a na ljepilo ili
aceton, 1 u ve¢oj mjeri nastaje djelovanjem aerobnih bakterija octene kiseline. Medutim, u ovom
slucaju je nadena vrlo mala koncentracija etil acetata, dok s druge strane je povecana koncentracija etil

kaprilata i etilkaprata. Etilkaprat je ester masne kiseline koji nastaje od kaprinske kiseline i etanola,
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a etilkaprilat je ester masne kiseline koji nastaje od kaprilne kiseline i etanola te oba estera imaju jak
miris voca 1 pridonose vocnoj aromi pi¢a (Fahlbusch et al., 2003). Povecana koncentracija
dietilsukcinata dovodi do smanjenja vo¢nih aroma rakije. Njegova prisutnost u destilatu ukazuje na
moguce kvarenje prefermentirane komine u periodu od zavrSetka fermentacije do destilacije
(Banovi¢, 2016). Etilni esteri masnih kiselina srednjeg lanca nastaju tijekom fermentacije sirovog
materijala i nositelji su voéne i cvjetne arome. Od ostalih etilnih estera zastupljeni su etil oktanoat i etil
dekanoat koji uglavnom imaju slabiju aromu. Etilni esteri masnih kiselina dugog lanca doprinose
aromi destilata samo kada su prisutni u visim koncentracijama, a imaju miris na vosak i svijece. Ovi
esteri su slabo topivi u vodi, pa njihove povisene koncentracije mogu uzrokovati zamucenje i

flokulaciju 1 time narusiti stabilnost destilata (Juri¢, 2018).

Fenilpropani su aromatski spojevi sa postranim propilnim lancem vezanim na benzensku jezgru.
Anetol koji ¢ini 90 % sastava etericnog ulja anisa (Pimpinella anisum L.) je po kemijskom sastavu
fenilpropan (Bebi¢, 2015). U skupinu fenilpropana spadaju estragol, frans-anetol i njegov izomer
cis-anetol koji su ujedno najzastupljeniji hlapljivi spojevi te su ujedno odgovorni za specificnu aromu
rakije Anizete. Do sli¢nih zakljuCaka dosli su i Georgiannaki et al. (2015) ispitivanjem drugih jakih
alkoholnih pi¢a aromatiziranih anisom. Anetol, kao i biljke koje imaju visok sadrZaj spoja, koristi se
kao aroma u mnogim namirnicama, pi¢ima i slasticama, zbog njenog ugodnog slatkog okusa. Koristi
se u alkoholnim pi¢ima kao $to su Ouzo, Raki i Pernoud. Zbog niske topljivosti u vodi, anetol je
odgovoran za efekt ouzo. Dodavanjem vode u ouzo tekuéinu formiraju se sitne kapljice anetola koje
zamagljuju tekuéinu. To je dokaz njegove autentiénosti’. Anetol je izrazito sladak, ¢ak i do 13 puta

sladi od Secera te ugodno pridonosi okusu ¢ak i pri visokim koncentracijama (Ashurst, 1999).

Terpeni su nosioci cvjetnog mirisa, a prag osjetljivosti im je relativno nizak. Od terpenskih spojeva u

Anizeti su identificirani limonen, p-cimen, linalol, trans-kariofilen, te a- i B-pinen.

Trans-kariofilen je seskviterpen koji je sastojak mnogih esencijalnih ulja, a pridonosi paprenoj aromi

pica (Jirovetz et al., 2002).

* https://hr.thpanorama.com/articles/qumica/anetol-estructura-propiedades-usos-toxicidad.html.
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Slika 3. Reprezentativan kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva AniZete identificiran
HS-SPME metodom koristenjem sivog vlakna s ovojnicom (PDMS/DVB/CAR) na koloni HP-5MS.
Figure 3. Representative chromatogram of volatile compounds of brandy AniZeta identified by
HS-SPME method using fibre with PDMS/DVB/CAR coat on HP-5MS column.

Zakljucak

Anizeta je prirodno jako alkoholno pice koje spada u travarice, a proizvodi se aromatiziranjem rakije
lozovale prirodnim ekstraktima zvjezdastog anisa (/licium verum), anisa (Pimpinella anisum),
koromaca (Foeniculum vulgare), ili drugog bilja koje sadrzava jednake glavne aromati¢ne sastojke. U
uzorku rakije Anizete ukupno je identificirano 26 hlapljivih spojeva. Identificirani spojevi pripadaju
sljede¢im kemijskim skupinama: esteri, visi alkoholi, terpeni, fenilpropani i norizoprenoidni derivati.
Najdominantniji hlapljivi spojevi su fenilpropani trans-anetol (31,62 %) i cis-anetol (17,88 %) koji su
odgovorni za specificnu slatkastu aromu Anizete. Najbrojniji hlapljivi spojevi pripadaju skupini estera.
Najzastupljeniji su esteri viSih masnih kiselina i etanola etil kaprat (19, 47 %) i etil kaprilat (11,19 %).
Oba estera imaju jak miris voca i pridonose vo¢noj aromi pica. Ovi esteri su produkt alkoholne
fermentacije. U cilju standardizacije hlapljivih aromatskih spojeva rakije AniZete trebalo bi provesti
daljnja ispitivanja na ve¢em broju uzoraka od strane viSe proizvodaca. Za detaljniji aromatski profil
rakije potrebno je nastaviti istrazivanje koriste¢i se razli¢itim metodama kako bi se dobio potpuni

kemijski profil primarnih i sekundarnih aroma rakije.
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