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1. Uvod
Seéerna trska je biljka koja pripada u biljke porodice Saccharum i uobitajena je za podrugje
jugoistoéne Azije. Sirenje islamske kulture znacilo je uvodenje ove biljke na podru¢ja gdje jo$
nije bila uzgajana. Tako je dosla i na podrucja Europe, tocnije na obalna podrucja izmedu
gradova Malaga i Motril, ¢ineci to podrucje jedinim dijelom Europe u kojem je Seéerna trska
uspjela pustiti korijene. Kasnije, Spanjolci su $ecernu trsku odnijeli, najprije na Kanarsko
otocje, a zatim i u Ameriku. Uzgojno podrucje ove kulture tada se prosirilo na razne zemlje
poput El Salvadora, Kube, Brazila, Meksika, Argentine, Perua i drugih zemalja Juzne Amerike

koje su medu najveéim proizvodacima Secera u svijetu.

Secéerna trska je od velike ekonomske vaZnosti jer sok $ecerne trske ima raznoliku primjenu u
industriji. Sok stabljike je glavni izvor Secera i takoder se moze koristiti u proizvodnji etanola i
alkoholnih piéa kao $to je cachaga, putem fermentacije; dok se vlakna, glavni sastojci bagase,

mogu koristiti kao sirovi materijal za proizvodnju energije.

Cachaca je alkoholno piée sliéno rumu, proizvedeno fermentacijom i destilacijom Seéerne
trske te sadrzi od 38 do 48 %vol. alkohola pri 20°C. Ovo piée je drugo najkoristenije
alkoholno piée u Brazilu i tre¢e u svijetu. Osim Sto sadrZi visoke koncentracije alkohola
takoder sadrzi i velike koli¢ine etil estera, aldehida i organskih kiselina koji su odgovorni za
razli¢ite okuse finalnog proizvoda (Cardoso i sur., 2004.). Esteri nastali iz organskih kiselina i
alkohola tijekom fermentacije i sekundarne fermentacije imaju vaznu ulogu u stvaranju
senzorskih karakteristika koje dalje sudjeluju u formiranju bougeta karakteristicnog za

alkoholna pica (Ktosowski i Czuprynski, 2006.).

Kemijski sastav Seéerne trske moze varirati zbog mnogih faktora, kao Sto su klimatski,
fizikalni, kemijski i mikrobioloski uvjeti tla, vrsta i starost usjeva, faza zrelosti i mnogi drugi

(Stupiello, 1987.).

Medu faktorima koji utjeCcu na fermentaciju su prehrambene potrebe kvasaca koji u
najve¢im kolicinama trebaju mineralne i organske tvari koje su uobicajeno prisutne u
Secernoj trsci u nedovoljnim koli¢inama (Cardoso, 2006.). Koli¢ina i dostupnost dusika
kvascima je izravno povezana s proizvodnjom etanola i sekundarnih produkata koji definiraju
aromatske karakteristike pi¢a dobivenih fermentacijom. Upravo zbog ovoga, proizvodaci
uobicajeno koriste dodatke koji sadrze dusik, kako bi most bolje fermentirao. Alkoholna

fermentacija u tradicionalnoj proizvodnji cachace je kompleksni mikrobni proces koji je
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karakteriziran pojavom razliCitih vrsta kvasaca sa velikom ucestaloSéu pojave vrsta
Saccharomyces cerevisiae (Pataro i sur., 2000.; Guerra i sur., 2001.; Schwan i sur., 2001.).
Saccharomyces cerevisiae je dominantan kvasac tijekom alkoholne fermentacije zbog dobre
tolerancije na osmotski stres i sadrzaj alkohola. Prelaskom mnogih proizvodaca cachage s
tradicionalnog postupka proizvodnje na industrijski postupak poboljSana je kvaliteta
postupka proizvodnje, ali i konac¢nog pica. Jedino svojstvo koje se mozZe poboljsati je aroma.
Kao Sto je vec prije objasnjeno, cachaca se proizvodi spontanom fermentacijom ili
koristenjem pekarskog kvasca S. cerevisiae koji nije najbolji izbor ukoliko Zelimo poboljsati

aromu nekog proizvoda.

Aromatiéne komponente, veéinom, sintetiziraju Saccharomyces cerevisiae sojevi tijekom
fermentacije. Unato¢ tome, druge vrste koje pripadaju rodu Saccharomyces, poput
Saccharomyces kudriavzevii i Saccharomyces uvarum, mogu biti od velikog interesa u
proizvodnji arome. Neka istraZivanja opisuju znacajne razlike u utjecaju ovih dviju vrsta na
kvalitetu arome alkoholnih pi¢a u odnosu na Saccharomyces cerevisiae (Arroyo-Lopez i sur.,
2010.; Combina i sur., 2012.; Gonzalez i sur., 2006.; Lopez-Malo i sur., 2013.; Naumov i sur.,

2000., 2001.; Oliveira i sur., 2014.; Sampaio and Goncalves, 2008.; Tronchoni i sur., 2014.).

U prijasnjim istraZivanjima promatrano je koristenje S. uvarum i S. kuriavzevii vrsta kako bi se
poboljSao aromatski profil tijekom fermentacije vina (Gamero i sur., 2013.; Gamero i sur.,
2014.). Medutim, podaci o koristenju drugih vrsta kvasaca tijekom fermentacije i proizvodnje
cachace nisu dostupni. Stoga je namjera ovoga rada karakterizacija fermentacijskih i
senzorskih svojstava razlicitih sojeva Saccharomyces cerevisiae, kao i drugih vrsta poput
Saccharomyces uvarum i Saccharomyces kuriavzevii tijekom fermentacije mosta Seéerne

trske kako bi se utvrdilo je li moguée poboljSanje aromatskog profila cachace.
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2.1. SECERNA TRSKA

Podrijetlo i uzgoj Secerne trske

Saccharum officinarum , odnosno Seéerna trska (Slika 1) je biljka koja pripada porodici trava
Poaceae. Seéerna trska je iz podruéja sjeveroistoéne Azije dosla do podrudja Europe i kasnije
zemalja Juzne Amerike. Tri najveéa proizvodaca Seéerne trske su Brazil (25%), Indija (10%) i
Kina (10%), koje zajedno predstavljaju skoro polovinu svjetske proizvodnje (FAO, 2009.).
lako je u proSlosti u zemljama jugoistoCne Azije i Pacifika koriStena iskljuCivo za Zvakanje,
danas je to sirovina iz koje se dobiva oko 80% svjetske proizvodnje Seéera (Sharpe, 1998.;

FAO, 2009.).

Slika 1 Secerna trska

https://www.shutterstock.com/search/sugar%2Bcane

Secerna trska se najéesée uzgaja iz prethodno odsjecenog dijela stabljike, a rjede iz sjemena
(Babi¢, 2014.). Moguce ju je uzgojiti na raznim vrstama tla, ali idealno tlo koje pogoduje
dobrom razvoju Secerne trske je mjeSavina pijeska, mulja i glinenih estica obogaéenih s
dovoljno organskih komponenti. Da bi se postigao dobar prinos, Seéerna trska zahtjeva 2000
do 2300 mm oborina tijekom vegetacijskog razdoblja. Vegetacijsko razdoblje moze trajati od
8 do 22 mjeseca ovisno o zemlji uzgoja (Purseglove, 1979.). Jo$ jedan od vaznih faktora za
uzgoj Secerne trske je i temperatura. NajniZza temperatura za dobar rast Sec¢erne trske je 20
°C, ali stalne niZze temperature povoljno utjecu na sazrijevanje stabljike i zadrZzavanje vode.
Zetva $ecerne trske moze se provoditi ruéno ili mehanicki, a nakon Zetve slijedi obrada

(Yamana, 1998.).


https://www.shutterstock.com/search/sugar%2Bcane
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Osim visokog udjela saharoze Secerna trska sadrzi i razlicite minerale izmedu ostalog Zeljezo,
kalcij, kalij, natrij, fosfor, magnezij, klor te vitamine D, B, C i A. U njenom sastavu mozZe se
pronadi glukoza, fruktoza, proteini, Skrob, vosak, masne kiseline, tvari boje i antioksidansi

(Furtado, 2014.).

Proizvodi od secderne trske

Proizvodnja Secera kuhanjem Secerne trske otkrivena je u Indiji, najvjerojatnije u prvom
tisucljecu prije Krista (Purseglove, 1979.). Osim Seéera, od Secerne trske se dobiva melasa,
slatki sirup ili falarnum, alkoholna pi¢a rum i cachacga, bagasa (otpaci u preradi Secerne trske)

i bioetanol (FAO, 2009.).

Melasa je nusprodukt proizvodnje Secera, odnosno preostali sirup iz kojeg se jednostavnim
tehnikama ne moZe viSe dobiti kristalizirana saharoza. Postoje razne daljnje moguce
primjene melase, a jedna on njih je u proizvodnji fermentiranih i destiliranih proizvoda.
Melasa se, zajedno sa sokom Secerne trske i drugim nusproduktima, moze fermentirati i
destilirati kako bi se proizvelo alkoholno pi¢e, rum. Etanol je joS jedan proizvod dobiven od
melase koji ima Siroku uporabu. Glavne namjene etanola su u proizvodnji octa,

farmaceutskoj industriji, kozmetici, otapalima i sli¢cnim proizvodima (Paturau, 1982.).

Drugi koristan nusproizvod proizvodnje Seéera je bagasa. Bagasa je vlaknasti ostatak koji
ostaje nakon Sto su sokovi iscjedeni iz trske. To je glavni izvor goriva u tvornicama Secera, a
takoder se moZe koristiti za izradu papira, kartona, plo¢a od vlakana i zidne ploce

(Purseglove, 1979.).

2.2. CACHACA

Definicija

Cachaca je destilirano alkoholno pi¢e koje ima 38 do 48% alkohola na 20°C, dobiveno
destilacijom fermentiranog soka Secerne trske i mozZe imati najvise 6 g dodanog Secera po

litri, za korekciju okusa. Kada je dodana koli¢ina Sec¢era od 6 g do 30 g po litri, pi¢e se naziva

"zasladenom cachacom" (Brazil, 1999.).

Povijest cachace zapocinje u 16. stolje¢u kada su, zbog povecane potrosnje za Se¢erom u

Europi, Portugalci kultivirali Seéernu trsku u Brazilu, svojoj koloniji. Selo Saint Vincet se
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smatra mjestom rodenja cachace gdje se 1532. godine prvi put pojavljuju mlinovi za obradu
Seéerne trske (Slika 2). Robovi, koji su radili u proizvodnji, su otkrili da sok Secerne trske
fermentiranjem poprima ugodnu vo¢nu aromu te su je nazvali "cachaza" ili "cagaga". Bistra,
jaka i aromati¢na cachaca je zbog jednostavne proizvodnje i izobilja sirovine, privukla mnoge
potroSace tadasnje brazilske populacije (de Souza i sur., 2013.). Najvedi proizvodac ovog pica

je Brazil. Brazilska proizvodnja cachace se procjenjuje na 1,3 - 10° L godisnje.

Postoji nekoliko faktora koji utjecu na kvalitetu destiliranih alkoholnih pi¢a, kao Sto su
pocetna sirovina, fermentacija i metoda provodenja fermentacije, destilacija i dozrijevanje.
Unatoc tome, kvasci i uvjeti fermentacije pokazali su se najvaznijim ¢imbenicima koji utjec¢u

na okus ovog alkoholnog pi¢a (Suomalainen, 1979.; Lehtonen i Jounela-Eriksson, 1983.).

Slika 2 Mlin za Secer (Historia Naturalis Brasiliae, 1648.)

Cachaca se ¢esto zamjenjuje s rumom, iako izmedu ove dvije Seéerne rakije postoje znatne
razlike u proizvodnji i senzorskim svojstvima. Dok se cachacga proizvodi od fermentirane
Secerne trske, rum se dobiva iz kuhanog mosta Seéerne trske i melase. Takoder rezultati
plinske kromatografije i deskriptivne senzorne analize pokazuju znatnu razliku u mirisu.
Cachaca sadrzi vecu kolic¢inu eugenola, 2- feniletanola, etil-fenilacetata, 2,4-nonadienala i 4-
guajakola, spojeva zbog kojih ima intenzivniji, zacinski miris, miris po Zitaricama, u odnosu na
rum. Intenzivniji miris cachace je posljedica nacina proizvodnje i potjece od fermentiranog

sirovog materijala (de Souza i sur., 2006.).
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Proizvodnja
Mijevenje Secerne trske

Kako bismo oslobodili sok Sec¢erne trske koji nam je potreban za fermentaciju, provodimo
proces mljevenja. Sok se nalazi u spremiSnom parenhimu stabljike, a mljevenjem se
oslobada. Mljevenje se vrsi najkasnije 24 sata nakon berbe Secerne trske (Oliveria i sur.,
2005.). Secerna trska mora biti svjeZa, zrela, o¢is¢ena od lid¢a te isprana &istom vodom. Sok
Seéerne trske sadrzi 75% do 82% vode i 18% do 25% Secera. Od ukupnog udjela Secera,
fermentabilne Secere Cine saharoza (11-18%), glukoza (0.2%-1%) i fruktoza (0%-0.6%)
(Oliveira i sur., 2015.). Tijekom mljevenja potrebno je paziti da ne dode do zagadenja soka
Secerne trske sa uljima prisutnima na opremi mlina inace ¢e tijekom fermentacije etanol
razgraditi ulja i mogu nastati nezeljeni nusprodukti. Nakon mljevenja dobiveni sok je
potrebno filtrirati i dekantirati kako bi se uklonile dodatne necistoce. Sok se filtrira kroz
tanku mreZicu koja zaustavlja velike Cestice, zaostale dijelove stabljike i liS¢e. Dobiveni sok je

viskozna tekucina, smede ili zelene boje (de Souza i sur, 2013.).

Sok Seéerne trske prolazi i kroz proces bistrenja kojim se skoro u potpunosti uklanjaju
proteini i dio mineralnih tvari, te sok na kraju procesa sadrZi otprilike 180-200 ppm dusika. U
prosijeku, sok sadrzi 200-600 ppm dusika, gdje se otprilike 60% dusika se nalazi u obliku
amonijaka i aminokiselinskih komponenti. Ove komponente uklju¢uju kiselinske amide
(glutamin i asparagin), tvari velike molekularne mase (proteini) i aminokiseline (Johary i

Sharma, 1984.).
Fermentacija

Nakon bistrenja, sok Secerne trske ide na fermentaciju. Za uspjeSnu fermentaciju, u
dobivenom soku Secerne trske potrebna je koncentracija Seéera od 14° do 16° brixa. Zrela
Seéerna trska daje sok koncentracije 20° do 22° brixa. Sok visoke koncentracije Secera u
konacnici daje visoki postotak alkohola koji uzrokuje sporu ili nepotpunu fermentaciju.
PreviSe razrijedeni sok uzrokuje brzu fermentaciju, povisenu koncentraciju visih alkohola i

vecéu opasnost od kontaminacije (de Oliveira i sur., 2005.).
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Spremnici u kojima se odvija fermentacija su cilindri¢ni i izradeni od inoxa te im je visina
dvostruko veca od promjera Takoder, preporuca se uvodenje unutarnjeg ili vanjskog sistema

hladenja.

Odabir kvasaca temelji se na prethodnoj pripremi mosta, osobinama i stanju Secerne trske
koja se koristi i Zeljenim karakteristikama krajnjeg proizvoda. Najbolja je uporaba kvasaca
koji su izolirani iz fermentiraju¢eg mosta soka Secerne trske. Sam proces fermentacije je
slican fermentaciji drugih piéa koji zahtijevaju fermentaciju. Fermentacija zapocinje kada se

most inokulira kvascima i odvija se u tri faze.

Preliminarna faza traje Cetiri sata i obiljeZava ju brzi umnoZavanje stanica kvasaca, malo
povecanje temperature i niska koncentracija proizvedenog ugljikovog dioksida. U glavnoj ili
turbulentnoj fazi, koja moZe trajati 12 do 16 sati, nastaje najvise ugljikovog dioksida i
pojavljuje se viskozna pjena (Slika 3). Temperatura, postotak alkohola i kiselost se
povecavaju dok se gustoda smanjuje. Tijekom ove faze je najceSce potrebno primijeniti
hladenje uslijed poveéanja temperature. Na kraju, tijekom zavrsne faze, u periodu od 4 do 6
sati pad koncentracije Seéera uzrokuje pad temperature i sniZzenje koncentracije ugljikovog

dioksida.

Slika 3 Pojava viskozne pjene tijekom fermentacije

http://www.gramadocanela.com.br/alambique-flor-do-vale/

Proces fermentacije moZe se provoditi kontinuirano ili diskontinuirano iako vedéina
proizvodaca daje prednost diskontinuiranoj fermentaciji radi mogucnosti ponovne uporabe

kvascevih stanica koje se istaloZe iz mosta djelovanje gravitacije (Lea i Piggott, 2003.). Melle-


http://www.gramadocanela.com.br/alambique-flor-do-vale/
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Boinot je posebna vrsta diskontinuirane fermentacije gdje se stanice kvasca odvajaju
centrifugiranjem te se tretiraju vodom i sumpornom kiselinom. Na taj nacin se uklanjaju
stare stanice, a zadrzavaju aktivne stanice spremne za novi ciklus fermentacije. Melle-Boinot
fermentacijom povecava se prinos, skrac¢uje vrijeme procesa i smanjuje se bakterijska
aktivnost (Furtado, 2014.). Nakon fermentacije treba odmah poceti proces destilacije kako bi

se izbjegli gubitci nastali uslijed isparavanja alkohola.
Destilacija

Destilacija je tehnoloSka operacija kojom se pomodéu topline iz biotehnoloski promijenjene
podloge izdvajaju pojedinacni ili skupni hlapivi sastojci u obliku pare. Para se prolazom kroz
hladilo kondenzira u destilat (Mari¢ i Santek, 2009.). Proizvod dobiven nakon fermentacije
naziva se vino Secerne trske te sadrZi male koli¢ine plinovitog ugljikovog dioksida i krute
stanice poput ostataka kvascevih stanica, minerala, soli, nefermentiranog Secera i druge
necisto¢e. Ovakvo vino Sederne trske se zatim podlijeze procesu destilacije u bakrenim
kotlovima (Slika 4). Destilacijom ¢e se odvojiti sve necisto¢e i dobit ¢emo destilirani i
koncentrirani proizvod. Proizvodaci najceSce koriste diskontinuiranu i polu-kontinuiranu

destilaciju (Lea i Piggott, 2003.).

Slika 4 Kotlovi za destilaciju

http://tellura.com.br/en/history/

Dozrijevanje

Cachacu je nakon destilacije potrebno cuvati u bacvama od materijala koje neée negativno

utjecati na dobiveni proizvod ili koji ¢e ga dodatno oplemeniti. NajceSée se za ¢uvanje i
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dozrijevanje koriste bac¢ve od inoxa ili od drveta. Proces dozrijevanja je jedan od najbitnijih
C¢imbenika tijekom proizvodnje koji utjecu na kvalitetu proizvoda. Tijekom dozrijevanja dolazi
do promjene boje i arome te smanjenja volumena i sadrzaja alkohola. Vrijeme dozrijevanja
ovisi o0 samom destilatu, podrijetlu i veli€ini drveta, njezi bacvi i prostoru u kojemu se nalaze.
Dozrijevanjem se mijenja aroma pi¢a zbog promjene u sastavu i koncentraciji odredenih
tvari. Do tih promjena dolazi zbog ekstrakcije tvari iz drveta, cijepanja makromolekula
prisutnih u drvetu i ekstrakcije tih produkata u destilat, reakcija ekstrakta iz drveta, reakcija
komponenata destilata, hlapljenjem odredenih tvari (Capobiango i sur., 2012.). Tijekom
dozrijevanja uocen je gubitak grubog okusa te pojava slatkastog okusa koji ublazava ostri
okus alkohola (Canaway, 1983.; Cardello i Faria, 1999.). Dozrijevanje nije obavezan korak

tijekom proizvodnje cachage, ali znacajno obogacuje aromu pica.

Na trzistu se vrste cachacge razlikuju prema vremenu dozrijevanja. Prema Pravilniku dozrela
cachaga sadrzi minimalno 50% cachage koja je dozrijevala u spremnicima od prikladnog
drveta, maksimalnog kapaciteta od 700 litara, tijekom perioda ne manjeg od godine dana.
Premium cachaga sadrzi 100% cachage koja je dozrijevala u spremnicima od prikladnog
drveta, maksimalnog kapaciteta od 700 litara, tijekom perioda ne manjeg od godine dana.
Ekstra premium cachaca je premium cachaca koja je dozrijevala tijekom perioda ne manjeg

od tri godine.

Cachaca najcesée dozrijeva u hrastovim bacvama, iako to povecéava troskove jer se moraju
uvoziti. Bacve treba skladistiti u prostoru gdje se temperatura odrZzava na 20°C, a udio vlage

od 70% do 90%.

2.3. KEMUSKI SASTAV

U kemijskom sastavu cachace dominiraju voda i etanol, no tu su i druge tvari koje potjecu od
same sirovine te nusproizvodi procesa fermentacije, destilacije i dozrijevanja. Ukupno je
prisutno visSe od stotinu tvari arome koje ¢ine aromatski i alifatski alkoholi, etilni esteri,
aldehidi i niz aromatskih komponenti ukljucujuéi terpene (Capobiango i sur., 2012.). Cachaca
koja dospije na trziste sastavom mora odgovarati propisima koje je propisalo brazilsko
ministarstvo poljoprivrede (MAPA) ¢ime se osigurava kvaliteta pica, ali i ogranicava koli¢ina
Stetnih tvari poput etil-karbamata. Mjerenjem koncentracije odredenih spojeva nastalih

tijekom dozrijevanja moze se utvrditi autenti¢nost pié¢a i provedenost procesa.
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Etanol

Etanol je organska molekula male molekulske mase koja sadrzi hidroksilnu skupinu. Poznat je
i upotrebljavan jos u pradavna vremena kao produkt anaerobnog vrenja ugljikohidrata (Pine i
sur., 1984.). Zavrsetkom destilacije cachaca sadrzi izmedu 38% i 54% v/v etanola, a tijekom
dozrijevanja udio etanola se smanjuje uslijed isparavanja. Koliko ée etanola ispariti ovisi o
konstrukciji bacve i prostoru u kojemu se nalazi. Udio etanola se na pocetku smanjuje jer je

¢e etanol isparavati uslijed utjecaja okolisnih ¢imbenika (Bortoletto i sur., 2016.).

Hlapljive kiseline

Hlapljive kiseline izrazavaju se kao udio octene kiseline na 100 ml bezvodnog alkohola.
Maksimalna dozvoljena koli¢ina je 150 mg octene kiseline na 100 ml alkohola. Octena
kiselina je slaba organska kiselina koja je Cest sastojak hrane. Nastaje tijekom fermentacije
oksidacijom etanola uz prisutnost bakterija octene kiseline, a tijekom dozrijevanja povecava
se udio organskih kiselina uslijed ekstrakcije iz drveta, hlapljenja etanola i vode, oksidacije
etanola. Veca koli¢ina octene kiseline ¢e dati finalnom proizvodu kiseli okus. Uz octenu
kiselinu, pojavljuju se mlije€na, propionska, valerijanska kiselina. One su u vec¢im koli¢inama

takoder nepozeljne jer negativno utje¢u na aromu (Bortoletto i sur., 2016.).

Aldehidi

Aldehidi su organski spojevi koji sadrze karbonilnu skupinu i nastaju dehidrogenacijom
alkohola. Maksimalna dozvoljena koli¢ina aldehida, izrazena kao udio acetaldehida, iznosi 30
mg na 100 ml bezvodnog alkohola. Acetaldehid je intermedijer koji nastaje procesom
razgradnje piruvata te je vrlo hlapljiva molekula i moguée ga je odvojiti na pocetku
destilacije jer daje oporu notu. Aldehidi su normalni sastojci pi¢a, ali ¢esto od njih potjece
nepozeljna aroma. Koli¢ina i vrsta nastalih aldehida direktno je povezana sa sojem kvasca,

uvjetima destilacije i dozrijevanja (Capobiango i sur., 2012.).

Esteri

Esteri su derivati karboksilnih kiselina i alkohola. Zasluzni su za veliki dio arome finalnog

proizvoda. Maksimalna dopustena kolicina ukupnih estera, izrazenih kao udio etilacetata,
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iznosi 200 mg na 100 ml bezvodnog alkohola. Nusprodukt su fermentacije, esterifikacije
masnih kiselina i octene kiseline etanolom. Ove reakcije pospjesuju oksidativni proces

dozrijevanja i nastajanja aromaticnih estera (Capobiango i sur., 2012.).

Visi alkoholi

Visi alkoholi sadrze viSe od dva ugljikova atoma i nastaju od komponenti koje sadrze dusik
koje kvasac koristi za rast. Maksimalna dozvoljena koli¢ina viSih alkohola iznosi 360 mg na
100 ml bezvodnog alkohola. Ukupna koli¢ina visih alkohola je zbroj prisutnog propan-1-ola,
izobutanola i izoamilnog alkohola. Proizvodnja viSih alkohola povezana je s koristenim sojem
kvasca. Visi alkoholi smanjuju u veéim koli¢inama kvalitetu cachacge jer uzrokuju povisenu

vrijednost pH (Bortoletto i sur., 2016.).

Senzorska svojstva

Cachaca se nakon zavrsenih procesa destilacije i dozrijevanja mora filtrirati. Necistoée se
uklanjaju centrifugiranjem, filtracijom pomocu aktivnog ugljena ili filtracijom pod tlakom.
Finalni proizvod mora biti bistar, bez suspendiranih Cestica i neCistoéa. Zaostale necistoce

ukazuju doslo je do nepravilnog rukovanja tijekom destilacije, filtracije i skladistenja.

Viskoznost cachace ocijenjuje se prema sposobnosti prijanjanja piéa uz stijenke ¢ase. Svaka
kvalitetna cachaca mora biti izrazito viskozna. Viskoznost potjece od glicerola, nusprodukta
metabolizma kvasca. Viskoznost neée odgovarati standardima ako postoji prevelika koli¢ina
sekundarnih komponenata, visih alkohola ili nije dobro provedena fermentacija i

odijeljivanje frakcija.

Boja cachace (Slika 5) moZe varirati i ovisi o procesu dozrijevanja, vrsti drveta, stanju bacvi i
okolisa u kojemu su se skladistile. Cachaca koja nije dozrijevala bistra je i prozirna i ¢esto ju
nazivaju bijela ili srebrna cachaca (prata, branca). Cachaca koja je dozrijevala u drvenim
badvama poznata je kao zlatna cachaca (ouro). Boja moze biti manje ili vise intenzivna i
poprima nijanse od svijetlo smede, tamno smede, crvenkaste, svijetlo Zute, zlatno Zute i

naranaste. Zeljena boja cachace moze se promijeniti dodatkom karamela.
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Slika 5 Raspon boja cachace

https://produto.mercadolivre.com.br/MLB-734992447-cachaca-mineira-pinga-branca-amarela-
jatoba-ouro-prata-coco- JM

2.4. KROMATOGRAFSKE METODE

Kromatografske metode sluze za odjeljivanje, identifikaciju i kvantitativno odredivanje
kemijskih sastojaka u sloZzenim smjesama. Svim kromatografskim tehnikama zajednicko je
postojanje nepokretne (stacionarne) i pokretne (mobilne) faze. Plinovita ili tekuéa mobilna
faza nosi komponente uzorka kroz stacionarnu fazu, a odjeljivanje se temelji na razlikama u

brzini kretanja komponenti kroz stacionarnu fazu (Primorac, 2007.).

Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografija je uobicajeni tip kromatografije koristen u analitickoj kemiji za
odvajanje i analizu spojeva koji se mogu isparavati bez razgradnje. Tipicne upotrebe GC
ukljuCuju ispitivanje cistoce odredene tvari, ili odjeljivanje razliCitih sastojaka smjese. U

nekim situacijama, GC moZe pomoci u prepoznavanju spoja.

Kromatografska analiza ima dvije faze: mobilnu i stacionarnu. Mobilna faza nosi sastojke
uzorka kroz stacionarnu fazu i u plinskom je stanju, dok je stacionarna faza kruti adsorbens ili
tekuéina nanesena na kruti nosac. Odjeljivanje faza temelji se na njihovim razli¢itim

brzinama.

Analit je otopljen na pokretnoj fazi i krec¢e se uzduz nepokretne faze, koja moze biti u koloni
ili na ravnoj plohi. Plin nositelj nema interakcija s analiziranim komponentama ve¢ sluzi

isklju¢ivo kao transportno sredstvo (Primorac, 2007.).
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Osnovni dijelovi plinskog kromatografa (Slika 6) su: izvor plina nositelja, regulator tlaka i

protoka, injektor, kromatografska kolona, detektor i pisac.

mierad
protoka
-+ Eprica
"
[ t
ityjektor septum SL:f t?.‘:{
s detektor pocataka
regulacija tlaka \\
i 9 regulator -
protoka | ]
kolona
a— |
spremnik plina |
nosafa kolonska ped

Slika 6 Shematski prikaz plinske kromatografije

http://free-zg.t-com.hr/Svjetlana Luterotti/09/091/0912.htm

Uredaj za unoSenje uzorka (injektor) predstavlja ulazni dio kolone. U injektor se uzorci
obiéno unose pomodu injekcijske Strcaljke, kroz gumenu ili silikonsku membranu u zagrijani
dio uredaja koji je smjesSten na vrhu kolone. Temperatura injektora mora biti dovoljno visoka

da uzorak potpuno i brzo ispari (Primorac, 2007.).

Kolona je najvazniji dio kromatografa, a mozZe biti staklena, metalna ili plasti¢na, savijena
tako da stane u termostatirani dio kromatografa. Osnovni zahtjev kod njenog odabira je
dobra selektivnost koja ovisi o izboru krutog nosacda, punjenju kolone te vrsti i koli€ini
selektivne tekucine. Kako bi razdvajanje uzorka plinskom kromatografijom bilo Sto bolje,
selektivna tekuéina mora biti: nehlapiva, termicki stabilna, kemijski inertna prema sastojcima

uzorka koji se analiziraju, te stabilna i dobro otapalo za sastojke uzorka.
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Masena spektrometrija

Spektrometar masa je uredaj u kojem se molekule bombardiraju snopom elektrona bogatih
energijom. Dolazi do ionizacije i cijepanja molekula u mnogo fragmenata, od kojih su neki
pozitivno nabijeni ioni. Svaka vrsta iona ima odredenu masu i naboj, odnosno odredeni
odnos m/e sto je karakteristi¢na veli¢ina za tu vrstu iona. Niz iona se analizira na nacin da se
dobije signal za svaku vrijednost m/e koja je prisutna. Intenzitet svakog signala prikazuje
relativnu koli¢inu iona koja daje taj signal. Osnovni signal je najvisi signal ili maksimum (engl.
peak). Intenzitet osnovnog signala oznacava se sa 100, te se obzirom na njegov intenzitet
izrazava intenzitet ostalih signala. Spektar masa je dijagram koji pokazuje relativne
intenzitete signala za razlicite vrijednosti m/e. Za dokazivanje identi¢nosti dvaju spojeva i kao
pomo¢ pri odredivanju strukture novog spoja moze posluZiti spektar masa. Dva spoja su

identi¢na ako su im jednake fizikalne konstante (taliSte, vreliSte, gustoca).

U kombinaciji plinskog kromatografa i masenog spektrometra, plinskom kromatografijom se

razdvajaju sastojci, a maseni spektrometar sluzi kao detektor.

SPME analiza

Dugotrajna priprema uzoraka i upotreba organskih otapala, analiticke tehnike poput
ekstrakcije tekucée — tekuce ili ekstrakcije na ¢vrstoj fazi nisu bile zadovoljavajuce i uéinkovite,
te su Zhang i Pawliszyn 1993. godine razvili novu tehniku pripreme uzoraka poznatu kao
mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi ili tzv. SPME (engl. solid phase microextraction) tehnika. Ova
tehnika se sve viSe primjenjuje za pripremu ¢vrstih i tekucih uzoraka poput vina, piva, vodéa,
ulja i meda (Slika 7).
SPME se sastoji od dvije odvojene faze:

= apsorpcije - prilikom koje dolazi do zaostajanja analita na stacionarnoj fazi

= desorpcije
Za uspjesan postupak obje faze moraju biti optimizirane. Na desorpciju utje¢u temperatura i

vrijeme desorpcije, dok na ekstrakciju utjece tip uzorka, vrijeme ekstrakcije, ionska jakost,

pH uzorka, temperatura ekstrakcije i muckanje uzorka.
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Ploéda za paru i toplinu

Plinska kromatografija

Slika 7 Shema provedbe SPME analize

https://www.pmf.unizg.hr/ download/repository/5 AK2 ekstr krom elektro.pdf

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Djelotvornost prve metode kromatografije razvijene 1906.godine poboljSana je u ranim
1970-ima smanjenjem cestica punila i uvodenjem crpki za protiskivanje pokretne faze kroz
sustav. Ovime je povecana djelotvornost (ucinkovitost) razdvajanja komponenata uzorka, ali
i tlak unutar samog sustava pa je danas uobicaj naziv za ovu metodu — visoko djelotvorna

tekudinska kromatografija ili visoko tlacna tekucinska kromatografija (HPLC).

U podrudju tekucinske kromatografije razlikuju se, obzirom na mehanizam odjeljivanja
komponenata mnoge vrste od kojih se najc¢eSée koristi razdjelna kromatografija. Kod
razdjelne kromatografije razdvajanje komponenata uzorka ostvaruje se uglavnom na temelju
njihove razlike u topivosti u mobilnoj, odnosno stacionarnoj fazi. Odjeljivanje komponenata
uzorka postize se promjenom brzine protoka mobilne faze, te promjenom sastava mobilne

faze (Primorac, 2007.).

HPLC uredaj se sastoji od rezervoara s mobilnom fazom, pumpe, injektora, kolone, detektora

i pisaca (Slika 8).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je poboljSati aromatski profil cachage koristenjem razlicitih sojeva
kvasaca roda Saccharomyces tijekom fermentacije mosta Secerne trske. U tu svrhu se u
mostu Secerne trske, nakon provedene fermentacije, odredio kvantitativni udio aromaticnih
sastojaka primjenom instrumentalne plinske kromatografije i mikroekstrakcije na Cvrstoj fazi
(SPME). Osim aromatskog profila, ispitana je i brzina provedbe fermentacije razli¢itih sojeva
u svrhu dobivanja finalnog proizvoda koji ima Zeljeni aromatski profil uz optimalnu brzinu
fermentacije. Kinetika fermentacije odredena je preko konzumacije Secera koja je bila

analizirana uz pomoc¢ tekudinske kromatografije visoke djelotvornosti.

3.2. MATERUALI | METODE

Sojevi kvasaca i porijeklo kultura

U svrhu ovog rada koristene su razliciti sojevi roda Saccharomyces (Tablica 1). Navedene
vrste su bile ¢uvane u GPY- agaru (kvascev ekstrakt 0.5% w/v, pepton 0.5% w/v, glukoza 2%
w/v, agar-agar 2% w/v).

Tablica 1 Popis koristenih sojeva

S0J VRSTA PORIEKLO
CAY 1007 Saccharomyces cerevisiae Seéerna trska - Brazil
CAY 1031 Saccharomyces cerevisiae Seéerna trska - Brazil
BMV 60 Saccharomyces cerevisiae vino iz vinarije Murviedro - Valencia, Spain
CECT 12600 Saccharomyces uvarum Mistela - Alicante-Spain
BMV 58 Saccharomyces uvarum vino iz vinarije Murviedro - Valencia, Spain
CR 85 Saccharomyces kudriavzevii hrast - Ciudad Real, Spain
Rte 3 A Saccharomyces kudriavzevii hrast - Teruel, Spain
Rte 3B Saccharomyces kudriavzevii hrast - Teruel, Spain
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Provedba fermentacije

Priprema mosta Secerne trske

3. Eksperimentalni dio

Za pripremu mosta Secerne trske koristen je recept koji je prethodno razvijen u laboratoriju

na Institutu za agrokemiju i znanost o hrani i tehnologiju (IATA, Valencia, Spanjolska). Sastav

mosta se temeljio na sastavu soka Secerne trske (Tablica 2) koji su opisali Prati i Camargo

(2008.):

Tablica 2 Sastav mosta Secerne trske

SASTAV KOLICINA (g/L)
SECERI
Glukoza 10
Fruktoza 10
Saharoza 210
KISELINE
Jabucna 1,8
Limunska 8
MINERALI
KH2PO4 0,75
K2SO4 0,5
MgSOs4 x 7 H20 0,25
CaCl; x 2 H,0 0,155
NaCl 0,2
DUSICNE KOMPONENTE
Otopina aminokiselina i NH4Cl 30 ml/L

Sastav otopine aminokiselina (Tablica 3) razvijen je na temelju sastava soka Secerne trske

koji su opisali Toit i sur. (1986.). Obzirom na to da se sastav aminokiselina i amonijaka ne

mijenja znacajno nakon postupka bistrenja, most mora posjedovati koli¢inu dusika do 140

mg / Lili ppm.
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3. Eksperimentalni dio

Tablica 3 Sastav otopine aminokiselina i dodanog anorganskog dusika

SASTAV KOLICINA (g/1,5 L)
AMINOKISELINE
Tirozin 1,115
Izoleucin 2,59
Asparaginska kiselina 6,17
Glutaminska kiselina 6,6
Arginin 2,695
Leucin 5,05
Treonin 0,245
Glicin 4,775
Alanin 4,395
Valin 4,265
Metionin 0,545
Fenilalanin 2,6
Serin 3,3
Histidin 0,99
Lizin 1,775
ANORGANSKI DUSIK
NHa4Cl 4,45

Otopina vitamina (Tablica 4) i elemenata u tragovima (Tablica 5) pripremljena je prema

sastavu koji su opisali Verduyn i sur. (1992.). Smjesa je takoder sadrzavala i Zeljezo inace

prirodno prisutno u mostu Seéerne trske.

Tablica 4 Otopina vitamina (1000x)

SASTOJCI KOLICINA (g/L)

D-biotin 0,5
Ca-D-pantotenska kiselina 1
Nikotinska kiselina 1
Inozitol 25
Tiamin hidroklorid 1
Piridoksin hidroklorid 1

p-aminobenzoatna kiselina 0,20
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3. Eksperimentalni dio

Tablica 5 Otopina elemenata u tragovima (1000x)

SASTOJCI KOLICINA (g/L)
NaEDTA 15
ZnS04 x 7H,0 4,5
MnCl; x 2 H0 1
CoCl>x 6 H20 0,3
CuSO4x 5 H,0 0,3
NaxMoO4 x 2H,0 0,4
CaCly x 2H,0 45
FeSO4 x 7 H,0
H3BO3 1
Kl 0,1

U most su dodani i faktori anaerobnosti (Tablica 6) koji su prethodno otopljeni u etanolu na

temepreaturi od 100 °C.

Tablica 6 Sastav anaerobnih faktora (1000x)

SASTOICI ‘ KOLICINA (mg/L)
Tween 80 420
Ergosterol 10

Nakon mijeSanja sastojaka, most je doveden do Zeljenog volumena nakon ¢ega smo podesili
pH na 5,4 . Zatim je provedena vakuum filtracija, kako bismo sterilizirali most, uz pomo¢

membrane s porama veli¢ine 0,2 um.
Fermentacija mosta Secerne trske

Fermentacije su provedene u bocama od 100 ml koje su sadrzavale 80 ml mosta te su bile
zatvorene Miiller poklopcima. Most u svakoj boci zasebno je bio inokuliran sa odredenom
vrstom kvasca do Zeljene populacije od 2:10® CFU/ml. Fermentacija je provedena u
anaerobnim uvjetima na 28°C s mijeSanjem od 100 rpm. Svaki dan mjerene su mase boca, a
fermentaciju smo smatrali zavrSenom kada je masa boce bila konstantna barem tri dana. Za

pojedinu koristenu vrstu kvasaca postojale su tri paralele.
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3. Eksperimentalni dio
Prije namjestanja krivulja, podaci o gubitku na masu su bili pretvoreni u % konzumiranog

Secera prema formuli (1) (Pérez-Través i sur., 2015.):

-(S-R
¢ =" 100 (1)
gdje je: C - postotak konzumiranog Secera pri svakom uzorkovanju [%],

m - vrijednost gubitka mase prilikom uzorkovanja [g],

S - koncentracija Secera u mostu na pocetku eksperimenta [g/L],

R - konacna koncentracija Se¢era u fermentiranom mostu [g/L],
mf - vrijednost ukupnog gubitka na masi na kraju fermentacije [g].

Namjestanje krivulja smo napravili koriste¢i Gompertz jednadzbu uz promjenu parametara

koju su predlozili Zwietering i suradnici (1990.) u obliku formule (2):

-DN. _ pmaxe 4 _
y =D - exp{ —exp[ 5 A=t + 1]} (2)
gdje je: y - postotak konzumiranog Seéera [%],

D - maksimalna postignuta vrijednost konzumacije Secera [%],
pmax - maksimalna stopa konzumacije Seéera (h-1),
A - period lag faze prilikom koje nije promatrana konzumacija Seéera (h).

Podaci su podeseni koristeéi nelinearni regresijski model programa Statistica 7.0 (StatSoft,
Tulsa, OK, USA), minimizirajuéi sumu kvadrata razlike izmedu eksperimentalno dobivenih
podataka i podeSenog modela. Adekvatnost je provjerena omjerom varijance objasnjenim

modelom (R2) u odnosu na eksperimentalne podatke.

HPLC analiza

Postupak pripreme uzorka:

Nakon zavrsene fermentacije, odvojili smo dio uzorka i centrifugirali ga. Supernatant smo
zatim koristili za analiziranje tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) kako
bismo utvrdili koli¢inu preostalih Sec¢era (saharoze, glukoze i fruktoze), glicerola, etanola i

organskih kiselina. Odvojeni supernatanti su bili razrijedeni u omjeru 1:5, filtrirani kroz najlon
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3. Eksperimentalni dio
filter veli¢ine pora 0.22 um (Symta, Madrid, Spain) te injicirani u duplikatima (Pérez-Través i
sur., 2015.). Koristeni kromatrograf, Thermo chromatograph (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) sadrzavao je detektor s indeksom loma (refrakcije), a kolona je imala slijedeca
obiljezja: HyperREZTM XP Carbohydrate H+ 8um (Thermo Fisher Scientific) zasti¢ena
HyperREZTM XP Carbohydrate Guard (Thermo Fisher Scientific).

Uvjeti rada tekuéinskog kromatografa:

- pokretna faza: H,SOs 1.5 mM
- protok: 0.6 ml/min
- temperatura: 50°C
Za utvrdivanje koncentracije saharoze koristili smo olovnu kolonu (Hi-Plex Pb, 300 x 7.7 mm,

Agilent Technologies) u kojoj su viladali slijedeci uvjeti :

- pokretna faza: mQ H;0
- protok: 0.6 ml/min

- temperatura: 50°C.

GC analiza

Postupak pripreme uzorka:

Po zavrSetku fermentacije, odvojili smo 5 mL svakog uzorka i centrifugirali ga. Odvojeni
supernatant koristili smo za daljnje analize. U epruveti smo odvagali 0,35g NaCl-a te dodali
1,5 mL odvojenog supernatanta i 20 pL 2-heptanona (0.05% w/v) koji smo koristili kao
standard. U epruvetu smo ubaci magnet, te ju hermeticki zatvorili teflonskim cepom i
mijesali na magnetnoj mijesalici 2 sata. Nakon mijeSanja, iglu smo ispustili u nadprostor
uzorka. Adsorpcija se provodila na sobnoj temperaturi 7 minuta. Po zavrSetku adsorpcije igla
s adsorbiranim sastojcima odmah se stavlja u injektor plinskog kromatografa te slijedi

njihova toplinska desorpcija.

Aromatiéne komponente bile su odvojene u uredaju za plinsku kromatografiju - Thermo
TRACE GC ULTRA kromatograf (Thermo Fisher Scientific,c, Waltham, MA), sa plamen-
ionizacijskim detektorom (FID) i HP-INNOWAX 30 m x 0.25 mm kapilarnom kolonom
premazanom sa 0.25 um debelim slojem umrezenog polietilen glikola (Agilent Technologies

Inc.). Kromatografski signal sniman je HP Vectra QS/16S detektorom. Vrijeme zadrZavanja
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3. Eksperimentalni dio
eluiranih pikova su usporedeni sa komercijalnim standardima za viSe alkohole i estere.
Koncentracije, u pg/ml, kvantificirane su grafickim kalibracijama (R2 vrijednosti > 0.99)
standarda.

Uvjeti rada plinskog kromatografa:
Parametri ekstrakcije:

- Temperatura ekstrakcije: 28 °C

- Vrijeme ekstrakcije: 7 minuta

- Tip mikroekstrakcijske igle: 65 um PDMS (Supelco).
GC-MS analiticki uvjeti:

Kolona: HP5; 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum (Agilent)

- Pocetna temperatura: 60 °C (5 minuta)
- Temperaturni gradijent: 5 °C/min

Plin nosac: helij s protokom 1 mL/min

- Konacna temperatura: 230 °C

- Temperatura injektora: 220 °C

- Temperatura detektora:280 °C

- Desorpcija uzorka u injektor: 4 min

U izradi kromatografske analize koristen je splitless mod.

Statisticka analiza

Kineticki parametri te podaci dobiveni tekuéinskom i plinskom kromatografijom analizirani
su u programu STATISTICA 7.0 software package (Hilbe, 2007), te je provedena jednosmjerna
analiza varijance (ANOVA) i Tukey test za usporedbu. Podaci dobiveni plinskom
kromatografijom takoder su obradeni i PCA analizom u programu STATISTICA 7.0 software

package.
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Slika 9 Kinetika fermentacije u mostu Seéerne trske
Tablica 7 Kineticki parametri tijekom fermentacije mosta Secerne trske
SOJ Vmax (%/sat) t50 (sat) t95 (sat)
CAY1007 0.55+0.01 ¢ 91.05+1.71° 291.82+13.85?
CAY1031 0.39+0.01%* 118.71+1.22°¢ 416.7+12.99°
BMV60 0.47+0.01%¢ 118.79+1.67°¢ 399.26+14.47°
CECT 12600 0.43+0.01°¢ 129.13+1.53¢%¢ -
BMV58 0.39+0.03%* 133.4+9.01¢ -
CR85 0.37+0.01° 130.55+4.05¢ -
RTe3-A 0.54+0.01¢ 102.38+0.9° -
RTe3-B 0.47+0.02¢ 118.96+3.05°¢ -

500

Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija. One vrijednosti kolone koje ne dijele isto slovo u

eksponentu se znacajno razlikuju (ANOVA i Tukey HSD test, a=0.05, n=2).
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Tablica 8 Sadrzaj neprevrelog Secera na kraju fermentacije Secerne trske

SOJ Saharoza Glukoza Fruktoza Glicerol Etanol

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (% v/v)
CAY1007 0.62+0.01° 0+0° 0.57+0.04°  9.29+0.08" 14.55+0.05¢
CAY1031 0+0° 0.09+0.08* 2.66+0.38>°  9.95+0.18  13.92+0.11¢
BMV60 0.73£0.05°¢ 0.4+0.11° 5.41+1.1°  7.84+0.07%¢ 14.08+0.14¢°
CECT 12600 1.2+0.07¢F  12.22+1.95> 50.06+2.14° 8.21+0.13¢  10.6+0.27¢
BMV58 1.12+0.02¢  19.13#0.95° 56.95+1.08° 8.13+0.19%¢ 9.56+0.12%*
CR85 0.86+0.02¢ 21.64+1.22%¢ 53+1.09%¢  6.45:+0.19° 9.93+0.14°

RTe3-A 1.31+0.048  26.12+0.49¢ 56.65+0.36° 7.19+0.13° 9.2+0.082

RTe3-B 1.24+0.01%8 23.13#1.27¢ 53.29+0.85¢ 7.69+0.06>°® 9.55+0.16%"

Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija. One vrijednosti kolone koje ne dijele isto slovo u

eksponentu se znacajno razlikuju (ANOVA i Tukey HSD test, a=0.05, n=2).

Tablica 9 Sadrzaj organskih kiselina na kraju fermentacije Seéerne trske

SOJ L-jabucna Jantarna kiselina Milije¢na Octena kiselina
kiselina (mg/L) kiselina (mg/L)
(mg/L) (mg/L)
CAY1007 4.01+0.04¢ 1.46+0.1%° 0.11+0.03° 0.58+0.02¢4
CAY1031 4.73+0.08f 1.64+0.032P 0.16+0.01° 0.79+0.01°¢
BMV60 2.95+0.040¢ 0.54+0.03° 0.05+0.05° 0.85+0.02¢
CECT 12600 3.52+0.19¢ 10.09£1.65°¢ 0.36+0.05° 0.17+0.01°
BMV58 3.94+0.13¢ 12.41+0.56¢ 0.37+0.03° 0.5+0.03¢
CR85 2.36+0.04° 3.13+0.04° 0.93+0.07¢ 0.39+0.03°
RTe3-A 2.91+0.07° 1.62+0.06>° 0.95+0.03¢ 0.52+0.03¢%¢
RTe3-B 3.2+0.08¢ 1.57+0.14%° 1.03+0.03°¢ 0.61+0.08¢

Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija. One vrijednosti kolone koje ne dijele isto slovo u

eksponentu se znacajno razlikuju (ANOVA i Tukey HSD test, a=0.05, n=2).
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Slika 10 PCA analiza aromatskog profila brazilskog pi¢a cachaca. (Projekcija sojeva na faktorsku
ravninu razgranic¢enu faktorima 1i 2.).

1 - etil acetat

2 - izobutanol

3 - izoamil acetat

4 - izoamil alkohol

5 - etil heksanoat

6 - etil oktanoat

7- etil dekanoat

8 - 2-fenil-etil acetat

9 - 2-fenil etanol

Slika 11 PCA analiza aromatskog profila brazilskog pi¢a cachaca. (Projekcija varijabli na faktorsku
ravninu.)
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Tablica 10 Aromatski spojevi nastali alkoholnom fermentacijom u brazilskom pi¢u cachaga

SOJ Izoamil 2-fenil-etil Kaprilna Etil Etil Ukupni Izoamil Ukupni
Etil acetat acetat acetat kiselina oktanoat dekanoat esteri | Izobutanol alkohol 2-fenil etanol alkoholi

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) | (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

CAY1007 66.48+1.8°¢ 0.47+0.02¢ 0+0° 0.14+0.01¢ 0.1+0.01¢ 0.52+0.02¢ 67.71 232.62+8.27°¢ 598.24+10.65° 129.12+10.67¢ 959.98
CAY1031 38.06+5.51° 0.69+0.04¢ 0.45x0° 0.1x0¢ 0.05x0¢ 0.17+0.01*  39.52 | 196.09+22.46*° 631.55+42.5° 132.31+25.47%¢ 959.95
BMV60 73.75£11.67¢ 0.24+0.03°¢ 0x0° 0.03+0.012° 0.02+0° 0.16+0.02*®  74.20 | 173.51+28.91®* 294.36+47.74° 25.16+6.32° 493.03
CECT 12600 | 39.64+1.12° 0.21+0°¢ 0.73+0.14°¢ 0.03+0b 0.05+0.01°¢ 0.24+0.02%°  40.90 131.05%2.26° 331.31+7.85? 312.35+0.02° 774.71
BMV58 27.58+0.55*  0.14+0.01** 0.41%0.02° 0.02+0° 0.050°¢ 0.26+0.01¢  28.46 161.88+2.9%  265.87+11.78% 359.61+19.65°  787.36
CR85 44.56+2.85*°  0.19+0.04°¢ 0+0? 0.07+0.01¢ 0.04+0**  0.19+0.01°¢ 45.05 | 213.59+2.91°¢ 530.26+17.47° 180+50.65¢ 923.85
RTe3-A 24.76x4° 0.06£0.01° 0+0? 0.04+0.01° 0.02+0° 0.12+0.02*  25.00 | 224.7+25.49°¢ 312.48+27.48° 84.41+0.51**  621.59
RTe3-B 28.98+10.06° 0.1+0° 0+0° 0.05+0.01°¢ 0.03+0.01° 0.14+0.02*° 29.30 | 290.82+42.65° 338.33+49.36°  93.49+0.6*° 722.64
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5. Rasprava
Cachaga je brazilsko alkoholno pice proizvedeno tradicionalnim tehnikama. Danas,
proizvodaci cachagce pokusavaju poboljsati ovo piée koriste¢i industrijski pristup u
proizvodniji. Tijekom sedamdesetih godina uvedena je inokulacija vina te je nakon uvodenja
ovog procesa primijeéeno da je proizvedeno vino ujednacdenije kvalitete. Ovakvu
ujednacenost krajnjeg proizvoda Zele postici i proizvodaci cachace. Medutim, postoji vrlo

malo informacija o cachagi i uporabi razlicitih vrsta kvasaca u proizvodnji tog brazilskog pica.

U proizvodnji cachage tradicionalno se koriste kvasci Saccharomyces cerevisiae. Za ovaj
diplomski rad koriStena su dva soja Saccharomyces cerevisiae koja se koriste u proizvodniji
cachage, CAY 1007 i CAY 1031, ali je koriSten i soj BMV 60 uobicajen u proizvodnji vina. Osim
sojeva S. cerevisiae koriSteni su i sojevi S. uvarum i S. kudriavzevii zbog moguénosti tvorbe
pozeljnih aromaticnih svojstava (Arroyo-Lopez i sur., 2010.; Combina i sur., 2012.; Gonzalez i
sur., 2006.; Lopez-Malo i sur., 2013.; Naumov i sur., 2000., 2001.; Oliveira i sur., 2014.;

Sampaio i Goncalves, 2008.; Tronchoni i sur., 2014.).

Navedeni sojevi vrste S. kudriavzevii i S. uvarum nisu dovrsili fermentaciju mosta Secerne
trske zbog niZe tolerancije vece koli¢ine etanola (Arroyo-Lopez i sur., 2010.), dok su sojevi S.
cerevisiae zavrsili fermentaciju upravo zbog karakteristike ove vrste da podnosi vece koli¢ine
etanola. Usprkos nemogucnosti da dovrsi fermentaciju, prema brzini fermentacije, odnosno
postotku previranja Secera po satu fermentacije, utvrdeno je podjednako djelovanje kvasaca
S. kudriavzevii soja RTe3 A i S. cerevisiae soja CAY 1007. Oba kvasca pokazala su nisku
toleranciju na vece koli¢ine etanola te nesposobnost odrZavanja iste brzine fermentacije
tijekom duzeg vremenskog perioda (Tablica 7). Kvasci soja S. cerevisiae dovrsili su
fermentaciju, jer su po zavrSetku fermentacije ostavili priblizno 7 g/L neprevrelog Secera, dok

su sojevi kvasaca S. kudriavzevii i S. uvarum ostavili i vise od 50 g/L (Tablica 8).

Glicerol je polialkohol blago slatkog okusa koji u alkoholnim pi¢ima pojacava intenzitet okusa
(Jones i sur., 2008.; Omori i sur., 1995.), suzbija hrapavost piéa (Jones i sur., 2008; Peleg i
sur., 1999) te utjece na hlapljivost arome (Jones i sur., 2008.; Perpete i Collin, 1999.; Perpete
i Collin, 2000.) Sto ga Cini poZeljnim produktom fermentacije. 1z Tablice 8 vidljivo je da je
kvasac soja CR 85 s najnizom proizvodnjom glicerola, dok su sojevi CAY 1031 i CAY 1007
proizveli najviSe koli¢ine glicerola. Unato€ njihovoj nemogucnosti da zavrse fermentaciju, S.

uvarum sojevi proizveli su priblizno 8, 15 g/L glicerola, od kojih je najvece koli¢ine proizveo
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5. Rasprava
soj BMV 60 ( ~7,8 g/L). Nadalje, iz Tablice 8 vidljivo je i da su sojevi koji su uspjesno zavrsili

fermentaciju dosegnuli koncentracije od 14 do 14,5 % v/v etanola.

Analiza organskih kiselina (Tablica 9) pokazala je da je kvasac soja CAY 1031 proizveo najvece
koli¢ine jabucne kiseline, nakon kojeg slijede kvasci sojeva BMV 58 i CAY 1007 dok je kvasac
soja CR 85 proizveo najnize kolicine jabucne kiseline. S. cerevisiae i S. kudriavzevii sojevi
proizveli su niske koli¢ine jantarne kiseline (~ 1,5 mg/L ) u usporedbi sa S. uvarum sojevima (~
11 mg/L). Proizvodnja mlije¢ne kiseline ovisna je o vrsti kvasaca, stoga je vidljivo da su sojevi
S. cerevisiae vrste proizveli najmanje koli¢ine, sojevi S. uvarum vrste srednje koliine i sojevi
S. kudriavzevii vrste najveée koli¢ine mlije¢ne kiseline. Podaci u Tablici 8 pokazuju da su
kvasci sojeva CAY 1031 i BMV 60 proizveli najviSse octene kiseline, dok je soj CECT 12600

proizveo najmanje koliCine iste kiseline.

Esteri, nastali tijekom fermentacije, zasluzni za aromu i okus fermentiranih pi¢a dijele se u
dvije skupine. Prvu skupinu ¢ine acetatni esteri Ciju kiselinsku grupu ¢ini acetat, a alkoholna
grupa je etanol ili neki drugi kompleksni alkohol nastao metabolizmom aminokiselina. Drugu
skupinu ¢ine etil esteri masnih kiselina gdje je alkoholna grupa etanol, a kiselinska grupa
masna kiselina. Skupini acetatnih estera pripadaju etil acetat, izoamil acetat i 2-fenil-etil
acetat, a skupini etil estera pripadaju etil heksanoat, etil oktanoat i etil dekanoat (Saerens i

sur., 2010.). Iz Tablice 11 vidljivo je koje arome daje pojedini ester tijekom fermentacije.

Tablica 11 Opis spojeva i pripadajuéih aroma (Swiegers i Pretorius, 2005.).

SPOJ OPIS AROME

Etil acetat Vocna

Izoamil acetat Banana, kruska
Fenil-etil acetat RuzZe, cvjetna

Etil heksanoat Zelena jabuka

Etil oktanoat Slatki sapun, jabuka
Etil dekanoat Cvjetna, sapun
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5. Rasprava

Etil acetat je glavni ester u alkoholnim pi¢ima i najéesée se nalazi u najveéim koli¢inama, a
daje vocnu i slatkastu aromu (Robinson, 2006.). Analizirajuci aromatski profil upotrijebljenih
kvasaca za fermentaciju mosta Secerne trske (Tablica 10) vidljivo je da je najvece kolicine etil
acetata proizveo kvasac soja BMV 60, a najmanje RTe3 A. Sojevi CAY 1007 i CAY 1031 su
proizveli najveéu koli¢inu izoamil acetata, izoamil alkohola, etil heksanoata i etil oktanoata
(Slika 11), dok su ostali sojevi proizveli vrlo male koli¢ine ovih spojeva. lzobutanol je u
najvecoj koli¢ini proizveo soj RTe3 B dok je soj CECT 12600 proizveo najmanju koli¢inu
navedenog alkohola. Dva soja S. kudriavzevii vrste, RTe3 A i RTe3 B, proizvele su najmanje
koli¢ine izoamil acetata, etil oktanoata i etil dekanoata. S. uvarum soj CECT 12600 je
proizveo najveéu koli¢inu 2-fenil-etil acetata, dok su oba soja CECT 12600 i BMV 58 proizveli

najvece koli¢ine 2-fenil etanola (Slika 11).

Ovi podaci mogu se sazeti PCA analizom iz koje je vidljivo da su oba koristena soja S. uvarum
slicna u proizvodnji aromatskih komponenti, dok S. cerevisiae soj BMV 60 vise nalikuje S.
kudriavzevii sojevima (Slika 10). Takoder je vidljivo da kvasci sojeva, uobicajeno koristeni u
proizvodnji cachace, CAY 1007 i CAY 1031 proizvode najvise aromatskih komponenti.

Upotrebom soja CAY 1007 nastaje viSe tvari arome od fermentacije sa sojem CAY 1031.
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6. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Sojevi Saccharomyces kudriavzevii i Saccharomyces uvarum nisu sposobni samostalno
dovrsiti fermentaciju mosSta Seéerne trske.

Primjenom sojeva Saccharomyces kudriavzevii i Saccharomyces uvarum mogudée je
modulirati stvaranje aromatskih spojeva i na taj nacin mijenjati aromatski profil
cachage.

lako sojevi Saccharomyces kudriavzevii i Saccharomyces uvarum nisu sposobni
dovrsiti fermentaciju, pogodni su za hibridizaciju sa sojevima Saccharomyces
cerevisiae koji se koriste u proizvodnji cachage ili ko-inokulaciju kako bi se omogucila
potpuna provedba fermentacije uz poboljSanje aromatskog profila tog brazilskog

piéa.
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