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Povzetek

Kultivar hruske viljamovka (Pyrus communis L.) je v svetu najbolj razSirjena hruska.
Znana je predvsem po svoji znacilni bogati aromi, katere sestava nam zaradi malostevilnih
raziskav ni bila natan¢no znana.

V raziskovalnem delu smo analizirali frakcije, zbrane pri destilaciji fermentirane sadne
kase kultivarja hruske viljamovke. Preizkusili smo dve metodi za kvalitativno in
kvantitativno analizo lahko hlapnih spojin ter metanola in etanola.

Prva metoda je bila mikroekstrakcija na trdni fazi z desorbicijo v GC-MS (SPME-GC-
MS), ki se je, kljub Siroki uporabi za analizo hlapnih spojin, izkazala za neuporabno pri
kvantitativni analizi metanola in etanola. Delo smo zato nadaljevali z metodo GC-MS s
kolono, ki nam je omogocala neposredno injiciranje vzorca.

V 45 vzorcih zbranih med prvo in drugo destilacijo smo identificirali 65 spojin in jih
ve¢ino kvantificirali. Poleg etanola in metanola smo najvisjo koncentracijo ugotovili za
etil-trans-2, cis-4-dekadienoat, ki je bil ze v predhodnih raziskavah potrjen za
najpomembnejSo aromati¢no spojino hruske.

Pri ugotavljanju profila destilacije spojin smo ugotovili, da se vsebnost etil-trans-2, cis-4-
dekadienoata pri drugi destilaciji spremeni, kar je pomembno spoznanje za ohranjanje ¢im
vi§je koncentracije v kon¢nem destilatu.

Na podlagi koncentracij smo spojinam izracunali aktivnost vonja in ugotovili, da velika
vecina prisotnih spojin pomembno prispeva k aromi. UspeSnost analize smo potrdili tudi z

rekonstrukcijo arome.

KLJUCNE BESEDE
Viljamovka, mikroekstrakcija na trdni fazi, plinska kromatografija, aroma, hlapne snovi,

aktivnost arome



Abstract

Williams® pear (Pyrus communis L.) is the most spread pear in the world. It is well known
for its characteristic aroma on which not many recent studies have been done.

In our work we analysed fractions collected at the distillation and re-distillation of
fermented fruit purée of Williams® pear. We tested two different qualitative and
quantitative analysis techniques for volatile compounds.

SPME-GC-MS resulted as inappropriate for quantification of ethanol and methanol, so we
decided to perform our analysis on GC-MS system with capillary column, which allowed
us to directly inject the samples.

In 45 collected samples we identified 65 volatiles of which majority was quantified.
Besides ethanol and methanol we confirmed that ethyl-trans-2, cis-4-decadienoate is
present in the highest concentration among the compounds tested.

We have also showed that during the second distillation ethyl-trans-2, cis-4-decadienoate
distills in different manner which is important in order to achieve highest concentrations of
compound in final distillate.

On the basis of calculated odor activity values (AUV) we determined that most of the
compounds present are important for the pear aroma. We have successfully concluded our

work with a Williams™ pear (Pyrus communis L.) aroma reconstruction .

KEY WORDS

Williams® pear, Bartlett pear, volatiles, aroma, gas chromatography, odour activity, solid

phase microextraction
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Seznam okrajSav

ATV — (angl.: aroma treshold value) prag zaznave vonja

AUC — (angl.: area under the curve) povrsina pod krivuljo

¢ — koncentracija

d — (angl.: density) gostota

GC-MS - (angl.: Gas chromatography—mass spectrometry) plinska kromatografija z
masno spektrometrijo

L — Liter

min — minuta

mL — mililiter

N/A — (angl.: not available) ni dostopen

OAYV — (angl.: odour activity value) aktivnost vonja

ppb — (angl.: parts per billion) delcev na milijardo

ppm — (angl.: parts per milion) delcev na milijon

SPME — (angl.: Solid phase micro extraction) mikroekstrakcija na trdni fazi
t—Cas

T — Temperatura

t, — retencijski ¢as

V — Volumen

ZDA — ZdruZene drzave Amerike

puL — mikroliter
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1. Uvod

1.1. Viljamovka

1.1.1. Sistematska uvrstitev viljamovke
Pyrus communis L. ali navadna hruska je najbolj razSirjena in za sadjarstvo

najpomembnejsa hruska [1]. Po koli¢ini letne pridelave, za jabolki zavzema drugo mesto
[2]. Njeno izvorno podrocje je Srednja Evropa, Kavkaz in Turkestan, podatki o gojenju in
obrezovanju teh dreves pa segajo Ze v predanti¢ne in anti¢ne Case [1, 3, 41]. Sistematsko je
Pyrus communis L. dvokali¢nica (Magnoliopsida) iz redu Sipkovcev (Rosales) in jo
uvrs¢amo v druzino roznic (Rosaceae). Ima ve¢ podvrst in kultivarjev, med katerimi je tudi

viljamovka.

Tabela I: Znanstvena klasifikacija viljamovke
Kraljestvo | Plantae (rastline)

Deblo Magnoliophyta (kritosemenke)
Razred Magnoliopsida (dvokali¢nice)

Red Rosales (Sipkovci)
Druzina Rosaceae (roznice)
Poddruzina | Maloideae

Rod Pyrus

Vrsta communis

1.1.2. Zgodovina vilijamovke
Vilijamovka je spontani sejanec, ki izvira iz Anglije, kjer jo je

v Aldermastonu, leta 1796 odkril vrtnar Williams [1, 2].
Poimenoval jo je Williams® Bon Chretien pozneje pa se je
uveljavilo ime Williams® pear, kar v prevodu pomeni
Viljamova hruska oz. pogosteje uporabljeno viljamovka. V

ZDA in v Kanadi se za Viljamovko uporablja ime Bartlett pear.

Tam jo je po sebi poimenoval vrtnar Enoch Bartlett, ki je

viljamovko odkril in raz8iril v Severni Ameriki. Bartlett takrat = gjika 1: Plod viljamovke [2].

ni vedel, da so drevesa viljamovke v ZDA prispela iz Anglije, ko pa so leta 1828 iz Evrope
tja prispela nova drevesa in so ugotovili, da drevo viljamovke izvira iz Evrope, pa je bilo

ime ze tako ukoreninjeno, da danes uporabljamo obe imeni [4, 5].



1.1.3. Opis Viljamovke
Viljamovka uspeva v zmerno toplem podnebju [3], drevo pa zraste od 3 do 6 m v viSino

[2]. Za svojo rast glede talnih razmer ni zahtevna in dobro prenasa susna obdobja [3]. Cveti
v aprilu ali zafetku maja, cvetovi pa so v zdruZeni v socvetju in so bele barve. Za
opraSevanje so odgovorne zuzelke, posebej pa so pomembne ¢ebele. Drevo zgodaj preide v
rodno fazo in nato daje velike in redne pridelke [4], ki jih navadno obirajo od sredine
avgusta do zacetka septembra.

Plod je srednje velikosti (od 160 do 260 g), najdebelejsi v spodnji tretjini, nato pa se proti
peclju postopoma zozuje [1, 2, 4]. Kozica ima neravno povrsino in je sprva zelene barve
nato pa se z zorenjem spreminja do rumene, na son¢ni strani pa se lahko obarva tudi
rdeckasto [4, 5]. Meso viljamovke je bele barve in zelo so¢no. V polni zrelosti je zelo
sladko in ima znacilno aromati¢éno muskatno aromo [4]. Zaradi izrazite arome viljamovko

priznavajo za najkakovostnejSo sorto hruske [1].

.

Slika 2: Drevo viljamovke. "

Viljamovka je leta 2004 zavzemala 45 % deleZ gojenih hrusk v ZDA [6]. Za razliko od
ostalih hrusk, ki jih ve¢inoma prodajajo kot sveze sadje, viljamovke v vecini predelajo v
razlicne produkte. V ZDA dve tretjini pridelanih hrusk viljamovk predelajo za prodajo v
konzervah in v sokove [2]. Pomemben in verjetno najbolj znan produkt pa je zganje
viljamovka (angl.: Williams brandy, fr.: Poire Williams), ki zaradi svoje specificne arome

sodi med najplemenitejSa zganja [7].



1.2. Aroma

Vonj je po definiciji British Standards Instituta obcCutenje, ki ga zaznamo preko
olfaktornega organa v nosni votlini. Zaznavamo ga z vohom — olfaktornim organom, ki je
pri cloveku, poleg okusa, edini kemi¢ni cut [8]. Aroma je vonj, ki pa za razliko od
obi¢ajnega ne izvira le iz okolice, vendar dobrsen del izvira iz ustne votline. Ko hrano
nesemo v usta, prvi¢ zaznamo njen vonj. V ustih jo meljemo in ob tem se lahko hlapne
snovi v hrani intenzivneje spros¢ajo. Po retronazalni poti se nato zdruzijo z vonjem, ki smo

ga zaznali preko nosu in to obcutenje imenujemo aroma. [9]

1.2.1. Olfaktroni organ
Olfaktorni organ je v nosnih prekatih in obsega za poStno znamko veliki obmocji

rumenega epitelija, ki vsebuje priblizno 100 milijonov olfaktornih receptorjev. Olfaktorni
receptorji so za razliko od receptorjev za okus, ki so prilagojene epitelijske celice, Zivci, ki
so neposredno povezani z limbi¢nim sistemom. So zelo obcutljivi receptorji, ki lahko
zaznajo dolocene spojine v zraku, Ze ¢e so prisotne le v delcih na milijardo (ppb) in naj bi
bili od milijonkrat do milijardokrat obcutljivejsi od receptorjev za okus. V literaturi so
podatki, da naj bi za vzdrazitev olfaktornega zivca zadostovalo le 8 molekul dolo¢ene
spojine, za identifikacijo vonjave pa 40 molekul. Obcutljivost in specifi€nost voha
omogocata, da ¢lovek lahko zazna nepredstavljivo veliko razli¢nih vonjev [8].

Vonj najpogosteje zaznavamo, ko ob dihanju preko
nazalne poti zrak v nosno votlino prinese
molekule, ki dolofajo vonj. Poleg nazalne pa

obstaja Se retronazalna pot, ki pa je bistvena pri

aromi hrane, saj ob zvecenju hrane v ustih lahko
hlapne spojine po retronazalni poti potujejo do D
olfaktornega organa in sooblikujejo aromo. Na ta
nacin sta vonj in okus tesno povezana in se ju pri

okusanju ne da lociti. Kljub temu vonj in okus

neposredno ne vplivata drug na drugega. Skupaj pa ”
sta odlocilna faktorja ali bo dolofeno zivilo
sprejemljivo ali ne [8].

Slika S: Olfaktorne poti [10].



1.2.2. Vonj
Vonj oziroma aromo doloc¢ajo spojine, ki so vsaj v nizki meri hlapne. Nabor kemijskih

skupin spojin je zelo raznolikih in lahko vkljucuje alifatske, alicikli¢ne, aromatske in
heterociklicne spojine. Lahko so zelo hlapne, kot so plini, nekatere, redke, pa so tudi
skorajda nehlapne in imajo molekulsko maso tudi do 300 g/mol. Aroma je rezultat zmesi
aromaticnih spojin, ki so vecinoma relativno hidrofobne in so, kot navaja Zavrtanik [11]
nosilke organolepti¢nih lastnosti. V dosedanjih analizah arome hrane so identificirali
priblizno 10000 taksnih hlapnih spojin. Veliko izmed teh spojin je precej univerzalnih in se
pogosto pojavljajo, nekatere pa so bolj znacilne. Kot Ze omenjeno, je aroma vedno rezultat
zmesi aromati¢nih spojin, Stevilo sodelujocih spojin pa je lahko zelo visoko. Na primeru
kave so identificirali priblizno 1000 spojin, ki sodelujejo pri aromi. Ze $tevilo spojin, ki
oblikujejo aromo, nam da predstavo o kompleksnosti, poleg tega pa je doprinos posamezne
spojine odvisen od karakteristike vonja spojine, koncentracije spojine v hrani, praga
zaznave, parnega tlaka, adsorbcije v matriks Zivila ter interakcije in sinergizma z ostalimi
spojinami. Nasteto e dodatno poveca kompleksnost arome. Prag zaznave, ki je dolocen z
minimalno koncentracijo spojine, ki jo zaznamo z vohom, je eden izmed pomembnejsSih
dejavnikov. Razli¢ni pragovi zaznave otezujejo ugotavljanje sestave arome, saj je lahko
spojina z majhno koncentracijo in nizkim pragom zaznave poglavitna za posamezno
aromo, medtem, ko spojina z visokim pragom zaznave, ki je prisotna v veliki koncentraciji
sploh ni bistvena za aromo. Kljub temu je Heinz s sodelavci [12] pri preucevanju jakosti
arome z merjenjem UV absorpcije vodnih vzorcev ugotovil, da je jakost vonja v korelaciji
z koncentracijo doloCene spojine. Zaradi opisane kompleksnosti arom je tudi analiza arom

zelo zapletena [8].

1.2.3. Analiza arome
Osnovni cilj, ki mu pri analizi arom sledimo, je, da med analizo v najvecji mozni meri

ohranimo prvotno sestavo arome in razmerje med spojinami.

V prvem koraku je za identifikacijo spojin, ki so odgovorne za aromo, potrebna izolacija
spojin iz hrane. Obstaja ve¢ tehnik izolacije, med katerima je teoreticno najboljSa zajem
vzorca arome v "headspace" prostoru (zra¢nem prostoru nad vzorcem), vendar pa so tu
koncentracije spojin prenizke in ne omogocajo nadaljnje analize. Z adsorpcijsko metodo
ekstrahiramo in koncentriramo vzorec, navadno s pomo¢jo SPME metode. Metodo

izvajamo s pomoc¢jo mikroekstrakcijske igle (slika 6), ki je povezana z batom s katerim



lahko iglo dvigamo in spus¢amo. Znotraj zasc¢itne igle je cevka, na katero je pritrjena igla
iz kremencevih vlaken. Na ta vlakna je v tankem sloju nanesena stacionarna faza, kamor se
molekule adsorbirajo [14]. Po koncani adsorpciji iglo vstavimo v injektor plinskega
kromatografa, kjer potece desorpcija adsorbiranih spojin. Vlakno lahko uporabljamo v
plinasti ali tekoc¢i fazi. Metoda je v analizi hlapnih snovi pogosto uporabljena, saj ima

afiniteto za Sirok nabor spojin, je relativno poceni in je enostavna za uporabo [8, 14].

POSTOPEK EKSTRAKCIJE POSTOPEK DESORPCLE

Oudstranitev 1gle

Prebod I 13 igle |
SEfHlE VZOTCA | Prebod septe GC
Ekstrakerijn

LT T L
| Ly~ -t
,!.Q i e
(00T UT

Slika 6: mikroekstrakcijska igla in postopek ekstrakcije [14].

Destilacija je uporabna predvsem pri analizi arome hrane in pijae z visoko vsebnostjo
vode. Slabost te metode je, da je po navadi potrebna dodatna ekstrakcija ter da se lahko
med destilacijo tvorijo artefakti, ki sicer niso prisotni v aromi. Ekstrakcija se vecinoma
uporablja v okviru uporabe SPME vlakna, sicer pa je manj uporabna [8].

Po izolaciji sledi loCitev komponent, ki je kljuénega pomena. Ker so spojine navadno
prisotne v minimalnih koncentracijah, je uspeh analize odvisen od ucinkovitosti loCitve in
obcutljivosti detekcije. Sledijo identifikacija, kvantifikacija in senzori¢na analiza. Za
senzori¢no analizo hlapnih spojin uporabljamo GC-olfaktometrijo. To je sistem, ki ga
sestavlja plinski kromatograf, povezan s posebnim vonjalnim vmesnikom. Pri analizi
naredimo plinsko kromatografijo, nato pa gre del vzorca na detektor, preostali del pa na
vonjalni vmesnik — masko (slika 7). Preko vonjalnega vmesnika med analizo vonjamo
locene spojine in so¢asno organolepti¢no opisujemo posamezne vrhove na kromatogramu.
Na ta nacin lahko najbolj tocno opredelimo, katere spojine so pomembne za analizirano

aromo [8].



Slika 7: Vonjalini vimesnik za GC-olfaktometrijo.

Podobna metoda, ki posnema princip GC-olfaktometrije, je tako imenovan elektronski nos
(angl.: Electronic nose). Elektronski nos je naprava, ki z nizom kemic¢nih receptorjev in
sistemom za prepoznavanje vzorcev, poskusa posnemati zmoznosti ¢loveskega voha. Ker
je voh subjektivna zaznava, se ta uporablja le za kontrolne analize v industriji. Za oceno
prijetnosti vonja ali karakterizacije znacilnih spojin pa kljub Sirokemu naboru detektorjev
najbolj uporaben ostaja ¢loveski nos [15].

Vlogo spojine pri aromi lahko tudi ocenimo. Oceno naredimo na podlagi praga zaznave
(ATV — angl.: Aroma treshold value) vonja in koncentracije spojine v aromi. Prag zaznave
za posamezno spojino, ugotovi skupina za to posebej izurjenih ocenjevalcev, ki opisno
ocenijo aromo spojine. Ker je ta ocena subjektivna in je odvisna od trenutnega
razpolozenja, motivacije, izurjenosti, prirojene fizioloske obcutljivosti ..., prag zaznave ni
toéna ocena. Ocene variirajo glede na skupino preizkusevalcev, ki jih je opravila. Ce
poznamo tudi koncentracijo spojine, lahko izratunamo Se aktivnost vonja (OAV — angl.:
odour activity value). Aktivnost vonja izrazimo z razmerjem koncentracije in pragom
zaznave (enacba /). Spojine z aktivnostjo vonja, ve¢jo od 10, naj bi pomembno prispevale
k aromi [8, 16].

OAVpoiine = Cspojine / AT Vigpojine (enacba 1)

1.2.3.1. Plinska kromatografija z masno spektrometrijo (GC-MS)

Vecina spojin, ki sestavljajo arome, je hlapnih in v kompleksnih zmeseh, zaradi ¢esar je za
analizo najbolj primerna in uporabljena metoda plinska kromatografija (GC). Po injiciranju
vzorca plinski kromatograf ta potuje z mobilno fazo (inerten plin: helij, dusik ...) po
koloni. Odvisno od vrste kolone se nato spojine adsorbirajo (GSC- gas solid
chromatography) oziroma porazdeljujejo (GLC-gas liquid chromatography) v stacionarni

fazi, ki je naparjena na stene kolone. Zaradi razlicne afinitete do porazdelitve oziroma



adsorpcije na stacionarno fazo, spojne po koloni potujejo z razli¢no hitrostjo posledi¢no pa
kolono zapustijo ob razli¢nih Casih (t;). Za kolono je detektor (najpogosteje plamensko
ionizacijski detektor — FID), ki spojine zazna in posname kromatogram. Signal detektorja
je odvisen od koncentracije spojine, kar izkoristimo za kvantitativno analizo. Kromatogram
razen retencijskih ¢asov ne vsebuje nikakrsnih informacij o strukturi ali identiteti spojine
[35, 38].

Za identifikacijo neznanih spojin je potrebna zdruzitev z masnim spektrometrom. Masni
spektrometer s tokom elektronov, ki jih emitira segreta volframova nitka, spojino
fragmentira na molekulske in fragmentne ione. Najpogosteje uporabljena energija za
ionizacijo je 70 eV, saj je pri manjSih energijah ionizacija neucinkovita, pri vecjih pa je
fragmentacija prevelika, kar vpliva na kvaliteto spektra. V naslednji stopnji masni
analizator (najpogosteje kvadrupolni) glede na razmerje med maso in nabojem porazdeli
nastale ione, ki jih zaznamo z elektronsko pomnozevalko, kar nam da masni spekter.
Dobljene masne spektre programska oprema nato primerja s spektri, ki jih ima shranjene v

knjiznici in na podlagi ujemanja spektrov identificira spojine [39].

Injektor o
J Pecica z

uravnavano
TCII1|}I.‘!'2.'L[HI'U

Masni
spektrometer

Kolona

Nosilni plin {He) (kapilarna)

Slika 8: Shema GC-MS [20]



1.2.4. Aroma Viljamovke

Kot pri vsem sadju je tudi pri hruski, aromati¢na sestava zelo odvisna od sorte, klime,
stopnje zrelosti, lege in skladis¢enja. Pri viljamovki so ugotovili, da najintenzivnejSo
aromo dosezemo, ¢e sadeze poberemo v Casu bioloSke zrelosti, ki nastopi 10 do 15 dni
pred tehnolosko zrelostjo [21] in jih za 60 dni shranimo na temperaturi med -1°C in 0 °C,
nato pa jih zorimo na temperaturi 20 °C [13]. Pri tem postopku zorenja je velikega pomena
hranjenje pri normalnem parcialnem tlaku kisika v zraku. Danes sadje zaradi podaljSevanja
obstojnosti vecinoma hranijo v hladilnicah, kjer je parcialni tlak kisika znizan, kar
pomembno vpliva na znizanje vsebnosti etildekadienoatov, kot glavnih aromati¢nih spojin
viljamovke [22].

Prve raziskave na podroc¢ju arome viljamovke so naredili v 60 letih, ko je Jennings prvi
lo¢il esenco pridobljeno iz sveze zrele hruSke viljamovke in dobil 32 frakcij, od katerih jih
je na senzori¢nem testu 5 spominjalo na vonj hruske in 4, ki so imele neprijeten vonj ter so
bile oznacene za hrusko atipi¢ne in nezazelene vonje [23]. V nadaljnjih delih (Jennings
[23] in Jennings in Creveling [24]) so v aromi ugotovili prisotnost ocetne, propanojske,
butanojske (maslene), heksanojske (kapronske), oktanojske (kaprilske), nonanojske
(pelargonijske) in 2,4-dekadienojske kisline, ter etil-, n-propil-, n-buti-l, n-amil- in »n-
heksilalkohole (9). Kasneje je Jennings s sodelavci [13] komponente arome organolepti¢no
razdelil na dva razreda. Prvi razred opisuje spojine, ki karakteristicno vplivajo na aromo,
drugi pa spojine, ki sodelujejo pri aromi. Slednje same po sebi nimajo karateristicnega
vonja po doloceni vrsti sadja, vendar pa pripomorejo k sadnosti in bogatosti arome. Glede
na to razdelitev so kot karakterizajoCe spojine ugotovili estre 2,4-dekadienojske kisline, kot
sodelujoco spojino pri aromi pa heksilacetat [13]. S takSno karakterizacijo in razvrstitvijo
so se kasneje strinjali tudi Suwnagul in Richardson [25] in Vidrih s sodelavci [18]. Glede
na 4 mozne izomere etildekadienoata, so kot prevladujo¢ izomer ugotovili etil-trans-2, cis-
4-dekadienoat [40]. Hkrati so ugotovili, da imajo etilni, #-butilni in n-propilni estri vonj, ki
zelo spominja na hruSko, nasprotno pa n-amilni in n-heksilni niso zazeljeni, vendar pa so
dopustili moznost, da vseeno v zmesi pripomorej k aromi. Vidrih s sodelavci [18] kot
nezeljene spojine opisuje tudi aldehide, saj naj bi bili, navkljub majhni koncentraciji, ob
senzori¢ni zaznavi agresivni, ostri in neprijetni. Kahle s sodelavci, ki je v hruski ugotovil
vec kot 150 hlapnih spojin je poleg estrov dekadienojske kisline kot karakteristi¢no spojino

ugotovil tudi oktan-1,3-diol [17].



Tabela II: spojine identificirane v aromi viljamovke.
Alkoholi etil; propil; butil; amil; heksil; heptil; oktil

Acetati metil; etil; propil; butil; amil; heksil; heptil; oktil; cis-2-heksil

4-oksi-butaenoati metil; etil

Oktanoati metil; etil

Dekanoati metil; etil

dodekanoati etil

tetradekanoati etil

Heksadekanoati metil

oktadekanoati metil

oktenoati metil in etil trans-2; metil in etil-3-hidroksi
decenoati metil in etil cis-4, etil trans-2
dodecenoati etil cis-6; etil trans-2
tetradecenoati metil in etil cis-8; metil in etil cis-5
heksadecenoati metil, etil

oktadecenoati metil

metil cis-2, trans-4; metil in etil trans-2, trans-4; metil, etil,

dekadienoati propil, butil in heksil trans-2, cis-4

dodekadienoati metil in etil trans-2, cis-6

tetradekadienoati | metil in etil cis-5, cis-8

heksadekadienoati | etil

dekatrienoati etil trans-2, trans-4, cis-7; etil trans-2, cis-4, cis-9

dodekatrienoati eti trans-2, cis-6, cis-9

tetradekatrienoati | metil in etil trans-2, trans-4, cis-8

a - farnezen

1.2.5. Destilat viljamovke in njegova aroma
Zganje viljamovka je verjetno najbolj prepoznaven in cenjen produkt iz hrugk viljamovk

[7]. Kvaliteta Zganja je odvisna od njegove aromati¢ne sestave [19], zaradi Cesar je zelo
pomembna aromaticna sestava hrusk, iz katerih se prideluje Zganje. Zrele hruske, ki
morajo vsebovati maksimalno koli¢ino aromati¢nih spojin pri pridobivanju Zzganja

zmeljemo v hruskovo kaso. Kasi nato dodamo selektivne kvasovke, ki zacnejo alkoholno



vrenje. Nekateri avtorji navajajo, da so hruske in slive, ki so namenjene za predelavo v
zganje, za razliko od ostalega sadja lahko tudi prezrele, saj naj bi tako imele Se
intenzivnej$o aromo [26]. Nasprotno nedozorele hruske niso primerne za alkoholno vrenje,
saj vrenje pri teh hruskah ne poteCe v celoti, kar pa daje konénemu izdelku neprijeten
zelis¢ni in travnat okus [21]. Po poteku alkoholnega vretja hruskovo kasa destiliramo, pri
c¢emer je za doseganje najboljSe sestave arome najprimernejSa uporaba bakrenega kotla
[19]. Destilacijo ustavimo, ko vsebnosti etanola v destilatu padejo pod 15-20 vol. % in
dobljen destilat ponovno destiliramo. Pri alkoholnem vrenju nastajajo tudi zdravju
skodljive snovi in spojine z neprijetno aromo, zato pri drugi destilaciji zbiramo in lo¢imo 3
frakcije, tako da nezelene snovi v najvecji meri izlo¢imo. Prva frakcija destilata predstavlja
vrelis¢em, med drugim tudi zdravju Skodljiv metanol. Naslednja frakcija vsebuje najvec
etanola in predstavlja Zeljen del destilacije. Tretja frakcija se za¢ne, ko vsebnost etanola v
destilatu pade pod 55 vol. %. Vsebuje veliko senzori¢no neprijetnih komponent, ki kvarijo
aromo destilata [19]. Prvo in tretjo frakcijo se zavrzemo. Koncen produkt dobimo z
redéenjem druge frakcije z vodo, tako da vsebuje od 40 do 45 vol. % etanola [21]. 1z
fermentirane sadne kase 100 kg zrelih hrusk lahko z destilacijo pridobimo od 8-12 L
zganja s 50 vol % etanola [26].

Na aromo Zganja poleg ze omenjene kvalitete sadja, izbire kotla in postopka destilacije
vpliva Se nekaj drugih dejavnikov v procesu predelave. Nikéevié¢ [21] je preuceval razlicne
priprave sadne drozge in metode destilacije na aromo zganja viljamovke. Za pridelavo
najkakovostnejSega zganja predlaga dodatek pektinoliznega encima in ustreznih
selektivnih kvasovk ter pred zacetkom alkoholnega vrenja zniZzanje pH vrednosti drozge na
vrednost 3. Dodatek selektivnih kvasovk in znizanje pH vrednosti prepre¢i razvoj
avtohtonih kvasovk, ki so prisotne na sadju in proizvedejo veliko ve¢ nezelenih produktov,
kot so metanol in kisline. V idealnem primeru bi kvasovke ves sladkor spremenile v etanol,
vendar pa kvasovke v praksi, predvsem avtohtone, proizvedejo Se mnogo stranskih
produktov [26], pri cemer jih selektivne proizvedejo manj. Povecana vsebnost kislin je
lahko tudi posledica slabo zaprte posode tekom vrenja. Kisik, ki je prisoten ob vrenju
omogoca nadaljnjo oksidacijo etanola do ocetne kisline. Ocetna kislina je sicer pomembna
sestavina arome, vendar pa v vecjih koncentracijah daje Zganju kisel okus in neprijetno
aromo [27, 28]. Za ohranitev aromati¢nih spojin je pomembna tudi hitrost alkoholnega

vrenja, ki mora potekati pocasi, na kar vpliva tudi temperatura [21, 26].
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Avtorji najpogosteje navajajo, da so najustreznejSe temperature za prosces alkoholnega
vrenja pri hruski od 18-22 °C [21, 26]. Ker hruske in jabolka vsebujejo malo duSikovih
spojin, ki so pomembna hrana za kvasovke, v literaturi pogosto najdemo priporocilo o
dodatku amonijevi spojin v sadno brozgo pred alkoholnim vretjem [26, 29]. Nikéevic¢ [21]
je v svojem eksperimentu trem vzorcem dodal ((NHy4));HPO4, zanimivo pa so ta zganja na
senzoricnem ocenjevanju dosegla najnizje ocene.

Aroma Zganja viljamovke praviloma moc¢no spominja na aromo hruske viljamovke, vendar
pa se lahko od nje razlikuje. Vzrok za to je v razli¢ni aromati¢ni sestavi, saj pri alkoholnem
vrenju in destilaciji lahko pride do dolo¢enih kemijskih sprememb. Vesrini s sodelavci [30]
v destilatu ugotavljajo povisano vsebnost etil-trans-2, trans-4-dekadienoata v primerjavi s
trans-2, cis-4 izomerom in prisotnost etil-trans-4-decenoata ter etil-trans-2, trans-4, cis-7
dekatrienoata, kar pripisujejo spremembam med alkoholnim vrenjem [30]. Pri destilaciji
prihaja predvsem do oksidacije, kjer se iz pentoze tvori furfural, etanol pa se lahko oksidira
do ocetne kisline. Nastajajo tudi manjSe koli¢ine acetala, ki nastane z reakcijo aldehida in
etanola [27]. V konénem destilatu Zelimo doseci ¢im vecjo koncentracijo spojin, ki jih je
Jennings [13] opisal kot karakteristine in sodelujoce pri aromi, hkrati pa ¢im manjSo
koncentracijo nezelenih in toksi¢nih spojin, kot so metanol, etilacetat in furfural, ki ima
izrazit vonj po grenkih mandljih. Nekatere spojine pa so zaZelene samo v majhnih
koncentracijah, saj so v vecjih lahko toksicne ali pa aromo kvarijo. Primer tak$nih spojin
so vi§ji alkoholi, acetaldehid in etillaktat. Vi§ji alkoholi v minimalnih koncentracijah
prispevajo k znacilni aromi, v vi$jih koncentracijah pa dajejo oster vonj in okus.
Acetaldehid daje znacilno sadno aromo, v vi§jih koncentracijah pa prav tako povzroca

oster vonj in okus [19].

11



1.2.6. Destilacija
Destilacija je postopek locevanja hlapnih komponent v zmesi, na podlagi njihovih razli¢nih

temperatur vrelisca. Tekom destilacije spojine prehajajo v parno fazo. Para nato potuje v
hladilnik, kjer kondenzira, frakcije destilata pa lo¢eno zbiramo. Pocasneje temperatura v
kotlu narasca, vecja je ¢asovna razlika med doseganjem posameznih temperatur vreliS¢,
kar nam omogoca boljSo lo¢bo posameznih spojin. Pri prehajanju spojin v parno fazo ima
kljuéno vlogo temperatura vreliS¢a in topnost v vodi oziroma alkoholu. Spojine, ki se
dobro raztapljajo v etanolu in slabo v vodi, bodo hitreje prehajale v parno fazo iz raztopine
z manj etanola in obratno [27]. Specifi¢ne pri destilaciji so spojine, ki tvorijo azeotropne
zmesi. Za metanol bi glede na njegovo nizko vrelis¢e (65,5 °C) pri¢akovali, da bo destiliral
samo na zacetku destilacije, Hernandez-Gomez s sodelavci [31] pa je ugotovil, da metanol
pri zganju melone destilira skozi vso destilacijo, kar pripisujejo ravno tvorbi azeotropne

zmesi. Enako velja za hruskovo Zganje, kar je opisal Glatthar s sodelavci [32].
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2. Namen dela

Namen diplomske naloge je kvalitativna in kvantitativna analiza frakcij destilata
fermentirane sadne kase kultivarja hruske viljamovke (Pyrus Communis L.).

Za ta namen bomo hruskovo kasSo fermentirali in jo nato destilirali. Prvi destilat bomo
ponovno destilirali, kot je to v praksi pri pridelavi zganja. Pri destilaciji bomo loceno
zbirali posamezne frakcije in jih vzorCili. Vzorce bomo analizirali s plinskim
kromatografom, sklopljenim z masnim spektrometrom.

Preizkusili bomo dve razli¢ni metodi analize s plinsko kromatografijo in se na podlagi
rezultatov odlocili, s katero bomo nadaljevali analizo. Pri prvi metodi bomo uporabili
mikroekstrakcijo na trdni fazi (SPME) in nato termi¢no desorbcijo v injektorju. Druga
metoda bo neposredno injiciranje vzorca v plinski kromatograf. Razvili in optimizirali
bomo metodo za analizo aromati¢nih spojin v destilatu.

V analizi frakcij nas bo zanimala kemi¢na sestava posameznih frakcij. PoskuSali bomo
kvalitativno in kvantitativno ovrednotiti sestavo posameznih frakcij. Spremljali bomo
razlike v sestavi in koncentraciji spojin v frakcijah med destilacijo. Poskusali bomo
ugotoviti spojine, ki so pomembne za aromo viljamovke.

Po opravljeni analizi bomo poskusSali pripraviti rekonstrukcijo arome, ki jo bomo nato

organolepti¢no ovrednotili in primerjali z vzorcem destilata.
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3. Materiali in metode

3.1. Materiali

3.1.1. Vzorci
Vzorce smo pridobili z destilacijo sadne kaSe kultivarja hruSke viljamovke (Pyrus

Communis L.). HruSke smo s sadnim mlinom zmleli v hru§kovo ka$o, ki smo jo napolnili v
250 litrski PVC sod. Kasi smo nato po navodilih proizvajalca dodali 40 g/hL selektivnih
kvasovk (Saccharomyces cerevisiae) ter sod zaprli in mu namestili vrelno veho. Sod smo
hranili v prostoru s povpre¢no temperaturo 18 °C, tako da je poteklo alkoholno vrenje. Po
14 dneh, ko se je vrenje ustavilo, smo kaso destilirali s serijsko destilacijo.

Za destilacijo smo uporabili bakren kotel z dvojnim dnom, prostornine 60 L. Kot vir
segrevanja smo uporabili plinski gorilnik. Destilacijo smo izvedli v treh serijah, pri cemer
smo v eni seriji destilirali 50 L hruSkove kaSe. Pri destilaciji smo loceno zbirali frakcije
destilata, ki smo jih vzorcili v 5 mL steklenicke, nato pa smo vse frakcije zdruzili.
Volumen frakcij, ki smo jih zbirali, je bil odvisen od serije. Pri prvi seriji smo zbrali prvih
50 mL (vzorec 6), ki smo jih vzorcili in nato zavrgli, nadalje pa smo zbirali frakcije po 0,5
L, dokler nismo skupaj zbrali 9 L destilata. Destilacijo smo nato nadaljevali in zbrali Se
zadnjo frakcijo volumna 1 L (vzorec 25), ki smo jo, enako kot prvo frakcijo, vzor¢ili in
nato zavrgli. Ostali dve seriji sta nam sluzili za kontrolo ponovljivosti in jih zato nismo
vzorcili tako pogosto. Zbrali in vzorcili smo prvih 50 mL (vzorca 1 in 26), ki smo jih
zavrgli nato pa frakcije volumna 1L, 2,5 L in 3,5 L. Zbrali smo $e nadaljnja2 L (do 9 L) in
ju zdruzili z ostalimi frakcijami. Tako kot pri prvi seriji smo tudi pri ostalih dveh po
zbranih 9 litrih destilacijo nadaljevali in zbrali zadnjo frakcijo volumna 1 L, jo vzor¢ili
(vzorca 5 in 30) in nato zavrgli.

Zdruzene frakcije vsake serije smo posebej vzorcili (vzorci 31, 32, 33), nato pa smo vse tri
serije zdruzili in jih ponovno destilirali. Ponovno smo zbrali in vzorcili prvih 50 mL
(vzorec 34), ki smo ga zavrgli nato pa frakcije volumna 1 L, dokler nismo zbrali 9L
destilata. Tudi tu smo nadaljevali destilacijo in zbrali frakcijo 1L (vzorec 44), ki smo jo
vzor¢ili in nato zavrgli.

Vzorce smo do analize hranili v zamrzovalniku pri temperaturi -18 °C.
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Pridobljene vzorce, volumne frakcij, ki smo jih vzor¢ili in serijo destilacije predstavlja

tabela I1I.

Tabela I1I: Vzorci. # vzorca |V frakcije [L] Serija
# vzorca |V frakcije [L] Serija 73 10’0 1
110,05 2
260,05 3
21,0 2
2711,0 3
313,5 2
2813,5 3
47,0 2
29170 3
5110,0 2
30110,0 3
610,05 1
Zdruzene
710,5 1
31| frakcije 1
81,0 1
Zdruzene
91,5 1 ..
32 | frakcije 2
1012,0 1
Zdruzene
112,5 1 ..
33 | frakcije 3
1213,0 1
3410,05 1+2+3
13(3,5 1
3511,0 1+2+3
1414,0 1
36|2,0 1+2+3
1514,5 1
3713,0 1+2+3
16(5,0 1
3814,0 1+2+3
17|5,5 1
3915,0 1+2+3
1816,0 1
4016,0 1+2+3
1916,5 1
4117,0 1+2+3
20(7,0 1
42 18,0 1+2+3
2117,5 1
4319,0 1+2+3
2218.,0 1
44110,0 1+2+3
23 18,5 1
Zdruzene
2419,0 1 ..
45 | frakcije 1+2+3
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3.1.2. Standardi

metanol Reag. Ph. Eur. (Panreac, Spanija)
etanol (absolutni) (Carlo Erba, Italija)
metilacetat (Merck, Nemcija)

1-heksanol (Sigma-Aldrich, Nemcija)
1-oktanol (Merck, Nemcija)

2-etilfenol (Aldrich, Nemcija)

2-feniletanol (Merck, Nemcija)
2-feniletilacetat (Aldrich, Nemcija)
2-heptanol (Merck, Nemcija)

2-heptanon (Sigma-Aldrich, Nemcija)
2-metilbutanojska kislina (Merck, Nemcija)
2-metilbutilacetat (Sigma-Aldrich, Nemcija)
4-etilfenol (Aldrich, Nemcija)

4-vinilanisol (4-metoksistiren) (Aldrich, Nemcija)

butilacetat (Carlo Erba, Italija)
dekanojska kislina (Merck, Nemcija)
dietilsukcinat (Merck, Nemcija)
etilacetat (Carlo Erba, Italija)
etilbenzoat (Merck, Nemcija)
etilbutirat (Merck, Nemcija)
etildekadienoat (SAFC, Nemcija)
etildekanoat (Merck, Nemcija)
etildodekanotat (Merck, Nemcija)
etilheksanoat (Merck, Nemcija)
etilhidrocinamat (Aldrich, Nemcija)
etillaktat (Merck, Nemcija)
etiloktanoat (SAFC, Nemcija)
etilsorbat (Aldrich, Nemcija)
etil-2-decenoat (SAFC, Nemcija)
etil-2-metilbutanoat (Sigma-Aldrich, Nemcija)
etil-2-oktenoat (SAFC, Nemcija)
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fenilacetaldehid (Aldrich, Nemcija)
furfural (Aldrich, Nemcija)

heksanal (Fluka, Nemcija)

heksanojska kislina (Merck, Nemcija)
heksilacetat (Merck, Nemcija)
izoamilacetat (Sigma-Aldrich, Nemcija)
izoamil-2-metilbutanoat (SAFC, Nemcija)
izoamilalkohol (Sigma-Aldrich, Nem¢ija)
izobutanol (Merck, Nemcija)

karveol (SAFC, Nemcija)

kreozol (2-metoksi-4-metilfenol) (Merck, Nemcija)
linaloloksid (Aldrich, Nemcija)
metildodekanoat (SAFC, Nemcija)
metilheksanoat (Merck, Nemcija)
metilnonanoat (Merck, Nemcija)
metiloktanoat (Merck, Nemcija)
metildekanoat (SAFC, Nemcija)

ocetna kislina (Merck, Nemcija)
oktanojska kislina (Merck, Nemcija)
stiren (Fluka, Nemcija)

etiltetradekanoat (Merck, Nemcija)
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3.1.3. Topila za redcenje

deionizirana voda (Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani)
metanol, Reag. Ph. Eur. (Panreac, Spanija)

etanol (absolutni) (Carlo Erba, Italija)

3.1.4. Kvasovke

STHA-Aktiv 3 (E. Begerow GmbH & Co., Nemcija)

3.1.5. Aparature in laboratorijska oprema

avtomatske pipete Proline 10 puL, 100 uL, 1000 uL (Biohit, Finska)
mikroekstrakcijsko vlakno PDMS, debelina faze 100 um (Supelco, ZDA)
mikroekstrakcijsko vlakno DVB/CAR/PDMS, debelina faze 50/30 pm (Supelco,
ZDA)

plinski kromatograf HP 5890 Series II (Hewlett Packard, ZDA)

kapilarna kolona VOCOL, 60 m x 0,25 mm [.D., z debelina stacionarne faze 1,5 um
(Supelco, MO, ZDA)

GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Japonska),

kapilarna kolona Rtx-1 F&F, 30m x 0.25 mm, 0,25 pum dimetilpolisiloksan, (Restek,
PA, ZDA).
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3.2. Metode

3.2.1. Mikroekstrakcija na trdni fazi in plinska kromatografija z masnim spektrometrom
Uporabili smo mikroekstrakcijsko iglo (SPME) s 100 um nanosom polidimetilsiloksana.

Analizo smo izvajali na plinskem kromatografu HP 5890 Series II, Hewlett Packard (ZDA), s
Si0, kapilarno kolono VOCOL, 60 m x 0,25 mm [.D., z debelino stacionarne faze 1,5 um.
Temperatura injektorja je bila 220 °C, temperatura peci je bila prve 4 minute 70 °C nato pa se
je s hitrostjo 15 °C/min dvignila na temperaturo 210 °C, nato smo jo zadrzali Se za 4 minute.
Za nosilni plin smo uporabili helij, s pretokom 0,6 mL/min.

S plinskim kromatografom je bil sklopljen masni spektrometer HP 6890 Series Hewlett-
Packard kvadrupolnim masnim analizatorjem. Ionizacijsko energijo smo nastavili na 70 eV,
temperaturo ionskega izvora pa na 200 °C. Programska oprema je zajemala knjiznico spektrov

Wiley 138.

3.2.2. Plinska kromatografija z masnim spektrometrom
Za analizo vzorcev smo uporabljali plinski kromatograf, povezan z masnim spektrometrom

GCMS-QP2010 Ultra Shimadzu s kapilarno kolono Rtx-1 F&F, 30m x 0.25 mm, 0,25 pum
dimetilpolisiloksan. Programska oprema je zajemala knjiznici spektrov NIST08 in FFNSC
1.3.

Slika 10: GC-MS, ki smo ga uporabili za analizo.

Zaradi velike razlike v koncentracijah analiziranih spojin smo razvili tri razlicne metode, ki so

pokrile celoten spekter analiziranih spojin. S prvo metodo smo analizirali spojine, ki imajo t.
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vecji od 5 minut, z drugo metodo spojine s t;,, manjSim od 5 minut, z izjemo etanola, ki smo

ga analizirali s tretjo metodo.

3.2.2.1 .Analiza spojin s t,, vecjim od 5 min

Uporabili smo »split« nacin injiciranja z razmerjem 10, T injiciranja 250 °C ter volumnom
injiciranja 1 pL. Zacetno temperaturo kolone smo prvih 5 minut nastavili na 40 °C , nato se je
linearno visala, z gradientom 10 °C/min do konéne T 250 °C , nato smo jo zadrzali $e 5 min.
Ionizacijska napetost je bila 70 eV, pri ¢emer je bila temperatura ionizacije 200 °C. Detektor
smo z napetostjo 1 kV vkljucili pri Casu 5 min in ga pustili vklopljenega do konca metode.

Zaradi zasiCenosti detektorja pri retencijskih Casih etil-frans-2, cis-4-dekadienoata pri vseh
vzorcih in etildekanoata in etiloktanoata pri vzorcih 1, 35 in 36 smo za te vzorce uporabili
osnovno metodo, ki smo ji povecali razmerje »split« injiciranja na 500 in zmanjsali V

injiciranja na 0,5 puL . Drugi parametri so ostali nespremenjeni.

3.2.2.2. Analiza spojin s t,, manjsim od 5 min

Uporabili smo »split« nacin injiciranja z razmerjem 500, temperaturo injiciranja 250 °C ter
volumnom injiciranja 0,5 pL. Prvih 5 min smo temperaturo kolone nastavili na 40 °C , nato se
je s hitrostjo 10 °C/min visala do kon¢ne 250 °C, nato smo jo zadrzali Se 5 min. Napetost na
detekturju je bila 1 kV, ionizacijska napetost je bila 0,7 eV pri ¢emer je bila temperatura
ionizacije 200 °C. Detektor smo vkljucili pri t = 0 min in ga pustili vklopljenega do konca

metode.

3.2.2.3. Analiza etanola

Vzorce smo red¢ili z deionizirano vodo v razmerju 1:100. Uporabili smo »split« nacin
injiciranja z razmerjem 500, temperaturo injektorja 250 °C ter volumen injiciranja 0,5 pL.
Zacetno temperaturo kolone smo prvih 5 min nastavili na 40 °C , nato se je linearno visala, s
hitrostjo 100 °C/min do kon¢ne 250 °C, nato smo jo zadrzali $e 5 min. Ionizacijska napetost je
bila 0,7 eV, pri ¢emer je bila temperatura ionizacije 200 °C. Detektor smo pri napetosti 0,84
kV vkljuéili pri ¢asu 0 min in ga pustili vklopljenega do 12. minute.

3.2.3. Priprava standardov

Zaradi velikega Stevila spojin, za katere smo morali pripraviti standardne raztopine, smo
laboratorijsko delo optimizirali tako, da smo spojine zdruzili v smiselne skupine in nato
pripravili standardne raztopine za vsako skupino posebej. Pri zdruZevanju spojin v skupine je
bilo nujno, da so vse spojine znotraj skupine pri analizi zahtevale enako metodo ter da so bili
vrhovi vseh spojin v kromatogramu dobro loceni. V nadaljevanju opisujemo splosne

postopke, po katerih smo pripravili standardne raztopine za posamezne skupine, pri ¢emer
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operiramo z okvirnimi vrednostmi koncentracij. To¢ni podatki za koncentracije so za

posamezno spojino razvidni v tabelah.

3.2.3.1. Standardi aromaticnih spojin s t,, vecjim od 5 minut

Ker smo pri analizi tega dela spektra, za nekatere vzorce uporabili dve metodi, z razliénima
»split« razmerjema, smo morali za vsako metodo narediti svoje umeritvene premice. Priprava
standardnih raztopin je potekala po enaki shemi redcenja, razlikovala se je le v pripravi

osnovnih standardnih raztopin.

»Split« 1000

V 10 mL merilno bucko smo odpipetirali 150 pL. posamezne spojine ter z etanolom dopolnili
do oznake (raztopina s cy). 5 mL pripravljene raztopine s co smo odpipetirali v 20 mL merilno
bucko in z etanolom dopolnili do oznake. 5 mL dobljene raztopine smo odpipetirali v 10 mL
bucko in z etanolom dopolnili do oznake. Dobili smo osnovno standardno raztopino c;. Nato
smo 5 mL osnovne standardne raztopine odpipetirali v novo 10 mL bucko in z etanolom
dopolnili do oznake, ter tako dobili standardno raztopino c,. Standardno raztopino c; smo po
enakem postopku red¢ili, da smo dobili standardno raztopino cs, to pa naprej, da smo dobili
standardno raztopino c4. Koncentracijo posameznih spojin smo preracunali iz volumna,
gostote posamezne spojine in volumna bucke (enacba 2).

Enacba za izracun c:

Cspojine = (Vpipetiranja * dspojine)/ Vouske ~ (€nacba 2)

Vpipetiranja = 0,15 mL

Viueke= 10 mL

Tabela IV: Izracunane koncentracije spojin v standardnih raztopinah (»split« 1000).

Co C1 Co C3
spojina d V [uL] [mg/mL] | [mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL]
1-heksanol 0,8136 150| 12,204| 1,5255| 0,76275|0,381375
1-oktanol 0,824 150 12,36 1,545| 0,7725| 0,38625
2-etilfenol 1,037 150| 15,555|1,944375|0,972188 | 0,486094
2-feniletanol 1,02 150 15,3| 1,9125| 0,95625|0,478125
2-feniletilacetat 1,03 150 15,45| 1,93125|0,965625 | 0,482813
2-heptanol 0,82 150 12,3| 1,5375| 0,76875|0,384375
2-heptanon 0,815 150| 12,225]|1,5281250,764063 | 0,382031
2-metilbutilacetat 0,876 150 13,14| 1,6425| 0,82125|0,410625
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2-metilbutanojska kislina 0,94 150 14,1| 1,7625| 0,88125|0,440625
4-etilfenol 1,011 150 | 15,165 | 1,895625 | 0,947813 | 0,473906
4-vinilanisol (4-metoksistiren) 0,997 150 | 14,955 | 1,869375 | 0,934688 | 0,467344
butilacetat 0,88 150 13,2 1,65 0,825 0,4125
dekanojska kislina 0,893 150 | 13,395 |1,674375|0,837188 | 0,418594
dietilsukcinat 1,04 150 15,6 1,95 0,975| 0,4875
etilbenzoat 1,05 150| 15,75 1,96875 |0,984375|0,492188
etilbutirat 0,878 150| 13,17 | 1,64625(0,823125|0,411563
etildekanoat 0,86 150 12,9 1,6125| 0,80625 |0,403125
etildodekanotat 0,863 150 | 12,945 |1,618125 |0,809063 | 0,404531
etilheksanoat 0,87 150| 13,05| 1,631250,815625|0,407813
etilhidrocinamat 1,014 150| 15,21 1,90125(0,950625 |0,475313
etillaktat 1,03 150| 15,45 1,93125(0,965625 |0,482813
etiloktanoat 0,867 150 | 13,005 |1,625625 | 0,812813 | 0,406406
etil sorbat 0,956 150 | 14,34| 1,7925| 0,89625|0,448125
etil-2-decenoat 0,88 150 13,2 1,65 0,825 0,4125
etil-2-metilbutanoat 0,875 150 | 13,125 |1,640625 |0,820313 |0,410156
etil-2-oktenoat 0,892 150| 13,38| 1,6725| 0,83625|0,418125
fenilacetaldehid 1,075 150 | 16,125 2,015625 | 1,007813 | 0,503906
furfural 1,16 150 17,4 2,175| 1,0875| 0,54375
heksanal 0,816 150 | 12,24 1,53 0,765| 0,3825
heksanojska kislina 0,93 150| 13,95 1,74375|0,871875|0,435938
heksilacetat 0,87 150| 13,05| 1,631250,815625|0,407813
izoamil-2-metilbutanoat 0,857 150 | 12,855 |1,606875 |0,803438 | 0,401719
izoamilacetat 0,876 150| 13,14| 1,6425| 0,82125|0,410625
karveol 0,958 150 | 14,37 | 1,79625 |0,898125 | 0,449063
kreozol (2-metoksi-4-metilfenol) 1,092 150 16,38 2,0475| 1,02375|0,511875
linaloloksid 0,945 150 | 14,175 |1,771875 | 0,885938 | 0,442969
metildodekanoat 0,87 150| 13,05| 1,631250,815625|0,407813
metilheksanoat 0,885 150 | 13,275 |1,659375 | 0,829688 | 0,414844
metilnonanoat 0,88 150 13,2 1,65 0,825 0,4125
metiloktanoat 0,877 150 | 13,155 |1,644375(0,822188 | 0,411094
metildekanoat 0,871 150 | 13,065 |1,633125 |0,816563 | 0,408281
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oktanojska kislina

0,91

150

13,65

1,70625

0,853125

0,426563

stiren

0,906

150

13,59

1,69875

0,849375

0,424688
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»Split« 10

Pri pripravi osnovne standardne raztopine za »split« 10 smo si pomagali z raztopino ¢y ki smo
jo pripravili pri »split« razmerju 1000. 1 mL raztopine ¢y smo odpipetirali v 100 mL merilno
bucko in z etanolom dopolnili do oznake. 5 mL pripravljene raztopine smo odpipetirali v 10
mL bucko in z etanolom dopolnili do oznake (raztopina s ¢;). Nato smo z red¢enjem po enaki
shemi pripravili Se 4 raztopine. PreraCunane koncentracije spojin (enacba 2) v raztopinah so

prikazane v tabeli V.

Tabela V: Izratunane koncentracije spojin v standardnih raztopinah (»split« 10).

Vv Cq Co (o) Cy
spojina d [UL] [[mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL] |cs[mg/mL]
1-heksanol 0,8136| 150| 0,06102| 0,03051|0,015255 | 0,007628 0,003814
1-oktanol 0,824| 150| 0,0618| 0,0309| 0,01545|0,007725 0,003863
2-etilfenol 1,037 | 150(0,077775|0,038888 | 0,019444 | 0,009722 0,004861
2-feniletanol 1,02| 150| 0,0765| 0,03825|0,019125 | 0,009563 0,004781

2-feniletilacetat 1,03| 150| 0,07725] 0,038625| 0,019313 | 0,009656 0,004828

2-heptanol 0,82| 150 0,0615| 0,03075|0,015375|0,007688 0,003844
2-heptanon 0,815| 150|0,061125| 0,030563 | 0,015281 | 0,007641 0,00382
2-

metilbutilacetat | 0,876 150| 0,0657 | 0,03285|0,016425]|0,008213 0,004106

2-
metilbutanojska

kislina 0,94| 150 0,0705| 0,03525|0,017625 | 0,008813 0,004406

4-etilfenol 1,011| 1500,075825| 0,037913 | 0,018956 | 0,009478 0,004739

4-vinilanisol  (4-

metoksistiren) 0,997 | 1500,074775| 0,037388 | 0,018694 | 0,009347 0,004673

butilacetat 0,88| 150 0,066 0,033| 0,0165| 0,00825 0,004125
dekanojska

kislina 0,893 | 150|0,066975 | 0,033488 | 0,016744 | 0,008372 0,004186
dietilsukcinat 1,04| 150 0,078 0,039| 0,0195| 0,00975 0,004875
etilbenzoat 1,05| 150| 0,07875|0,039375| 0,019688 | 0,009844 0,004922
etilbutirat 0,878 | 150| 0,06585|0,032925 | 0,016463 | 0,008231 0,004116
etildekanoat 0,86| 150| 0,0645| 0,03225|0,016125 | 0,008063 0,004031

etildodekanotat | 0,863 | 150|0,064725 | 0,032363 | 0,016181 | 0,008091 0,004045
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etilheksanoat 0,87 | 150| 0,06525|0,032625|0,016313 | 0,008156 0,004078
etilhidrocinamat | 1,014 | 150| 0,07605 | 0,038025 | 0,019013 | 0,009506 0,004753
etillaktat 1,03| 150| 0,07725|0,038625 | 0,019313 | 0,009656 0,004828
etiloktanoat 0,867 | 1500,065025 | 0,032513 | 0,016256 | 0,008128 0,004064
etil sorbat 0,956| 150| 0,0717| 0,03585|0,017925 | 0,008963 0,004481
etil-2-decenoat 0,88 150 0,066 0,033| 0,0165| 0,00825 0,004125
etil-2-

metilbutanoat 0,875| 1500,065625 | 0,032813 | 0,016406 | 0,008203 0,004102
etil-2-oktenoat 0,892| 150| 0,0669| 0,03345|0,016725 |0,008363 0,004181
fenilacetaldehid | 1,075| 150 (0,080625 | 0,040313 | 0,020156 | 0,010078 0,005039
furfural 1,16| 150 0,087| 0,0435| 0,02175|0,010875 0,005438
heksanal 0,816| 150| 0,0612| 0,0306| 0,0153| 0,00765 0,003825
heksanojska

kislina 0,93| 150| 0,06975|0,034875|0,017438 | 0,008719 0,004359
heksilacetat 0,87 | 150| 0,06525|0,032625|0,016313 | 0,008156 0,004078
izoamil-2-

metilbutanoat 0,857 | 1500,064275|0,032138 | 0,016069 | 0,008034 0,004017
izoamilacetat 0,876| 150| 0,0657| 0,03285|0,016425 |0,008213 0,004106
karveol 0,958 | 150| 0,07185|0,035925 | 0,017963 | 0,008981 0,004491
kreozol (2-

metoksi-4-

metilfenol) 1,092| 150| 0,0819| 0,04095 |0,020475|0,010238 0,005119
linaloloksid 0,945| 150(0,070875|0,035438 | 0,017719 | 0,008859 0,00443
metildodekanoat | 0,87| 150| 0,06525 |0,032625 | 0,016313 | 0,008156 0,004078
metilheksanoat | 0,885| 150 |0,066375 | 0,033188 | 0,016594 | 0,008297 0,004148
metilnonanoat 0,88 150 0,066 0,033| 0,0165| 0,00825 0,004125
metiloktanoat 0,877 | 150|0,065775|0,032888 | 0,016444 | 0,008222 0,004111
metildekanoat 0,871| 1500,065325|0,032663 | 0,016331 | 0,008166 0,004083
oktanojska

kislina 0,91| 150| 0,06825|0,034125|0,017063 | 0,008531 0,004266
stiren 0,906 | 150| 0,06795|0,033975 | 0,016988 | 0,008494 0,004247
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3.2.3.2. Standard etil-trans-2, cis-4-dekadienoata

Zaradi ve¢ izomerov spojine prisotnih v standardu, smo morali za etil-trans-2, cis-4-
dekadienoat pripravili svojo umeritveno premico, saj bi se sicer vrhovi izomerov prekrivali z
vrhovi ostalih standardnih spojin. Enako, kot pri standardih aromati¢nih spojin, smo tudi v

tem primeru uporabljali dve metodi in smo zato pripravili dve umeritveni premici.

»Split« 1000

V 10 mL merilno bu¢ko smo odpipetirali 150 pL spojine ter z etanolom dopolnili do oznake
(raztopina cy). 5 mL pripravljene raztopine ¢y smo odpipetirali v 20 mL merilno bucko in z
etanolom dopolnili do oznake. 5 mL dobljene raztopine smo odpipetirali v 10 mL bucko in z
etanolom dopolnili do oznake. Dobili smo osnovno standardno raztopino c¢;. Nato smo 5 mL
osnovne standardne raztopine odpipetirali v novo 10 mL bucko in z etanolom dopolnili do
oznake, ter tako dobili standardno raztopino c;. Standardno raztopino c4 smo po enakem
postopku redCenja pripravili iz standardne raztopine c; in nato iz slednje Se standardno
raztopino cs. Standardno raztopino ¢, smo pripravili tako, da smo v 20 mL bucko, z 10 mL in
5 mL pipeto, odpipetirali 15 mL standardne raztopine c¢; in do oznake dopolnili z etanolom.
Koncentracijo posameznih spojin smo preracunali iz pipetirnega volumna in gostote

posamezne spojine in volumna bucke (enacba 2).

Tabela VI: Izra¢unane koncentracije etil-tans-2, cis-4 dekadienoata v standardnih raztopinah (»split« 1000).

Co C1 C2 Cs
spojina d V [uL] | [mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL] |c4[mg/mL] |cs[mg/mL]
etil-tans-2, cis-4
dekadienoat 0,902 150 13,53 | 1,69125| 1,268438 | 0,845625 | 0,4228125 0,211406

»Split« 10

V 100 mL bucko smo odpipetirali 10 puL. standarda etil-trans-2, cis-4-dekadienoata in z
etanolom dopolnili do oznake in tako dobili osnovno standardno raztopino s ¢;. 5 mL osnovne
standardne raztopine smo nato odpipetirali v 10 mL merilno bucko in z etanolom dopolnili do
oznake (c3). Dobljeno raztopino smo odpipetirali v 10 mL merilno bu¢ko in z etanolom
dopolnili do oznake (c3). Po enaki shemi red¢enja smo pripravili Se dve raztopini (c4; Cs).
Koncentracije standardnih raztopin smo preracunali po enacbi 2 in so predstavljene v tabeli

VIL

Tabela VII:Izra¢unane koncentracije etil-tans-2, cis-4 dekadienoata v standardnih raztopinah (»split« 10).

C3 Cy

spojina d V [uL] |cq[mg/mL] |ca[mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL] |cs[mg/mL]

etil-trans-2, cis-4|0,902 10 0,0902 0,0451| 0,02255| 0,011275 0,0056375
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dekadienoat

3.2.3.3. Standardi spojin s t,, manjsim od 5min, (1- propanol, 1-butanol, 2-metil-1-butanol, etilacetat,

izoamilalkohol, izobutanol, metanol in metilacetat)

V 100 mL merilno buc¢ko smo natehtali priblizno 2 grama vsake spojine in z metanolom

dopolnili do oznake. Iz pripravljene osnovne raztopine, ki je vsebovala priblizno 20 mg/mL

posamezne spojine, smo z red¢enjem pripravili Se standardne raztopine s koncentracijami 10,

5, 1, in 0,5 mg/mL. Ker nismo imeli na razpolago primerne polnilne pipete in merilne bucke, s

katerima bi iz osnovne standardne raztopine z red¢enjem pripravili raztopino s koncentracijo

0,1 mg/mL, smo to pripravili iz raztopine s koncentracijo 1 mg/mL . Shema po kateri smo

redcili, je prikazana v tabeli VIII.

Tabela VIII: Shema red¢enja pri pripravi standardnih raztopin.

Standardna V osnovne V merilne bucke
raztopina |c¢ standardov | raztopine (polnilne [mL]
[mg/mL] pipete)[mL]

C1 20 ne red¢imo ne redc¢imo

() 10 25 50

[ 5 25 100

Ca 1 5 100

Cs 0,5 5 200

Cs 5 (red¢imo 50

raztopinosc=
0,1 1mg/mL)
Tabela IX:Izratunane koncentracije v standardnih raztopinah.
natehta |c4 Co C3 Cy Cs

spojina [mg] [mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL] |cs[mg/mL]
1-propanol 2020,8| 20,208| 10,104 5,052 1,0104 0,5052 0,10104
1-butanol 2020,6| 20,206| 10,103| 5,0515| 1,0103| 0,50515 0,10103
2-metil-1-butanol 2027,4| 20,274| 10,137 | 5,0685| 1,0137| 0,50685 0,10137
etilacetat 2019,6| 20,196| 10,098 5,049 1,0098 0,5049 0,10098
izoamilalkohol 2018,4| 20,184 10,092 5,046 1,0092 0,5046 0,10092
izobutanol 2006,2| 20,062| 10,031| 5,0155| 1,0031| 0,50155 0,10031
metilacetat 2021,7| 20,217| 10,1085| 5,05425| 1,01085 | 0,505425 0,101085
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3.2.3.4. Standardi acetona, metanola in ocetne kisline

Glede na analize vzorcev bi lahko aceton, metanol in ocetno kislino vklju€ili v skupino spojin
s t;, manjSim od 5 min, vendar, ker spojine v prejSnji skupini niso zadosti topne v vodi, smo
metanol izbrali kot topilo. Visoka koncentracija metanola bi zasitila detektor, zaradi Cesar
smo detektor vklopili Sele pri ¢asu 1,65 min. Aceton ima podoben t; kot metanol in zato ne bi
bil viden. Ocetno kislino smo v to skupino vkljucili, saj ob uporabi hidrofobne kolone kisline
v kromatogramu tvorijo znacilne repe, ki se lahko prekrivajo s sosednjimi vrhovi.

Standardne raztopine smo pripravili po enakem postopku, kot je opisan za spojine s t,

manj$im od 5 min, le da smo za topilo uporabili precis€eno vodo.

Tabela X:Izracunane koncentracije v standardnih raztopinah.

natehta |c, (o) C3 Cy Cs
spojina [mg] [mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL] |[mg/mL] |cs[mg/mL]
aceton 2037,9| 20,379| 10,1895 | 5,09475| 1,01895|0,509475 0,101895
metanol 1932,6 | 19,326 9,663| 4,8315| 0,9663| 0,48315 0,09663
ocetna kislina 2140,5| 21,405| 10,7025 5,35125| 1,07025|0,535125 0,107025

3.2.3.5. Standardi etanola

Standardno raztopino etanola smo pripravili tako, da smo v 100 mL bucko natehtali 10 g
absolutnega etanola in do oznake dopolnili s prec¢is¢eno vodo. Nato smo s polnilno pipeto
odpipetirali 10 mL pripravljene raztopine v novo 100 mL bucko in s precis¢eno vodo
dopolnili do oznake. Dobili smo osnovno standardno raztopino, ki je vsebovala 10 mg/mL
etanola. Iz osnovne standardne raztopine smo z mikropipeto pripravili standardne raztopine,
ki so navedene v tabeli XI.

m(etanol) = 10000,4 mg

Tabela XI: Shema red¢enja za pripravo standardnih raztopin etanola

V osnovne
¢ Etanola standardne
[mg/mL] raztopine[puL] V preciscene vode[uL]
10,0 1000 0
5,0 500 500
1,0 100 900
0,5 50 950
0,1 10 990
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4. Rezultati in razprava

4.1. Mikroekstrakcija na trdni fazi in GC-MS

Eksperimentalno delo smo zaceli z mikroekstrakcijo na trdni fazi (SPME) in analizo na
plinskem kromatografu sklopljenim z masnim spektrometrom (GC-MS). Analiza frakcij
destilata je zajemala veliko Stevilo vzorcev z razlicno sestavo in koncentracijo spojin, zato
smo zacetne analize Zeleli opraviti na ¢im bolj reprezentativnem vzorcu, na katerem bomo
lahko razvili metodo uporabno tudi za vse ostale vzorce. Izbrali smo si vzorec 33, ki vsebuje
zdruzene frakcije prve destilacije, zaradi ¢esar smo sklepali, da bo vseboval vecino spojin, ki

so prisotne v ostalih vzorcih

4.1.1. Izbira SPME vlakna in faze za ekstrakcijo
Na voljo smo imeli dve SPME vlakni:

e divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS), debelina trdne faze
50/30 pm (v nadaljevanju: Vlakno A)

e polidimetilsiloksan (PDMS), debelina trdne faze 100 um (v nadaljevanju: Vlakno B)
Zeleli smo ugotoviti katero izmed vlaken je bolj ustrezno za nase analize. Da bi to ugotovili,
smo z obema vlaknoma naredili mikroekstrakcijo po metodi, ki jo je opisala Bogataj [14]. V
steklenicko smo prenesli 1 mL vzorca in jo zaprli s pokrovom z membrano (septumom).
Steklenicko smo nato termostatirali na 40 °C. Membrano pokrovcka smo prebodli z zas€itno
iglo in v parni fazi nad vzorcem ven potisnili iglo s stacionarno fazo. Ekstrakcijo smo izvajali
20 minut, nato pa smo iglo izvlekli in jo vstavili v injektor. V injektorju smo iglo s
stacionarno fazo zopet potisnili ven, tako da so se adsorbirane spojine desorbirale.

Temperatura injektorja je bila 220 °C. Temperaturni program plinskega kromatografa je

prikazan v tabeli XII.

Tabela XII: temperaturni program

zaCetna T 70 °C

t zaCetne T 4 min
temperaturni gradient 15 °C/min
kon¢na T 210 °C
¢as koncne T 4 min

Vlakni smo najprej primerjali na podlagi Stevila vrhov v kromatogramu, kasneje pa tudi na

podlagi povrsin pod vrhovi za izbrane 4 spojine, ki so bile v literaturi opisane kot znacilne za
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aromo viljamovke. Na spodnji sliki sta prikazana prekrita kromatograma obeh vlaken. Test
001 pripada vlaknu A, Test 001A pa vlaknu B. Iz kromatogramov lahko razberemo, da je
rezultat ekstrakcije z obema vlaknoma priblizno enak. V obeh kromatogramih so vidni vrhovi
pri enakih retencijskih casih, z izjemo vrhov oznaCenih z 1 in 2, ki sta vidna le v
kromatogramu vlakna B. Dodatna vrhova v spektru vlakna B sta vidna, ker smo sprva pri
analizi z vlaknom A meritveno obmoc¢je masnega spektrometra nastavili na molsko maso
vecjo 50 g/mol. Vrh 1 predstavlja metanol z molsko maso 32,04 g/mol, vrh 2 pa predstavlja
etanol z molsko maso 46,07 g/mol. Masni spektrometer zaradi molske mase fragmentov nizje
od nastavitve meritvenega obmocja, teh dveh spojin ni zaznal. Pri analizi z vlaknom B smo
meritveno obmoc¢je znizali na molsko maso, vecjo od 30 g/mol. Posledi¢no sta v
kromatogramu vidna tudi vrhova za metanol in etanol. Pri spektru vlakna B lahko opazimo,

da so odzivi nekoliko vi§ji, kar predstavlja prednosti v primerjavi z vlaknom A.
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Slika 11: Kromatogram vlakna A in vlakna B po ekstrakciji iz parne faze.

Z vlaknom B smo ekstrakcijo in analizo ponovili in kromatogram primerjali s prvim
kromatogramom vlakna B. Iz kromatograma lahko sklepamo, da ekstrakcija z vlaknom B, iz

parne faze daje zadovoljivo ponovljive rezultate.
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Slika 12: Primerjava dveh kromatogramov posnetih z vlaknom B.

Nato smo primerjali povrSine pod krivuljo za 4 izbrane spojine. Podatki, prikazani v spodnji
tabeli kazejo, da je ekstrakcija z vlaknom B bolj uinkovita, saj so vrednosti povrSin pod
krivuljo pri vseh stirih spojinah vecje od povrSin pod krivuljo istih spojin pri vlaknu A.

Tabela XIII: Tabela povrsin pod vrhovi za vlakno A in vlakno B

spojina AUC (Vlakno A) | AUC (Vlakno B)
furfural 2,43 x 10’ 3,58 x 10’
heksilacetat 5,56 x 10° 9,93 x 10°
etildekanoat 8,21 x10° 1,5 x 10°
trans-2, cis-4-dekadienoat 9,79 x 10® 2x10°

V prvem eksperimentu smo ekstrakcijo izvajali v parni fazi nad vzorcem, druga moznost pa je
bila ekstrakcija iz tekoce faze. V drugem eksperimentu smo zato Zeleli preveriti vpliv faze, iz
katere izvajamo ekstrakcijo. Poizkus smo z obema vlaknoma opravili enako kot prvega, le da
smo vlakno tokrat potopili v vzorec in tako ekstrakcijo izvajali iz tekoce faze.

Na spodnji sliki sta prikazana prekrita kromatograma obeh vlaken. Test 002 pripada vlaknu A,
Test 002A pa vlaknu B. 1z kromatogramov je razvidna velika razlika med vlaknoma. Vlakno
B ima tokrat mnogo visje odzive in tudi nekaj vrhov, ki so v kromatogramu vlakna A slabo
vidni ali pa jih ni. Vrhov metanola in etanola v kromatogramu vlakna A ni, iz razlogov

obrazlozenih pri prvem poizkusu.
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Slika 13: Primerjava kromatogramov vlakna A in vlakna B po ekstrakciji iz tekoce faze.

Zaradi tako velike razlike, smo se odlocili poizkus ponoviti. Na spodnji sliki sta prikazana
prekrita kromatograma obeh vlaken. Test 004 pripada vlaknu A, Test 004A pa vlaknu B. Iz
kromatogramov je razvidno, da so pri ponovljenem poizkusu v kromatogramu vlakna A
odzivi vi§ji od odzivov v kromatogramu vlakna B. Ti podatki so v nasprotju s podatki iz prve

meritve.
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Slika 14: Primerjava kromatogramov vlakna A in vlakna B po ekstrakciji iz tekoce faze 2.

V prvem eksperimentu smo ugotovili, da daje vlakno B pri ekstrakciji boljSe rezultate, pri
drugem poizkusu pa zaradi neponovljivosti meritev vlaken med seboj nismo mogli primerjati.
Za analize smo se odlocili uporabljati vlakno B, ki ga je uporabila tudi Bogataj [14].

S poskusoma smo ugotovili, da je zaradi ponovljivosti ekstrakcijo bolje izvajati iz parne faze
nad vzorcem. Poleg tega so, kot je opisano v uvodu, aromati¢ne spojine, ki smo jih analizirali,

hlapne, zaradi Cesar je ekstrakcija iz parne faze bolj smiselna.
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4.1.2. Analiza etanola in metanola
Mikroekstrakcija na trdni fazi se pogosto uporablja pri analizi aromati¢nih spojin. V svojem

delu smo socasno zeleli kvalitativno in kvantitativno ovrednotiti tudi metanol in etanol. V
literaturi smo nasli delo, kjer so avtorji z metodo SPME-GC-MS kvantitativno vrednotili tudi
etanol in metanol. Vsebnosti etanola v njihovih vzorcih je bila v ozkem obmocju (39-42 vol.
%) [33]. V svojem primeru smo ocenili, da je koncentracija etanola v vzorcih v obmo¢ju 10-
80 vol. %. Da bi preverili ali koncentracija etanola vpliva na ekstrakcijo metanola in obratno,
smo pripravili 9 vodnih raztopin z razli¢nimi koncentracijami etanola in metanola, ki so
predstavljene v tabeli z Stevilkami 1-9. 1 mL vsake raztopine smo prenesli v steklenicko ter

napravili ekstrakcijo in analizo po postopku opisanem pri izbiri SPME vlakna.

Tabela XIV: Kombinacije raztopine etanola in metanola v razli¢nih koncentracijah.

etanol [g/L]

= 100 600 800
€

= 2000 1

2

= 400 4

€

80

Povrsine pod krivuljami smo zbrali v dveh loCenih tabelah. V eni tabeli smo zbrali povrSine
pod krivuljami za etanol, v drugi tabeli pa smo zbrali povrSine pod krivuljami za metanol.
Nato smo s podatki iz tabele AUC za etanol narisali graf (graf 1), ki prikazuje odvisnost AUC
za etanol od koncentracije metanola. Enak graf (graf 2) smo narisali tudi s podatki iz tabele
AUC za metanol, le da so bile AUC za metanol predstavljene v odvisnosti od koncentracije

etanola.
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Tabela XV: AUC za metanol.
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Graf 1: AUC metanola v odvisnosti od ¢ etnola.

Tabela XVI: AUC za etanol.
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Graf 2: AUC etanola v odvisnosti od koncentracije metanola.

Iz obeh grafov lahko razberemo, da koncentracija ene spojine vpliva na AUC druge. Krivulje
v grafih nakazujejo, da se ob vecanju koncentracije ene spojine AUC druge manjsa. Najbol]
verjetna razlaga za ta pojav je v Raoultovem zakonu, ki obravnava parne tlake idealnih
raztopin. Zakon pravi, da je parni tlak idealne raztopine odvisen od parnega tlaka posamezne
komponente in njenega molskega deleza v raztopini. Delni tlak komponente (pa) je enak
produktu tlaka &iste komponente (p”) in njenega molskega deleza v zmesi (x4) (enacba 3)

[36].

Raoultov zakon: K
— 0 ~ =
pa=pa -xa (enacba 3) Lsp, *0,
N R
e Pr [P
A\ A\
XA = 1 XA = 0

Slika 15: Diagram parnih tlakov zmesi
komponent A in B [36].

Ob povecanju metanola v zmesi se zmanjSa molski delez etanola v zmesi, kar zmanjs$a njegov
delni tlak. Ob manjSem delnem tlaku je v parni fazi nad zmesjo manj$i delez etanola, ki se
lahko veze na stacionarno fazo SPME vlakna. Ustrezno se zmanjSa AUC etanola. Analogno

se zgodi z metanolom pri povecanju koncentracije etanola.
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S podatki iz tabel XV in XVI smo preverili Se linearnost premice etanola pri razli¢nih
koncentracijah metanola in obratno. Tokrat smo narisali grafa, v katerih smo predstavili AUC

vrednosti v odvisnosti od koncentracije spojine za vse 3 koncentracije druge spojine.
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Graf 3:AUC etanola v odvisnosti od koncentracije etanola.

Na grafu, ki predstavlja odvisnost AUC etanola od koncentracije etanola pod vplivom treh
razlicnih koncentracij metanola lahko vidimo, da premica etanola v raztopini z 80 mg
metanola dokaj linearna, nato pa z viSanjem koncentracije metanola v raztopini linearnosti ni
premice etanola ni ve¢ opazna. Da tudi med AUC metanola in koncentracijo metanola
linearna zveza ne obstaja, je razvidno iz grafa 4, ki predstavlja odvisnost AUC metanola in

koncentracije metanola.
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Graf 4: AUC metanola v odvisnosti od ¢ metanola.
Z eksperimentom smo ugotovili, da zaradi nelinearnosti odziva AUC v odvisnosti od

koncentracije in Sirokega obmocja koncentracij etanola v vzorcih, metoda z mikroekstrakcijo

na trdni fazi ni primerna za kvantitativno analizo metanola in etanola v nasih vzorcih. Za
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potek eksperimentalnega dela je ta ugotovitev pomenila, da bi morali za kvantitativno analizo
metanola in etanola uporabiti druga¢no metodo, kot za kvantitativno analizo aromati¢nih
spojin.
Najboljsa metoda bi bila, da bi vzorec direktno injicirali v injektor. Problem pri tak$ni metodi
bi bila koli¢ina vode, saj je v vzorcih prisotne tudi do 90 % vode. Kolona, ki smo jo
uporabljali, tak$ne koliCine vode ne prenese. Poskusili bi lahko direktno injicirati vzorce, ki bi
jih predhodno red¢ili z organskim topilom, ki se dobro meSa z vodo, hkrati pa bi hitro
prepotovalo kolono. Primer taks$nih topil bi lahko bili:

e tetrahidrofuran

e acetonitril

e kloroform

e ferc-butilmetileter
V prihodnje bi bilo potrebno preizkusiti uspesnost take metode, za kar pa se v nasem

eksperimentalnem delu nismo odlocili.

4.2. GC-MS z direktnim injiciranjem

Eksperimentalno delo smo nadaljevali na plinskem kromatografu z masnim spektrometrom, s
kolono, ki dobro prenasa vodo. To nam je omogocalo, da smo lahko vzorce direktno injicirali
v injektor. Podobno kot pri metodi z mikroekstrakcijo smo tudi pri tej metodi zacetne analize

opravili na reprezentativnem vzorcu Stevilka 33.

4.2.1. Optimizacija GC-MS metode
Analizo smo zaceli z metodo, ki smo ji parametre nastavili na podlagi prej$njih analiz arome,

opravljenih v naSem laboratoriju. 1 pL vzorca smo direktno injicirali v injektor s temperaturo
250 °C. Uporabili smo »split« nac¢in injiciranja z razmerjem 10. Zacetna temperatura kolone je
bila prvih 5 min 40 °C, nato se je linearno dvigala, z gradientom 10 °C/min do konc¢ne
temperature 250 °C, ki smo jo zadrZali S¢ 5 min. Pretok nosilnega plina je bil 1 mL/min.
Ionizacijska napetost je bila 0,7 eV, pri ¢emer je bila temperatura ionizacije 200 °C. Detektor

je imel nastavljeno absolutno napetost 1 kV.
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Slika 16: kromatogram reprezentativnega vzorca §t. 33

V kromatogramu je bil pri t, priblizno 1,5 min vrh, ki pripada etanolu, izrazito visji od ostalih
vrhov v kromatogramu in je zasitil detektor. Da bi zmanjSali odziv vrha, smo v metodi
spremenili »split« razmerje na 100. ViSina vrha je po spremembi metode ostala ista, detektor
pa se je tudi tokrat zasitil. Povecanje »split« razmerja je zmanjSalo obcutljivost metode, zaradi
Cesar v kromatogramu izgubimo nekatere vrhove. Ti rezultati so pokazali, da vseh spojin v
vzorcu ne bomo mogli analizirati z isto metodo.

Zaradi velike razlike med intenziteto odzivov smo se odlocili kromatogram lociti na dva dela,
ki ju bomo nato analizirali z razliénima metodama. Vrhovi z niZjimi odzivi se pojavijo po t; =

5 min, zato smo za mejo dolo¢ili t =5 min.
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4.2.1.1. Optimizacija metode za spojine s t,, vec¢jim od 5 min

Hoteli smo preveriti, ¢e bi ob zmanjSanju razmerja »split« v delu kromatograma z nizjimi
odzivi zasledili kakSne nove vrhove in zato smo metodi spremenili nacin iz »split« v
»splitless«, detektor pa smo vklopili pri t = 5 min, tako da smo se izognili zaznavi vrhov v
prvem delu kromatograma. Odzivi za spojine s t., ve¢jim od 5 min, so se ustrezno povisali,
vendar pa novih vrhov nismo zaznali. Opazili smo tudi, da je bazna linija na zacetku in koncu
metode dvignjena, iz ¢esar smo sklepali, da je ob nacinu »splitless« presezena kapaciteta

kolone. Metoda zato ni primerna za analizo vzorcev.

(x10,000,000)
i

Slika 17: Kromatogram reprezentativnega vzorca 33 (»splitless«).

Za spojine, ki imajo t; vecji od 5 min, smo kot optimalno uporabili metodo z na¢inom »split«,
razmerje 10, ter vklopom detektorja pri casu 5 min. Temperaturnega programa zaradi ustrezne

lo¢ljivosti nismo spreminjali.

4.2.1.2. Optimizacija metode za spojine s t,, manjsim od 5 min

Zaradi visokih odzivov spojin s t,, manjSim od 5 min, smo v metodi, s katero smo zaceli
optimizacijo, spremenili »split« razmerje na 500 in volumen injiciranja na 0,5 pL, kar je
ekvivalentno »split« razmerju 1000. Odziv za etanol je bil Se vedno enako visok in je kljub
vecjemu »split« razmerju zasitil detektor, ostali vrhovi pa so se ustrezno zmanjsali. Odlocili
smo se, da za te spojine uporabimo metodo s »split« razmerjem 1000, etanol pa bomo

analizirali lo¢eno.
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4.2.1.3. Optimizacija metode za etanol

Koli¢ina etanola na koloni je bila, kljub vsem spremembam do sedaj, prevelika in je zasitila
detektor. Ker aparatura ni dopuscala dodatnega povecanja »split« razmerja smo vzorec pred
injiciranjem z vodo red¢ili v razmerju 1:100. Metodo smo uporabili enako, kot pri spojinah s
t, manjSim od 5 min. Pri analizi vzorca se tokrat detektor ni zasitil, hkrati pa se je tudi
intenziteta odziva za etanol zmanjsala. Ker ima etanol kratek t, (= 1,57 min), smo metodo
lahko modificirali. Po zacetnih 4 minutah smo v delu naras¢anja temperature spremenili
hitrost naras¢anja temperature na 100 "C/min, kar je obcutno skrajSalo metodo. Detektor smo
po 12 min izklju¢ili.
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Slika 18: Kromatogram analize etanola.

4.3. Analiza frakcij destilata

V preliminarnih testih smo preizkusili dve razli¢ni metodi analize hlapnih snovi z dvema
razliénima instrumentoma. Pokazali smo, da metoda z mikroekstrakcijo na trdni fazi ne
omogoca kvantitativne analize etanola in metanola. Nasprotno smo v preliminarnih testih
ugotovili, da z direktnim injiciranjem vzorca v injektor plinskega kromatografa z ustrezno
kolono, ki omogoca analizo vzorcev z veliko vsebnostjo vode, lahko kvalitativno in
kvantitativno ovrednotimo vse hlapne spojine prisotne v destilatu sadne kase kultivarja hruske

viljamovke. Analizo smo zato izvedli na plinskem kromatografu z direktnim injiciranjem.
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4.3.1. Kvalitativna analiza
Vzorce frakcij smo analizirali z vsako izmed treh metod, ki smo jih razvili z optimizacijo. Po

analizi smo za vsak vzorec dobili tri kromatograme, ki so skupaj predstavljali profil vseh
prisotnih spojin v vzorcu. Iz kromatogramov smo si v racunalniSkem programu GC-MS-a
lahko ogledali masni spekter za vsak vrh v kromatogramu. Program je masni spekter primerjal
z masnimi spektri, ki jih je imel v svoji knjiznici masnih spektrov (NISTO8 in FFNSC 1.3) in
nato je, na podlagi odstotka ujemanja, podal predloge identifikacije spojine. Predloge smo

pregledali in izbrali najbolj verjeten in smiseln predlog.
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Slika 19: Primerjava masnega spektra z spektrom iz knjiZnice. Zgoraj levo so podani predlogi identifikacije skupaj z
odstotkom ujemanja. V tem primeru smo se odlo¢ili za stiren, Ki je bil predlagan kot drugi, saj je bila ve¢ja verjetnost
da je prisoten v vzorcu, kot pa za prvo spojin

Identiteto spojine smo preverili $e s primerjavo t. spojine in t, njenega standarda. Ce sta se t;
ujemala, smo identiteto spojine lahko dokonc¢no potrdili. Za vsak kromatogram smo tako
dobili seznam identificiranih spojin.

Sezname identificiranih spojin vseh kromatogramov smo nato pregledali in iz njih sestavili
seznam vseh identificiranih spojin. Tako smo dobili seznam 65 spojin, ki so prisotne v
vzorcih frakcij destilata. Vse spojine niso nujno prisotne v vseh frakcijah, se pa vsaka spojina

pojavi v vsaj eni frakciji. Identificirane spojine so po abecednem vrstnem redu navedene v
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tabeli 9, sestave spojin po frakcijah posebej nismo opisali, saj bo ta razvidna pri kvantitativni

analizi vzorcev

Tabela XVII: Identificirane spojine v frakcijah

destilata.
spojina

1 1-butanol

2 1-heksanol

3 1-oktanol

4 1-propanol

5 2-etilfenol

6 2-feniletanol

7 2-feniletilacetat

8 2-heptanol

9 2-heptanon

10 | 2-metil-1-butanol
11 | 2-metilbutanojska kislina
12 | 2-metilbutilacetat
13 | 4-etilfenol

14 | 4-vinilanisol

15 |aceton

16 | butilacetat

17 | dekanojska kislina
18 | dietilsukcinat

19 |etanol
20 | etil-2-decenoat
21 |etil-2-metilbutanoat
22 | etil-2-oktenoat
23 | etil- 9,12-oktadekadienoat
24 | etilacetat
25 | etilbenzoat

26 |etilbutirat

27 | etildekanoat

28 | etildodekanotat

29 |etilheksanoat

30 | etilhidrocinamat

31 | etillaktat

32 |etillinolat

33 | etiloktanoat

34 |etiloleat

35 | etilpalmitat

36 | etilpalmitoleat

37 |etilsorbat

38 | etil-trans-2,cis-4 dekadienoat
39 |farnezen

40 |fenilacetaldehid

41 | furfural

42 | heksanal

43 | heksanojska kislina

44 | heksilacetat

45 |izoamil-2-metilbutanoat
46 |izoamilacetat

47 |izoamilalkohol

48 |izoamilpentanoat

49 |izobutanol

50 |karveol

51 | kreozol

52 |linaloloksid

53 | metanol

54 | metil-9,12,15-oktadekatrienoat
55 | metilacetat

56 | metildekanoat

57 | metildodekanoat

58 | metilheksanoat

59 | metillinolenat

60 | metilnonanoat

61 | metiloktanoat

62 | metil-trans-2, cis-4dekadienoat
63 | ocetna kislina

64 | oktanojska kislina
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‘ 65 ‘stiren

Med drugim nam je uspelo identificirati metil- in etil-trans-2, cis-4 dekadienoat, ter
heksilacetat, ki so v literaturi navedene kot kljucne spojine arome viljamovke [1, 2]. Nismo pa

uspeli identificirati vseh 4 izomerov etil- in metil-trans-2, cis-4 dekadienoata.

4.3.2. Kvantitativna analiza
Iz seznama identificiranih spojin smo izlo€ili nekaj spojin, ki jih nismo kvantificirali. Vzrok

za izlocitev je bil lahko v oceni, da nimajo vpliva na aromo (vecinoma estri vi§jih mascobnih
kislin), nedosegljivost standarda (metil-trans-2, cis-4 dekadienoat), necist standard (farnezen),
oziroma neustrezna metoda analize (aceton). Vse ostale identificirane spojine smo na podlagi
povrsin pod vrhovi v kromatogramih kvantitativno ovrednotili. Za vsako spojino smo izdelali
umeritveno premico. Izdelali smo jih tako, da smo pripravili standardne raztopine spojin z
razliénimi koncentracijami (postopek opisan v poglavju 3.2.3.) in jih analizirali z enako
metodo, s katero smo spojine analizirali v vzorcih. Iz odnosa povrSine pod vrhovi v
kromatogramih standardnih raztopin in njihove koncentracije smo za vsako spojino izracunali
enacbo umeritvene premice.

Ustreznost (linearnost) posamezne umeritvene premice smo ocenili na njihovega podlagi
njenega R’. Za vegino umeritvenih premic smo dosegli R?, ki je bil ve&ji od 0,99. Samo v
redkih primerih je bil R* med 0.95 in 0.99. Glede na dejstvo, da so bile vse spojine v isti
raztopini, ki smo jo za raztopine z manjSo koncentracijo red¢ili, smo moznost nenatan¢nosti
pri izdelavi umeritvenih premicah izkljucili. Pri teh spojinah je linearnost umeritvene premice
v ozjem obmocju, kar pa na naso analizo ni vplivalo. Do odstopanj je namre¢ prislo pri vecjih
koncentracijah, ki pa v vzorcih niso prisotne.

Za etil-trans-2, cis-4 dekadienoat, etildodekanoat in etildekanoat smo napravili dve
umeritveni premici. Vzrok za to je, da smo med analizo ugotovili, da nekateri vzorci
vsebujejo veliko visje koncentracije teh spojin, zaradi Cesar se je detektor obcasno zasitil. Za
te vzorce smo analizo ponovili z drugo metodo (opisano v poglavju 3.2.2.1. ), kar je zahtevalo

dodatne umeritvene premice.

4.3.2.1. Analiza spojin s t. vec¢jim od 5 min

Koncentracije v tabelah so podane v ppm. Spojine, ki v doloceni frakciji ni bilo prisotne,
imajo v tej frakcij zabelezeno koncentracijo 0 ppm. ? pomeni, da spojine v frakciji nismo
mogli kvantificirati. Spojine so v tabelah navedene po nara$¢ajodem t,. Stevilka v oklepaju

predstavlja Stevilko vzorca.
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Tabela XVIII: Koncentracije spojin s t,, ve¢jim od S min, pridobljene s serijo 1.

. 25 L 35 L a5 L 55 L 65 L 75 L 85 L 10 L|zdru.  fr
spojina 0,05(6) [05L(7) [1L(8) [15L(9) |2L(10) | (11) 3L(12) | (13) 41(14) | (15) 5L(16) | (17) 6L(18) | (19) 7L(20) | (21) 8L(22) | (23) 9L(24) | (25) (31)
heksanal 2,90 1,17 7,80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
etilbutirat 11,85 | 10,42 2,51 0,42 1,45 0,61 1,28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,83
etillaktat 14,49 | 25,88 | 16,85 | 37,72 | 15,50 | 16,86 | 30,67 | 41,78 | 39,65 | 48,45 | 21,95 16,23 | 56,65 0,66 | 2853 | 15,38 | 12,54 | 29,88 | 43,63 | 25,98 37,28
butilacetat 897 | 808| 3,02| 295|? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 2,27
furfural 0,00 0,00 0,82 1,07 1,67 1,42 2,36 3,77 4,17 4,43 7,09 6,60 | 13,69 8,29 590 | 14,77 | 10,82 | 14,48 | 18,87 7,95 6,35
etil-2-metilburanoat 7,54 5,33 1,22 0,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,42
2-metilbutanojska kislina 2,56 | 13,97 8,10 | 11,72 | 10,96 | 11,28 | 12,93 | 12,67 | 12,98 | 11,77 | 17,24 | 13,94 | 30,15 7,20 7,21 17,60 | 11,57 | 17,30 | 20,58 6,59 12,33
1-heksanol 373,10 | 387,75 | 216,53 | 19423 | 12651 | 80,96 | 52,21 | 57,37 | 30,45| 21,62 | 13,64 | 11,71 7,99 4,46 2,55 2,08 1,41 0,84 0,63 0,00 63,34
Izoamilacetat 14,35 | 11,55 2,18 0,39 0,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,74
2-metilbutilacetat 3,60 3,13 0,37 0,32 0,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,62
stiren 4,23 2,63 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2-heptanol 7,68 7,18 3,43 2,20 1,22 0,60 0,37 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,83
metilheksanoat 0,87 0,69 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
heksanojska kislina 1,16 2,26 1,15 1,55 1,41 1,59 1,99 2,04 1,94 1,98 2,62 1,90 5,98 0,67 1,09 2,62 1,55 2,66 3,06 0,90 1,79
etilheksanoat 21,50 | 13,91 3,56 1,13 0,53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,85
heksilacetat 4,69 3,20 0,86 0,28 0,19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,22
fenilacetaldehid 0,07 0,10 0,07 0,10 0,11 0,12 0,12 0,15 0,18 0,17 0,19 0,23 0,33 0,12 0,16 0,19 0,16 0,19 0,22 0,12 0,14
1- oktanol 0,48 0,42 0,46 0,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
linaloloksid 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
etilsorbat 0,54 0,26 0,28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2-feniletanol 1,62 3,80 3,23 4,57 4,80 5,35 5,45 5,95 5,40 5,28 6,73 6,20 | 12,26 2,50 3,91 8,59 6,14 8,04 9,56 4,21 5,10
izoamil-2-metilbutanoat 0,32 0,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2-etilfenol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
metiloktanoat 1,38 0,96 0,25 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4-vinilanisol (4-metoksistiren) 18,44 | 18,37 6,81 3,96 2,37 1,50 1,17 1,09 0,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,58
4-etilfenol 0,25 0,27 0,19 0,26 0,20 0,23 0,26 0,25 0,24 0,24 0,34 0,25 0,62 0,15 0,15 0,37 0,22 0,35 0,43 0,13 0,23
etilbenzoat 0,49 0,53 0,27 0,20 0,14 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08
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oktanojska kislina

dietilsukcionat 1,02 0,95 0,39 0,26 0,19 0,13 0,14 0,15 0,16 0,12 0,16 0,08 0,28 0,05 0,04 0,14 0,08 0,13 0,13 0,00 0,18
kreozol (2-metoksi-4-

metilfenol) 0,40 0,61 0,41 0,45 0,39 0,39 0,45 0,47 0,44 0,36 0,58 0,42 1,03 0,36 0,22 0,61 0,32 0,52 0,62 0,18 0,40
etiloktanoat 49,97 | 31,97 7,22 3,52 1,50 1,32 1,11 0,95 0,68 0,38 0,38 0,31 0,12 0,10 0,17 0,14 0,10 0,10 0,00 0,00 1,71
karveol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
metilnonanoat 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
etil-2-oktenoat 38,79 | 32,71 9,30 6,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,17
2-feniletilacetat 0,69 0,68 0,41 0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
metildekanoat 1,65 0,85 0,16 0,11 0,19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,10
etilhidrocinamat 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
dekanojska kislina 39,10 5,93 3,60 2,67 3,05 0,13 2,82 3,23 2,89 2,42 2,99 2,15 4,54 2,38 2,48 3,22 2,53 2,24 2,79 2,75 3,11
etildekanoat 103,75 | 37,58 5,28 3,75 0,89 1,77 1,68 1,82 1,52 0,47 0,53 0,50 0,30 0,34 0,35 0,42 0,26 0,23 0,16 0,16 1,87
etil-2-decenoat 11,45 4,44 0,61 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,42
etil-trans-2-cis-4-dekadienoat | 3227,27 | 1087,83 | 106,32 | 85,38 | 23,72 | 45,77 | 43,32 | 57,91 | 37,50 | 13,15| 15,25| 15,36 | 11,07 | 11,03 | 10,17 | 12,88 8,88 6,81 6,51 6,01 34,53
metildodekanoat 0,86 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
etildodekanoat 37,78 7,66 0,39 0,31 0,00 0,19 0,17 0,17 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,18
etil tetradekanoat 8,14 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tabela XIX: Koncentracije spojin s t., ve¢jim od 5 min, pridobljene s serijo 2.

spojina 0,05 (1) 1,0L(2) 3,51(3) 7,0L(4) 10,01 (5) zdru. fr. (32)
heksanal 1,67 1,93 0,00 0,00 0,00 0,00
etilbutirat 36,41 3,98 0,37 0,61 0,00 0,53
etillaktat 18,59 13,40 7,78 12,87 168,86 29,67
butilacetat 22,13 6,99 | ? ? ? 1,14
furfural 0,00 0,48 2,39 21,13 62,00 9,72
etil-2-metilburanoat 23,80 2,11 0,00 0,00 0,00 0,42
2-metilbutanojska kislina 6,40 11,76 11,98 13,67 9,96 11,68
1-heksanol 463,05 355,02 74,52 22,06 2,49 52,63
Izoamilacetat 37,92 7,34 0,00 0,00 0,00 0,63
2-metilbutilacetat 8,28 2,42 0,00 0,00 0,00 0,14
stiren 14,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2-heptanol 11,62 5,62 0,44 0,00 0,00 0,56
metilheksanoat 2,44 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00
heksanojska kislina 8,50 1,40 1,50 1,90 4,41 1,52
etilheksanoat 58,78 6,63 0,00 0,00 0,00 0,84
heksilacetat 12,24 1,68 0,00 0,00 0,00 0,20
fenilacetaldehid 0,07 0,07 0,18 0,24 0,35 0,14
1- oktanol 0,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
linaloloksid 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
etilsorbat 0,34 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00
2-feniletanol 2,04 3,00 4,59 4,76 11,20 4,51
izoamil-2-metilbutanoat 0,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2-etilfenol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
metiloktanoat 3,35 0,64 0,00 0,00 0,00 0,00
4-vinilanisol (4-metoksistiren) 39,39 13,71 1,24 0,00 0,00 1,43
4-etilfenol 0,58 0,31 0,29 0,36 0,60 0,21
etilbenzoat 0,82 0,52 0,11 0,00 0,00 0,00
oktanojska kislina ? ? ? ? ? ?
dietilsukcionat 1,91 0,72 0,14 0,00 0,00 0,18
kreozol (2-metoksi-4-metilfenol) 0,27 0,52 0,52 0,63 0,88 0,40
etiloktanoat 301,80 22,64 1,29 0,41 0,34 3,01
karveol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
metilnonanoat 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
etil-2-oktenoat 65,14 20,97 0,00 0,00 0,00 2,75
2-feniletilacetat 0,79 0,58 0,00 0,00 0,00 0,00
metildekanoat 3,16 0,58 0,04 0,00 0,00 0,00
etilhidrocinamat 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
dekanojska kislina 30,54 4,32 2,21 2,18 3,38 3,38
etildekanoat 163,76 22,78 1,45 0,73 0,32 4,80
etil-2-decenoat 9,88 1,68 0,00 0,00 0,00 0,42
etil-trans-2-cis-4-dekadienoat 3236,39 435,55 34,34 21,11 8,58 51,73
metildodekanoat 1,39 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00
etildodekanoat 181,60 2,02 0,12 0,00 0,00 0,39
etil tetradekanoat 28,51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tabela XX: Koncentracije spojin s t,, ve¢jim od S min, pridobljene s serijo 3.

spojina 0,05 (26) 1,0L(27) 3,51 (28) 7,0L(29) 10,0 L (30) 2dru. fr. (33)
heksanal 2,65 3,18 0,00 0,00 0,00 1,55
etilbutirat 26,43 6,47 1,19 0,00 0,00 0,32
etillaktat 16,54 32,61 60,60 88,20 251,65 8,35
butilacetat 15,75 576 |7 ? ? 0,36
furfural 0,73 1,03 4,77 18,11 78,28 8,08
etil-2-metilburanoat 16,95 3,01 0,00 0,00 0,00 0,00
2-metilbutanojska kislina 2,96 19,40 20,67 22,43 19,51 12,16
1-heksanol 455,48 378,51 136,32 13,99 0,77 122,70
Izoamilacetat 31,33 7,56 0,21 0,00 0,00 0,00
2-metilbutilacetat 6,76 1,95 0,18 0,00 0,00 0,00
stiren 9,60 1,19 0,00 0,00 0,00 0,00
2-heptanol 9,73 6,55 0,95 0,13 0,00 1,14
metilheksanoat 1,74 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00
heksanojska kislina 1,20 3,12 4,60 3,20 6,65 1,39
etilheksanoat 44,75 8,53 0,49 0,00 0,00 0,33
heksilacetat 9,68 1,95 0,00 0,00 0,00 0,00
fenilacetaldehid 0,07 0,11 0,24 0,39 0,41 0,16
1- oktanol 0,92 0,48 0,00 0,00 0,00 0,00
linaloloksid 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
etilsorbat 0,27 0,44 0,00 0,00 0,00 0,00
2-feniletanol 2,18 5,13 7,36 9,06 15,97 3,55
izoamil-2-metilbutanoat 0,69 0,17 0,00 0,00 0,00 0,00
2-etilfenol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
metiloktanoat 3,14 0,79 0,00 0,00 0,00 0,00
4-vinilanisol (4-metoksistiren) 26,97 13,31 2,33 0,00 0,00 1,30
4-etilfenol 0,37 0,38 0,39 0,40 0,81 0,24
etilbenzoat 0,60 0,43 0,15 0,00 0,00 0,10
oktanojska kislina ? ? ? ? ? ?
dietilsukcionat 1,41 0,83 0,35 0,25 0,34 0,18
kreozol (2-metoksi-4-metilfenol) 0,54 0,77 0,74 0,65 1,28 0,59
etiloktanoat 138,28 27,20 2,35 0,54 0,17 1,09
karveol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
metilnonanoat 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
etil-2-oktenoat 68,49 16,55 0,00 0,00 0,00 2,14
2-feniletilacetat 0,69 0,62 0,43 0,00 0,00 0,40
metildekanoat 3,73 0,77 0,10 0,00 0,00 0,00
etilhidrocinamat 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
dekanojska kislina 128,42 11,11 5,73 4,27 5,21 3,83
etildekanoat 183,65 28,37 3,37 0,97 0,27 1,73
etil-2-decenoat 25,29 2,07 0,54 0,00 0,00 0,00
etil-trans-2-cis-4-dekadienoat 4240,15 519,00 60,91 22,42 7,85 45,48
metildodekanoat 2,17 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00
etildodekanoat 113,60 3,26 0,36 0,11 0,00 0,16
etil tetradekanoat 39,86 0,19 0,00 0,00 0,00 0,00
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Iz rezultatov lahko razberemo, da so spojine s t;, ve¢jim od 5 min, prisotne v zelo majhnih
koncentracijah. Med njimi v vseh treh serijah izstopata 1-heksanol, in etil-trans-2, cis-4-
dekadienoat, v prvih dveh serijah pa tudi etillaktat. Slednje imajo koncentracije mnogo visje
od ostalih prisotnih spojin.

Ker nas je zanimal profil destilacije spojin, smo pridobljene koncentracije v frakcijah
predstavili v grafu. V graf smo nanasali koncentracije v ppm v odvisnosti od frakcije destilata.
Zaradi boljSe preglednosti predstavljamo graf le za nekatere spojine, ki prikazujejo profil
destilacije za vse spojine, etil-trans-2, cis-4-dekadienoat pa smo zaradi vi§je koncentracije
predstavili v locenem grafu.

Na grafu 5 je prikazan profil destilacije etil trans-2, cis-4-dekadienoata, ki med spojinami v
tem delu spektra doseze najvi§jo koncentracijo (vzorec 26). Koncentracija je v prvih frakcijah
izredno visoka, nato pa naglo pade, zaradi ¢esar v vzorcu zdruzenih frakcij ni zaznavne tako
velike razlike. Ti podatki kaZejo, da je prva frakcija, ki smo jo zavrgli najbolj bogata z etil-

trans-2, cis-4-dekadienoatom, ki je glavna spojina arome hruske.

serijal

3500,00

3000,00 +—

2500,00

2000,00 +——

¢ [ppm]

etil-trans-2-cis-4-dekadienoat
1500,00

1000,00

500,00

Graf 5: Profil destilacije etil trans-2, cis-4-dekadienoata.

Podoben profil destilacije ima tudi ve¢ino ostalih spojin s t;, ve¢jim od 5 min. Po profilu, po
katerem destilirata, izstopata etillaktat in 2-metilbutanojska kislina, ki destilirata precej

enakomerno preko cele destilacije.

51



400,00
serija 1
350,00
300,00
250,00
——elillakLal
E' = J-mictilbutanojska kislina
2 200,00
= e 1 -hieksanol
e [70Amilacotat
eliloklanual
elil-2-oklenual
150,00 )
etildekanoat
100,00 +—
50,000
0,00 —_—— - g 4 4 4 . S ]
Z E m @i § A ™o o m ¥ @ §@ M~ W m @ = o m = i £
—_ —_ — —_ - — - — - — — — - - =) i~ i~ ~d ~ i~ -
wny — — — R - - i e S e S ) =
(=} [T} — wy .| - - - .| - — - — | - - — - - ) —
= o I T T L R - R T A T - S~ R
o o <+ e i ~ o -

Graf 6: Profil destilacije nekaterih spojin.

Kljub temu, da smo uspeli kvantificirati ve€ino spojin s tr, ve¢jim od 5 minut, smo bili pri
kvantifikaciji nekaterih spojin neuspe$ni. Ker nismo imeli na voljo dovolj Cistega standarda,
nismo uspeli kvantificirati farnezena. Poleg farnezena nismo mogli kvantificirati tudi
oktanojske kisline, saj se je njen vrh prekrival z vrthom dietilsukcinata. Samo delno pa smo
uspeli kvantificirati butilacetat. V doloCenih vzorcih smo butilacetat identificirali in
kvantificirali, medtem, ko ga v drugih nismo mogli identificirati. Odkrili smo, da je za tako
obnasanje odgovoren etillaktat. Opazili smo namre¢, da butilacetata nismo mogli
kvantificirati v frakcijah, v katerih je narastla koncentracija etillaktata. Razlog je v repu, ki ga

ob vi§jih koncentracijah za vrhom tvori etillaktat in tako pride do prekrivanja z butilacetatom.
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Tabela XXI:Koncentracije spojin s t, ve¢jim od 5 min, pridobljene z drugo destilacijo.

spojina 0,05 (34) 11L(35) 21L(36) 31(37) 41(38) 5L (39) 6 L (40) 7L (41) 8L (42) 9L(43) 10 L (44) zdru. fr. (45)

heksanal 5,34 3,26 2,19 0,89 0 0 0 0 0 0 0 0
etilbutirat 23,44 14,32 6,17 1,71 0,37 0 0 0 0 0 0 0,67
etillaktat 0,27 5,16 5,82 8,58 7,93 9,56 13,44 29,27 39,99 58,44 47,46 16,23
butilacetat 10,98 8,6 4,85 2,06 0,91 0,457 ? ? ? ? 1,18
furfural 3,55 10,69 12,31 14,48 14,5 16,84 19,19 24,04 28,69 28,52 18,51 16,12
etil-2-metilburanoat 14,61 7,59 2,74 0,64 0 0 0 0 0 0 0 0,34
2-metilbutanojska kislina 0 0 0,86 2,33 1,85 2,47 4,32 13,4 18,99 28,83 23,12 6,42
1-heksanol 33,72 169,61 223,81 256,24 242,05 225,64 230,03 141,73 102,76 59,1 12,95 156,85
Izoamilacetat 16,57 14,18 7,37 1,7 0,56 0 0 0 0 0 0 0,71
2-metilbutilacetat 3,72 2,98 6,22 1,42 0,47 0 0 0 0 0 0 0,14
stiren 13,5 3,6 0,79 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2-heptanol 1,05 4,04 4,68 4,78 3,79 3,01 1,82 0,79 0,43 0,41 0 1,81
metilheksanoat 0,94 0,89 0,48 0,18 0 0 0 0 0 0 0 0
heksanojska kislina 0 0 0 0 0 0 0 0,62 1,87 3,59 4,14 0
etilheksanoat 19,82 19,49 9,31 2,72 0,88 0,48 0,37 0 0 0 0 1,16
heksilacetat 3,39 4,26 2,33 0,8 0,27 0,21 0 0 0 0 0 0,3
fenilacetaldehid 0 0,07 0,06 0,12 0,1 0,12 0,15 0,29 0,34 0,44 0,32 0,14
1- oktanol 0 0 0 0 0,54 0,4 0,51 0 0 0 0 0
linaloloksid 0 0 0,26 0,29 0,37 0,57 0,65 0,78 0,87 0,78 0,35 0,39
etilsorbat 0 0,33 0,35 0,35 0,27 0 0 0 0 0 0 0
2-feniletanol 0 0 0,15 0,23 0,15 0,25 0,38 1,43 2,49 4,34 5,73 0,61
izoamil-2-metilbutanoat 0,36 0,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2-etilfenol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
metiloktanoat 1,06 1,44 0,85 0,34 0,14 0 0 0 0 0 0 0,15
4-vinilanisol (4-metoksistiren) 6,52 16,05 16,15 12,75 8,8 5,15 3,23 1,4 0,86 0,49 0 4,34
4-etilfenol 0 0 0 0 0 0 0 0,18 0,28 0,45 0,45 0,09
etilbenzoat 0 0,26 0,3 0,33 0,33 0,29 0,25 0,16 0,12 0,06 0 0,2

53



oktanojska kislina 0,13 0,52 0,46 0,28 0,15 0,07 0,04 0,19 0,36 0,68 0,56 0,18
dietilsukcionat ? ? ?

kreozol (2-metoksi-4-

metilfenol) 0 0 0 0 0 0 0,24 0,63 1,02 1,33 1,2 0,33
etiloktanoat 49,54 61,28 33,44 10,55 3,86 2,44 2,17 1,22 0,9 0,74 0,17 4,56
karveol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
metilnonanoat 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
etil-2-oktenoat 17,27 33,92 26,12 15,45 6,67 3,03 2,27 5,54 7,31 12,96 13,58 5,28
2-feniletilacetat 0 0 0 0 0 0,44 0,55 0,74 0,84 0,76 0 0,48
metildekanoat 1,08 1,64 1,12 0,5 0,19 0,14 0,12 0,1 0,09 0 0 0,23
etilhidrocinamat 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
dekanojska kislina 2,58 2,19 2,48 4,68 5,85 6,06 5,13 11,51 15,57 19,95 14,6 5,37
etildekanoat 67,96 122,53 67,26 24,23 9,04 6,69 6,74 3,78 2,48 1,73 0,22 10,74
etil-2-decenoat 2,14 5,49 5,69 4,43 1,64 0,65 0,49 0,48 0,42 0,36 0 1,19
etil-trans-2-cis-4-dekadienoat 138,34 546,88 623,84 577,38 617,93 232,1 212,85 105,87 101,96 90,53 10,13 294,82
metildodekanoat 0,21 0,57 0,37 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0,1
etildodekanoat 5,38 21,15 14,04 6,85 2,34 1,31 1,42 0,92 0,69 0,44 0 2,44
etiltetradekanoat 0,21 1,14 1,1 0,82 0,34 0,2 0,2 0,11 0,11 0 0 0,29
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druga destilacija
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Graf 7: Profil destilacije etil-trans-2, cis-4-dekadienoata pri drugi destilaciji
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Graf 8: Profil destilacije nekaterih spojin s t, ve¢jim od 5 min pri drugi destilaciji




Na grafih 7 in 8 so predstavljeni profili nekaterih spojin, ki predstavljajo profil vec¢ine. Opazili
pa smo iz vidika arome pomembno odstopanje. 1-heksanol in etil-trans-2, cis-4-dekadienoat
imata pri drugi destilaciji popolnoma drugacen profil destilacije. Koncentracija v prvih
frakcijah naglo raste in doseZe svoj maksimum nekje na polovici destilacije. Proti koncu
destilacije nato koncentracija v frakcijah ponovno pada. Ce smo pri prvi destilaciji frakcijo z
najvecjo koncentracijo etil-trans-2, cis-4-dekadienoata zavrgli, je pri drugi destilaciji najvisja
koncentracija ravno v frakcijah, ki jih zbiramo. Nadalje pa koncentracija do zadnje frakcije, ki
jo zavrzemo, ponovno pade.

Iz nasih rezultatov sledi, da je za najvi§jo koncentracijo etil-trans-2, cis-4-dekadienoata v
kon¢nem proizvodu je treba v prvi destilaciji zbirati vse frakcije. Pri drugi destilaciji pa prvo

lahko prvo frakcijo brez izgub zavrzemo.

4.3.2.2. Analiza spojin s t,, manjsim od 5 min
Koncentracije v tabelah so podane v ppm. Spojine, ki v dolo€eni frakciji ni bilo prisotne,
imajo v tej frakcij zabeleZzeno koncentracijo 0 ppm. Spojine so v tabelah navedene po

narasc¢ajocem t,.
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Tabela XXII:Koncentracije spojin s t,, manj$im od 5 min, za vzorce pridobljene z destilacijo v seriji 1.

spojina 0,05 (6) 0,5L(7) 1L(8) 1,5L(9) 2L (10) 2,5L(11) | 3L(12) 3,5L(13) |[4L(14) 4,5L(15) | 5L(16) 55L(17) [ 6L(18) 6,5L(19) | 7L(20) 7,5L(21) |[8L(22) 8,5L(23) | 9L(24) 10 L (25) ::;;J "
metanol 11765,56 | 10525,51 | 7834,76 | 7265,73 | 6667,01 | 6411,43 | 5892,10 | 5294,03 | 5051,83 | 4438,55 | 4633,52 | 4037,72 | 2987,82 | 2900,18 | 2680,52 | 2789,48 | 2527,44 | 1871,11 | 1583,94 | 1243,33 | 4501,58
aceton ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 141,48 81,27 88,97 | ?

metilacetat 1108,39 | 1389,08 702,21 379,92 174,40 110,21 57,52 35,70 16,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100,22
1-Propanol 483,84 450,87 299,31 244,65 196,97 171,11 144,74 116,65 92,86 74,51 71,93 52,66 31,32 25,34 22,03 18,87 16,33 0,00 0,00 0,00 84,05
ocetna kislina 162,08 325,05 457,66 444,90 405,61 418,27 366,20 409,49 278,28 349,42 364,82 325,11 224,64 219,22 281,08 236,77 306,78 258,29 238,47 211,61 326,18
etilacetat 5528,73 | 6509,85 | 2755,03 | 1230,87 465,16 254,79 115,21 63,11 33,88 23,56 18,94 15,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 375,07
2-metil-1-propanol 910,88 842,96 500,93 359,27 246,87 196,78 138,90 96,63 70,36 45,00 36,19 24,47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 89,93
1-butanol 405,77 400,57 248,25 190,52 144,18 120,22 95,42 69,22 52,83 38,16 32,61 26,38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 57,32
3-metil-1-butanol 2112,36 | 2073,18 | 1205,61 857,76 588,88 459,07 314,62 220,62 154,51 95,65 78,86 42,80 26,28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 212,30
2-metil-1-butanol 524,92 496,49 290,83 195,49 143,19 102,75 71,10 43,45 26,85 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 49,94
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Tabela XXIII:Koncentracije spojin s t,, manj§im od 5 min, za vzorce pridobljene z destilacijo v seriji 2.

spojina 0,05 (1) 1,0L(2) 3,5L(3) 7,0L(4) 10,0 L (5) zdru. fr. (32)
metanol 14097,22 9532,71 7177,02 5991,46 2766,59 4455,44
aceton ? ? ? ? 149,30 | ?

metilacetat 2207,02 1156,04 81,02 0,00 0,00 84,16
1-Propanol 566,21 462,75 193,23 99,95 0,00 79,46
ocetna kislina 140,78 603,60 512,18 590,97 448,11 197,30
etilacetat 11853,73 5196,20 204,31 43,19 49,33 329,93
2-metil-1-propanol 1247,25 806,61 190,10 52,27 0,00 79,67
1-butanol 549,28 410,61 129,75 50,62 0,00 50,24
3-metil-1-butanol 2936,85 1939,15 447,58 116,97 0,00 176,66
2-metil-1-butanol 731,31 463,28 103,41 0,00 0,00 40,78

Tabela XXIV:Koncentracije spojin s t,, manj$im od 5 min, za vzorce pridobljene z destilacijo v seriji 3.

spojina 0,05 (26) 1,0L(27) 3,5L(28) 7,0L(29) 10,0 L (30) ::‘:;3)
metanol 10120,32 7462,57 6349,46 4570,87 1612,55 4779,62
aceton ? ? ? ? 99,38 | ?
metilacetat 2245,31 770,74 119,73 0,00 0,00 66,73
1-Propanol 405,86 258,08 176,53 61,64 0,00 80,95
ocetna kislina 90,27 207,82 305,24 431,93 571,86 179,59
etilacetat 12247,70 3365,31 313,00 39,57 0,00 232,60
2-metil-1-propanol 988,60 468,57 203,80 29,19 0,00 77,52
1-butanol 385,46 220,76 125,06 29,94 0,00 50,28
3-metil-1-butanol 2307,10 1162,13 489,16 71,36 0,00 195,17
2-metil-1-butanol 596,74 285,40 113,48 0,00 0,00 41,30

S primerjavo rezultatov kvantitativne analize med tremi serijami destilacije lahko ugotovimo,
da so bile izvedene destilacije spojin zelo ponovljive. Pri vseh treh serijah so v zdruzenih
frakcijah v najvecji koncentraciji prisotni etilacetat, 3-metil-1-butanol in ocetna kislina.

Ponovno nas je zanimal profil destilacije posameznih spojin. Ker je etilacetat prisoten v precej
vi§ji koncentraciji, smo zaradi boljSe preglednosti profil destilacije etilacetata predstavili v

lo¢enem grafu.
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Iz grafov vseh treh serij (graf 9) se lepo vidi profil destilacije, ki se med serijami ujema.

Razlika med serijo 1 in ostalima dvema serijama je le v zacetnem delu grafa, kjer je pri 3-

metil-1-butanolu in metilacetatu le pri seriji 1 vidno, da koncentracija iz 1 na drugo frakcijo

najprej naraste nato pa pada. Vzrok te razlike je v manj pogostem zbiranju frakcij v serijah 2

in 3 zaradi Cesar so bili volumni frakcij vec¢ji in so zakrili to podrobnost. Najbolj natancen

profil destilacije torej predstavlja serija 1.

Vecina spojin s t;, manjSim od 5 min, destilira po enakem profilu: iz prve na drugo frakcijo

koncentracija v manj$i meri naraste nato pa precej naglo pade proti ni¢. Ta podobnost profilov

med spojinami, predstavljenimi v grafih 9 in 10, je logi¢na, saj gre za enostavne alifatske

alkohole s podobno molsko maso in molekulsko formulo. Izjema je ocetna kislina, katere

koncentracija skozi prve frakcije narasca, ko pa doseze plato pa se skozi destilacijo ne

spreminja.
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Graf 9: Profil destilacije spojin s t,, manjSim od 5 min.
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Graf 10: Profil destilacije etil acetata.
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Tudi v tej skupini nismo uspeli kvantificirati vseh spojin. NeuspeSni smo bili pri kvantifikaciji
acetona, ker ima t; zelo podoben t,-ju etanola. Ker je bil etanol v vzorcih prisoten v visokih
koncentracijah, se je detektor pri t. etanola zasitil. Posledica zasi¢enja, ki jo opazimo na
kromatogramu, je prehod bazne linije za vrhom, ki je zasitil detektor, v negativno (slika 20).

Ta prehod nam je zakril vrh acetona, ki ga posledi¢no nismo mogli kvantificirati.

(x1,000,000)
c

0.07- g
0.054
0.034

0.00 "

Slika 20: Izsek kromatograma Kjer gre zaradi zasi¢enega detektorja, bazna linija v negativno.

Tabela XXV: Koncentracije spojin s t., manj$im od 5 min, za vzorce pridobljene z drugo destilacijo.

spojina 0,05 (34) |1L(35) 2L(36) 3L(37) |4L(38) 5L(39) 6L (40) 71L(41) 8L(42) 9L(43) 10L (44) |zdru.fr.(45)
metanol 14462,29| 12067,63| 12853,63| 13901,96| 13273,08| 14561,59| 14023,40| 14256,27| 15117,75| 13537,33| 9084,39| 14128,74
aceton ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?

metilacetat 2677,01| 1150,19 637,95 357,55 147,43 61,68 16,26 24,46 20,01 17,25 0,00 183,65
1-Propanol 208,46 309,23 350,93 369,37 344,51 353,92 333,05 334,89 329,42 223,57 77,45 340,18
ocetnakislina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 63,47 95,35 125,16 90,75 22,12
etilacetat 11565,06| 5035,93| 2675,42| 1212,91 425,02 159,72 82,40 48,60 42,74 53,68 13,63 656,57
2-metil-1-propanol 328,05 494,36 547,05 527,74 436,31 412,32 305,19 237,36 176,89 83,20 0,00 353,68
1-butanol 97,23 200,25 244,63 246,74 237,45 257,56 237,88 233,64 209,04 125,68 34,29 229,43
3-metil-1-butanol 288,74 804,03| 1020,07| 1062,87 987,34 1049,71 860,95 791,42 604,23 300,27 74,07 878,65
2-metil-1-butanol 95,38 214,22 260,68 250,90 232,49 227,09 178,12 147,24 113,89 51,37 0,00 190,08

V zdruzenih serijah druge destilacije opazimo, da imata najvi§jo koncentracijo ponovno 3-
metil-1-butanol in etilacetat. Koncentracije so v primerjavi z zdruZenimi frakcijami prve
destilacije visje, kar pa je logi¢no, saj smo z destilacijo dejansko opravili koncentracijo spojin.
Ce ponovno pogledamo profil destilacije spojin ugotovimo, da se je tudi v tej skupini spojin,
vecini profil destilacije, v primerjavi s prvo destilacijo, spremenil. Izjeme so metil- in
etilacetat, ki sta destilirala po podobnem profilu, kot pri prvi destilaciji, in ocetna kislina, ki je
bila prisotna Sele v frakcijah druge polovice destilacije. Ostalim spojinam pa pri drugi
destilaciji koncentracija raste do platoja, nato se nekaj frakcij koncentracija ne spreminja, v

kon¢nih frakcijah pa koncentracija pocasi pada proti 0.
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Graf 11: Profil destilacije spojin s t,, manjsim od 5 min, pri drugi destilaciji.
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Graf 12: Profil destilacije etil acetata pri drugi destilaciji.
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4.3.2.3. Analiza etanola in metanola
Koncentracije v tabelah so podane v mg/mL. Spojine, ki v doloceni frakciji niso bile prisotne,

imajo v tej frakcij zabeleZeno koncentracijo 0 mg/mL.

Tabela XXVI: Koncentracije etanola in metanola za vzorce pridobljene z destilacijo v seriji 1.

spojina 005(6)  osL(n  [1L(8) 150(9)  [ar0)  |2siany [sraz) [3siaz) Jacas)  [asias) |siae)  [ssian) fsias)  [esitae) [rro)  rsien fsiza)  [ssi3) [ora)  |i0u(2s)  [udru i (31)

etanol 292,57| 322,11| 264,66| 155,35| 142,59| 175,31 187,13| 108,13| 164,44 131,35| 101,72| 91,68 82,73 95,55| 77,88| 71,93| 50,28 51,66 46,31 46,27| 99,12

metanol 11,77| 1053| 783 727 667 641 589 529 505 444 463 404 299 290 268 2,79 253 1,87 1,58 1,24 450

Tabela XXVII: Koncentracije etanola in metanola za vzorce pridobljene z destilacijo v seriji 2.

spojina 0,05 (1) 1,0L(2) 3,5L(3) 7,0L(4) 10,0 L(5) zdru. fr. (32)
etanol 252,82 213,43 234,27 161,79 53,03 89,86
metanol 14,10 9,53 7,18 5,99 2,77 4,46

Tabela XXVIII: Koncentracije etanola in metanola za vzorce pridobljene z destilacijo v seriji 3.

spojina 0,05 (26) 1,0L(27) 3,5L(28) 7,0L(29) 10,0 L (30) zdru. fr. (33)
etanol 331,02 132,28 161,78 113,33 41,48 111,54
metanol 10,12 7,46 6,35 4,57 1,61 4,78

Od vseh prisotnih spojin v vzorcu so bile koncentracije etanola pricakovano najvisje. Tudi
metanol je bil prisoten v relativno visokih koncentracijah. Profil destilacije imata obe spojini
podoben, in sicer so bile koncentracije najvi§je v prvih dveh frakcijah, nato pa so dokaj
linearno padale proti koncentraciji zadnje frakcije. Glede na nizko vrelis¢e obeh alkoholov je
tak profil pri¢akovan. Metanol ima pri obi¢ajnem zracnem tlaku vrelis¢e pri 64,5 °C, etanol pa
pri 78 °C. V grafu serije 1 se lepo vidi razlika med destilacijo etanola in metanola, ki je
posledica razlike v vrelis¢ih. Metanol zaradi nizjega vreliS¢a za¢ne destilirat prej in zato

koncentracija nato samo Se pada, etanol pa je imel maksimalno koncentracijo Sele v 2 frakciji.
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Graf 13: Profil destilacije etanola in metanola pri prvi destilaciji.

Tabela XXIX: Koncentracije etanola in metanola za vzorce pridobljene z drugo destilacijo.

spojina 0,05(34) [1L(35) 21(36) 31(37) 41(38) 51(39) 6L (40) 7L(a1) 81 (42) 9L (43) 10L(44)  |zdru. fr. (45)
etanol 373,42 618,46 372,72 412,72 310,54 427,04 227,38 354,96 155,00 179,15 117,93 262,34
metanol 14,46 12,07 12,85 13,90 13,27 14,56 14,02 14,26 15,12 13,54 9,08 14,13

V primerjavi s prvo destilacijo se etanol destilira po enakem profilu kot pri prvi destilaciji.
Koncentracija na zacetku kratek ¢as naraSca, nato pa linearno pada proti koncentraciji zadnje
frakcije.

Zanimiv je profil destilacije metanola v drugi frakciji. Glede na temperaturo vrelis¢a in profil
pri prvi destilaciji bi pri¢akovali, da bo metanol najvisjo koncentracijo dosegel v prvi frakciji,
nato pa bo koncentracija naglo padla proti 0 mg/mL. Res je najvisjo koncentracijo ponovno
dosegel ze v prvi frakciji, vendar pa koncentracija nato ni padla, ampak je ostala priblizno
enaka do predzadnje frakcije, ko je zacela padati. Podobno obnasanje metanola pri destilaciji
je za melonino zganje opisal Hernandez-Gomez, fenomen pa pripisal tvorbi azeotropne zmesi

[31].
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Graf 14: Profil destilacije etanola in metanola pri drugi destilaciji.

Pri analizi metanola smo ugotovili zelo visoke koncentracije metanola. Glede na uredbo Sveta
Evrope (EGS) s§t. 1576/89 [34] je v sadnih zganjih najviSja dovoljena vsebnost metanola 1000
g/hL 100% etanola, kar je pribliZzno polovico manj kot smo ga ugotovili v nasih vzorcih. 1z
nasih rezultatov bi lahko sklepali, da bi se najlazje metanola znebili z odstranjevanjem prvih
frakcij pri prvi destilaciji. S tem pa bi odstranili tudi velik del etanola in aromati¢nih spojin,

kar bi moc¢no vplivalo na koncno aromo destilata, zato tak postopek ni najbolj uporaben.
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Predvidevamo, da bi za zmanjSanje vsebnosti metanola morali zagotoviti, ¢im manjSo

produkcijo le tega med alkoholnim vrenjem.

4.4. Ovrednotenje prispevka spojin k aromi in rekonstrukcija arome
Prispevek posamezne spojine k aromi smo ovrednotili z izraunom aktivnosti vonja (OAV). V
tabeli so predstavljene spojine, ki smo jih uspeSno kvantificirali ter njthove ATV vrednosti.
Ker so ATV vrednosti subjektivnhe ocene, ima vecina spojin interval ATV vrednosti.
Aktivnosti vonja smo izracunali za tri vzorce, ki so se nam zdeli pomembni:

e Prva frakcija prve destilacije (vzorec 6),

e Zdruzene frakcije prve destilacije (vzorec 31)

e Zdruzene frakcije druge destilacije (vzorec 45)
Velja pravilo, da na aromo pomembno vpliva spojina, ki ima aktivnost vonja vecjo od 10.
Glede na izraCunane vrednosti smo ugotovili, da ima ve€ina spojin prisotnih v aromi
viljamovke visoko aktivnost vonja, kar potrjuje domnevo o kompleksnosti arome.
Naso raziskavo arome viljamovke smo zakljudili s pripravo rekonstrukcije analizirane arome.
Odlocili smo se, da bomo rekonstrukcijo pripravili s spojinami, ki imajo pri vzorcu 45
aktivnost vonja ve¢jo od 10. V tabeli 30 smo te spojine obarvali z rdeco.
Pripravili smo raztopino s koncentracijami, ki ustrezajo koncentracijam teh spojin v vzorcu
45. Pripravljeno rekonstrukcijo je senzoricno ocenilo 5 sodelavcev na katedri. Vsi so vonj
opisali kot izrazito sadni, ve€ina pa jih je tudi hitro prepoznala vonj hruske. Ta rezultat

potrjuje uspesno kvalitativno in kvantitativno analizo arome destilata hruske viljamovke.
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Tabela XXX: aktivnost vonja za posamezne spojine. Vrednosti nad 10 so v krepkem tisku. Spojine uporabljene za
rekonstukcijo so v krepkem rdecem tisku.

t, spojina otV c(6) c(31) c(45) 0AV (6) DAV (31) DAV (45)

1.462 | metanol 125 1200| 11765,56]  4501,58] 14128,74 94,12 9,80 36,01 3,75 113,03 11,77
1.566 | etanol 3,63 2000 292,57 99,12 262,34 80,60 0,15 27,31 0,05 72,27 0,13
1.736| metilacetat 1,5 47 1108,39 100,22 183,65 738,93 23,58 66,81 2,13 122,43 3,91
1.863|1-Propanol N/A 483,84 84,05 340,18 [N/A N/A N/A N/A N/A N/A
2.033|ocetna kislina 22 180 162,08 326,18 22,12 7,37 0,90 14,83 1,81 1,01 0,12
2.166 | etilacetat 0,005 5| 552873 375,07 656,57| 1105746,00]  1105,75| 75014,00 75,01| 131314,00 131,31
2.296|2-metil-1-propanol 0,55 2,3 910,88 89,93 353,68 1656,15 396,03 163,51 39,10 643,05 153,77
2.657|1-butanol N/A 405,77 57,32 229,43[N/A N/A N/A N/A N/A N/A

3.828 [3-metil-1-butanol 0,04 3,1 2112,36 212,30 878,65| 52809,00 681,41|  5307,50 68,48| 21966,25 283,44
3.929|2-metil-1-butanol N/A 524,92 49,94 190,08|N/A N/A N/A N/A N/A N/A
5.434|heksanal 0,0003 0,48 2,90 0,00 0,00/  9666,67 6,04 0,00 0,00 0,00 0,00
5.699 |etilbutirat 0,0005|  0,0049 11,85 1,83 0,67| 23700,00] 241837|  3660,00 373,47 1340,00 136,73
6.027 | etillaktat 50 250 14,49 37,28 16,23 0,29 0,06 0,75 0,15 0,32 0,06
6.110| butilacetat 0,058 0,66 8,97 2,27 1,18 154,66 13,59 39,14 3,44 20,34 1,79
6.180 | furfural 0,77 9,6 0,00 6,35 16,12 0,00 0,00 8,25 0,66 20,94 1,68
7.221] etil-2-metilbutanoat 0,000006| 0,000063 7,54 0,42 0,34]| 1256666,67| 119682,54| 70000,00| 6666,67| 56666,67| 5396,83
7.493 | 2-metilbutanojska kislina 0,5 5,8 2,56 12,33 6,42 5,12 0,44 24,66 2,13 12,84 1,11
7.710|1-heksanol 0,0056 6,25 373,10 63,34 156,85|  66625,00 59,70 11310,71 10,13| 28008,93 25,10
7.894/1z0amilacetat 0,00015 0,002 14,35 0,74 0,71] 95666,67] 7175,00] 493333 370,00/ 473333 355,00
7.976 | 2-metilbutilacetat 0,005 0,011 3,60 0,62 0,14 720,00 327,27 124,00 56,36 28,00 12,73
8.081 [Stiren 0,0036 0,065 4,23 0,00 0,00 1175,00 65,08 0,00 0,00 0,00 0,00
8.562 | 2-heptanol 0,065 7,68 0,83 1,81 118,15 12,77 27,85

9.075 | metilheksanoat 0,01 0,84 0,87 0,00 0,00 87,00 1,04 0,00 0,00 0,00 0,00
10.354 | heksanojska kislina 0,036 3 1,16 1,79 0,00 32,22 0,39 49,72 0,60 0,00 0,00
10.697 |etilheksanoat 0,001 0,005 21,50 0,85 1,16] 21500,00]  4300,00 850,00 170,00/  1160,00 232,00
10.972 | heksilacetat 0,01 8,2 4,69 0,22 0,30 469,00 0,57 22,00 0,03 30,00 0,04
11.179|fenilacetaldehid 0,0003 0,03 0,07 0,14 0,14 233,33 2,33 466,67 4,67 466,67 4,67
12.093|1-oktanol 0,12 0,19 0,48 0,00 0,00 4,00 2,53 0,00 0,00 0,00 0,00
12.100linaloloksid 0,1 0,32 0,00 0,00 0,39 0,00 0,00 0,00 0,00 3,90 1,22
12.328 |etilsorbat N/A 0,54 0,00 0,00{N/A N/A N/A N/A N/A N/A
12.595|2-feniletanol 0,12 1,1 1,62 5,10 0,61 13,50 1,47 42,50 4,64 5,08 0,55
12.641|izoamil-2-metilbutanoat |  0,0086 0,14 0,32 0,00 0,00 37,21 2,29 0,00 0,00 0,00 0,00
12.995 | metil oktanoat 0,2 1,38 0,00 0,15 6,90 0,00 0,75
13.308|4-metoksi stirin N/A 18,44 1,58 4,34|N/A N/A N/A N/A N/A N/A
13.546 | 4-etil fenol 0,013 0,021 0,25 0,23 0,09 19,23 11,90 17,69 10,95 6,92 4,29
13.611 |etil benzoat 0,053 0,055 0,49 0,08 0,20 9,25 8,91 1,51 1,45 3,77 3,64
13.744|oktanojska kislina 1,4 3 6,44 2,90 2,16 4,60 2,15 2,07 0,97 1,54 0,72
13.750 | dietilsukcionat N/A 1,02 0,80 0,18|N/A N/A N/A N/A N/A N/A
13.944 | kreozol 0,021 0,03 0,40 0,40 0,33 19,05 13,33 19,05 13,33 15,71 11,00
14.183 etiloktanoat 0,015 0,19 49,97 1,71 4,56] 3331,33 263,00 114,00 9,00 304,00 24,00
14.858etil-2-oktenoat N/A 38,79 2,17 5,28|N/A N/A N/A N/A N/A N/A
14.884|2-feniletilacetat 0,019 0,48 0,69 0,00 0,48 36,32 1,44 0,00 0,00 25,26 1,00
16.067 | metildekanoat 0,0043|  0,0088 1,65 2,10 0,23 383,72 187,50 488,37 238,64 53,49 26,14
16.642 | dekanojska kislina 0,13 10 39,10 3,11 5,37 300,77 3,91 23,92 0,31 41,31 0,54
17.059 |etildekanoat 0,005 6,3 103,75 1,87 10,74|  20750,00 16,47 374,00 0,30 2148,00 1,70
17.664 etil-2-decenoat N/A 11,45 0,42 1,19[n/A N/A N/A N/A N/A N/A
18.429 | etik-trans -2-cis -4-dekadienoat 0,1 3227,27 34,53 294,82 32272,70 345,30 2948,20
18.722 | metildodekanoat N/A 0,86 0,00 0,10|N/A N/A N/A N/A N/A N/A
19.585 |etildodkanoat 0,4 5,9 37,78 0,18 2,44 94,45 6,40 0,45 0,03 6,10 0,41
21.857 |etiltetradekanoat 0,18 4 8,14 0,00 0,29 45,22 2,04 0,00 0,00 1,61 0,07
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5. Sklep

V raziskovalnem delu za diplomsko nalogo smo skladno z naSimi cilji analizirali frakcije
destilata fermentirane sadne kase kultivarja hruske viljamovka.

Preizkusili smo 2 metodi analize hlapnih spojin v destilatu sadne kase hruske viljamovka.
Ugotovili smo, da metoda z uporabo SPME vlakna ni primerna za kvantitativno analizo
etanola in metanola. Nasprotno smo pokazali, da je analiza vseh lahko hlapnih spojin mogoca
z metodo direktnega injiciranja. Ob takSni metodi je potrebna kolona, ki prenese aplikacijo
vecje kolicine vode.

Uspesno smo razvili in optimizirali metodo za plinski kromatograf, sklopljen z masnim
spektrometrom. Optimizirano metodo smo nato uporabili za kvalitativno in kvantitativno
ovrednotenje frakcij destilata sadne kase kultivarja hruske viljamovke. Identificirali smo 65
prisotnih spojin in jih vecino tudi kvantificirali

Potrdili smo, da je za aromo viljamovke najpomembnejsi etil-trans-2, cis-4-dekadienoat,
hkrati pa smo ugotovili, da se njegov profil destilacije pomembno razlikuje med prvo in drugo
destilacijo. Za najvisjo koncentracijo etil-trans-2, cis-4-dekadienoata v konénem proizvodu je
treba v prvi destilaciji zbirati vse frakcije. Pri drugi destilaciji pa lahko prvo frakcijo brez
izgub zavrzemo.

Na podlagi rezultatov kvantifikacije smo izdelali rekonstrukcijo arome in jo senzori¢no
ovrednotili. Kljub temu, da se je rekonstrukcija organolepti¢no razlikovala od naravne arome,
je imela izrazito sadno aromo in je mo¢no spominjala na vonj hruske.

V nadaljnjih raziskavah bi bilo potrebno opraviti analizo arome viljamovke z plinsko
kromatografijo-olfaktometrijo in podrobneje ugotoviti, katere spojine imajo odlocilen

prispevek k aromi.
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