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® (Odrediti profil hlapljivih tvari Cetiri uzorka gina metodom mikroekstrakcije vrsnih
para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME)

® |zolirane hlapljive spojeve identificirati koriste¢i vezani sustav plinska

kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)

® Analizirati i usporediti dobivene rezultate ispitivanih uzoraka



SAZETAK

Gin je jako, u pravilu bezbojno alkoholno pi¢e dobiveno aromatiziranjem etilnog
alkohola poljoprivrednog podrijetla bobicama borovice i drugim biljkama. Minimalni
udio alkohola u ginu je 37,5% vol. Cilj ovog rada bio je utvrditi i usporediti profil
hlapljivih spojeva Cetiri razli€ita uzorka gina. Hlapljivi spojevi izolirani su
mikroekstrakcijom vrsnih para na Cvrstoj fazi (HS-SPME), koristeCi dva vlakna
razliCite polarnosti, a identificirani vezanom tehnikom plinska kromatografija-
sektrometrija masa (GC-MS). Identificirano je ukupno 37 hlapljivih spojeva iz
skupina terpena, terpenoida, estera i fenilpropana. 14 spojeva je pronadeno u svim
uzorcima, od kojih je 13 vec prije identificirano u etericnom ulju borovice (Juniperus
communis). Etil-acetat koji je identificiran u svim uzorcima predstavlja sastavni dio
destiliranih pi¢a koji nastaje za vrieme alkoholne fermentacije esterifikacijom
etanola i octene kiseline. Razlike u aromatskim profilima uzoraka posljedica su

razliCite recepture i proizvodnih procesa.

Kljuéne rijeci: gin, hlapljivi spojevi, monoterpeni, seskviterpen,i HS-SPME, GC-MS



ABSTRACT

Gin is a generally colourless spirit produced by flavouring ethyl alcohol of agricultural
origin with juniper berries and other plant material. The minimum alcohol content in
gin is 37.5% ABV (alcohol by volume). The aim of this study was to determine and
compare the volatile compound profile of four different gin samples. The volatile
compounds were isolated by headspace-solid phase microextraction (HS-SPME),
using two fibers of different polarity, and identified by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) technique. A total of 37 volatile compounds from the group
of terpenes, terpenoids, esters and phenylpropanes were identified. 14 compounds
were found in all samples, of which 13 had previously been identified in the essential
oil of juniper berries (Juniperus communis). Ethyl acetate identified in all samples is
commonly found in distilled spirits as a product formed during alcoholic fermentation
by esterification of ethanol and acetic acid. Differences in the aromatic profiles of the

samples are due to different recipes and production processes.

Keywords: gin, volatile compounds, monotepens, sesquiterpens, HS-SPME,
GC-MS
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UVOD

Gin je jako, u pravilu bezbojno alkoholno pi¢e dobiveno aromatiziranjem etilnog
alkohola poljoprivrednog podrijetla bobicama borovice i drugim billkama. Naziv gin
potje€e od imena tradicionalnog nizozemskog pi¢a od borovice jenever koji je ime

dobio od latinskog naziva za borovicu juniperus. (1)

Prema EU regulativi postoje tri vrste gina:

e Gin-jako alkoholno pi¢e dobiveno aromatiziranje etilnog alkohola bobicama
borovice (Juniperus communis L.)

¢ Destilirani gin-jako alkoholno pic¢e dobiveno iskljucivo redestilacijom etilnog
alkohola odgovarajuce kvalitete, minimalne ja¢ine 96%, uz dodatak bobica
borovice i drugih biljaka, uz uvjet da prevladava okus borovica. Za
aromatiziranje destiliranog gina mogu se koristiti i aromaticni pripravci.

e London (dry) gin-vrsta destiliranog gina Cija je aroma dobivena iskljucivo
redestilacijom etanola s aromati¢nim biljkama. Smije se koristiti samo alkohol
najveceg udjela metanola 5 grama po hektolitru Cistog alkohola. Jakost

dobivenog destilata mora iznositi minimalno 70% vol. alkohola.

Minimalna jakost gina u EU je 37,5% vol. alkohola. (2)

Slika 1. Old Pilot's gin (3)



1.0PCI DIO

1.1. POVIJEST

Prvi zapisi o proizvodnji alkoholnih pi¢a s aromom borovice datiraju iz 11. stoljeca.
Benediktinski redovnici destilirali su tonike na bazi borovice koje su koristili kao

univerzalni lijek za tegobe.

U 16. stoljecu u Nizozemskoj mijeSanjem borovice s jeftinim alkoholom od slada
nastao je jenever, preteCa danasSnjeg gina. Engleski vojnici koji su pomagali u
nizozemskom ratu za neovisnost 1585. godine donose boce jenevera u Englesku
gdje brzo dobiva na popularnosti. U 18. stolje¢u popularnost gina bila je na vrhuncu
zbog niske cijene uzrokovane niZim porezima nego na druga alkoholna pic¢a. Do
1743. godine konzumacija gina u Engleskoj i Walesu bila je ve¢a od 8 milijuna
galona (1 galon=4,546L), a 90% destilerija nalazilo se u Londonu. (4,5)

PocCetkom 19. stolje¢a dolazi do otvaranja gin palaca (engl. gin palace), raskoSnih
lokala Cija je popularnost brzo rasla. 1950-ih godina popularnost gina pocinje padati,
sve do pojave brenda Bombay Sapphire 1986. godine koji je ponovno probudio
znatizelju miksologa. Posljednjih godina konzumacija gina je u uzletu, a otvaraju se

i brojne craft destilerije. (4,5)

1.2. PROIZVODNJA DESTILIRANIH GINOVA

1.2.1. SASTOJCI

Biljni materijal

Svaki proizvodacC gina koristi jedinstvenu mjeSavinu biljaka za svoj proizvod. S

obzirom da je biljni materijal glavni izvor okusa pica, njegova kvaliteta mora biti

vrhunska te se mora osigurati konzistentnost konacnog proizvoda.

Najzastupljenija biljka mora biti borovica (Juniperus communis L), vazdazeleni grm

iz porodice Cupressaceae koji je rasprostranjen u Europi i Sjevernoj Americi. Bobice



borovice sadrze 0,2-3,42% esencijalnog ulja, primarno sastavljenog od
monoterpena, seskviterpena, aldehida i alkohola. Borovica koja se koristi za
destilaciju uglavnom je podrijetlom iz Italije ili s Balkana, unatoC Sirokoj

rasprostranjenosti. (1, 6)

Poslije borovice, najzastupljenija biljka u proizvodnji gina je korijander (Coriander
sativum L.), biljka iz porodice Apiaceae koja se mozZe pronaéi na Mediteranu.
Sjemenke korijandera sadrze 0,3-1,2% esencijalnog ulja, od ¢ega 60-70% Cini

mononterpen linaool. Korijander ginu daje citrusnu i cvjetnu aromu. (1)
Ostali Cesto koristeni biljni materijal u proizvodnji gina je:

e kora narance (Citrus sinensis),

e zlatni tus (Cassia fistula),

e korijen irisa (Iris florentina),

¢ sjemenke kardamoma (Elettaria cardamomum),
e Kkorijen andelike (Angelica archangelica),
e kora cimeta (Cinnamomum zeylandicum),
e idirot (Acorus calamus),

e komorac (Foeniculum vulgare),

e sjeme anisa (Pimpinella anisum),

e kora limuna (Citrus limon),

e kumin (Cuminum cynimum),

e badem (Prunus amygdalus),

e sladi¢ (Glycyrrhiza glaba). (1)

Alkohol

U proizvodnji destiliranog gina koristi se neutralni alkohol poljoprivrednog podrijetla,
najceS¢e od Zitarica ili melase. Alkohol se dobiva kontinuiranom destilacijom i

rektifikacijom do jakosti 96% vol., uglavhom u odvojenim pogonima. (6)



Voda

Voda se koristi u dvije faze proizvodnje gina, dodaje se neutralnom alkoholu prije
destilacije te konacnom proizvodu kako bi se smanijila alkoholna jakost. Uzima se iz

vodovoda ili vlastitih bunara te prociS¢ava i demineralizira. (6)

1.2.2. DESTILACIJA

Destilacija se odvija u tradicionalni bakrenim kotlovima, kao za proizvodnju whiskyja.
Kotlovi se pune alkoholom i vodom do jakosti od 60% vol., dodaje se biljni materijal
i po¢ne zagrijavati do 70-80°C. Prvi tok destilacije sadrzi najhlapljivije kemijske
spojeve, primarno monoterpene, te se odvaja. Srednji tok je najkvalitetniji i
predstavlja glavni produkt, destilat jakosti oko 80% vol. Nastavkom destilacije dolazi
do porasta temperature i izdvajanja zadnjeg toka koji sadrZi najmanje hlapljive
kemijske spojeve. Prvi i zadnji tok se ¢esto ponovno destiliraju kako bi se dobilo viSe

proizvoda. (6)

Destilacija u uvjetima vakuuma odvija se na nizim temperaturama, oko 60°C, Sto
povecava udio oksigeniranih monoterpena, a sniZava one toplinski degradirane.
Oksigenirani monoterpeni su odgovorni za aromu gina, a toplinski degradirani
monoterpeni mogu uzrokovati nastanak off-aroma. Vakuum destilirani gin je

pikantan i viSe cvjetan od klasi¢no destiliranog (1)

Destilat se potom mijeSa s vodom do Zeljene jakosti (min 37,5% vol), a moze se i
kupazirati. Za razliku od London gina, u obi¢ni destilirani gin moguce je i dodavanje

aromatskih pripravaka i alkohola nakon destilacije.

Gin se filtrira i pakira u staklenu ambalazu volumena naj¢eS¢e 700 mL i 2000 mL.
Ginovi se Cesto izvoze kao destilati s visokim udjelom alkohola te potom razrjeduju

i pakiraju kako bi se smanijili troSkovi transporta. (6)
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Slika 2. Destilacija gina (6)

1.3. PROIZVODNJA GINA AROMATIZIRANJEM ALKOHOLA

Najjednostavnija metoda proizvodnje gina je aromatiziranjem neutralnog alkohola
hladnom maceracijom biljnog materijala ili biljnim ekstraktima (engl. Compound gin).
Koristi se alkohol poljoprivrednog podrijetla visoke jakosti, a kao i kod destiliranih
ginova mora prevladavati aroma borovice. Prije punjenja potrebno ga je filtrirati i
sniziti alkoholnu jakost na minimalno 37,5 % vol. Tako dobiveni gin opéenito se
smatra manje kvalitetnim, a zbog jednostavnije proizvodnje moZze imati niZu cijenu
od destiliranih. Compound Gin je bio na vrhuncu za vrijeme prohibicije 1920.-ih i 30-
ih godina u SAD-u, a zbog proizvodnje u kadama privatnih ku¢a nazivao se i Bathtub
gin. Prema propisima Europske unije pi¢e dobiveno ovim postupkom smije nositi

samo naziv gin, bez prefiksa. (2,7)



1.4. KEMIJSKI SASTAV

Kemijski sastav gina, kao i ostalih aromatiziranih alkoholnih pi¢a, ovisi o biljnom
materijalu koriStenom u proizvodniji. Biljke sadrze eteriCna ulja koja se pak sastoje

od stotina kemijskih spojeva. (1)

Najzastupljeniji hlapljivi aromatski spojevi u ginu su terpeni, nezasi¢eni ugljikovodici
Ciji skelet je izgraden od izoprenskih jedinica (CsHs)n povezanih linearno ili ciklicki.
Terpeni su ime dobili po terpentinu, smoli borovih stabala €iji je glavni sastojak pinen.
Najveca su skupina sekundarnih biljnih metabolita, a do danas ih je otkriveno vise
od 36 000. Terpenoidi osim ugljika i vodika sadrzZe i funkcionalne skupine, uglavnom
s kisikom. (8)

U eteri€énom ulju bobica borovice GC-MS analizom identificiran je 121 kemijski spoj,
veCina iz skupine terpena. (9) Terpenski spojevi borovice su monoterpeni,
oksigenirani  monoterpeni  (monoterpeniodi), seskviterpeni i oksigenirani
seskviterpeni (seskviterpenoidi). Monoterpeni su najvazniji aromatski spojevi zbog
svoje visoke hlapljivosti i niskog praga percepcije. Seskviterpeni manje pridonose

aromi pi¢a zbog viSeg praga percepcije u odnosu na monoterpenske spojeve. (1)

Dominantni terpeni u etericnom ulju bobica borovice su: a-pinen, mircen, a-terpineol,

a-kadinol, limonen i terpinen-4-0l.(9,10)

Slika 3. Kemijska struktura a-pinena (11)



1.5. PROIZVODNJA | POTROSNJA GINA

Najvedi proizvodac gina na svijetu je Ujedinjeno Kraljevstvo u kojem se nalazi vise
od 300 destilerija, a proizvodnja je 2018. godine iznosila 54 milijuna litara. Prema
projekcijama IWSR-a (International Wines and Spirits Record) ocekivani rast
potrosSnje u razdoblju 2018.-2023. godine iznosi 4,4%. (12)

Hrvatska uvozi gina u vrijednosti 2 milijuna eura, najviSe iz Njemacke i Ujedinjenog
Kraljevstva, dok je izvoz relativno malen, 200 tisu¢a eura. U Hrvatskoj je danas

desetak proizvodaca gina, a Cesto i dobivaju nagrade. (13)

Najveéi potrosaci per capita su Spanjolci s 1,07 litara, a zemlja u kojoj se potro$i

najvise gina je SAD sa 68,9 milijuna litara. (14)

Tablica 1. PotroSnja gina po glavi stanovnika (14)

Drzava Potrosnja per capita (L)
1 Spanjolska 1,07
2 Belgija 0,73
3 Nizozemska 0,63
4 Ujedinjeno Kraljevstvo 0,55
5 Irska 0,36
6 Kanada 0,22
7 Francuska 0,21
8 Francuska 0,19
9 Italija 0,14
10 Njemacka 0,08




1.6. NAPITCI NA BAZI GINA

Gin-tonik nastao je u 19. stolje¢u u Indiji kada su britanski vojnici poc€eli mijesati prah
kinina sa soda vodom i Se¢erom te potom i ginom kako bi prikrili gorak okus kinina.
Kinin je bio glavni lijek za malariju u proslosti, a s obzirom da se tonik voda viSe ne
koristi kao lijek kinin je danas prisutan samo u tragovima. Gin-tonik se posluzuje s
limetom ili imunom, a Cesto se dodaju i zacCini poput anisa, crvenog papra, metvice,
dumbiraii sl. (15)

Martini je koktel od gina i specijalnog aromatiziranog vina Vermoutha, posluzen s

maslinom ili korom limuna. (16)

Vesper ili Vesper martini je koktel od gina, vodke i aromatiziranog vina Kina Lillet.
Izumio ga je pisac lan Fleming i prvi put se spominje u romanu o specijalnom agentu

Jamesu Bondu, Casino Royale. (17)

Kuhani gin je topli napitak, naj¢e$¢e od soka jabuke, s dodatkom gina i zacina poput

cimeta, klin€i¢a i zvjezdastog anisa. (18)

Slika 4. Martini (19)



1.7. MIKROEKSTRAKCIJA NA CVRSTOJ FAZI

Mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-phase microextraction, SPME) razvio je
Janusz Pawliszyn sa svojim timom na sveucilistu Waterloo u Kanadi 1990-ih godina.
SPME uredaj se sastoji od vlakna silicijeva dioksida (SiOz2) obloZenog tankim slojem
(5-100 um) polimernog sorbensa ili imobilizirane tekucine smjeStenog u iglu u
tvorevinu nalik Sprici. MoZe se koristiti za direktnu ekstrakciju analita iz tekuceg ili
plinovitog medija ili indirektno za ekstrakciju analita iz prostora iznad krutih i tekuéih
medija- mikroekstrakcija vrSnih para (engl. Headspace solid-phase microextraction,
HS-SPME). SPME ekstrakcija se moze Kkoristiti za vecinu Cesto koristenih
primjenjivanih metoda poput plinske kromatografije (engl. Gas chromatography,
GC) i tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid
chromatography, HPLC). (20)

SPME ekstrakcija se temelji na mehanizmu razdvajanja i uspostavljanja ravnoteze
izmedu analita i matriksa uzorka, a odredena je omjerom volumena sorbensa i

uzorka te koeficijentom K:

C
K==
Cs

gdje Ce i Cs predstavljaju ravnotezne koncentracije analita u matriksu i sorbensu.
(20)

Uzorkovanie Desorpciia
SPME
uredai . — ?
Ubrizgavanje
Vlakno uGe
O™
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| L)
""«.ﬁ \., \ \/\\ \:’/ /\ /
SO >
GC kolona

Slika 5. SPME ekstrakcija (21)



SPME ima brojne prednosti u odnosu na druge metode ekstrakcije: jednostavnost
upotrebe, nema koriStenja organskih otapala, kratko vrijeme ekstrakcije, lako
povezivanje s GC uredajem i mogucénost izolacije spojeva u tragovima, ali ima i neke
nedostatke. Izbor ovojnica za vlakna je malen, proizvodnja je komplicirana,

mehanicki su slaba i slabo selektivha za polarne analite.

Odabir ovojnica ovisi 0 spojevima koji se o¢ekuju u odredenom uzorku. NajCeSce
koriStene ovojnice su: polidimetilsiloksan (PDMS), divinilbenzen (DVB), karboksen
(CAR), Carbowax polietilen glikol (CW), poliakrilat (PA) i njihove kombinacije. PDMS
je nepolarna imobilizirana kapljevina na ekstrakcijskim temperaturama, Cesto se
koristi kao stacionarna faza u GC uredajima i lako identificira masenom
spektrometrijom (engl. Mass spectrometry, MS), termostabilna je, a desorpcija je
moguca na umjerenim temperaturama zbog €ega se Cesto i koristi za nepolarne
analite. Danas se radi na razvoju novih ovojnica na bazi polikristalnih grafita,
molekularno utisnutih polimera i imunosorbensa za ekstrakciju polarnih analita iz

polarnih matriksa, posebno vode. (20)

Tablica 2. Primjena nekih komercijalno dostupnih SPME ovojnica (20)

SPME ovojnica Debljina AnalitiCcka metoda Analit
ovojnice (um)
PDMS 100, 30, 7 GC/HPLC hlapljivi organski spojevi
(VOC), organoklorni i

organofosforni pesticidi

PA 85 GC organofosforni pesticidi,
dusi¢ni herbicidi, triazini
PDMS/DVB 65, 60 HPLC fenoli
GC/HPLC PAH, VOC, ketoni, aldehidi,
terpeni
CAR/PDMS 75, 85 GC VOC, ugljikovodici
CW/DVB 65, 70 GC alkoholi, ketoni, herbicidi,
hlapljivi amini
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1.8. PLINSKA KROMATOGRAFIJA SA SPEKTROMETRIJOM MASA

Plinska kromatografija sa spektrometrijom masa (GC-MS) najkoristenija je analitiCka
metoda za identifikaciju i kvantifikaciju organskih spojeva u kompleksnim
matriksima. Nezamjenjiva je u forenzici, znanostima o okoliSu, medicini i biologiji,

industriji parfema.

Plinska kromatografija se koristi za razdvajanje kemijskih spojeva iz smjese. Plinski
kromatograf se sastoji od injekcijskog bloka, termostatirane kromatografske kolone,
detektora i raCunala. Uzorci za GC-MS analizu moraju biti hlapljivi i termostabilni
kako bi identifikacija bila moguca. Uzorak se ubrizgava mikroSpricom u uredaj ili se
umetne SPME vlakno s kojeg desorbira. Prevodi se u plinovito stanje te u struji
mobilne faze (He, Ar) putuje do stacionarne faze u koloni (npr. 5% fenil-
metilpolisiloksan) s kojom stupa u interakciju. Svaki spoj u uzorku interaktira
razliCitom brzinom sa stacionarnom fazom, oni najbrZi prvi izlaze iz kolone (eluiraju)
i dolaze do detektora koji stvara elektroniCki signal Cija jaCina ovisi o koncentraciji
spoja. Vrijeme zadrzavanja (retencijsko vrijeme) je vrijeme od ubrizgavanja uzorka
do eluiranja iz kolone koje je uvijek isto za pojedini spoj, ukoliko su uvjeti u
kromatografu isti. Racunalo povezano na GC uredaj obraduje podatke i prikazuje ih
u obliku grafa ovisnosti intenziteta signala o retencijskom vremenu-kromatogram.
Plinskom kromatografijom se dobiju podaci o koncentraciji pojedinih spojeva u
smjesi, dok se za njihovu identifikaciju uglavnom koristi maseni spektrometar ili neki
od GC detektora. Retencijsko vrijeme moze posluZiti za identifikaciju, ali za spojeve

s vrlo sli¢nim svojstvima moZze biti isto. (22)

Nakon izlaska iz GC kolone razdvojeni spojevi ulaze u maseni spektrometar gdje se
bombardiraju snopom visokonergetskih elektrona (70 eV). Molekule se ioniziraju i
nastaju molekulski ioni (M+) koji su nestabilni i Cesto se razlazu na manje ione
(fragmente). Maseni spektrometar razdvaja ione po njihovom omjeru mase i naboja
(m/z), a raCunalo crta graf (maseni spektar) na €ijoj x-osi se nalazi m/z omjer, a na
y-0si relativni intenzitet signala. S obzirom da je naboj gotovo svih iona +1, m/z omjer
predstavlja relativnu masu molekule, odnosno fragmenta. Spojevi imaju

karakteristicne masene spektre koji su pohranjeni u bazama podataka. Spektri se

11



usporeduju te se na taj naCin spojevi identificiraju, a dobiva se i podatak o postotku
podudaranja. (22)

Injektor GC lonizator

Maseni
uzorka kolona analizator
[ ]
' [ ]
; —4q ———
|| =
+

Slika 6. Shema GC-MS uredaja (23)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. ANALIZIRANI UZORCI

Analizirana su 4 uzorka gina, 3 komercijalno dostupna i jedan craft gin koji jos nije

plasiran na trziste. Osnovni podaci o uzorcima prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Osnovni podaci o koristenim uzorcima gina

Red. Br. 1 2 3 4
Vrsta gina craft gin gin gin London dry
gin
Alk.vol.(%) 37,5 42,7 37,5 37,5
Zemlja Hrvatska Spanjolska Hrvatska Ujedinjeno
podrijetla Kraljevstvo
Biljni borovica, borovica,
materijal korijander, korijander,
kardamom, andelika,
naranca, naranca,
limun, limun,

P maslina, P mandarina,
ruzmarin, kopar, cimet,
bosiljak, kamilica,
timijan limunska

trava,
muskatni

orasdic¢, sladié

*Podaci nisu poznati
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2.2.

APARATURA | KEMIKALIJE

Za provodenje eksperimentalnog dijela ovog rada koriStena je sljedeca aparatura:

Uredaj za mikroekstrakciju vrSnih para na ¢vrstoj fazi

Plavo vlakno s ovojnicom polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB)
duljine 5 cm (Supelco Co., SAD)

Sivo vlakno s ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS) duljine 5 cm (Supelco Co., SAD)

Magnetske mijeSalice i vodena kupelj s termostatom (Heidolph EKT 3001,

Njemacka)

Vezana tehnika plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS); plinski
kromatograf (Agilent Technologies, SAD), model 7820A, u kombinaciji s
Agilent Technologies (SAD) masenim detektorom, model 5977E

Kolona HP-5MS ((5% fenil)-metilpolisiloksan; 30 m x 0,25 mm; debljina sloja
stacionarne faze 0,25 um).J&W, SAD)

Od kemikalija upotrijebljen je:

NaCl (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

14



2.3. MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA CVRSTOJ FAZI

Ekstrakcija hlapljivin organskih spojeva provedena je HS-SPME metodom,
koriStenjem plavog vlakna s PDMS/DVB ovojnicom i sivog viakna s
DVB/CAR/PDMS ovojnicom. Vlakna je prije upotrebe potrebno kondicionirati
zagrijavanjem u injektoru GC-MS uredaja. Sivo vlakno se aktivira zagrijavanjem na
270°C u trajanju 60 minuta, a plavo vlakno 30 minuta na 250°C. Ekstrakcija se mora

vrsiti odmah nakon kondicioniranja vlakana.

AN
i

WANANNA ‘l\
@2Wm ’ ’){[\l“

Slika 7. Vlakna s ovojnicama PDMS/DVB (plavo vlakno) i DVB/CAR/PDMS (sivo

vlakno)

Volumen od 5 mL uzorka gina se stavi u staklenu bocicu od 20 mL uz dodatak NaCl-
a te hermeticki zatvori politetrafluoretilen (PTFE, teflon)/silikon septom. Zagrijava se
u vodenoj kupelji na 60°C 15 minuta, a za mijeSanje se koristi magnetna mjesalica.
Nakon 15 minuta SPME igla se postavlja u boCicu i izvuce se vlakno. Ekstrakcija se
provodi 40 minuta uz konstantnu brzinu mijeSanja uzorka (1000 o/min). Nakon
uzorkovanja, vlakno se uvlaci u iglu, uklanja iz bo€ice s uzorkom i postavlja u injektor
GC-MS uredaja. U GC koloni se odvija toplinska desorpcija ekstrahiranih spojeva

na 250°C u trajanju od 7 minuta.
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Slika 8. Aparatura za mikroekstrakciju vrSnih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME)

2.4. GC-MS ANALIZA HLAPLJIVIH ORGANSKIH SPOJEVA

Analiza ekstrahiranih hlapljivih organskih spojeva provedena je koristeci vezani

sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS).
Uvjeti rada plinskog kromatografa za HP-5MS kolonu:

e temperaturni program kolone: 2 min izotermno na 70 °C, zatim porast

temperature do 200 °C za 3 °C min?,
e ,solvent delay“: 1,8 min (vrijeme u kojem izlazi etanol),
e temperatura injektora: 250 °C,

e omijer cijepanjaje 1: 50,

16



e plin nositelj: helij s protokom 1 mLmin-.

Uvjeti rada masenog spektrometra:

e energija ionizacije: 70 eV,

e temperatura ionskog izvora: 280 °C,

e interval snimanja masa: 30-350 masenih jedinica.
GC-MS analizom uzoraka gina dobiveni su sljedeéi podaci:

e kromatogram ukupne ionske struje

e naziv spoja ili spojeva Ciji spektar ili spektri su najsli¢niji spektru nepoznate
komponente pojedinog pika iz kromatograma ukupne ionske struje;

slicnosti spektara koji se usporeduju izrazeni su postotkom
¢ retencijsko vrijeme pojedinog kemijskog spoja

¢ relativni udio pojedine komponente izraZzen u postotcima

Slika 9. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)
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3.REZULTATI

Rezultati GC-MS analize uzoraka prikazani su u tablicama i u obliku kromatograma.
U tablicama su navedeni identificirani spojevi, njihov udio te retencijski indeks na
HP-5MS koloni (RI).

Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivin spojeva uzorka gina 1 izoliranog

pomocu plavog (P) i sivog vlakna (S)

Red. RI Spoj Udio P Udio S

broj (%) (%)
1. <900 etil-acetat - 2,6
2. 930 a-thujen 3,1 -
3. 940 a-pinen 3,7 9,3
4. 957 kamfen 0,3 -
5. 981 sabinen 2,2 0,9
6. 985 B-pinen 1,1 -
7. 994 B-mircen 6,5 8,8
8. 996 etil-heksanoat 0,4 0,2
9. 1023 a-terpinen 1,1 -
10. 1030 p-cimen 2,2 2,5
11. 1035 limonen 14,1 20,8
12. 1039 1,8-cineol 2,2 0,5
13. 1065 y-terpinen 4,7 3,9
14. 1092 a-terpinolen 1,4 -
15. 1103 linalol 8,9 -
16. 1150 kamfor 0,5 -
17. 1181 terpinen-4-ol 2,8 2,6
18. 1198 etil-oktanoat - 0,3
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19. 1292 trans-anetol 18,1 30,2
20. 1354 a-terpenil-acetat 1,6 -
21. 1394 B-elemen 0,6 -
22. 1397 etil-dekanoat 2,5 3,6
23. 1422 trans- B-kariofilen 1,2 -
24. 1457 a-humulen 1,3 -
25. 1478 a-amorfen 0,4 -
26. 1483 germakren-D 1,6 -
27. 1489 B-selinen 0,4 -
28. 1502 a-murolen 0,7 -
29. 1516 y-kadinen 0,6 -
30. 1525 0-kadinen 3,7 1,1
31. 1556 germakren-B 1,9 -
32. 1593 etil-dodekanoat - 0,4
Ukupno identificirano 87,8%  97,4%
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Slika 10. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivin spojeva uzorka gina 1
izoliranih  HS-SPME metodom s ovojnicom polidimetilsiloksan/divinilbenzen
(PDMS/DVB) (plavo viakno).
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Slika 11. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivin spojeva uzorka gina 1
izoliranih  HS-SPME  metodom s ovojnicom  divinilbenzen/karboksen/
polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS) (sivo vlakno).
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Tablica 5. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva uzorka gina 2 izoliranog

pomocu plavog (S) i sivog (S) vlakna

Red. RI Spoj Udio P Udio S

broj (%) (%)
1. <900 etil-acetat 2,9 4,2
2. 940 a-pinen 2,6 -
3. 981 sabinen - 0,7
4, 994 [B-mircen - 1,4
5. 1035 limonen 12,4 12,3
6. 1039 1,8-cineol 15,6 6,7
7. 1065 y-terpinen - 0,5
8. 1103 linalol 2,8 0,5
9. 1203 p-alilanisol 3,7 -
10. 1292 trans-anetol - 5,8
11. 1354 a-terpenil-acetat 25,3 12,2
12. 1394 B-elemen 2,4 45
13. 1422 trans- B-kariofilen 4,2 5,0
14. 1434 y-elemene - 2,0
15. 1457 a-humulen 3,6 51
16. 1460 trans-B-farnezen - 1,4
17. 1478 a-amorfen - 0,7
18. 1483 Germakren-D - 13,6
19. 1489 B-selinen - 0,7
20. 1502 a-murolen - 1,2
21. 1516 y-kadinen 4.2 1,4
22. 1525 0-kadinen 3,7 7,1
23. 1556 Germakren-B 4,7 5,5

Ukupno identificirano 88,1% 93,7%
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Slika 12. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivin spojeva uzorka gina 2
izoliranih  HS-SPME metodom s ovojnicom polidimetilsiloksan/divinilbenzen
(PDMS/DVB) (plavo viakno
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Slika 13. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivih spojeva uzorka gina 2
izoliranih  HS-SPME  metodom s  ovojnicom  divinilbenzen/karboksen/
polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS) (sivo vlakno).
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Tablica 6. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva uzorka gina 3 izoliranog pomocu

plavog (S) i sivog (S) vlakna

Red. RI Spoj Udio P Udio S

broj (%) (%)
1. <900 etil-acetat 4,0 8,7
2. 940 a-pinen 0,6 -
3. 994 B-mircen 0,8 0,8
4. 996 etil-heksanoat 2,7 -
5. 1009 a-felandren - 0,4
6. 1023 a-terpinen 0,6 0,9
7. 1030 p-cimen 5,3 4,6
8. 1035 limonen 1,3 1,2
9. 1065 y-terpinen 3,9 3,2
10. 1092 a-terpinolen 2,9 -
11. 1103 linalol 51 10,8
12. 1150 kamfor 0,7 0,8
13. 1181 terpinen-4-ol 21,6 32,2
14. 1198 etil-oktanoat - 0,1
15. 1236 nerol 7,2 8,4
16. 1288 bornil-acetat 1,8 -
17. 1354 a-terpenil-acetat - 0,8
18. 1394 B-elemen 1,1 0,7
19. 1397 etil-dekanoat 0,9 0,5
20. 1422 trans- B-kariofilen 1,7 0,9
21. 1434 y-elemen 1,1 0,8
22. 1457 a-humulen 3,0 1,5
23. 1483 Germakren-D 1,9 0,6
24. 1502 a-murolen 0,6 -
25. 1525 0-kadinen 4,3 1,6
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26. 1556 Germakren-B 4.7 1,3
Ukupno identificirano 85,8% 80,7
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Slika 14. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivin spojeva uzorka gina 3
izoliranih HS-SPME metodom s ovojnicom polidimetilsiloksan/divinilbenzen
(PDMS/DVB) (plavo vilakno)
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Slika 15. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivin spojeva uzorka gina 3
izoliranih  HS-SPME  metodom s ovojnicom  divinilbenzen/karboksen/
polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS) (sivo vlakno)
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Tablica 7. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva uzorka gina 4 izoliranog pomocu

plavog (S) i sivog (S) vlakna

Red. RI Spoj Udio P Udio S
broj (%) (%)

1. <900 etil-acetat 4,6 -

2. 930 a-thujen - 0,6
3. 940 a-pinen 15,4 15,3
4. 957 kamfen 0,5 0,5
5. 981 sabinen 29 29
6. 985 B-pinen 1,6 1,6
7. 994 B-mircen 4,2 7,3
8. 1023 a-terpinen 0,7 1,1
9. 1030 p-cimen 1,3 1,7
10. 1035 limonen 2,6 4,2
11. 1065 y-terpinen 4,2 51
12. 1092 a-terpinolen 1,4 1,3
13. 1103 linalol 8,4 10,1
14. 1150 kamfor 0,6 0,6
15. 1181 terpinen-4-ol 1,0 1,2
16. 1354 a-terpenil-acetat 0,6 0,7
17. 1394 B-elemen 2,9 41
18. 1422 trans- B-kariofilen 3,8 4,1
19. 1434 y-elemen - 2,4
20. 1457 a-humulen 3,8 4,3
21. 1460 trans- B-farnezen 0,6 0,6
22. 1478 a-amorfen 0,8 0,9
23. 1483 Germakren-D 10,4 8.6
24. 1489 B-selinen 0,8 1,9
25. 1502 a-murolen 0,9 1,4
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26. 1516 y-kadinen 0,8 -

27. 1525 0-kadinen 6,2 7,4

28. 1556 Germakren-B 54 3,7
Ukupno identificirano 86,4 % 93,0
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Slika 16. Kromatogram ukupne ionske struje hlapljivin spojeva uzorka gina 4
izoliranih  HS-SPME metodom s ovojnicom polidimetilsiloksan/divinilbenzen
(PDMS/DVB) (plavo vilakno)
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4. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je izolirati hlapljive spojeve Cetiri uzorka gina mikroekstrakcijom
vrSnih para na C¢vrstoj fazi koristeéi dva vlakna razliCite polarnosti: plavo
(PDMS/DVB) i sivo (DVB/CAR/PDMS) vlakno. Za identifikaciju je koriSten vezani
sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa na nepolarnoj HP-5MS koloni, a

rezultati su prikazani u obliku tablica i kromatograma.

GC-MS analizom uzoraka identificirano je ukupno 37 hlapljivih spojeva: 12
monoterpena, 6 monoterpenoida, 11 seskviterpena, 6 estera i dva fenilpropana.
Velik broj monoterpenskih spojeva moze se objasniti njihovom velikom hlapljivosti,
a zbog niskog praga percepcije imaju zna€ajan utjecaj na aromu proizvoda. (1) 27
spojeva je vec prije identificirano u etericnom ulju bobica borovice u odredenom
udjelu.(9). Plavim vlaknom su identificirana 34 spoja (osim a-felandrena, etil-
oktanoata i etil-dodekanoata), a sivim 35 spojeva (osim bornil-acetata i p-alilanisola).
14 spojeva bilo je prisutno u svim uzorcima u razli€itim udjelima: etil-acetat, a-pinen,
B-mircen. limonen, y-terpinen, linalol, a-terpenil-acetat, B-elemen, trans-B-kariofilen,
a-humulen, germakren-D, a-murolen, d-kadinen i germakren-B. Svi osim etil-acetata
su vec prije identificirani u borovici.(9). Etil-acetat je sastavni dio destiliranih
alkoholnih pic¢a, a nastaje za vrijeme alkoholne fermentacije esterifikacijom etanola
i octene kiseline. Zbog karakteristicnog mirisa koji podsjeca na ljepilo, veliki udio etil-
acetata smatra se manom.(24) Limonen i y-terpinen su glavni sastojci etericnog ulja
citrusa (25), a linalol eteri€nog ulja sjemenki korijandera (1) pa mogu ukazivati na
povec¢anu upotrebu tog biljnog materijala u proizvodnji. Razlike u aromatskim
profiima ovih ginova mogu se objasniti razliCitim recepturama i proizvodnim

procesima.

U uzorku gina 1 identificiran je najveci broj hlapljivin spojeva, njih 32, a ester etil-
dodekanoat je pronaden jedino u tom uzorku. Sastav biljnog materijala nije poznat,
ali visoki udio limonena ukazuje da su jedan od glavnih sastojaka, pored borovice i
korijandera, citrusi. (24) Najzastupljeniji spoj je trans-anetol, aromatic¢ni spoj iz

skupine fenilpropana, a €ini ve€inu esencijalnog ulja komoraca (Foeniculum vulgare
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Mill.). (26) Prisutnost trans-anetola pretpostavljena je i prije same analize zbog

posebno izraZzenog mirisa ovog uzorka po komoracu.

U uzorku gina 2 identificirana su 23 hlapljiva spoja, a p-alilanisol (estragol) je
pronaden samo u ginu 2. p-Alilanisol i izomer anetol prisutni su u etericnom ulju
bosilika i timijana. (27) Dominantni spojevi u ginu 2 su:. limonen, 1,8-cineol
(eukaliptol), a-terpenil-acetat i germakren-D. Eukaliptol se u zna&ajnim koli¢inama
nalazi u etericnom ulju ruzmarina (28), o-terpenil-acetat potjeCe iz sjemenki
kardamoma (29), a zajedno s germakrenom-D iz borovice (9) je odgovoran za
posebno izrazenu biljnu aromu ovog gina.(10). trans-B-Kariofilen takoder vjerojatno
potjeCe iz ruzmarina. (28) Pronadena je relativno mala koli¢ina linalola (2,8%) Sto
ukazuje na manju upotrebu korijandera nego kod ostalih proizvodaca.(1) Analizom
nije pronaden nijedan spoj koji se moze isklju€ivo povezati s maslinom, niti timol koji

je glavni sastojak eteri¢nog ulja timijana (27)

U uzorku gina 3 identificirano je 26 hlapljivih spojeva, a a-felandren, nerol i bornil-
acetat su pronadeni samo u tom uzorku. Biljni materijal koriSten u proizvodnji ovog
gina nije poznat, nije naveden ni na ambalazi ni na web stranicama proizvodaca. U
ginu dominiraju terpinen-4-ol, prirodno prisutan u borovici (8) i linalol. Nerol je
monoterpenoid koji je sastavni dio esencijalnog ulja cvijeta gorke narance (Citrus
aurantium L.)(30), ali s obzirom na njegovu visoku cijenu, a nisku cijenu ovog
proizvoda te povecani udio terpinen-4-ola i estera, moze se pretpostaviti da su u

proizvodnji ovog gina koristene umjetne arome.

U ginu 4 pronadeno je 28 hlapljivih spojeva, a svi su ve¢ identificirani u prethodno
analiziranim uzorcima. Dominiraju a-pinen i germakren-D, a trec¢i najzastupljeniji
spoj je linalol iz sjemenki korijandera. (1) a-Pinen je najzastupljeniji spoj u etericnom
ulju borovice (9), ali za znatno veéi udio nego u ostalim uzorcima je odgovaran i

korijen andelike (Angelica archangelica) koristen u proizvodniji (31)

U tablici 8 prikazano je 7 najzastupljenijih spojeva u uzorcima (udio iznad 10%),
njihov maksimalni udio i broj uzorka u kojem je pronaden, aromatski dojam tih

spojeva te biljni materijal iz kojeg potjecu.
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Tablica 8. Najzastupljeniji hlapljivi spojevi u uzorcima gina

Red.br. Hlapljivi spoj Maksimalni Red.br. Aromatski Podrijetlo
udio (%) uzorka dojam (9) (1,8,20-24)

1. terpinen-4-ol 32,2 3 zacinski borovica

2. trans-anetol 30,2 1 anis komorac

3. a-terpenil-acetat 25,3 2 biljni kardamom

4. limonen 20,8 1 citrusni kora citrusa

5. 1,8-cineol 15,6 2 drveni, ruzmarin
citrusni

6. a-pinen 15,4 4 drveni, borovica
smola

7. germakren-D 13,6 2 biljni, borovica
zacinsKi

8. linalol 10,8 3 cvjetni korijander

S obzirom na relativno malen broj pronadenih spojeva (37) trebalo bi koristiti viSe

analitickin tehnika kako bi se dobio potpuni aromatski profil ovih uzoraka.

Ekstrakcijom tekuce-tekuc¢e mogli bi se izolirati manje hlapljivi spojevi, a promjena

parametara HS-SPME ekstrakcije (temperatura, vrijeme izolacije, razriedenje itd.) bi

takoder dala drugaciji profil aromatskih spojeva gina.
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5.ZAKLJUCAK

Uzimajuci u obzir dobivene rezultate i raspravu ovog rada mogu se donijeti sljedeci

zakljucci:

e HS-SPME metodom ekstrakcije izoliraju se hlapljivi spojevi male molekulske

mase.

e GC-MS analizom ¢etiri uzorka gina identificirano je 37 hlapljivih spojeva, od

kojih je 27 vec prije pronadeno u etericnom ulju bobica borovice.

e 32 spoja su izolirana pomoc¢u oba koriStena viakna. Plavim vlaknom nisu
izolirani a-felandren, etil-oktanoat i etil-dodekanoat, a sivim bornil-acetat i p-

alilanisol.

e Najvazniji hlapljivi aromatski spojevi u ginu pripadaju skupini terpenskih

spojeva

e Razlike u aromatskim profilima uzoraka mogu se objasniti razli€itim

recepturama i proizvodnim procesima.

e Potrebno je promijeniti uvjete HS-SPME ekstrakcije te provesti ekstrakciju

tekuce-tekuce kako bi se dobio potpuni aromatski profil uzoraka gina.
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