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1 UVOD

Fenoly predstavuji dilezitou soucast viiné potravin a alkoholickych napoji. Zejména
uzené vyrobky jsou bohaté na fenoly. Fenoly v alkoholickych napojich byly nalezeny
VvV pivy, vinu a také ve vyzralych destilatech. [1] V potravinach mohou fenoly piispivat
k hotkosti, sviravosti, barv¢, chuti, zapachu a oxidacni stabilit¢ vyrobku. [2] Predpoklada
se, ze koufové aroma, které se vyskytuje ve skotské whisky pochazi alespon ¢asteéné
z fenolickych sloucenin. [1]

Tekavé fenoly se pozitivné podileji na zavére¢ném aroma whisky v riizném rozsahu.
Odpoveédné slouceniny jsou z velké ¢asti odvozeny z raselinového koutre pouzivaného pii
suseni sladu a jsou extrahovany z dubového dieva béhem zrani. [3]

Cilem této kvalifikacni prace je analyza fenolickych latek v destilatech. Ve vzorcich
whisky byla identifikovana cela fada majoritnich fenolickych latek ze dfeva a minoritnich
bromovanych fenolt. Bromfenoly se vyskytuji v daleko mensich koncentracich, ale vice se
projevuji na vini/zapachu whisky. Proto se tato prace zaméfuje na stanoveni bromovanych
fenoll. Konkrétné je prace zameétena na stanoveni bromfenoll ve skotské whisky z ostrova
Islay. Bromfenoly byly derivatizovany a nasledné¢ byly analyzovany plynovou

chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii (GC/MS).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Alkoholické napoje

Zjednodusen¢ se alkoholické napoje déli na vina, ovocnd vina, ostatni vina a
medoviny, pivo, konzumni lih, lihoviny a ostatni alkoholické napoje. Lihoviny se rozdéluji
podle obsahu ethanolu do dvou skupin: destilované lihoviny a likéry. [4] Destilované
lihoviny maji mezi 30 - 75 obj. % alkoholu a jsou vyrabény destilaci fermentovanych
produktt. [5] Likéry jsou lihoviny s minimalnim obsahem ethanolu 15 obj. % a
minimalnim obsahem cukru 100 g/1 (u nékterych likéra 70 g/l). Likéry jsou vyrabény

aromatizaci ethanolu ziskaného destilaci zemédélskych plodin. [4]

Déleni destilovanych lihovin:
Ovocné destilaty

Destilované lihoviny z ovoce jsou lihoviny, které jsou oznatovany nazvem 0OvOCe
napiiklad Svestkové destilaty. Tyto destilované lihoviny se vyrabi kvasenim a destilaci
Cerstvého ovoce, respektive jejich mosta. Ve vétSingé ptipadi se jedna o lihoviny
s charakteristikou vini destilati. Mezi nejcastéji pouzivané ovoce patii Svestky, tfesné,
merunky, hrusky a jablka. [4]

Ovocné palenky se obecné dvakrat destiluji na ptiblizné 70 obj % alkoholu a
nezraji v sudech. Proto se ve vétsing pripadu jedna o ¢iré destilaty. Jednou z vyjimek je
palenka z jablek tzv. Calvados, kde kone¢ny destilat zraje ve starém dubovém sudu po

dobu minimalné dvou let. [6]

Vodka

Vodka je dominantni lihovina v Rusku, Finsku, Polsku, Svédsku a dalsich
vychodoevropskych zemich. [4] Tradi¢né se vyrabi z nejlevnéjsiho zdroje Skrobu obvykle
z obili, brambor a fepné melasy. [6] Zito a pSenice jsou hlavnimi surovinami vodky.
Vétsina nejlepSich ruskych vodek se vyrabi z psenice, zatimco Vv Polsku se vétSinou
destiluje z zitného kvasu. [4] Zdroj neni dilezity, protoZze fermentovana baze se destiluje,
aby se odstranila vétSina aromatickych latek a zbytek se odstrani filtraci praSkovym uhlim,
aby vznikla neutralni chut’.[6] V podstaté Cista smes alkoholu a vody se pak fedi vodou na
pozadovanou silu minimaln¢ 37,5 obj % alkoholu. Vodka se nevklada do dievénych sudi a

nezraje dlouhou dobu. Lze ji v§ak ochutit nebo zbarvit (ovocem, kofenim a bylinami). [4]
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Gin

Existuji dva hlavni styly destilovaného ginu, anglicky a holandsky, stejné¢ jako
levngjsi gin, ktery nelze oznacit za destilovany, protoZze jeho piichuté se piidavaji do
neutralniho alkoholu. Tradi¢ni nizozemska metoda produkce je destilovat fermentovanou
smés sladu, kukufice a zita dvakrat nebo tfikrat v destila¢nich nadobach. Pak se destilat
destiluje naposledy, a to na minimalné 37,5 obj. % alkoholu spolu s jalovcovymi bobulemi,
dalsim kofenim a bylinkami. Anglicky neboli suchy gin zac¢ina 96 % alkoholem
vyrobenym z obili ¢i melasy. Tato kapalina se pak fedi vodou a redestiluje se v hrnci
s jalovcem. Destilat se fedi pied pInénim na 37,5 az 47 obj % alkoholu.

Jalovec je vyzadovan pro produkt, ktery se nazyva gin. Vétsina ginu také obsahuje
koriandr a citrusovou kuru. Primarni aromata v ginu pochazeji z terpenovych aromatickych

latek v koteni a bylinkach zejména tony z borovice, citrust, kvétin a dieva. [6]

Tequila

Typicka mexicka destilovana palenka tequila se vyrabi destilaci zkvaSené §tavy
z agave. Ta muze byt vyrobena pouze z jednoho druhu agave (agave modra) a to pouze ve
specificky urCenych oblastech pfedev§im ve stat¢ Jalisco. Nejkvalitnéjsi tequila je
vyrobena z agavové §tavy smichané pouze s trochou vody. Vysledny destilat je Ciry. Barva

v tequile pochazi nejvice z pridani karamelu nebo ze starnuti v sudu. [4]

Rum

Rum je chutna lihovina, ktera se tradicné vyrabi v zemich Karibiku a Stfedni
Ameriky. Pochazi ptedevsim z fermentace a destilace cukrové melasy. Jakmile je alkohol
ziskan fermentaénim a destilaénim procesem, prochazi dal§im zpracovanim, jako je
perkolace ptes uhlikové filtry, zrani v dubovych sudech a michani, které dodavaji rumu
jeho charakteristickou chut'.

Obecné Ize rumy rozdélit do dvou tiid podle barvy i chuti. Bilé (rumy se filtruji,
aby se odstranila jakakoli barva ziskana béhem zrani) a tmavé nebo zrajici rumy. Ackoliv
ob¢ tridy reprezentuji rumovou chut’, tak vyzralé rumy maji bezpochybné nejvyvazengjsi
rumovou chut’.

Podobné jako u jinych destilovanych lihovin se rum organolepticky vyznacuje
obsahem mnoha tékavych sloucenin jako jsou vyssi alkoholy, estery, karboxylové
kyseliny, karbonylové sloucenin, fenoly a furanové derivaty, které mimo jiné ptispivaji ke

zvlastni chuti lihoviny. [7]
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Brandy

Brandy jsou destilaty destilované z hroznového vina. Dva klasické druhy brandy
jsou konak a armanak. Oba jsou vyrobeny z bilych hroznt hlavné z odrady Ugly blanc.
Konak je produkovan kvasinkovou fermentaci hroznti a je dvakrat destilovan na obsah
alkoholu 70 obj. %. Armanak je fermentovan bez piidavku kvasinek a je jednou destilovan
na obsah alkoholu 52 az 65 %. Kazdy pak zraje v novych francouzskych dubovych sudech
minimaln¢ pual roku. Pted std¢enim se ziedi na 40 obj. % alkoholu a mlzZe byt upraven

cukrem, dubovym extraktem a karamelem. [6]

2.2  Whisky

Obecné je whisky povazovana za luxusni potravinaisky vyrobek vysoké kvality, a
to Castecné diky tradi¢nimu zplsobu destilace a prodlouzené dob& vyroby a zrani. [8]
Whisky je jednim z nejoblibeng&jsich destilatd vyrobenych z obilovin. [9] Existuje nékolik
zékladnich druha whisky. Mezi nejznamé;jsi druhy patii Skotska, Irska a Americka whisky.
V Kanadé¢, Skotsku a Walesu se pouziva termin whisky. Zatimco ve Spojenych statech a
Irsku je to whiskey.

Evropska definice pro whisky stanovuje, ze whisky je lihovina vyrabéna vyhradné
destilaci rmutu vyrobeného ze sladovych obilovin. Provadi se jedna nebo vice destilaci na
méné nez 94,8 % objemovych, takze destilat ma chut’ a aroma od pouzitych surovin. Poté
destilat zraje po dobu nejméné tii let v dievénych sudech nepiesahujicich 700 litrd. Do
kone¢ného destilatu smi byt pfidana pouze voda a karamel. Karamel se pfidava pro
vybarveni whisky. Minimalni obsah alkoholu ve whisky je 40 %. Whisky nesmi byt
slazeny ani obarveny zadnymi aditivy jen jiz zminénym karamelem. [9, 10]

Proces zrani znamy jako starnuti nebo zjemnovani po dobu minimalné 3 let zasadné
ovliviiuje chutovy profil whisky. [11] Béhem procesu starnuti ziska palenka velmi
charakteristickou chut’, ktera se vyrazné 1i8i od pivodniho Cerstvého destilatu. [12] Tyto
senzorické upravy jsou velmi ovlivnény pivodem a druhem dieva, tepelnym zpracovanim
dfeva a dobou starnuti.

Vztah mezi koncentracemi polyfenolovych slozek ve whisky a dobou starnuti
dieva, tak se skutecnosti, ze starnuti lze provadét v novych, starych, opalenych a

neopalenych sudech. [13]
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Tekavé fenolické latky jako je kresol a guajakol, které se tvori v prazeném je¢menu
jsou odpoveédné za specifickou chut’ whisky. Ale také laktony se vyrazné podili na vini a

chuti whisky. Pravé whisky lakton je odpovédny za sladké a mastné aroma ve whisky. [10]

2.2.1 Historie

Whisky udajné pochazi z Irska, kde mistni mnisi produkovali destilovany alkohol
znamy v latiné jako aqua vitae v sedmém stoleti. Byla to smés ziskana z fermentovaného
ovoce a byla pouzivana pouze pro 1é¢ebné ucely. V 17. stoleti se zacalo pouzivat zkracené
jméno uiskie, zatimco v roce 1715 bylo jméno zménéno na whiskie. Dnesni jméno whisky
bylo zaloZeno v roce 1736. [10]

V devatém stoleti irsti mnisi a jejich 1é¢ivy alkohol dosahl do Skotska. Informace o
vodé zivota z jeémene se objevila v poloving 16.stoleti. Na piclomu 18. stoleti britsky
parlament zdanil vyrobu whisky, coz vedlo ke snizeni legalni vyroby a samoziejmé ke
zvySeni nezakonné vyroby. Tyto okolnosti stimulovaly vyvoj rtznych druhi whisky
vyrabénych malymi maskovanymi lihovary a pouzivani tradi¢nich recepti pfedavanych
skotskymi klany. [10]

V dusledku toho dnes existuji tfi typy whisky-smésna, obilna a sladova whisky.
Michana whisky je vyrabéna smichanim obilné whisky s whisky sladovou. Tato whisky je
reprezentovana znackami jako Johnnie Walker nebo Ballantine’s. Obilni whisky je
vyrobena z rmutu skladajiciho se z rizného obili vétSinou je¢mene, pSenice a Kukufice.
Vyrabi se kontinualni destilaci v kolong. Jedinym rozdilem mezi obilnou whisky a vodkou
je fakt, Ze whisky musi zrat po dobu 3 let v dubovém sudu. Sladova whisky je vyrobena ze
sladového je¢mene. Destilace se provadi v médénych kotlich a nasleduje zrani v dubovych
sudech obvykle po dobu vice nez 8 let. Sladové whisky lze rozdélit do dvou skupin:
jednosladovou whisky (pochazejici z jednoho lihovaru) a michanou sladovou whisky

(smés jednosladové whisky pochazejici z riznych paliren). [10, 11]

2.2.2 Vyroba

Obiloviny (obecné psenice) se vati za vysokych teplotnich podminek, aby se z obili
uvolnil skrob a presel do roztoku. Tento proces se provadi proto, aby mohl byt Skrob
uéinng rozlozen enzymy ze sladu jeCmene na fermentacni cukry. Tyto cukry jsou béhem
fermentace pfeménény kvasinkami na alkohol a alkohol se nasledné odd¢luje kontinualni
destilaci. [14]
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V pocate¢nich fazich vyroby sladové whisky neni horkovodni extrakt sladu vaten
tak jak je v pivovaru. Timto zplisobem se béhem kvaseni udrzuje aktivita rozpustnych
enzymu ze sladu, aby se maximalizoval vynos alkoholu. V dusledku toho se do kvaSeni
dostanou bakterie ze sladu, které dokazi ptezit rmutovani (62 az 63 °C po dobu alespon 30
minut). Bakterie mlééného kvaseni dominuji bakterialni flote fermentace kvuli jejich
tepelné toleranci a schopnosti metabolizovat a mnozit se pfi nizkém pH a anaerobnich
podminkach fermentace. Pfitomnost téchto bakterii muze ovlivnit kvasinkovou fermentaci
riznymi zpisoby. Pokud do fermentace vstoupi velké mnozstvi bakterii, soutézi o ziviny
s kvasinkovymi buinkami, snizuji rdst kvasinek a vynos ethanolu. V dobfe zvladnutém
lihovaru vsak bakterie kyseliny mlééné kvetou az v pozdéjsich fazich kvaseni, kdy
kvasinky vycCerpaly dostupné ziviny a jSou ve stacionarni fazi. Ma se za to, ze tato pozdni

mlécna kvaseni pozitivné piispivaji k chuti whisky. [3, 15]

2.2.3 Padélani

Whisky patii do segmentu alkoholickych napoji s vysokou piidanou hodnotou,
ktery je nachylny k pad€lani a jinym manipulacim zaméfenych na napodobovani ¢i
kopirovani autentické whisky. Prokazani pivodu a pravosti je hlavnim zajmem pro
lihovary, prodejce a spotiebitele pravé whisky po celém svéte. Proto byly ucinény pokusy
o vypracovani norem a metod kontroly kvality, prokazani piivodu a pravosti. [8]

Jako ukazatel pravosti skotské whisky byla navrzena analyza médi a dalSich
stopovych prvku, zatimco distribuce methyl rozvétvenych alkoholt odlisuje irskou whisky

od jinych variant. [8]

2.2.4 Déleni whisky

2.2.4.1 Skotska whisky

Skotska whisky je nejoblibenéjsim typem whisky. Vyrabi se zcela ze sladového
je¢mene dvojitou destilaci ve velkém médéném kotli. [10] Ve Skotsku se whisky vyrabi
pouze z obilovin, kvasinek a vody. [9] Existuji tii druhy skotské whisky: sladova whisky,
obilna whisky a michana. Sladova skotska whisky je fermentovana ze sladového je¢mene.
Obilna skotska whisky se fermentuje z kase obsahujici jiné nesladové varené obiloviny
(zito, pSenici nebo kukufici) a mensi podil sladového jecmene. Obilna whisky je proto
mén¢ nakladna, ale i mén¢ aromaticka. [6] Tteti a nejcastéjsi druh je whisky michana tedy

smés sladové a obilné whisky, pfi¢emz obilna whisky tvoti 40-70 %. Jak sladové, tak
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obilné lihoviny se pak vodou zredukuji na obsah alkoholu 65 az 70 % a zraji v dubovych
sudech nejméné tii roky. [9] Tradi¢né skotské whisky dozravaji ve Spanélskych dubovych
sudech, které diive obsahovalo vino Sherry. [16] Na konci zrani se whisky bud’ smicha
nebo se vezme jako jeden produkt a dale se redukuje vodou do lahvi na minimalni obsah
alkoholu 40 %. [9]

Skotskd whisky vdéci za svou specialni ptichut’ prevazné je¢nému sladu. Sladové
whisky ze zapadniho pobiezi Skotska maji jedine¢nou koufovou piichut, kterd pochazi

Z pouzivani raseliny. [6]

2.2.4.2 Irska whiskey

Vétsina irské whiskey se vyrabi ze smési asi 40 % sladového je¢mene a 60 %
nesladového je¢mene. [6] Stejné jako ve Skotsku i Irsko vyrabi sladové a obilné whiskey.
[9] Irské whiskey jsou obvykle trojnasobné destilované. [13] Zatimco irsti vyrobci whiskey
tvrdi, Ze jejich whisky je ve vysledku Cistsi, tak skotské palirny tvrdi, Ze jejich vyrobek je
dostate¢né destilovany a zachovava si sviij chutovy profil. [11] Minimalni doba zrani jsou

také tii roky. [9]

2.2.4.3 Americka whiskey

Typické pro americkou bourbon whiskey je vysoky obsah kukutice mezi pouzitymi
obilovinami (>51 %), vysoky obsah alkoholu v destilatu (max. 80 % objemovych) a
skladovani destilatu v novych, opalenych dubovych sudech. [9, 17] Zrani dava bourbonu
hlubsi barvu a intenzivnéj$i vanilkovou viini, nez maji skotské whisky. [6]

Vyrobek skladovany po dobu nejméné dvou let se nazyva bourbonska whiskey.
Bourbonska whiskey muze pochazet nejen z okresu Bourbon v Kentucky, ale mize také

pochazet z jinych oblasti, pokud je vyrobena podle vyse uvedenych pozadavku. [17]

2.2.4.4 Kanadska whisky

Kanadské whisky patii mezi nejmirnéjsi a nejjemné;jsi z lihovin vyrobenych z obili.
Je to smés lehce ochucené kukuficné whisky s malym mnozstvim silngjsi whisky. Mohou
také obsahovat vino, rum a brandy, a to az do 9 % smési, Zraji minimaln¢ 3 roky

Vv pouzitych dubovych sudech. [6]
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2.3 Fenoly

Hydroxyslouéeniny obsahujici charakteristickou hydroxy skupinu -OH dé¢lime na
alkoholy a fenoly. Alkoholy patifi mezi hydroxyderivaty uhlovodikt, které maji
hydroxylovou funk¢ni skupinu na alifatickém fetézci. Fenoly jsou organické slouceniny,
které obsahuji hydroxylovou funkéni skupinu vazanou pfimo na aromaticky kruh. Podle
poctu hydroxylovych skupin se déli na jednosytné a vicesytné. Nejjednodussim zastupcem
je fenol CeHsOH. Je to bezbarva nebo bila krystalicka latka, ktera ma charakteristicky

zapach. Pouziti fenolu je napiiklad pii desinfekci pfedmétd, vyrobé barviv a 1é¢iv. [18]

2.3.1 Fenoly ze zrani v sudech
Whisky obsahuji velké mnozstvi aromatickych latek, které patii do raznych

chemickych skupin jako jsou vyssi alkoholy, ethyl a isoamylestery, acetaty, mastné
kyseliny, ketony, monoterpeny a fenoly. Tyto slou¢eniny mohou byt piitomny v Siroké
skale koncentraci od ng/l az n¢kolik g/l. Ne&které z nich pochézeji ze surovin a naslednych
procest rmutovani, fermentace, destilace a starnuti, zatimco ostatni pochazeji z dubu. [19]

Siroka $kala destilovanych napoji je zndma zranim po dobu nékolika let v dfevénych
sudech. Béhem zrani dochézi k fad¢ fyzikalnich a chemickych interakci mezi sudem,
okolni atmosférou a zrajicim destilatem, které proménuji chut’ i slozeni napoje. Doba zrani
je vysoce proménliva a je velice ovlivnéna zejména pouzitym typem sudu. Siroka skéla
alkoholickych napoju dnes zraje v dubovych sudech, pfedevsim whisky a brandy, ale také
mnoho rumu a likért. Zatimco pivodné sudy slouzily pro skladovani a dopravu napoju, tak
dnes je doba stravena v sudu vnimana jako zasadni parametr. Druh sudu i délka zrani se
velmi lisi a Casto jsou dany mezindrodnimi normami. Napiiklad americka kukufi¢na
whisky musi dozravat v novych vypalenych sudech. Proces zrani a starnuti se vyznacuje
zménou barvy a chuti a také snizenim objemu i obsahu alkoholu. Doba potiebna ke zrani
se lisi podle vlastnosti surového destilatu, velikosti, pivodu dieva a oSetfeni sudu. Zména
chuti zrajicich lihovin je zptisobena zménami ve slozeni a koncentraci sloucenin
ovliviujicich chut’ a aroma. Tyto zmény mohou byt zpisobeny:

- Pfimou extrakei slou¢enin dieva;

- Rozkladem dievnich makromolekul a extrakci produkta do destilatu;

- Reakcemi mezi slozkami dieva a slozkami surového destilatu;

- Reakcemi zahrnujicimi pouze slozky dreva,;

- Reakcemi tykajicimi se pouze slozek destilatu;

- Odparovanim té€kavych sloucenin.
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Charakteristikou napoji vyzralych v dubovych sudech je pfitomnost eugenolu, ktery
poskytuje hiebickovou chut’ a whisky lakton, ktery ptimo souvisi s hodnocenim kvality
whisky. [20, 21]

2.3.1.1 Vybér dieva

Nejvice pouzivané dievo pro vyrobu sudi je dievo dubové. V dubovém dievé bylo
identifikovano nékolik tékavych sloucenin a jejich pfinos pro chut a aroma byla
pfedmétem nékolika studii. Kromé& dubu se pouziva kaStan, tfeSen a vzacnéji napiiklad
jasan. Kastanové dievo bylo v oblasti Sttedozemniho mofe hojné pouzivano, a to diky jeho
Siroké dostupnosti a nizkym nakladim. Podle studii bylo dokazano, Ze vina skladovana
v tiestiovych sudech jsou vice ovocna nez vina dozrala v dubovych sudech, ktera jsou vice
aromatizovana vanilkou. [22]

V Evropé je pouzivan Dub zimni nebo dub letni. Obecné se pouzivaji smési
riznych diev. Dub bily je dievo charakterizované uvoliiovanim laktond s viini pryskyfice.
V Evropé se pouziva ptredevsim pro starnouci lihoviny. Kastan obecny se vyznacuje vyssi
porovitosti nez dub, tim lze pievést do napoje vEétsi mnozstvi polyfenoli. Tresnové dievo
se vyznacuje vysokou porovitosti a propustnosti kysliku a obvykle se pouziva pro kratkou
dobu starnuti. [23]

Druh a ptivod pouzitého sudu se 1i§i mezi alkoholickymi napoji, které v dubu zraji.
Francouzské tradi¢né zraji v sudech vyrobenych zdubu z blizkych regiond, naptiklad
konak zraje vyhradné v dubu z oblasti Limousin. Americké whisky dozravaji v americkych
dubovych sudech, zatimco skotska whisky se piesunula od pouzivani pfevazné evropskych

K americkym dubovym sudim. [20]

Brandy pted prodejem a spotiebou zraje v dievénych sudech. Obvykle se brandy
uchovava nejprve kratkou dobu v novém sudu a poté se premisti do sudi pouzitych.
Béhem zrani v sudu dochazi k mnoha zménam. V disledku toho ma kone¢ny vyrobek
druh dfeva a tepelna uprava dieva. Nejpouzivangjsim druhem dieva je difevo dubové a
kastanové. Naptiklad byla provedena studie Lourinha brandy, ktera pochazi z Portugalska.
Byl proveden experiment, kdy doslo k naplnéni 63 riznych difevénych sudt (7 druhu
dreva, 3 urovné opékani, 3 replikaty). Vzorky byly odebirany po dvou, tiech, ctyfech a péti
letech zrani. Vysledky ukazaly vyznamny vliv doby zrani na nékolik smyslovych atributd,

kterymi jsou napiiklad alkohol, ovocnost, vanilka, spalenina, dfevina a kouf. Intenzita
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pozitivnich atributd (vanilka, dfevina, kouf) se postupem cCasu zvySovala stejné jako
celkova kvalita brandy. Negativni atributy (alkohol, ovocnost) s ¢asem Klesala. Studie
prokazaly pozitivni vliv kastanového dieva na kvalitu brandy a také obdobi zrani péti let

v novych sudech. [24]

Pro analyzu fenolovych kyselin, fenolovych aldehydi a derivatu furanu
Vv destilatech se pouziva vysokoucinna kapalinova chromatografie. Mezi nejdulezitéjsi
fenolové kyseliny patii naptiklad kyselina gallova, ellagova, syringova a vanilkova. Do
skupiny fenolovych aldehydut se fadi vanilin, syringaldehyd nebo sinapaldehyd. Fenolové
kyseliny a fenolové aldehydy se do destilatu dostavaji vyhradné ze dieva. Zatimco derivaty

furanu (furfural nebo 5-methylfurfural) jsou dodavany ze dieva a destilatu. [21, 25]

Je vSeobecné¢ znamo, ze dubové sudy zlepSuji kvalitu vyrobku, protoze dievo
pienasi fadu aromatickych latek do produktt. [26] Ze dieva se do produktii pFenasi mnoho
druhd sloucenin: ellagitanniny, kumariny, laktony, polysacharidy, mastné Kyseliny,
terpeny, steroidy, karotenoidy a furanové slouceniny. [17] Obzvlasté vyznamné jsou
tékavé fenoly a aromatické aldehydy, protoze vyrobkiim dodavaji dulezité senzorické
vlastnosti.

Pfesto i Vneopefeném dubovém dievé byly identifikovany stovky tékavych
sloucenin naptiklad vanilin, eugenol a whisky lakton. Ostatni tékavé slouéeniny vznikaji
tepelnym rozkladem ligninu, celulézy a hemiceluldzy pii opékani. Opékani muze také
zvysit hladinu téch slouéenin, které se nachazeji v neopecenych sudech.[26]

Struktury hlavnich té€kavych sloucenin identifikovanych v dubovém dievé jsou
znazornény na obrazku 1. Eugenol a vanilin extrahovany z dubového dieva jsou produkty
rozkladu ligninu. [26] Vanilin a eugenol se vyznacuji typickymi senzorickymi vlastnostmi.
[23] Eugenol ma aroma hiebicku a jeho koncentraci lze pii opékani sudi zvysit. [26]
Vanilin, hlavni aromaticka slozka pfirodni vanilky, je obecné povazovéan za vyznamného
prispévatele ke kvalité vin a lihovin. Koncentraci vanilinu lze také zvysit opékanim sudu.
Dubové laktony (whisky lakton) patii k nejvyznamnéj$im z t€kavych sloucenin dubu, které
ptispivaji k chuti napoji. Poméry benzoovych/skoficovych aldehydd byly stanoveny tak,
aby rozlisovaly vyrobky zrajici v kastanovém nebo dubovém dievé a v opékanych nebo
neopékanych sudech. [23] Furan a derivaty pyranu jsou slouceniny s pfichuti

karamelového aroma, které se vytvari v dusledku tepleného osetfeni pii vyrob¢ sudd.
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Slouceniny  jako benzaldehyd, vanilin, syringaldehyd, cinnamaldehyd,

koniferylaldehyd, eugenol, methoxyeugenol, guajakol, vinylguajakol, furfural a 5-

methoxyfurfural pfispivaji k vytvaieni aroma ve starsich vinech a destilatech. [27]
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Fig. 1 Main volatile compounds identified in oak wood extract: (1) furfural, (2) benzaldehyde.
(3) cinnamaldehyde, (4) wvanillin, (5) syringaldehyde, (6) coniferaldehyde, (7) acetovanillone,
(8} 4-vinylguaiacol, (%) eugenol, (10) 4-ethylguaiacol, (11} guaiacol, (12) 3-oxo-z-ionol, (13) cis and
trans fFmethyl-y-octalactones

Obrazek 1: Tekavé slouceniny identifikované v extraktu z dubového dieva (ptevzato z

[23])

2.3.1.2 Sudy

Vyroba sudi

Zpusob vyroby sudu neni jednotny. Mezi evropskymi a americkymi vyrobci jSou
pozorovany nejvetsi rozdily (obrazek 2). SuSeni nebo zrani dieva je pravdépodobné jednim
z nejmén¢ Srozumitelnych kroki pii vyrobé sudi. Az do nedavna byly ucinky vzduchu
nebo suseni Vv peci brany jako malo dulezité. V posledni dobé vsak pribyva dikazu, ze
slozky dubového dieva mohou projit znacnymi zménami. Dilezity vliv na vlastnosti dieva

maji procesy zahrnujici ohfev sudu. Metoda ohfevu se muze lisit od riznych stupnt
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intenzit az K intenzivnimu zuhelnaténi, které pouzivaji americké spole¢nosti pii vyrobé

suda urcenych k vyrobé bourbonu nebo jiné whisky.[20]

BARREL
MANUFACTURE

SPLITTING

The logs are cut to the desired length
and then split intg bolts

§i Th bolts are cut into stave wood

The wood i5 dried outdoors and axposed to
DRYING the waathar for 3 years,

It is somatimes kiln-dried after air drying... Planing and Shaping and
hollowing  jointing

..the staves are shaped.

RAISING THE BARREL AND BENDING
This is carried out with & windlass or a bending machine

The American technigque
Steam bending followed by

The European technigue

.the wood is dampened outside

i i ith -fired brazi
and haated ingide ?;ﬂii;?nwzl; r:i:-'ﬂud red brazier eharring with 8 gas burner.
followad by further heating: 15 5 light char
=10 min: light heating 30 5. medium char
10-15 min: medium heating 45 5 heavy char

16-20 min: heavy heating
MAKING THE HEAD PIECES

" -
a"e ¥ e
a 0
i " i
u

The heads are made up of
] 7-9 boards assembled

—— with dowals. Strips of reed
L _1 make them liguid tight

The final hoops are
fitted and the barrel is
tested with hot water

Obrazek 2: Konstrukce sudu pievzato z [20]
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Pouziti a uprava sudua

Pouzité sudy uvolnuji niz$i koncentrace vétsiny extrakti a obecné vedou k mnohem
delSim dobam zrani, nez jaké byly zjistény z novych suda. Avsak skotsky prumysl whisky
kupuje nové sudy malokdy, a zavisi na opétovném pouziti sudi pouzitych ke zrani jinych
alkoholickych napojt. Konak nejprve zraje 1 - 2 roky v novém sudu, ale poté se prevede
do pouzitych sudu pro dalsi zrani.

Pramysl vyroby whisky c¢asto podrobuje pouzité sudy riznym omlazovacim
upravam, aby zvysil jejich vliv na zrajici destilat. Muze se naptiklad jednat o seSkrabani

opotiebované vnitini vrstvy dieva. [20]

2.3.1.3 Modifikace zrani

Dopliiky a vytazky z dubového di‘eva

Nejjednodussi metodou pridavani dfevitych sloucenin je pouzivani dubovych
lupinkt (dubovych chipsit), které se stale Castéji pouzivaji pfi zrani vina, ale pouzivaji se i
pii zrani mnoha palenek. [26] Dubové lupinky se zejména pouzivaji pii kompenzaci
nizkého extraktu ve starych sudech. [20] Vyrabi se rtizné velikosti, které jsou nasledné
podrobeny tepelné uprave.

Dalsi ptisadou jsou difevni vytazky. Dubové vytazky ziskané extrakci dubovych
lupinkd vrouci vodou, obvykle postradaji vétsinu té€kavych slozek, které odpovidaji
predev§im dubovym tfislovinam. K dispozici jsou sofistikovanéjsi vytazky, které jsou
ziskané infuzi nebo extrakci dubového dieva, které bylo diive podrobeno oSetfeni na
podporu rozkladu molekul. Tyto vytazky (bud’ v kapalné formé nebo jako prasek po

lyofilizaci) obsahuji pfedevsim fenolové slouéeniny. [20]

Uprava prostiedi

zejména ztraty objemu a obsahu alkoholu. Ztraty konaku se odhaduji na 1-3 % ro¢né.
Roste tendence omezovat extrémni vykyvy teplot, a to bud’ lepsi izolaci nebo vytapénim.
Sklepy se vSak zfidka kdy udrzuji pfi konstantni teploté, a to kvili vysokym nakladim.
Uplné kontroly podminek zrani lze dosahnout ulozenim sudu do uzaviené nadoby, v niz
1ze pIné kontrolovat teplotu a atmosféru, ale takto extrémni metody jsou ziidka rentabilni.
[20]
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2.3.2 Fenoly z raseliny

Raselina se definuje jako svétle hnédy az cerny organicky sediment tvofeny
z ¢asteéného rozkladu mechu, trav, ket nebo stromu. [28] Chemické sloZeni raseliny je
odvozeno od kombinace rostlin a mikroorganismu, kvality pudy a vody a sekundarnich
latek vytvorenych béhem rozkladu. [29] Obecné jde o méné reaktivni strukturalni prvky
jako lignin a celuldza, které piispivaji K pevné struktuie raseliny.

Vsechna raSelinis§t¢ tvoii dvé vrstvy: akrotelm a katotelm, jejichz separace je
definovana hladinou vody. Akrotelm zhruba odpovida horni aerobni vrstvé mezi 10-50 cm
a katotelm piedstavuje spodni promocenou anaerobni vrstvu. [28]

Ve Skotsku lze raselinisté rozdélit na klimaticka a mistni. Klimatické bazZiny jsou
typické pro zapadni a severni Skotsko, protoze jsou zavislé na vydatnych a pravidelnych
srazkach, aby zlstaly zamokiené. Tyto baziny se typicky vyznacuji mechy Sphagnum,
suchopyry a viesovci. Mistni raSelini$té jako je naptiklad udoli se nespoléhaji na
Klimatické podminky spiSe se tvoii vlivem podzemni vody z okolni piidy. Mohou se tak
tvofit na jakémkoli misté, dokud piitok podzemni vody postaci k tomu, aby umoznil rtst
rostlin a zpomalil rozklad. [28]

Nekteré skotské sladové whisky, zejména ty z ostrova Islay, jsou vyhlasené svou
koufovou chuti. Tyto aromatické slouceniny jsou odvozeny ze suseni sladu. Slozky tohoto
koute nebo ,,raselinné viiné* jsou adsorbovany sladem a dodavaji palence charakteristickou
ptichut’. [29]

Dulezitym faktorem jsou oblasti, ze kterych raselina pochazi. Napiiklad raselina na
Orknejich pouzivana naptiklad k vyrobé whisky Highland Park neobsahuje zadné dievité
soucasti, ale tvofi ji vétSinou zbytky viesu. Ve vysledné chuti ma whisky velice zajimavou
kombinaci raselinového koufe a viesové sladkosti. Naopak raselina z ostrova Islay
obsahuje vyrazné mnozstvi zbytkd moiskych fas, coz ma vliv na ,medicinsky* charakter
whisky z ostrova Islay. [30]

Razné tékavé fenolické slouceniny se nachéazeji ve whisky, kde byla pouzita
raselina pfi vysouseni sladového jeCmene. Tyto aromatické latky jsou pfitomny v mnoha
sladovych whisky. Zejména v téch z ostrova Islay. Islay je ostrov sosmi palirnami u
zapadniho pobiezi Skotska. Kromé toho se fenoly nachazeji také v mnoha michanych
skotskych whisky. Vysokoucinnou kapalinovou chromatografii byly detekovany latky:
fenol, guajakol, isomery kresolu a xylenolu, eugenol a dalsi derivaty fenolu (obrazek 3).

Jako vnitini standard byl pouzit 2,3,5-trimethylfenol. [9]
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A high-performance liquid chromatogram of volatile phenolic congeners in blended Scotch
whisky with fluorescence detection (excitation at 272 nm and emission at 298 nm).

Peaks: 1, phenaol; 2, guaiacal; 3, m-, p-cresol; 4, o-cresol; 5, 3,5-xylenol; &, 4-ethylphenal
(2,5-xylenol): 7, 4-ethylguaiacol; 8, 2-ethylphenol: 9, eugenol; 10, internal standard.

Obrazek 3: Chromatogram fenolickych latek v michané skotské whisky (pievzato z [9])

2.3.3 Fenoly z moiské vody

Whisky, které se vyrabi naptiklad na jiznim pobfiezi ostrova Islay ve Skotsku jsou
znamé kromé koufové a raselinové piichuté také motskou ptichuti. Tato motska piichut
zahrnuje tony jodu, motskych fas a soli. Pfichuté podobné jodu byly piirazeny
k bromfenolim. Bromfenoly maji extrémné nizké prahové hodnoty chuti, coZz zptsobuje
nepiijemnou chut’, a to i pokud jsou pfitomny v koncentracich mensich nez 1 nanogram na
litr (sub-ng/l). Pfi takovych nizkych koncentracich poskytuje 2,6-dibromfenol a 2,4,6-
tribromfenol chutové vjemy piipominajici jod, krevety, krabi maso a moiskou stl.
Bromfenoly zobrazené na obrazku 4 jsou piirozené produkované moiskymi organismy
(fasy a houby). Stejné tak piirozené¢ vyprodukované bromfenoly jsou hlavni slouceniny
Vv pobieznich motskych vodach. Ve vodé bylo zjisténo, ze aroma bromfenolti ma charakter

jodovy, fenolicky nebo medicinalni. Stejna chut’ byla ptipsana whisky Islay Scotch. [31]
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Obrazek 4: Struktura 2,6-dibromfenolu (a); 2,4-dibromfenolu (b); 2,4,6-tribromfenolu (c) a
3,5-dibromfenolu (d) (pfevzato z [31])

OH

2.3.3.1 Bromfenoly v potravinach

Potencialni pficinou ,,desinfekéniho® zapachu v potravinach je tvorba chlor- a
bromfenolu v disledku reakci mezi chlora¢nimi ¢inidly (zbytkovymi nebo vznikajicimi) a
fenolem (ziskanym z potravin nebo kontaminaci). Ke kontaktu se slabymi roztoky
halogenac¢nich ¢inidel muze dojit pii ¢isténi surovin nebo na linkach na zpracovani
surovin. Nejcastéji se pouziva chlor, ale prilezitostné se pouzivaji donory bromu jako je
bromchlordimethylhydantoin (BCDMH), ktery hydrolyzuje na kyselinu bromnou (HBrO),
ktera pak muze piijit do pfimého kontaktu s potravinami. HBrO mize také vznikat oxidaci
kontamina¢niho bromidového iontu bud’ chlorem nebo ozonem. Zbytkovy nebo vznikajici
HBrO pak mize reagovat s fenolem a poskytovat tak smés halofenold. Je-li tedy fenol
piitomen ve vodé pouzivané Kk rozpousténi nebo ftedéni desinfekéniho prostredku
v disledku kontaminace zdroje, tak pravdépodobné dojde k rychlé produkci halofenolu.
V ptipadé, ze by nebyl zcela odstranén, mohl by se pfenést a zptisobit zapach v jakémkoli
potravinovém produktu, ktery piijde do ptimého kontaktu s desinfikovanou oblasti.
Ptipadné by zbytkovy halogen, ktery nebyl zcela odstranén z vyrobni linky, mohl reagovat
ptimo Vv potravinaiském produktu, pokud by obsahoval fenol. Tato cesta byla v nékterych
ptipadech povazovana za pficinu chlorfenolového zapachu ve vyrobcich jako je pivo,
mléko nebo syr.

Bromfenoly maji velmi nizky senzoricky prah. 2-bromfenol a 2,6-dibromfenol maji
obzvlasté nizké prahové hodnoty a snejvétsi pravdépodobnosti zpiisobuji aroma

desinfekéniho prostiedku v potravinarskych vyrobcich. [32]
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2.3.3.2 Zdroj 2,6-dibromfenolu u australskych krevet

Nejcastéji se opakujici nezadouci chut’ u krevet je ta, ktera je popsana jako jodova
nebo jodoformni. Vyskytuje se u druhti ulovenych u severozapadniho a severovychodniho
pobiezi Australie, ale ziidka se vyskytuje u druhti ze severnich nebo jiznich oblasti. V roce
1970 se uvadelo, ze jeden druh krevety (Metapenacus endevour) uloveny v Exmouthském
zalivu v zapadni Australii tuto chut’ pravidelné vlastnil, i kdyz jiné druhy ze stejné oblasti
byly neposkozeny. Analyza vzorku krevet s intenzivnim jodoformovym zapachem vedla
k identifikaci 2- a 4-bromfenolu, 2,4- a 2,6-dibromfenolu a 2,4,6-tribromfenolu. Nasledné
hodnoceni roztokli bromfenoll ukazalo, ze 2,6-dibromfenol vykazoval jodovy zapach pii
extrémné nizké prahové koncentraci 0,5 ng/l. U krevetového masa bylo zjisténo, ze
prahova koncentrace chuti je 60 ng/kg. Kvantitativni analyza pomoci GC-MID-MS
extraktd siln¢ kontaminovanych krevet ukazala, Ze 2,6-dibromfenol byl pfitomen
v koncentracich vyrazné ptesahujicich jeho chutovou prahovou koncentraci. Pitva téchto
krevet nasledovana extrakci a analyzou casti hlavy a ocasu ukazala, ze bromfenoly byly
koncentrovany v hlavé.

Rozbory jiného druhu krevety (Penaeus latisulcatus) z Exmouthského zalivu
ukazaly, ze ackoli bylo pfitomno pét bromovanych fenold, tak koncentrace 2,6-
dibromfenolu byla pfiblizné jedna Ctyficetina oproti  krevet¢  Matapenaeus
endevour. Nejsou zadné zpravy o tom, Ze by tato kreveta byla né€kdy ovlivnéna chuti
podobnou jodu.

Exmouthsky zaliv je polouzaviena panev, ve které se hromadi velké mnozstvi fas a
zbytkd zvitat. Zaliv obsahuje nejriznéjsi motské fasy a vzhledem k tomu, ze organické
naplaveniny pifedstavuji hlavni zdroj potravy pro krevety, tak mistni rybafi navrhli, ze
pravé fasy a houby by mohly byt zdrojem jodové chuti krevet. Rozbory fas prokazaly, ze
2,6-dibromfenol byl ptitomen v relativné vysokych koncentracich stejné jako mensi

mnozstvi ostatnich bromfenoli. [33]

2.4 Stanoveni fenolicky latek

Metody stanoveni fenolicky latek lze rozdé€lit na metody stanoveni celkovych
fenoltt a metody pro stanoveni urcité skupiny fenoli. Pro stanoveni sumy fenoll se
nejcastéji pouziva spektrofotometrie. Pro stanoveni urcité skupiny fenold se vyuzivaji

separacni metody.
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Je nutné mit n¢jaké metody pro posouzeni stupné raselinovosti u whisky. A to jak
ve smyslu kvantitativnim (hodnoceni mnozstvi raselinovych esenci adsorbovanych ve

sladu), tak v kvalitativnim (vzhled, aroma a chut’ sladu). [34]

2.4.1 Spektrofotometrické metody

Celkovy obsah fenold vétsinou vychazi z reakce fenolu s kolorimetrickym ¢inidlem
a méfeni absorpce barevného produktu ve viditelné oblasti spektra. Nejuznavanéjsimi
metodami pro stanoveni celkového obsahu fenolu jsou metoda Folin-Ciocalteu, Bishopova
metoda a zkouska zalozena na vzniku pruské modfi. [35]

Jedna metoda, ktera byla pouzita v pramyslu byla zalozena na reakci fenolu
s diazotovanou kyselinou sulfanilovou. Bylo zjisténo, Ze toto ¢inidlo neni dostate¢né
specifické a nestabilita diazoniové soli zpusobuje obtize.

Jako dalsi ¢inidlo pro stanoveni fenolt byl zvolen 4-aminofenazon. Toto ¢inidlo ma
vysokou citlivost a je specifické pro fenoly. [36] Zakladem této analyzy je oxidace fenolu
alkalickym ferrokyanidem na odpovidajici p-chinon, ktery se kondenzuje s 4-
aminofenazonem za vzniku chinoidni struktury. [34] Ale toto ¢inidlo neni citlivé na
nékteré¢ z hlavnich fenolickych slozek raselinového koufe. Pokud je fenol substituovan

v poloze para, pak nemtze doji k oxidaci a takové fenoly nereaguji s 4-aminofenazoenm.

UV spektrofotometricky test

Jednoduché fenoly maji absorpéni maxima mezi 220 — 280 nm, ale jejich absorpce
je ovlivnéna povahou pouzitého rozpoustédla a pH roztoku. Proto je vyvoj uspokojivého
UV testu obtizny tkol. Spektrofotometrické méteni v UV a viditelném spektru se ¢asto

pouzivaji ke stanoveni fenolickych slouc¢enin (naptiklad flavonoidi). [2]

Metoda Folin-Denis

Je nejrozsifenéjsi postup pro kvantifikaci celkovych fenold. K redukci
fosfomolybden fosforeéné kyseliny (Folin-Denisovo ¢inidlo) na pfisluSnou modF
v alkalickém roztoku dochazi za piitomnosti fenolickych sloucenin. Swain a Hills upravili

metodu Folin-Denis pro analyzu velkého poctu vzorku. [2]

Metoda Folin-Ciocalteu
Metoda se pouziva pro stanovené celkového obsahu fenolti v potravinach. Obé

metody Folin-Denis i Folin-Ciocalteu nejsou specifické reakce, tudiz detekuji vSechny
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fenolické skupiny. [2] Metoda je zalozena na redukci ¢inidla Folin-Ciocalteu polyfenoly a

m¢éfeni absorpce pii 260 nm. [35] Redukéni reakce se zvySuje za alkalickych podminek.

Bishopova metoda

Jedna se o spektrofotometrickou metodu zalozenou na chelatacni reakci mezi
polyfenoly a Fe (1, kde se vzorek smicha
s karboxymethylcelul6zou/ethylendiamintetraoctovym c¢inidlem. Absorbance se méfi pii
600 nm. Pii srovnani s metodou Folin-Ciocalteu byvaji vysledky této metody selektivnéjsi,

a proto poskytuji nizsi koncentrace polyfenolu. [35]

Zkouska s pruskou modii

Je dobrou volbou pro stanoveni fenoll, protoze ma nizkou interferenci s
nefenolovymi slouceninami. Metoda je zalozena na reakci fenolti s [Fe(CN)s]*> iontem.
Tento ion je redukovan na [Fe(CN)s]*. Vznikly ion reaguje s piebytkem Fe (I11) za vzniku
Fes[Fe(CN)s]® - pruské modfi (zvané také berlinska modi), jejiz absorbance se méii pti 700

nm. [35]

2.4.2 Separaéni metody

Metody separaéni jsou zalozeny na principu separace. Separace je proces, pii kterém
se separuji (odde€luji) slozky obsazené ve vzorku. Pro analytickou chemii maji nejvétsi
vyznam zejména chromatografické metody.

V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé nemisitelné faze: Stacionarni
(nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou). Pohybem mobilni faze pies stacionarni fazi je
vzorek unasen. Na stacionarni fazi mohou byt nékteré slozky zachyceny (zdrzuji se). Cim
vice jsou slozky poutany na stacionarni fazi, tim vice se zdrzi. Timto postupem se slozky
postupné od sebe odseparuji. [37]

Chromatografickych metod je velké mnoZstvi. Pro stanoveni tékavych latek se

nejcastéji vyuziva plynova a kapalinova chromatografie.

2.4.2.1 Plynova chromatografie

Jako mobilni faze se u plynové chromatografie pouziva plyn zvany jako nosny
plyn. Vzorek se davkuje do proudu plynu, kterym je unasen kolonou. VVzorek se ihned po
nadavkovani musi preménit na plyn. Jednotlivé slozky se separuji v koloné na zakladé

rizné schopnosti poutat se na stacionarni fazi. Opoustéjici slozky indikuje detektor.
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Plynovy chromatograf se sklada ze zdroje nosného plynu (tlakova lahev obsahujici
vodik, dusik, helium nebo argon), Cisticiho zafizeni (zachycuje vlhkost a necistoty
v nosném plynu), regulaéniho systému (zajistuje priatok nosného plynu), davkovace
(zavedeni vzorku do proudu nosného plynu), termostatu (zajistuje teplotu davkovace,
kolony a detektoru), kolony (v ni je umisténa stacionarni faze), detektoru (detekce latek) a

vyhodnocovaciho zatizeni (zpracovava signal z detektoru). [37]

Mnozstvi fenolt ve sladu whisky jsou obvykle uréeny plynovou chromatografii,
ktera dava presné a kvantitativni vysledky pro kazdou fenolovou slouceninu. Tato metoda
je ovSem problematicka kvuli potfebnému piistroji a ptipravé vzorku. Proto jsou nékteré
kolorimetrické metody Casto pouzivany jako jednodussi a rychlejsi metody pro méfeni
celkového obsahu fenola. [38]

Stanoveni raselinového koufe za pomoci plynové chromatografie, ktera zahrnovala
parni destilaci sladu nasledovanou extrakci destilatu do etheru. [34]

Pro kvantifikaci bromovanych fenoli ve whisky zostrova Islay byla pouzita

plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (GC/MS). [31]

2.4.2.2 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii se jako mobilni faze pouziva kapalina. O separaci
slozek rozhoduji interakce Se stacionarni fazi a pouzitda mobilni faze. Béhem separace
dochazi k rozdéleni analytu mezi mobilni a stacionarni fazi. Jako mechanismy separace se
pouziva naptiklad adsorpce, iontova vymeéna, molekulove sitovy efekt nebo rozdélovani na
zakladé rozpustnosti.

Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobnikii mobilni faze, Cerpadla (Cerpa se
do kolony kapalina), sméSovaciho zafizeni (sméSovani mobilni faze), davkovaciho

zatizeni, kolony, detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni. [37]

Pro detekci fenolt v potravinach spomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) se nejcastéji pouzivaji detektory v ultrafialovém az viditelném
spektru zateni (UV-Vis), detektory s diodovym polem (DAD) a elektrochemické
coulometrické detektory (EC).

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii

(HPLC/MS) byva bézné pouzivana pro charakterizaci fenoli. Kombinace HPLC techniky
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a voltametrie byla uspésné pouzita pro detekci, identifikaci a kvantifikaci flavonoidnich
fenolt ve ving. [2]
Dalsi prace se zamé&fuje na separaci a kvantifikaci deseti fenolu ve skotské whisky

pomoci HPLC s fluorescen¢nim detektorem. [39]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této prace je optimalizace metody na analyzu fenolickych latek v destilatech
pomoci derivatizace analytu s naslednou analyzou plynovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii. Optimalizovana metoda byla nasledné pouzita na realné vzorky raznych

destilata.

3.1 Pouzité chemikalie
Hydrogenuhli¢itan sodny (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Anhydrid kyseliny octové (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Hexan (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Methanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Denaturovany ethanol 97,3 % - Hipersolv
HPLC voda (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Nasyceny roztok chloridu sodného
Roztok kyseliny chlorovodikové 1 mol/I
Pyridin (Penta, Praha, CR)
Hexamethyldisilazan (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Tetrachlormethan (Lachema, Brno, CR)
2-methylfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
3-methylfenol (Lachema, Brno, CR)
4-methylfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
2-ethylfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
2,5-dimethylfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
4-ethylfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
3,5-dimethylfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Guajakol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
2,3-dimethylfenol (Koch-Light Laboratories, Colnbrook, Bucks, England)
Whisky lakton (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
4-ethylguajakol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
2,6-dimethoxyfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Eugenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Vanilin (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Isoeugenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
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3-nitrofenol (Loba Feinchemie AG, Viden, Rakousko)

2-bromfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
4-bromfenol (Fluka, Buchs, Svycarsko)

2,4-dibromfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
2,6-dibromfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
3,5-dibromfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

2,4,6-tribromfenol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

3.2 Seznam vzorkiu
Tabulka 1: Seznam realnych vzorkt
WHISKY PUVOD TYP OBSAH
ALKOHOLU
1 Ardbeg Islay, Skotsko single malt 10. 46 %
2 Bowmore Islay, Skotsko single malt 40 %
3 Bruichladdich, Islay,
Port Charlotte Skotsko single malt 6.y 50 %
4 Bruichladdich, Islay,
The Classic Laddie Skotsko single malt 50 %
5 Bunnahabhain Islay, Skotsko single malt 12 y. 46,3 %
6 Caol lla Islay, Skotsko single malt 12 y. 43 %
7 Finlaggan Islay, Skotsko single malt 40 %
8 Kilchoman Islay, Skotsko single malt 46 %
9 Lagavulin Islay, Skotsko single malt 16 y. 43 %
10 Laphroaig Islay, Skotsko single malt 10. 40 %
11 | Laphroaig, Select Islay, Skotsko single malt 40 %
12 Big Peat Islay, Skotsko blended 46 %
13 Islay Mist Islay, Skotsko blended 40 %
14 Scallywag Speyside, Skotsko blended 46 %
15 Talisker Skye, Skotsko single malt 10. 45,8 %
3.3 Pristrojové vybaveni

Automatické pipety Eppendorf (Hamburk, Némecko)
Analytické vahy Mettler Toledo XSE205DU (Columbus, USA)
Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A, GC Systém (Agilent, Palo
Alto, Kalifornie, USA)
Hmotnostni spektrometr Agilent Technologies 5975C Inert XL EI/C1 MSD with

Triple-Axis Detector (Agilent, Palo Alto, Kalifornie, USA)
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Blokovy termostat Stuart SBH130 (Staffordshire, VB)
Vialky, inserty
Laboratorni sklo

Eppendorfky, Spicky

3.4 Pracovni postup

Priprava standardnich roztoku

Na analytickych vahach bylo do plastové eppendorfky navazeno asi 2 mg
standardni latky ptesné. Nasledné byl ke standardu piidan automatickou pipetou takovy
objem methanolu, aby vysledna koncentrace ¢inila 2 mg/ml. Z kazdého standardu bylo
odpipetovano 25 pl standardu a roztok byl doplnén do 2 ml whisky, ¢imz vznikl smésny
roztok vSech standardli. Tento roztok byl nafedén odpipetovanim 20 ul do 2 ml whisky.
Koncentrace kazdého standardu ¢inila 0,25 pg/ml.

Piiprava vnitiniho standardu
Vnitini standard byl piipraven navazenim 2 mg m-nitrofenolu do plastové
eppendorfky. K standardu byl pfidan automatickou pipetou takovy objem methanolu, aby

vysledna koncentrace ¢inila 2 mg/ml.

Derivatizace standarda

Acetylace

Do plastové eppendorfky bylo odpipetovano 50 ul smichanych standarda a pridano
950 ul destilované vody. Do ptipraveného roztoku bylo ptidano 40 mg hydrogenuhli¢itanu
sodného a 40 ul anhydridu kyseliny octové. Po ukonceni vyvoje CO2 (cca 45 minut) bylo
piidano 0,1 ml hexanu. Poté byla smés intenzivné protiepavana a centrifugovana (4400
ot/min, 4 min). Nasledn¢ byla odpipetovana do vialky horni organicka faze. Extrakce byla
jeste jednou zopakovana. Nakonec byla vialka zakrimpovana a pfipravena pro analyzu.

Tento postup byl inspirovan ¢lankem o kvantifikaci bromfenola v Islay whisky
[31].

Silylace
Do vzorku k1 ml whisky bylo pfidano 0,5 ml nasyceného roztoku chloridu

sodného, 100 uL 1M kyseliny chlorovodikové, 20 uL m-nitrofenolu (c=0,5 pg/ml) a 40 uL
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smichanych bromovanych standardd (c=1 npg/ml). Poté bylo piidino 100 pL
tetrachlormethanu s naslednou extrakci. Extrakce byla jesté jednou zopakovana. K extraktu
bylo pfidano 200 pL pyridinu a 200 uL hexamethyldisilazanu (HMDS). Vialka byla
zakrimpovana a umisténa do blokového termostatu pii 80 °C po dobu 15 minut a 95 °C po
dobu dalsich 15 minut.

Piiprava vzorku

Do plastové eppendorfky bylo odpipetovano 20 ul m-nitrofenolu (c=0,5 ug/ml) a
ptidan 1 ml vzorku. Do roztoku bylo pfidano 40 mg hydrogenuhlicitanu sodného a 40 pl
anhydridu kyseliny octové. Po ukonceni vyvoje CO2 (cca 45 minut) bylo ptidano 0,1 ml
hexanu. Smés byla protiepana a centrifugovana (4400 ot/min, 4 min). Nasledn¢ byla do
vialky odpipetovana organicka faze. Extrakce byla jesté jednou zopakovana. Takto
piipraveny roztok ve vialce byl zakrimpovan a pfipraven pro analyzu.

Obdobnym zptisobem byl zpracovan vzorek se standardnim ptidavkem 20 pl smési

standardu (c=0,005 pg/ml).

3.5 Analyza GC/MS

Zakladni chromatografické podminky analyzy plynovym chromatografem spojenym
s hmotnostnim spektrometrem jsou uvedeny v tabulce 2. Hmotnostni spektrometr pracoval
vmodu SIM (monitorovani selektivnich iont) a vmoédu TIC (celkovém iontovém
proudu).

Po celou dobu analyzy acetylovanych bromfenold v médu SIM byly sbirany ionty o
m/z 172, 174, 181, 250, 252 a 330. Pro mono bromfenoly je molekulovy ion 172 m/z a
izotopicky ion 174 m/z. lon mono bromovanych acetatu je 214 m/z. Tento ion se
v iontovém zdroji rozpadne na ion 172 m/z. Tudiz ion 172 m/z se da pouzit pro detekci
acetatu 1 mono bromovanych fenolt.

Pro analyzu silanizovanych bromfenola byly sbirany ionty o m/z 196, 229, 231, 309,
387 a 389.

V moédu TIC pracoval hmotnostni spektrometr s detekci od 29 do 520 m/z.
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Tabulka 2: Parametry analyzy

Teplotni program: 40 °C-2 min-10 °C/min-300 °C-15 min
Objem nastiiku: 2 uL
Teplota nasttiku: 280 °C
Doba analyzy: 43 minut
Kolona: nepolarni Agilent HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
Davkovani s tlakovym
pulsem: 40 psi po 0,4 min
Pratok nosného plynu: He: 0,9 ml/min
Zpozdéni acetylace 4 min

(Solvent delay):

silylace- 6 min
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Diplomova prace je zamérena na stanoveni bromovanych fenolti ve whisky. Tato
prace se zamétuje na skotské whisky piedevsim z ostrova Islay. Mapa (obrazek 5) ukazuje
umisténi paliren ve Skotsku, které ve vétSiné piipadi maji stejna jména jako skotské
znacky whisky. Nezahrnuje nazvy michanych whisky, které nelze urcit zemépisne. Whisky

z oblasti ostrovi se nékdy nazyva ,,moiska sladova“ (,,maritime malts®). [40]

Ostrov Islay na zapad¢ tvoii vlastni whisky region. Whisky z ostrova Islay ma
vyraznou koufovou chut’ diky mistnim raselini$tim a zajimavy ton motské vody (jodu). Na

ostrové Islay se nachazi 8 paliren.
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Obrazek 5: Mapa paliren ve Skotsku (ptevzato z [40])

Pro tuto praci bylo vybrano celkem 15 vzorkd whisky (obrazek 6): 13 vzorku

z ostrova Islay, jeden z ostrova Skye (Talisker) a jeden z oblasti Speyside (Scallywag).
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Obrazek 6: Vzorky whisky

Ardbeg

Pro vyrobu whisky pouziva palirna Ardbeg siln¢ raselinny slad, ktery dodava
whisky nezaménitelny charakter. [41] KdyZ se palirna znovu oteviela jedna z byvalych
susaren sladu se proménila v obchod. [42] Nabizel naptiklad caj, kavu nebo tradi¢ni
moucnik. Whisky vyrobena po znovuotevieni uz neni tak raSelinna jako stary Ardbeg.

Pravé diky tomu, Ze misto vlastniho sladu se zacal pouzivat slad z Port Ellen.

Bowmore

Palirna Bowmore se nachazi na biezich zalivu Loch Indaal. [40] Bowmore je
whisky s nadechem raselinového koufe a slanosti. Je povazovana za nejlehci whisky
z ostrova Islay. [43] Spolecnost ma vlastni sladovny, kde se raselina drti pied spalenim,
aby poskytla vice koufe nez tepla. [44] Palirna je vystavena vice zapadnimu vétru, takze

v aroma muze byt vice citit ozon.

Bruichladdich
Palirna se nachézi na bichu zalivu Loch Indaal. Palirna Bruichladdich na rozdil od

ostatnich paliren na ostrové Islay nelezi u mofte, ale je oddélena pobiezni cestou. Od roku
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2018 je produkce v palirn¢ rozdélena na: Bruichladdich, Port Charlotte a Octomore.
Bruichladdich oznacuji jako nenakoufenou whisky a Port Charlotte jako silné nakoufenou
whisky. [43]

Bunnahabhain

Lezi na ostrové Islay nejsevernéji ze vSech paliren. Palirna se nachazi pfimo u
moie. Tato palirna pouziva prevazné neraSelinovity slad, proto se fadi mezi nejméné
raSelinové whisky z oblasti Islay. [43] Whisky ma nadech islayského namoiniho
charakteru. [44] U palirny byl postaven obrubnik, ktery ma zastavit auta navstévnika, aby

nesjela do morte. Ze zdi vidi lodni zvon ze zachranéného nedalekého vraku.

Caol lla
Palirna Caol Ila se nachazi v zatoce u Port Askaigu, [44] Whisky Caol lla se
vyznacuje vini raseliny, sladovou sladkosti a citrusovym aroma. Ma olejovitou strukturu

s prichuti melasy a kouie. [40]

Finlaggan
Finlaggan je whisky z ostrova Islay. Je pojmenovana podle hradu Finlaggan. Je

velkym tajemstvim, nebot’ palirna, ze které pochazi, je neznama. [45]

Kilchoman
Jedna se 0 nejmladsi palirnu na ostrové Islay. [40] Whisky se zde zacala vyrabét od
roku 2005. Palirna Kilchoman je znama tim, ze cela vyroba od péstovani je¢mene az po

staceni destilatu do lahvi se odehrava na jednom misté. [41]

Lagavulin

Palirna Lagavulin se nachazi jen dva kilometry severné od palirny Laphroaig. [31]
Lagavulin je typicky ostrovni whisky s nadechem koufe, raseliny a slanosti. [43] Zrajici
sklady jsou otlu¢eny mofem a maji vlastni molo. [44] Lagavulin v pfekladu znamena

,»Mlyn v kotling*.

Laphroaig

moie a pii vysokych prilivech je omyva ocean. Whisky z palirny Laphoraig se fadi mezi
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velice silné a ostré chuté. [43] Na chuti se podili koutovy, raselinovy a jodovy charakter
z moiskych tas. Odbornici se domnivaji, ze vzduch vanouci od mote pronika do sudu.

Naopak zaméstnanci se domnivaji, ze pravé raselina mize za specifickou ptichut’ whisky.

Big Peat

Whisky Big Peat je michana pouze ze sladovych whisky z oblasti Islay. Obsahuje
Ardbeg (jodovy charakter a zemitost), Bowmore (dodava vyvazenost), Caol lla (sladkost) a
Port Ellen (pfidava eleganci). [43]

Islay Mist

Whisky Islay Mist byla pivodné vyrobena jako single malt whisky na ostrové Islay.
Lord Margadale si myslel, ze mistni single malt whisky Laphroaig je pfili§ tézka pro
navs§tévniky, tak smichal slad z oblasti Speyside. Tim vznikla michana whisky Islay Mist,
ktera ma tony raseliny, moiskych fas a koute z ostrova Islay a sladkost, jemnost z oblasti
Speyside. [46]

Scallywag

Whisky Scallywag je michana pouze ze sladovych whisky z oblasti Speyside.
Scallywag je novy piirustek do fady Douglas Laing. Zraje v kombinaci sherry a bourbon
sudu. [47]

Talisker
Talisker je jedina palirna na ostrové Skye. [43] Vzhledem Kk velikosti a blizkosti
Skye Kk pevnin¢ se zda zvlastni, Ze je tam jen jedna palirna, kdyz Islay jich ma 8. [40] O

chuti whisky se fika, Ze ma charakter mofskych fas a peptovou piichut’. [43]

Prirodni barva sladové whisky uzralé v obycejném dieve je svétle zluta. Tmavsi
odstiny (od jantarové barvy az po tmavé hnédou) mohou byt ziskany sherry dievem nebo
obarveny karamelem. [44]

Na obrazku 7 je znazornéna barva vzorku whisky této kvalifika¢ni prace.
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Obrazek 7: Barva vzorki whisky

Tato zavérecna prace je zaméfena na stanoveni fenolickych latek ve whisky. Pro
tuto praci byla vybrana acetylace jako derivatiza¢ni postup. Vzorek po acetylaci byl
analyzovan pomoci GC/MS. Z obrazku 8 vidime, Ze ve whisky lze stanovit celou fadu

majoritnich fenolickych latek ze dieva.
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Obrazek 8: Chromatogram analyzy standarda fenolt

-38 -



Analyzou fenolt ze dieva bylo identifikovano 17 latek (tabulka 3). Tyto fenoly lze
jednoduse identifikovat a kvantifikovat.

Tabulka 3: Charakteristika standardua fenola

Acetatova Volny SIM
forma

STANDARDY t (min) t (min) (m/z)
2-methylfenol 7,89 6,692 107
3-methylfenol 8,295 n.d. 107
4-methylfenol 8,368 n.d. 107
2-ethylfenol 9,004 7,935 107
2,5-dimethylfenol 9,33 8,104 107
4-ethylfenol 9,702 n.d. 107
3,5-dimethylfenol 9,707 8,396 107
Guajakol 9,758 7,26 109
2,3-dimethylfenol 9,775 8,515 107

trans-Whisky lacton 10,124 n.d. 99

cis-Whisky lacton 10,557 n.d. 99
4-ethylguajakol 12,188 9,938 152
2,6-dimethoxyfenol 12,532 10,94 154
Eugenol 13,1 10,99 164
Vanilin 13,162 11,586 152
cis-Isoeugenol 13,561 11,648 164
trans-Isoeugenol 14,135 12,166 164

V pozadi fenoli ze dreva byly identifikovany minoritni bromované fenoly ve
whisky. Tyto fenoly se vyskytovaly v daleko mensich koncentracich. O to zajimavéjsi je,
7e se daleko vice projevuji na vini/zapachu whisky. Proto se tato prace zamétfuje na

stanoveni bromovanych fenol.

4.1 Derivatizace

Jako derivatiza¢ni technika byla zvolena acetylace. Pii acetylaci se pouziva jako
derivatizacni c¢inidlo acetanhydrid (anhydrid kyseliny octove¢). Acetylace byla zvolena
kvuli tomu, ze fenoly jsou vysoce polarni latky. Pii acetylaci dochazi jako prvni
k derivatizaci, tim se snizi polarita latky a po derivatizaci nasleduje extrakce nepolarnim
rozpoustédlem, kde 1ze oCekavat u€inngjsi extrakci méné polarnich derivati ve srovnani
s pavodnimi fenoly. U silylace je tento proces opac¢ny, a to mize byt problém.

Jako prvni byla zamétena pozornost na vliv teploty pii derivatizaci a poté cas

derivatizace.
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4.1.1 Vliv teploty na derivatizaci

Do 3 epppendorfek bylo odpipetovano 50 ul smichanych standarda a 950 pl vody.
Pied derivatizaci bylo do kazdé eppendorfky piidano 40 mg NaHCOs: a 40 pl
acetanhydridu. Poté byly ihned eppendorfky vlozeny do termostatu nastaveného na teplotu
20, 50 a 80 °C. Po vyvoji CO2 bylo znovu do kazdé eppendorfky piidano 40 mg NaHCOs a
40 ul acetanhydridu. Po vyvoji CO2 byly eppendorfky vytazeny a k roztokiim bylo ptidano
0,5 ml hexanu. Po protfepani byly organické faze odpipetovany do vialek. Tento proces byl
jednou zopakovan.

Vyssi teplota derivatizace vedla k rychlejsimu ukonceni vyvoje CO2 (vySuméni) a
vytézek reakce byl stejny jako u derivatizace pii 20 °C. Z grafu 1 je vidét, ze zejména u
nizevroucich derivati se plochy pikd zvétsuji pii zvyseni teploty na 50 °C, ale klesaji pii
dalsim zvySeni na 80 °C. Pti¢inou mohou byt ztraty zpusobené tékavosti fenolti s malou
molekulovou hmotnosti. U vySevroucich derivati uz se tento efekt neprojevuje a plochy
pika se s rostouci teplotou mirng zvysuji.

Po vypocitani vytézka reakce (acetylace) se prokazalo, ze substituce v orto poloze

vede k nizsim vytézkam diky sterickému branéni, ale i tak je vytézek pres 90 %.

7000000
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4000000
3000000

Plochy piki

2000000 ‘
1000000
01 T

Graf 1: Vliv teploty na derivatizaci

4.1.2 Vliv ¢asu na derivatizaci
Do 3 eppendorfek bylo odpipetovano 50 pl smichanych standardt a 950 ul vody.
Pred derivatizaci bylo do kazdé eppendorfky pridano 40 mg NaHCOz a 40 ul

acetanhydridu. V prvni eppendorfce byl pouze jeden ptidavek acetylacni smési, ve druhé
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eppendorfce byl proveden druhy pfidavek acetylacni smési po 5 minutach a ve tieti
eppendorfce byl proveden druhy ptidavek az po ukonceni vyvoje CO2 po prvnim piidavku
(cca po 40 minutach). Po vyvoji CO2 bylo piidano 0,5 ml hexanu. Po protiepani byly
organické faze odpipetovany do vialek. Tento proces byl jednou zopakovan. Prokazalo se,

7e staci provést jen jeden piidavek acetyla¢ni smési (graf 2).
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Graf 2: Vliv ¢asu na derivatizaci

4.2 Optimalizace podminek pro chromatografickou analyzu

4.2.1 Optimalizace nastriku

Optimalizace nasttiku byla provedena na m-nitrofenolu, 3,5-dibromfenolu a 2,6-
dibromfenolu. Ke standardim byla ptidana whisky Islay Mist s naslednou acetylaci a
extrakci. Pro optimalizaci nastiiku byl pouzit nastiik 2, 3a 4 uL.

Z obrazku 9 je dobfe vidét, ze s dalsim zvétSovanim davkovaného objemu se piky
davkovaného objemu nepfinasi vétsi odstup signalu od sumu (pomér S/N) a tudiz
nepomize k dosazeni lepsiho detekéniho limitu. Proto byl zvolen optimalni nastiik pro

bromované fenoly 2 pL.
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Obrazek 9: Vysledky optimalizace nastiiku pro 2,6-dibromfenol a 3,5-dibromfenol
(Islay Mist, 17 Y, ptidavek 0.05 pg/ml, 252 m/z)

Pii nastiiku 4 pL lze zpozorovat (graf 3) vétsi plochu piku, ale diky rozstépeni piku

neni tento nastiik vhodny.
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Graf 3: Optimalizace nastiiku (2,6-dibromfenol a 3,5-dibromfenol)
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V piipadé¢ m-nitrofenolu lze vypozorovat (obrazek 10 a graf 4), ze se chova stejné

jako bromované fenoly. Optimalni nastfik je 2 pL.
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Obrazek 10: Vysledky optimalizace nasttiku pro m-nitrofenol
(Islay Mist, 17 Y, ptidavek 0.5 pg/ml, 181 m/z)
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Graf 4: Optimalizace nastiiku (m-nitrofenol)
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4.2.2 Optimalizace teplotniho programu

Optimalizace pocatecni teploty programu hraje v plynové chromatografii dalezitou

roli. Muze vést napiiklad K a¢inn&jsi nebo rychlejsi separaci. Tato optimalizace byla

vyzkousena na 2,6-dibromfenolu, 3,5-dibromfenolu a m-nitrofenolu. Tyto standardy byly

pridany ke vzorku whisky Islay Mist s naslednou derivatizaci a extrakci. Pro optimalizaci

byly zvoleny pocatec¢ni teploty programu 40, 50, 60, 70, 90 a 110°C.

Prokazalo se, ze nejucinnéjsi pocatecni teplota pro analyzu fenolickych latek

v destilatech je teplota 40 °C. Tato teplota je optimalni jak pro bromované fenoly (obrazek

11), tak i pro m-nitrofenol (obrazek 12).
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Obrazek 11: Vysledky optimalizace teplotniho programu pro 2,6-dibromfenol a 3,5-
dibromfenol (Islay Mist, 17 Y, piidavek 0.05 pg/ml, 252 m/z)
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Obrazek 12: Vysledky optimalizace teplotniho programu pro m-nitrofenol
(Islay Mist, 17 Y, ptidavek 0.5 pg/ml, 181 m/z)

Vliv optimalizace teplotniho programu na plochy piku je demonstrovan v grafu 5.
Pii teploté 70 °C vychazely nejmensi plochy pikt 2,6-dibromfenolu a 3,5-dibromfenolu.
Naopak teplota 40 °C se prokazala jako nejucinnéjsi pocatecni teplota.

Stejna zavislost byla vypozorovana i pro m-nitrofenol (graf 6).
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Graf 5: Optimalizace teplotniho programu (2,6-dibromfenol a 3,5-dibromfenol)
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Graf 6: Optimalizace teplotniho programu (m-nitrofenol)

4.2.3 Optimalizace objemu extrakéniho ¢inidla

Dale byla vyzkousena optimalizace objemu extrakéniho rozpoustédla. Jeden vzorek
byl extrahovan dvakrat 0,5 ml hexanu a druhy vzorek dvakrat 0,1 ml hexanu. Z obrazku 13
je patrné, ze pouziti mensiho objemu rozpoustédla patrné snizi celkovy vytézek extrakce
vyjadieny v latkovém mnozstvi, ale tim, ze dané mnozstvi analytu bude zakoncentrovano

V mensim objemu se vysledna odezva zvysi.
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Obrazek 13: Optimalizace objemu extrakéniho ¢inidla
SIM 172, 174, 181, 252, 330 m/z
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4.2.4 Optimalizace slepych pokusi

Pouziti bilych eppendorfek (1,5 ml) vedlo k velkym hodnotam slepych pokusti.
Proto bylo vyzkouseno pouziti modrych eppendorfek s kulatym dnem (2 ml) a sklenénych
vialek. Z obrazku 14 a 15 vyplyva, ze pouziti modrych eppendorfek a sklenénych vialek

vede k vyrazné niz§im hodnotam slepych pokusti.
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Obrazek 14: Optimalizace slepych pokust
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Obrazek 15: Optimalizace slepych pokust - detail
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Pro porovnani optimalizace slepych pokust byl sestaven graf. Zgrafu 7 lze
vypozorovat, ze pouziti bilych eppendorfek vedlo k daleko vyssim hodnotdm slepych

pokusi nez pii pouziti modrych eppendorfek nebo sklenénych vialek.
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Graf 7: Porovnani optimalizace slepych pokusa

Pti pouziti sklenénych vialek se ve spektru objevily nové piky, které odpovidaji
siloxanim. Zdrojem téchto siloxand jsou vi¢ka u sklenénych vialek, které byly zapotiebi

k provedeni extrakce.

ReSeni kontaminace bromfenoli z ovzdusi

Jelikoz jsou fenoly té€kavé slouceniny, tak lze piedpokladat, Ze mize dojit ke
kontaminaci vzorku z ovzdusi. Tato diplomova prace byla zaméfena na bromfenoly ve
velmi nizkych koncentracich. Aby nedochazelo ke kontaminaci vzorku byla provedena
nasledujici opatfeni. Plastové eppendorfky a S$picky byly pfed pouzitim promyté
methanolem. Byl pouzit novy hexan a pro slepé pokusy ethanol 99,7 % a HPLC voda.

4.3 Opakovatelnost

Na whisky Lagavulin byla vyzkousena opakovana analyza. Byly ptipraveny 4
stejné vzorky a z nich byly spocitany pramérné koncentrace. Z vysledka vyplyva, zZe
opakovana analyza naznacuje relativni smérodatnou odchylku kolem 10 %. U 2,4,6-
tribromfenolu vysla vyssi smérodatna odchylka. Tato odchylka je dasledkem vysoké

hodnoty slepého pokusu (tabulka 4).
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Tabulka 4: Vyhodnoceni opakované analyzy

Koncentrace Smérodatna | Relativni smérodatna
standardu (ng/L) | odchylka odchylka (%)

2-bromfenol 6987 793,90 11,36
4-bromfenol 63 9,12 14,50
2,6-dibromfenol 409 20,83 5,10
2,4-dibromfenol 88 5,95 6,76
3,5-dibromfenol 34 3,78 11,07
2,4,3-tribromfenol 183 85,02 46,58

4.4 Potvrzeni identity 2-bromfenolu
2-bromfenol se ve vzorcich vyskytoval ve velkém mnozstvi (velkych koncentracich).

V piedlozené praci [31] se o 2-bromfenolu nezminuji. Nejspise kvili pravé zminénym

vysokym koncentracim a koelucim. Kvili koelucim nebylo jednoduché 2-bromfenol

identifikovat.

4.4.1 Acetylace
Vzorek whisky Lagavulin po derivatizaci (acetylaci) byl zméfen v celkovém

iontovém proudu (TICu), abychom vid¢li kromé 2-bromfenolu (172 a 174 m/z) také dalsi

ionty (necistoty). Z obrazku 16 je vidét, ze 2-bromfenol je schovany (piekryty) dalsimi 3

latkami (koeluce).
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Obrazek 16: Derivatizovany Lagavulin, TIC

172, 174 m/z, 2-bromfenol (acetat)
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Tentyz vzorek byl zméfen i v mdédu monitorovani selektivnich iontt (SIMu).

Nasledné¢ byl zméfen také vzorek se standardnim piidavkem. Z obrazku 17 lze
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vypozorovat, ze po pridani standardniho pfidavku doslo ke zvétSeni piku. Tudiz tento

ptidavek potvrzuje, ze se jedna o 2-bromfenol.
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Obrazek 17: Derivatizovany Lagavulin, SIM (174 m/z)

4.4.2 Vzorek bez derivatizace
Pro potvrzeni byl proveden jednodussi experiment bez derivatizace. Vzorek bez
standardniho ptidavku byl zméfen v celkovém iontovém proudu (TICu). Z obrazku 18

mizZeme vypozorovat, ze 2-bromfenol se nachazi v koeluci s dalsimi latkami.
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Obrazek 18: Nederivatizovany Lagavulin, TIC
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Vzorek bez derivatizace a vzorek se standardnim piidavkem byl zméfen i v modu
SIM. Z obrazku 19 lze vidét, ze po pridani standardniho pfidavku se zvétsi pik. Zvétseni
signalu potvrzuje, Ze se jedna o 2-bromfenol.
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Obrazek 19: Nederivatizovany Lagavulin, SIM (174 m/z)

Spektrum nederivatizovaného vzorku (obrazek 20), které bylo dobfe ocisténo od
koelujicich slozek bylo ptifazeno 2-bromfenolu. Kdyz se stejny postup aplikoval na

acetaty, tak se nepodafiilo spektrum ogistit od koelujicich slozek.
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100
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Obrazek 20: Hmotnostni spektrum 2-bromfenolu

(nahote- zmétené spektrum, dole- spektrum z knihovny spekter)
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Koncentrace 4-bromfenolu ve vzorku Lagavulin byla o dva fady niz§i nez
koncentrace 2-bromfenolu. Diky nizké koncentraci se nepodafilo nederizovatelny 4-
bromfenol v médu celkového iontové proudu (TICu) identifikovat. Ale po pfidani

standardniho pfidavku v SIMu se 4-bromfenol choval stejné jako 2-bromfenol.

4.4.3 Silylace

Vzorek whisky Lagavulin po derivatizaci (silylaci) byl zméfen v celkovém
iontovém proudu. V TICu bez standardniho ptidavku a Se standardnim piidavkem 0,005
ug/ml diky vysoké koeluci nelze nic prokazat. Az pii vétSim standardnim ptidavku 1 pg/ml
Ize dokazat pritomnost 2-bromfenolu (obrazek 21).

Z obrazku lze vidét, ze pik 2-bromfenolu je prekryt z pravé strany glycerolem a

z levé strany kyselinou oktanovou a neznamou latkou.
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Obrazek 21: Derivatizovany (TMS) Lagavulin + STD (1 pg/ ml), TIC

Tentyz vzorek byl zméten i v médu SIM spolecné se vzorkem, k némuz byl piidan
standardni pridavek. Z obrazku 22 lze vypozorovat, ze po pfidani standardniho ptidavku

doslo opét ke zvétSeni piku. Tudiz tento ptidavek potvrzuje, Ze se jedna o 2-bromfenol.
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Obrazek 22: Derivatizovany (TMS) Lagavulin, SIM (231 m/z)

Tyto vzorky byly zméfeny optimalnimi podminkami pro analyzu acetatu. Pro acetaty
mame optimalizované podminky pro chromatografickou analyzu. Z chromatogramu lze
vidét, ze se piky Stépi. Kdyby se optimalizovaly podminky pro silylaci, tak by doslo k

lepsimu zafokusovani vzorku.

4.5 Kvantitativni vyhodnoceni
Pro kvantitativni vyhodnoceni byla vyzkouSena metoda vnitiniho standardu a

metoda standardniho pfidavku.

45.1 Kvantitativni vyhodnoceni pomoci metody vnitiniho standardu

Pti metod¢ vnitiniho standardu se ke vzorku pfidava urcité mnozstvi latky tzv.
vnitiniho standardu. Vnitini standard nesmi byt obsazen ve vzorku. Vyhodou této metody
je to, ze neni tfeba znat presny objem nastiiku vzorku.

Pro kvantifikaci musely byt vypocitany odezvové faktory pro stanovované
bromované fenoly (tabulka 5).

V této praci byl jako vnitini standard pouzit m-nitrofenol.
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Tabulka 5: Odezvové faktory

Odezvovy Smérodatna Relativni smérodatna
faktor odchylka odchylka (%)

2-bromfenol 0,1459 0,0037 2,49
4-bromfenol 0,1018 0,0011 1,04
2,6-dibromfenol 0,1329 0,0007 0,54
2,4-dibromfenol 0,0997 0,0006 0,68
3,5-dibromfenol 0,1272 0,0022 1,76
2,4,6-tribromfenol 0,1229 0,0027 2,21

4.5.2 Kvantitativni vyhodnoceni metodou standardniho piidavku

Pii pouziti metody standardniho piidavku se ke znamému mnozstvi vzorku pfidava
definované mnozstvi standardu latky, jejiz obsah se ma stanovovat. Toto stanoveni muze
byt zalozeno na jednom az n¢kolika pfidavcich. Z plochy piku latky obsazené ve vzorku a
plochy piku po pfidavku standardni latky ke vzorku lze vypocitat obsah latky v ptiivodnim

vzorku.

4.6 Kvantitativni vyhodnoceni realnych vzorki
Vysledky realnych vzorku jsou uvedeny v tabulkach. Pro vyhodnoceni byla pouzita
metoda vnitiniho standardu (tabulka 6) a také metoda standardniho piidavku (tabulka 7).

P#i metod¢ vnitiniho standardu byla pouzita korekce na odezvovy faktor.
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Tabulka 6: Vyhodnoceni realnych vzorkt metodou vnitiniho standardu (ng/L)

PUVOD 2- | 4-brom. | 2,6-dibr. | 2,4-dibr. | 3,5-dibr. | 2,4,6-tribr.
brom.

1 | Islay,Skotsko | 20217 | 135 760 96 n.d. 166
2 | Islay,Skotsko | 7237 88 252 91 47 593
3 Islay,Skotsko | 11553 358 581 72 64 892
4 | Islay,Skotsko | 1066 92 n.d. 96 167 265
5 | Islay,Skotsko | 779 470 137 189 502 1996
6 | Islay,Skotsko | 18160 76 659 139 64 768
7 | Islay,Skotsko | 24020 86 956 116 n.d. 548
8 Islay,Skotsko | 22188 82 867 81 n.d. 267
9 | Islay,Skotsko | 30331 | 233 1215 117 n.d. 680
10 | Islay,Skotsko | 22166 84 925 185 n.d. 545
11 | Islay,Skotsko | 16986 79 584 168 n.d. 540
12 | Islay,Skotsko | 37704 154 1517 123 n.d. 1241
13 | Islay,Skotsko | 2527 174 147 107 34 340

Speyside,
14 Skotsko 287 100 n.d. 133 n.d. 513
15 | Skye, Skotsko | 7152 168 432 147 n.d. 517

Tabulka 7: Vyhodnoceni realnych vzorkt metodou standardniho ptidavku (ng/L)

PUVOD 2- | 4-brom. | 2,6-dibr. | 2,4-dibr. | 3,5-dibr. | 2,4,6-tribr.
brom.

1 | Islay,Skotsko | 4422 59 225 42 n.d. 78
2 | Islay,Skotsko | 1236 31 64 30 15 239
3 | Islay,Skotsko | 1880 119 136 20 15 254
4 | Islay,Skotsko 175 31 n.d. 23 34 60
5 | Islay,Skotsko 109 131 25 42 93 433
6 | Islay,Skotsko | 4205 37 235 65 27 427
7 | Islay,Skotsko | 3479 28 220 37 n.d. 225
8 | Islay,Skotsko | 3997 31 208 26 n.d. 93
9 | Islay,Skotsko | 4572 71 276 37 n.d. 264
10 | Islay,Skotsko | 13457 60 439 120 n.d, 440
11 | Islay,Skotsko | 3336 33 178 73 n.d. 298
12 | Islay,Skotsko | 4573 39 270 31 n.d. 378
13 | Islay,Skotsko | 345 51 30 30 9 113

Speyside,
14 Skotsko 42 29 n.d. 29 n.d. 116
15 | Skye,Skotsko | 937 44 78 32 nd 114

-55-




5 ZAVER

Cilem této prace byla optimalizace postupii a parametri analyzy pro stanoveni
bromovanych fenolt ve skotské whisky z ostrova Islay. Fenoly byly derivatizovany
anhydridem kyseliny octové a extrahovany hexanem. Nasledn¢ byly fenoly stanoveny
plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii.

Prace se nejprve zabyva optimalizaci derivatizace. Konkrétné vlivu teploty a ¢asu na
derivatizaci. Dale se prace zabyva optimalizaci podminek pro chromatografickou analyzu.
Byla provedena optimalizace nastiiku, teplotniho programu, objemu extrak¢niho ¢inidla a
slepych pokust.

Ve vzorcich bylo stanoveno velké mnozstvi 2-bromfenolu. Proto se prace zabyva
potvrzenim identity 2-bromfenolu. Bylo zjisténo, ze 2-bromfenol se nachazi v koeluci
s dalSimi latkami.

Pro kvantitativni vyhodnoceni bromfenoli ve whisky byla pouzita metoda vnitiniho
standardu a metoda standardniho pfidavku. Jako vnitini standard byl pouzit m-nitrofenol.
Metoda vnitiniho standardu poskytuje vyssi vysledky nez metoda standardniho piidavku.
Pravdépodobné spravnéjsi metoda je metoda standardniho pfidavku. Tato metoda poskytla
nejvyssi koncentraci bromfenola 440 ng/L s vyjimkou 2-bromfenolu, kde byla stanovena
koncentrace az 13 557 ng/L.
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