UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Fakulta piirodovédecka
Katedra analytické chemie

ANALYZA FURANU V POTRAVINACH

DIPLOMOVA PRACE
Autor préce: Bc. Petr Dolezal
Studijni obor: Analyticka chemie

Vedouci bakalarské prace: Doc. RNDr. Petr Bartak, Ph.D.

Olomouc 2010



ProhlaSuji, Ze jsem tuto prici vypracoval samostatné. Veskeré literdrni prameny a
informace, které jsem v praci vyuzil, jsou v seznamu pouZité literatury. Souhlasim s tim, Ze
prace je prezen¢né zpiistupnéna v knihovné Katedry analytické chemie, Pfirodovédecké

fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci.

V Olomouci dne .......ccvuvueeeeeenn.

Vlastnoru¢ni podpis



Rad bych timto pod€koval panu Doc. RNDr. Petru Bartdkovi, Ph.D. za odborné vedeni
diplomové prace a za jeho cenné rady a zkuSenosti v prubéhu celého vypracovéani, zejména
experimentalni ¢asti.

Také bych chtél podeékovat kolektivu Katedry analytické chemie Ptirodovédecké fakulty

UP v Olomouci za jejich obé&tavy pfistup pfi mém nekone¢ném meéfeni experimentalni ¢asti.



OBSAH

Lo UVOD ceecrnsecnnsecsmssessssssssssssssssssssssssssssssassssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 1
2. TEORETICKA CAST .ceureruureernsserssssessssssesssssssssssessassssssasssasssssssssssssassassssssassssssases 2
2.1 Vyskyt senzoricky aktivnich latek v potravinach..........ccoeiccecnseicsncnsancsncssascsascsnsenns 2
2.1.1 Aromatické Iatky v potravinach ........c.coevvieeiiieiniieciie e 2
2.1.2 Maillardova TEAKCE .....c...eeruiiriiiiiieieeite ettt ettt et e 3
2.1.2.1 Vlivy podporujici Maillardovu reakci a vznik produkti...........cccccveeveuveennnenne. 5

2.2 Vino a jeho charaKteriStiKa ......cccccceeeercecssercsnescancsanessancsancssasssasssssssssssssasssnsessassssssssassses 8
2.2.1 THAGNT VINA .ottt s 8
2.2.2  FortifikOVanad VINa........coc.eiiiiiiiiiiieeee et 9
223 Hlavni druhy fortifikovanych Vin.........cccccieeiiiiiiiiieeeeeeeeee e 9
2.2.3.1  POIESKE VINO ..ottt 10
2.2.3.2 SPANGISKE SNEITY ......ovoveeeeeeeeeeeeeeeee et 10
2.2.3.3  MAACITA....eeiiiiiiiieieeeeee ettt ettt 12
2.2.3.4 Ceské fortifikované vino — Mistelle de MUSCAL.............cc.ooevrerveerereererrrereennns 12

2.2.4  Derivaty furanu a jejich vIiv na viini Vina.........cccoccveeriieeniiieeniee e 14
2.2.4.1 Chemicky popis furantl a [aKtonTl...........ccceerieeiieriiieiierie et 14

2.2.5 Ptehled zkoumanych latek ve vINE .........coooiiiiiiiiiiiiieee, 15
2.2.5. 1 SOUOLOM......eiiiiiiiieette ettt ettt sttt ettt ens 16
2.2.5.2 2-furfural a 5-(hydroxymethyD)furfural ...........c.ccoooviiiiiieniiiieeeeeeeeee 18
2.2.5.3 2-furfurlylalkohol, 4-karbethoxybutyrolakton.............ccccevvieriiiinnieiniieenienne 19

2.3 Kriticky pohled na zjiSténi t€kavych Sl0Zek Vina.......ccoeeesecssarcssncssarcssecssasssssessassssncse 20
2.3.1 Senzorickd analyza VINa ........coeeviieeiiiieeiiieeiee e 20
2.4 Chemicka separace a analyza tékavych Iatek Ve VINE ........covieceisseicsecssarcssncsascsancss 22
2.4.1 Izolace tékavych sloucenin vina — eXtrakCe ..........ccoecveeriieerieeenieeeiee e 22
2.4.2 Metoda SMPE (mikroextrakce tuhou fAzi)........ccoovvvveeeiiiiiiiiiiiieeieecceeeeeiieeeeeee e 23
243 ChromatO@rafi€ . .......covuiiiiiiiiiiie ettt ettt s e s 24
2.4.3.1 Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC/MS).......c.cccccvennnees 26
2.4.3.2 Plynova chromatografie s plamen. ioniz. detektorem (GC-FID) ..................... 26

2.4.3.3 Plynova chromatografie s olfaktom. detektorem (GC-O) .........cccocvveevureennnnnne 27



2.4.3.4  EIEKtroniCKY NOS ...cc..eiiiiiiiiiiiiiiiteeiee ettt ettt st 28

2.4.5  Priklady typickych stanoveni tékavych podilli vina.........cccoceevieiiniinennienicncnne. 28
24.6  Metody vyhodnoceni obsahu TAteK ...........cccueeriiiieiiiiieiiiieiie e 30
3. PRAKTICKA CAST ceerueeensneernssseessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 32
3.1 Vzorky a provedeni eXperimentul......c.cceeiecsecsssncssanssssossssssssesssssssssssasssssessassssssssassssssse 32
3.2 Pouzité vzorky vina, chemikalie, pomucky, PFiStrOje .....ccccceeererencssarcsancsasesancsascsancse 32
3.3  Priprava vZorku K MeETFeNi. .. ceicieinsicssensssnsssensssncssasssssosasssssessassssssssasssssessassssssssassssssse 33
3.4 Provedeni analyzy a nastaveni pristroje GC/MS .......eovievrsvecsunssensnssnissessansssssssssns 34
4. VYSLEDKY A DISKUSE ....cceeseerumeermsssesnssssssssnscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 35
4.1 Zhodnoceni kvalitativni analyzy standardi furanovych derivatii.......cccceeeveeeresnnens 35
4.1.1 Hmotnostni spektrum SotolonU............ooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 36
4.1.2 Hmotnostni spektrum Furfuralt ............cccoeeiiiiiiiiiiiiieeececeeeeeeee e 36
4.1.3  Hmotnostni spektrum 2-furfurylalkoholu............ccoccoviiniiiiiiniiiiiieccceee 37
4.1.4  Hmotnostni spektra S-HMF a 4-COBL........ccocciiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 38
4.2 Zhodnoceni po¢atecni analyzy derivatu furani ............eceeenseecsnesseisssncssasssssesasssssese 39
4.2.1 Kvalitativni zhodnoceni chromatogramu vina ..........c.cceecveeeeveeeiieeniieencieeeeeeeeene 41
4.3 Vlastni chemicka analyza VZOTKi VINl ..cccceieicssncssensssncssessssscssassssssssssssssessassssssssasssssese 44
4.3.1 Kvantitativni metoda kalibracni KTivKy........ccccooviiiiiiiiiiiiiiiiiieieceeceee 44
4.3.2  Kvantitativni metoda pomoci vnitintho standardu..............cceeceeeenieinnieiniieenieenns 45
5. ZAVER ooteetensctnnsessssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 47
6.  CITACE...ieiieisenseinsnnsensansssisssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 48
7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .......overerrerreersessncssesssessesssessssssessssssessessssssessenss 52

8. PRILOHY .oeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesssssssssssassssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssasssssssasasasases 54



ABSTRAKT

Predkldadana diplomovéa prace je zaméfena na studium analyzy furanii v potravinéch,
pomoci plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim detekci (GC/MS). Hlavni napln
prace pojedndva o analyze péti sloucenin ovliviiujici aroma fortifikovanych vin: sotolon,
2-furfural (2-FF), 2-furfurylalkohol (2-FF-OH), 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF) a
4-karbethoxybutyrolakton (4-COBL).

Vzorky vin (10 ml) byly extrahovany do 1 ml dichlormethanu (CH,Cl,) a analyzovany
na GC/MS sionizaci elektronem (EI). Kvantitativni vyhodnoceni metodou kalibracni
zavislosti bylo porovnano s vysledky metody vnitiniho standardu (IS). Mnozstvi jednotlivych
furanti bylo stanoveno v rozmezi od jednotek do stovek pg.ml™.

Cil prace byl vyvin u¢inné metody, kterd by pomohla k piesné analyze vybranych

tékavych derivatl furand ve ving.

SUMMARY

This thesis is focused on the analysis of furans in foods by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC/MS). The main content this work deals with the analysis
of five major compounds that affect of flavor fortified wines: sotolone, 2-furfural
(2-FF),  5-hydroxymethylfurfural (5-HMF), 4-carbethoxybutyrolactone (4-COBL),
2-furanmethanol (2-FF-OH).

Wine samples (10 ml) were extracted with 1 ml of dichloromethane (CH,Cl,) and
analyzed by GC/MS with electron impact ionization (EI). Quantitative dependence method
was compared with results from method of internal standard (IS). Quantities of furans were
established in the range of units to hundreds pg.ml™.

Development of the effective method accurate analysis of selected volatile furans

derivatives in wine was the main purpose of this study.



1. UVOD

Aroma potravin je vysledek celého komplexu nepfeberného mnozstvi chemickych
latek, které plisobi na nase smyslové receptory. Diky témto rozezndvacim schopnostem
muZeme jiz pfi prvnim kontaktu s potravinou usuzovat o jeji kvalité, Cerstvosti ¢i Staii.
Vzijemna souhra vSech slozek v pochutin€é ndm prozradi mnohé dtlezité informace
o typickych vlastnostech vzniklého produktu. UrcCovani zdkladnich organoleptickych
parametri v potravindiském primyslu méd velky vliv na distribuci, potazmo i zdjem
koncového zdkaznika o dany vyrobek.

Vino je jednim z nejvyznamnéjSich produktd kulturniho a spole¢enského Zivota jiz
od nejstarSich dob. Jeho kvalita je zavisld na vSech krocich vyrobni technologie, poCinaje
vysdzenim vinné révy na vinicich, jdouci pfes nejriznéjsi chemické procesy a u skladovani
zadané tekutiny konce. Tento lahodny alkoholicky nédpoj v sob& ukryvd velmi pestrou smésici
nejrazngjsich organickych sloucenin, které musi byt navzajem sladéné v dokonalou harmonii.
Mnozstvi a ucinek vSech senzoricky aktivnich latek ve viné byvd hodnoceno odbornymi
posudky tzv. degustitorskymi zkouSkami.

Pro zptesnéni informaci o kvalit¢ a mnoZstvi tékavych sloZzek ve viné se staly
nezastupitelnym pomocnikem analytické metody, jejichz vyznam vzrostl v poslednich
desetiletich. Diky nim jsme dnes schopni s urcitou piesnosti stanovit Sirokou Skdlu latek
s pozadovanou citlivosti. Z diivodu nizkych koncentraci sledovanych substanci a s ohledem
na slozitost analyzované tekutiny, je dulezité vybrat vhodnou metodu zakoncentrovani analyti,
za kterou nésleduje uc¢innd metoda separace a ukoncenou pozadovanou formou detekce.

Cilem predkladané diplomové prace je v prvni fadé uvedeni do problematiky
pfitomnosti senzoricky aktivnich latek v potravindch. Naésledujici stat€¢ zhodnocuji
nejpouzivanéjsi techniky analyzy derivatd furanu ve ving.

V dalsi Casti je priace zaméfena na vyvoj metody udpravu vzorku pro analyzu
vybranych tékavych sloucenin a naslednému stanoveni pomoci plynové chromatografie ve

spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC/MS).



2. TEORETICKA CAST

2.1 Vyskyt senzoricky aktivnich latek v potravinach

Dilezitou soucasti kazdé potraviny jsou senzoricky aktivni latky (SAL) putsobici
na naSe smyslové receptory. Z obecného hlediska se jednd o systém pocitkl, které vnimame
vSemi smysly, tedy ¢ichem (olfaktometrické), chuti (gustrativni), zrakem (vizuéln{) ¢i hmatem
(haptické). Prostfednictvim téchto schopnosti miiZzeme tak rozpozndvat jednotlivé
organoleptické vlastnosti potravin tykajici se vuné, chuti, barvy nebo textury. Ziskany
celkovy dojem z pochutiny je nepostradatelnym parametrem pfispivajicim k zdjmu zakaznika
o findlni vyrobek, a to jiZ pfi prvnim kontaktu. Podle piivodu 1ze SAL rozdé&lit do dvou skupin.

Primarni SAL byvaji produkty prvotnich metabolismu. Jejich rozmanitost a mnozstvi
zéavisi na dispozicich daného organismu. V rostlinné iSi maji velkou zasluhu vnéjsi vlivy,
Jednd se o zemépisnou lokalitu, stiii, vegetacni stupen, dobu sklizné ¢i dalsi environmentalni
faktory tykajici se dostacujici vlahy, padnich Zivin, svétla, tepla apod.

Druhou skupinou jsou sekundarni SAL, které se vyskytuji na pocatku dpravy pokrmu
ve vézané, netdkavé podob& nebo ve formé& prekurzoru'. Vlastni vznik pak souvisi
s technologii vyrobniho procesu, jenZ usnadiiuje ptsobeni endogennich enzymatickych ci
neenzymatickych reakei bilkovin, tukti ¢i sacharidli. Na tvorbé a uvolnovani SAL se z velké
miry podili vlivy béhem skladovani: vlhkost, teplota, vystaveni slune¢nimu svitu apod.

V pritbéhu technologického postupu probihaji vyznamné biochemické procesy (napt.:
kvaseni), pfipadn€ zpracovani za vys$i teploty (peCeni a smazeni). Timto zdsahem jsou
v potravindch podporovany piedevsim reakce autokatalyzacni a Maillardova (odst. 1.2.1.).

Obdobnym zptisobem bychom mohli rozd€lit i vznik zbarveni a textury produktu.[1,2]

2.1.1 Aromatické latky v potravinach

Skupina latek, plsobici na naSe cichové a chutové receptory, byvd oznacovana
souhrnnym ndzvem aroma, piestoZe v nich jsou znacné rozdily. Vonné latky maji tékavy
charakter, zpravidla jsou mélo poldarnimi nebo nepoldrnimi a ve vodé omezené rozpustné.

Naproti tomu chutové latky jsou vesmés netékavé, ve vodeé dobie rozpustné, poldrni

1 . . N cs 2 : . Z o v s
Prekurzor = vychozi sloucenina poskytujici vlivem chemické reakce specifickou slou¢eninu



slouCeniny. Jistou hranici mezi témito dvéma skupinami jsou aromatické latky ovliviujici
zaroven nase chutové a ¢ichové smysly.

Bézné se v potravinach vyskytuje n€kolik set nejraznéjsich vonnych latek, ovSem fada
znich se na tvorbé vlastniho aroma nepodili. V ojedinélych piipadech miize byt ze viini
zodpovédnd jedna nebo nékolik malo substanci s typickou viini pro dany produkt, tzv. klicova
slozka viné (napf. geraniol v muskdtovém ofiSku). Nutno podotknout, Ze tckavé latky
v potravindch nemusi byt jen piijemné voniciho charakteru. V mnoha piipadech tak zalezi
pfedevSim na subjektivnim posouzeni. Mezi nejvyznamnéjSi primarni tékavé latky
v potravindch fadime terpeny, jejichZ stavebni jednotkou je isopren [3].

Béhem celého vyrobniho postupu vznikaji latky sekundérni, na jejichZ tvorbu maji
velky vliv fermentacni, degradacni, oxidani a termicky podporované procesy (napi.:
Maillardova reakce).

Vsechny vySe popsané druhy aromat musi byt v kone¢né fazi v dokonalé vyvazZenosti,
aby dany produkt nejenZe odpovidal piislusné normé, ale aby se stal I pfedmétem zdjmu
kupujiciho zdkaznika v bézném obchod¢. Na dokonalém harmonickém souznéni vSech

aromatickych latek je zavisly i trh s vinem.

2.1.2 Maillardova reakce

Maillardova reakce (MR) byla uz v 60. letech minulého stoleti uznana za jednu
z klicovych cest k ziskani typického aroma potravin [4]. Produkty reakce ddvaji potravindm
ldkavéjsi vzhled, charakteristickou chut’ i vini. Diky jejimu pisobeni ma napiiklad pivo svou
typicky zlatavou barvu; pefené ¢i smazené pochutiny ziskdvaji své charakteristické aroma i
hnédé zbarveni. Odtud také pochdzi oznaceni — reakce neenzymatického hnédnuti.

J. E. Hodge v roce 1953 rozd¢lil reakci do nékolika skupin podle barvy produktd a
absorbovani UV paprski (dle Schéma 1.).

1. Pocatecni stav: Bezbarvy produkt, bez absorpce v UV oblasti (asi 280nm)
Reakce A: Reakce sacharidl s aminoslouc¢eninami
Reakce B:  Amadoriho pfesmyk

2. Mezistupent: Produkty bezbarvy nebo Zluty se silnou absorpci v UV oblasti
Reakce C: Dehydratace cukru

Reakce D:  Fragmentace cukru



Reakce E:  Degradace aminokyselin (Streckerova degradace)

3. Koncovy stupen: Produkty velmi zbarvené

Reakce F:  Aldolova kondenzace
Reakce G: Kondenzace aldehydii s AMS a tvorba heterocyklickych sloucenin
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Schéma I: Neenzymatické hnédnuti na zakladé Hodgeova rozdéleni."

Z chemického hlediska se jednd o nepfeberny soubor neenzymatickych reakci, pfi

nichZ spolu interaguji redukujici sacharidy (glukéza, maltéza, xyldza atd.) a aminoslouceniny

"Redukton = slougenina obsahujici endiolové slupiny stabilizované mezomerrnimi stavy a vodikovymi muistky.

Jsou to velice silna redukéni &inidlo, silné kyseliny. Casto odvozované od sacharidii. Napf. askorbovou kyselinu .



z bilkovin. Predev§im se jednd o reakce a- a e-aminoskupiny volnych aminokyselin
(uproteini a peptidi N-koncové a-aminoskupiny). Produktem reakce produkuje
N-substituovany glykosylamin z néhoz prfesmykem a dehydrataci vznikne S-furfural a dalsi
jeho derivaty; hydroxyketony a dikarbonylové slouceniny.

Dal$im krokem je vznik iminQ tzv. Schiffovych bazi, které v kyselém prostiedi
vlivem Amadoriho pfesmyku pfechdzi na 1-amino-1-deoxy-2-ketosu (Schéma II.), ktera
ucinkem teploty pfechdzi v keto-enol tautomery. Ta miiZze tvofit dvé fady izomert, jeZ jsou
dalezitymi meziprodukty MR [5].

Vzniklé Schiffovvé baze ddle postupné ztrdci imino skupinu a tfi molekuly vody.
Tato reakeni cesta se také nazyva jako ,;reakce furfuralu®, ptfi niz jako hlavni produkt vznika
déle reaguje s ptfitomnymi AMK, vznikaji tak kone¢né fazi produkty zodpovédné za zbarveni
vyrobku [6].

Nésleduje Streckerova degradace aminokyselin (AMK). Tato cesta vede ke vzniku

aldehydt, a-aminoketonti a aminoalkohol béhem dekarboxylace a deaminace AMK.

RNH RN RJ\|1 H R'ﬂ‘ H Rbl.l H RNH

. | ! CH , ,
i CHOH CH CH ] CH CH,

| +RNH, | -H,0 | | +H"* CHOH -H* J

(CHOH),  — ™ cHoH o ‘4"' (CHOH), > (CHOH),_, 0 : — = COH > O
- i - T
(CHOH),, Y .
CH,0H CH,0H CH,OH CH ! e (CHOM),_, (CHOH),-,
v alaeha;\iiociaé formé aalieog: SRR CH,OH CHOH CH,OH CH,OH
N-substimuve.njr kation Shiffova enol-forma keto-forma
glykosylamin bize M-substituovang 1-amino-2-deoy-2-ketosy

Schéma II: Maillardova reakce (vznik N-substituovaného glykosylaminu a produktu

Amadoriho pfesmyku: N-substitutuovany 1-amino-2-deoxy-2-ketosa)

2.1.2.1  Vlivy podporujici Maillardovu reakci a vznik produktu

Hlavnimi vlivy podporujici MR jsou: zvySend teplota, doba reakce (potazmo zptisob
skladovéani), pH prostfedi, aktivita vody, mnoZstvi a dostupnost reaktanti apod. JiZ pfii
pokojové teplot€ se tvoii velmi reaktivni slouCeniny, které reaguji s dalSimi komponenty, napft.
s aminy, AMK, aldehydy, sirovodikem a amoniakem. Pravé tyto interakce jsou velice dulezité
pro vznik sekundarnich SAL — heterocykli: pyrazinl, pyrroll, furanli, oxazold, thiazoli a

thiofenolt (Schéma III.).



V piipad¢, Ze budeme pii piipravé pochutiny dédle zvySovat teplotu, bude MR
prechdzet v karamelizaci. Velmi dtleZitou roli zde hraje i hodnota pH. Optimalni podminky
pro MR jsou pii teploté¢ nad 50 °C a kyselejsi pH 4-7. Naproti tomu karamelizace vyzaduje
vy$si teplotu (nad 130 °C ) a pH 9-3. Tvorba kone¢nych produktl je tak z4visld na tom, ktery
z Ciniteld bude prevazovat [7]. V konec¢né fazi reakce miZe dochédzet az ke vzniku tmavého
zbarveni, kdy z findlni produkty jsou vysoko polymerni pigmenty, tzv. melanoidiny.

Jednotlivé charakteristiky a vlivy na MR byly rozebrdny v mnohych odbornych
publikacich a monografiich [8-10].

Nevyhodou procesu MR je i fakt, Ze davd také moZnost vzniku velmi toxickych latek
napt. neurotoxicky akrylamid ¢i cytotoxicky 5-hydroxymetylfurfural. Z toho diivodu byvaji
obsahy né¢kterych nox striktné monitorovany. V poslednich letech byl zkouman fyziologicky i
vyznam produkti in-vivo ve vztahu k diabetickym a kardiovaskuldrnim onemocnénim.
Vysledky testli prokazaly jasnou souvislost s jejich piitomnosti ve straveé [11].

VSechny zminéné skupiny produktti pfispivaji k typickému aroma potravin, napf.

peceného masa, cokolddy nebo pronikavému aroma prazené kavy [12,13].
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Schéma III: Mezistupeit MR pro vznik melanoidinii a karbonylovych slou¢enin



Z vySe uvedenych udaji vyplyva, Ze celkovy popis Maillardovy reakce je natolik
slozity, Ze by to pfesdhlo rdmec diplomové price. Navic vétSina reakénich mechanismil a
tvorba produktli neni dodnes zcela objasnéna. Z toho divodu se zde omezim pouze na tento
zevrubny popis reakce vedouci ke vzniku sekundarnich SAL, pficemz hlavni pozornost dile
bude vénovdna tckavym furanovym derivatim, které tvoii jednou z klicovych slozek

pfi hodnoceni kvality vina.



2.2 Vino a jeho charakteristika

K docenéni kvality vSech slozek nejstarStho kulturniho ndpoje je zapotfebi nejen
odbornych popisii zprosttedkovanych vjemd, ale i hlubsi proniknuti do spektra latek, které
jsou mnoZzstvi vyvolanych pozitki zodpovédné. Jednotlivé charakteristiky vina se 1i$i odridou
révy vinné (Vitis vinifera), stupném zralosti a technologii zpracovani (kvaSeni, zrani).

V porovnani s ostatnimi kvasenymi ndpoji, jsou vina kyselejsi povahy (pH 2,7-3,8),
maji relativné vysoky obsah alkoholu, jehoZ koncentrace zdvisi na stupni fermentace nebo
pfipadném ,,dolihovéni.“ U klasickych tichych vin se obsah ethanolu pohybuje v rozmezi 8,5—
15%. Pro likérova, aromatizovand vina nabyva vyssi hodnoty, kolem 14-22%. Mnozstvi lihu
v ndpoji ma velky vliv na intenzitu vysledného aroma. [12, 14].

Termin aroma se (dle Clarke R. J. 2004) nej¢astéji pouzivd k popisu vini ziskanych
z hroznt, tedy béhem zrani na vinicich. Zato pojem buket oznacuje soubor vSech vini, jeZ

vino ziskdva az béhem vyrobni technologie, pfipadné ndsledného zrani [15].

2.2.1 T¥idéni vina

Vina se daji rozliSovat podle n€kolika klasifikaci. Zdkladni €lenéni je podle druhu a
kvality na vina tichd, Sumiva a vina origindlni certifikace.

Skupina tichych vin zahrnuje vina stolni, zemskd, jakostni (jakostni odridové, jakostni
znamkové), s piivlastkem (kabinetni vino, pozdni sbér, vybér z hroznii, vybér z bobuli, vybér
z cibéb, ledové a slamové vino). Podle zbytkové cukernatosti lze ticha vina délit na sucha,
polosuchd, polosladka a sladkd (Tabulka I.). Své Clenéni maji i Sumiva vina [12].

Cisté pifrodni vina jsou specidlné vyrobené druhy (bez chemického zdsahu). Do této
kategorie ndlezi vina meSni a koSer, jejichZz vyroba je sledovand pfisluSnymi cirkevnimi
institucemi. Mezi dal§Simi bychom mohli najit i vina aromatizovana ¢i likérovd spadajici do

skupiny fortifikovananych. Pfesnou taxonomii vin 1ze dohledat ¢eské legislative [17].

. Obsah zbytkového
Druh vina cukru [g.l'l]
suché do 4,0
polosuché 4,1 -12
polosladké 12,1 -45
sladké min. 45

Tabulka I: Rozd¢leni vin podle zbytkového cukru




2.2.2 Fortifikovana vina

Fortifikovana neboli dolihovand vina hraji ve vinaifském svété nepostradatelnou roli.
Jednd se pfitom o specidlni postup vinifikace, kdy se na zacatku (tzv. mutage), v pribchu
kvaSeni (Casné dolihovani) nebo aZ na konci fermentace (pozdni fortifikace) ptfidiva do
rmutu’™ vysokoprocentni etanol (70 a% 80%) vyrobeného z mistnich vin — vinovice nebo
brendy.

Do skupiny piirodnich fortifikovanych vin se etanol ptidava pifimo do kvasiciho mostu,
a to ve chvili, kdy hladina zbytkového cukru dosdhne koncentrace 90 g.l'l. Zpravidla se
dolihovavd na 16 az 22 %. Pritomné kvasinky pii tak vysoké koncentraci alkoholu nemaji
vhodné podminky pro svou existenci, ¢imZ je jejich Cinnost pfemény cukru na etanol zastavi.

Druhou skupinou jsou vina aromatizovand. Do nich se krom¢ alkoholu ptidavaji i
ruznd aditiva prispivajici ke zvyraznéni poZadovanych vlastnosti konecnych produktt. Jedna
se pfitom o legislativou povolena dochucovadla, vytazky z riznych koteni, ovocné plody,
barviva apod. Pro doslazeni nebo zahusténi se do nékterych druhti navic pridava glukéza, piip.
sacharéza. Vlivem tohoto zdsahu se zaruCuje moznost utvareni novych aromatickych latek,
jejichz tvorba je umocnéna v nasledném zrani. [12].

Dulezité je téZ poznamenat, Ze vSechny kategorie dolihovanych vin typu Madeira,
Porto jsou velmi bohaté na cukry (nad 25 g.1") a béhem vyrobni technologie jsou vystaveny

zvysené teploté.

2.2.3 Hlavni druhy fortifikovanych vin

Mezi hlavni zéastupce fortifikovanych vin fadime vina portskd (z oblasti kolem
portugalské feky Doura), sherry (klasické Spané¢lské vino), madeira (svétozndmé portugalské
vino), malaga (ze Spanélského mésta Magala) ¢i francouzské doux naturels.

V naSich zemépisnych §itkdch neni tvorba dolihovanych vin aZz tak rozSitena. Mezi
jinymi zde miiZeme najit velice oblibend moravskd vina typu zlatavé Zlutého likérového
Mistella de Muscat, Saler, Auerav kif7 ¢i dezertni Porta pannonica.

Klasickym piikladem aromatizovaného vina je vermut, do néhoz se s alkoholem

pridavaji 1 extrakty z pelynku, vanilky a dalSich bylinek.

ut T 4 4 s ‘- . _
Rmut — rozmélnéné bobule révy vinné, které jsou pfipraveny ke kvaSeni



Jak jiz bylo uvedeno, technologie vyroby fortifikovanych vin se li§i od vyroby
klasickych nejen pfidavanim ethanolu ale i zptsobem jejich zrani a skladovéni. Stdvek J.
(2005) se ve své knize zabyva vyrobou nejvyznamnéjSich fortifikovanych vin, které jsou

nositeli charakteristickych aromat [18].

2.2.3.1 Portské vino

Produkce pravych portskych vin je zalozend na nejstarSim zplsobu vyroby
v portugalské oblasti regionu Douro a Minho. Vyrobni technologie za¢ind rozmélnénim
bobuli pomoci mechanickych stroji. U téch nejkvalitnéjSich vin se dodnes pouziva
nckolikahodinové noZni Slapdni v kamennych vandch — lagares. Nésledujicim krokem je
klidova faze, kterd je dilezitd pro rozvoj kvasinek. Vlastni nastartovani fermentacniho
procesu zacind po 24 — 36 hodinach od sbéru pfii vyssi teploté (az 32 °C).

Stupent vykvaseni je zde bran jako funkce provozni teploty, mnoZstvi cukru a hustoty
vzniklého alkoholu. Souhrnnd analyza téchto parametrti napovi, kdy je mozno do kvasicitho
pridat mostu destilat (na 440 litrG vina se pfidava pfiblizné 110 litra destilatu). Dolihovanim
vina se ukonéi proces kvaSeni a zacind faze zrani. Portské ziskdva svou sladkost
z nezkvasenych cukr v moStu, narozdil od sherry, které se doslazuje hroznovym
koncentritem. Tekutina je ndslednd &ifena, scelovdna'” a plnéna do mensich dubovych sudi
(550 1), kde ,,odpociva“ desitky az stovky let pfi teplotich rovnajicich se venkovnimu
prostiedi (v letnich mésicich kolem 30-45 °C). Zména barvy vina jde od fialové Cervené az

po hnédou. Cely postup vyroby je v dneSni dobé uskute¢nén modernich provozovnich

s nerezovymi vinifikétory [18].

2.2.3.2  Spanélské Sherry

Z oblasti Spanélska pochazi klasické, jantarové zbarvené sherry. Jednd se o vino suché
nebo polosuché, vyjimecné sladké, které bylo fortifikovdno aZ po ukonceni kvaSeni.
Pro ziskani typického ,,sherry-aroma‘ se do vina ptiddvaji kvasinky celedi Saccharomycea.
Nejvyznamnéj$imi z nich, Saccharomyces beticus, ma navic tu vlastnost, Ze po odumfieni

vytvoii tenkou blanku na hladin€ vina, kterd se oznacuje jako sherry-flor.

v PP f . ol Ly _ .
Scelovéni vin — miseni dvou nebo vice odridovych vin, za dc¢elem zlepSeni kvality
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Vyrobni technologie sherry se od portskych vyrazné 1i§i. Sesbirané bobule jsou
nejprve suSeny 10-21 dni na pfimém slunci. Tim se v nich zvysi cukernatost, zatimco obsah
kyseliny jablecné a taninu se snizuje. Teprve pak jsou seschlé bobule rozmélnény na rmut,
do kterého se ptiddvd malé mnoZstvi sadry, kvuli jednak vysrdZeni malych krystalkd vinanu
draselného a naopak se zvySenim obsah kyseliny vinné. Pro vyrobu budouciho sherry se jima
prvni frakce jemného stlaceni z lisu.

Rmut se moderné plni do ocelovych tankt (40000 1), ve kterych se nechdva kvasit
n¢kolik mésich pii teploté 24-30 °C. Teprve po fermentaci se vino fortifikuje na 15% - 17%
(podle kvality) a je plnéno do sudil z amerického dubu do 2/3 objemu (600 1). Dals§im krokem

je ptemisténi do tzv. solery (Obr. 1).

ZAKI.ADNI VINO

l SUDY S NEJMLADSIM
09

&)
POo9®

l

SUDY y
o NEJSTARSIM
VINEM

Y

Obr. 1: Systém solera (¢ast vyrobni technologie sherry-vin) [19]
Jedna se o soustavu, v nichz vino zraje. Dumyslnym postupem piecerpavani a fedénim

starSimi roCniky s mladS$imi si vino ziskava své typické nezaménitelné aroma. Z posledniho

sudu se odebere 1/5 objemu a doplni ndplni predchoziho. Ten se doplni obsahem 3. sudu vina
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od konce, a tak to se pokracuje ddle. Vino takto zpracované se k zdkaznikovi dostdva nejdiive
po pétiletém ,,zrani* [18].

Systém solera ma striktné stanovené podminky, pii nichZ se cely postup provadi.
Jedna se predevsim o optimdlni pH tekutiny (2,8 — 3,5) a teplotu, kterd se udrzuje v mezi 16 —
26 °C. Piihodné podminky umoziiuji pisobeni kvasinek a tvorbu flor-blany. Flor ovliviiuje
sherry tim, Ze pfeménuje zbytkovy cukry, déle snizuje hladinu glycerinu a tékavych kyselin.

Naopak vSak zna¢né zvysSuje mnozstvi esterti a aldehydt.

2.2.3.3 Madeira

Vyznamnym celosvétovym producentem fortifikovanych vin je Portugalsko se svou
Madeirou. Nutnost do vina piidavat ethanol, a tim i vino zakonzervovat, se stala pfedmétem
z4jmu jiz davnych moteplavct, ktefi se pfi svych plavbach obcerstvovali touto lahodnou
tekutinou.

Brzy se taky ukdzalo, Ze zvySend teplota a dlouhé plavby vinu neSkodi, ale spiSe
naopak pfispivd k vytvofeni vina vysoké kvality. Madeirské vino se dolihovdvd aZ po
vykvaseni. Technologie vyroby je zalozena na zplsobu prvotniho zrani, kdy se vino zahtiva
na teplotu 45 — 50 °C v estufasach" po dobu Sesti mé&sici za piistup vzduchu. Vino tak ziskd
své typické znaky, zndmé jako madeirské tony. Tento proces ,,stafeni* vina je kontrolovan
vladou piislusné zemé&. V nésledujicim kroku je vino dolihovadno na 18 — 25% a dle potieby
doslazeno na poZzadovanou hodnotu cukernatosti.

Vina stocend do dubovych sudli jsou ponechdny ve sklepich pii teplot¢ 35 °C
minimalné tfi roky [20]. Béhem stanovené doby se ve viné rozvinou vSechna klasickd aromata

[21].

2.2.3.4 Ceské fortifikované vino — Mistelle de Muscat

Mistelle de Muscat je piiklad &eského dolihovaného vina typu cuvée" . Zdklad vina je
tvofen odriidou Moravsky muskat smiSeny s Veltlinskym zelenym. Pomér obou mosti je

volen tak, aby si vysledny lahodny ndpoj zachoval muskitové aroma s vy$§im obsahem

kyselin. Fortifikace se uskuteciiuje béhem nekolika hodin v raném stadiu kvaSeni. Nasledné je

v o . < ve s
Estufas — tradi¢ni sklep nebo komora, kde se vino po delsi dobu zahtiva.

\ c . . - wo o ol
Cuvée — vina vyrobend ze smiSenych mosti rliznych odrid vinné révy

12



vino sticeno do malych dubovych nebo akdtovych soudkil, bez ptedchozi filtrace. V nich
zraje nejméné dva roky. Viné vina je komplexni, aroma je intenzivné ovocné (po vyzralych
hroznech aZ rozinkach) ptijemn¢ pikantni po akdtovém dieve, s espritem pylu lucnich kvéti a
kvetouci lipy. Chut je origindlni, kulatd, medové¢ naslddld, jemné ostrd a s mckkymi

trislovinami dubového sudu [18].
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2.2.4 Derivaty furanu a jejich vliv na vini vina

Jedna z moZnosti vzniku derivati furant ve viné souvisi s jiz zminénou Maillardovou
reakci. Jeji mechanismus je navic umociiovan podminkami, které v pribéhu vinifikace mohou
nastat. Jednd se predevSim o procesy probihajici u vin s vysSi cukernatosti, kterd jsou
vystavena zvySené teploté¢ bud’ béhem upravy (termovinofikace, ptfipadné vysokoteplotni
lahvovani) nebo béhem dlouhém vyzravéani za ptthodnych podminek [22].

Latky tohoto typu, byvaji v ptipad¢ degustitorskych zkouSkach kladn€¢ hodnoceny.
Aromata vin obsahujici furany byvaji popisovdna jako o ofechovd, kofencénd, kdvova,
karamelova ¢i s madeirskymi tény. Koncentrace nékterych furanovych derivati ndm miZze

prozradit informace o zptisobu naklddani s vinem, stupni vyzrani nebo stéii atd. [23].

2.2.4.1 Chemicky popis furanu a laktonu

Vsechny zkoumané latky spadaji do kategorie heterocykli, jejichz zdklad tvoii furan
(Obr. 2a). Na ném mohou byt v polohach 2-, 3-, 4-, 5- navazané rtzné funkcni skupiny.
Ve viné muzeme najit napt. furfural, 5-hydroxymetylfurfural (2b), 3-furanmetanol (2c),
5-methyl-2-furaldehyd (2d), 2-hydroxymethylfuran apod. V¢étSina znich je ve vySSich
koncentracich toxickd, pfi¢emz hladiny 5-furfuralu a 5-hydroxymethylfurfuralu je ze zédkona

kontrolovéna, napt. v medu [24].

4 3 0 __
4)

1

(a) (b) (©)

Obr. 2: Furan (a) a jeho n€které derivaty: S-hydroxymetylfurfural (b),
3-furanmethanol (c), 5-methyl-2-furaldehyd (d)

Furanu pfibuzné laktony jsou vnitini estery hydroxykarboxylovych Kkyselin
v cyklickém usporaddni. Vznikaji odSt€penim vody z nékterych organickych hydroxykyselin
(Schéma IV). Jednotlivé laktony rozliSujeme podle vzdalenosti hydroxylové skupiny

v prislusné hydroxykyselin¢ a oznacujeme feckymi pismeny a-, B-, y-, 0-.
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Schéma IV: Vznik y- butyrolaktonu vnitini esterifikaci 4-hydroxybutanové kyseliny

V literatuie jsou Casto y-laktony popisovany jako derivaty furanu, nebot’ se za zdklad
bere furanovy kruh. Z hlediska termodynamiky jsou stdlejsi péticlenné cykly nad
Sesti¢lennymi [25].

Z laktont, které vytvarejici aroma dolihovanych vin, bychom mohli zminit furan-2-on
(Obr. 4a), 4,5-dimethyl-3-hydroxy-2,5-dihydrofuran-2-on (4b), nebo klasicky sherry lakton
[26] (5-0x0-4-hexanoliden — soleron) (4¢).

_/ 9\/@ H3HH >_<:-}://|_,{]
\WJ HyC N 0 A
(a) (b) (©

Obr. 4: Ne&které vyznamné laktony ve vin€ furan-2-on (a), 4,5-dimethyl-3-hydroxy-2,5-

dihydrofuran-2-one (b), soleron (c)

2.2.5 Prehled zkoumanych latek ve viné

Vvoev

chemickych sloucenin se predklddana prace zabyva niZze uvedenymi derivaty, které rozli¢nou
mérou prispivaji k pozitivné ¢i negativné ladénym vinim findlniho produktu. Sledované latky
jsou:  3-hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on (Sotolon), 2-furfurylalkohol (2-FF-OH)
2-furfural (2-FF), 5-(hydroxymetyl)furfural (5-HMF), a 4-Karbethoxybutyrolakton (4-COBL).

Kromé¢ jejich vyznamnéjSich vlastnosti zde také budou nastinény moZné chemické cesty

vzniku.
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2.2.5.1 Sotolon

Sotolon (3-hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on) je lakton (Obr. 5.) byvd oznaCovan
jako klicova latka podilejici se na aroma starSich, pfedevsim fortifikovanych vin. Z divodu
jeho velkého tcinku na aroma vina, budou jeho vlastnosti podrobnéji rozebrany. Kromé vina

se hojné€ nachdzi v mnoha dalSich potravinéach [22, 27].

o O

HO

Obr. 5: Racionalni vzorec sotolonu

Z tyzikélniho hlediska se jednd o t€kavou latku, s teplotou tdni 35 °C a varu 184 °C.
Je dobfe rozpustnd v poldrnich rozpoustédlech, jeji molekulovd hmotnost je 128 g/mol a
z hlediska toxicity ji fadime k latkdm drazdivym. Ma typicky pronikavy zdpach s velmi
nizkym prahem vnimani.

Clarke J. (2004) popisuje prahové koncentrace, od kterych je moZzno slouc¢eninu v daném
prostiedi kvalitativné smysly rozpoznat. Rozptylenou litku ve vzduchu o koncentraci 0,01 —
0,20 pg.m™ vnimd &ichovy receptor jako negativni viem. Ve vodé se koncentrace pachového
vnimdni pohybuje o n&co vyse, kolem 20 ug.m™ (ppb). Abychom docilili pf{jemné viing, musi
koncentrace sotolonu ve vodé klesnout na 1 — 5 pug.m™ (ppb). Pfi tomto mnoZstvi byla
popsdna aromata typu: pripdlend, kofenénd (kari), vla§sko-ofiSkova, ofiSkova ¢i sladkd [15].
Minimalni koncentraci 10 pg.m™ latky jako prah vniméni zmitiuje i Pham T.T. (1995) a dalsi
autoti [28, 29]. Nutno podotknout, Ze vysledné mnozstvi slouCeniny ve vin¢ byva zavislé na
typu vina, postupu vyroby, dobé a procesu stirnuti i na podnebi jednotlivych vinatskych
regiond [30].

Pfitomnost sotolonu ve vin¢ byla poprvé zaznamendna ve Spanélském sherry
vroce 1976. Nésledné bylo realizovdno nepfeberné mnozstvi analyz k dikazu pfitomnosti
latky i v dalSich vinech — ve francouzském Jura, v Portském, Tokajském ¢i ve vinech z hroznt
infikovanych plisni Sedou (Botrytis cinerea) [31-35].

Ve studii sotolonu Martina B. a kol. (1992) byla zjiSténa korelace mezi mnoZstvim

sotolonu a zavislosti na stafi portskych vin, potazmo skladovani za oxidativnich podminek.
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Vysoky korelacni koeficient (R> 0,95) jasné€ prokdzal piimo umérnou zavislost. Do budoucna
by se tak sotolon mohl stat dal$im z ukazatell stafi a kvality vina [36].

O vzniku 3-hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-onu se dodnes vedou nescetné diskuse.
Bylo prokazano, Ze zvySend cukernatost ve vin¢ piimo souvisi s koncentraci sotolonu
v kone¢ném produktu. Jednou z moznosti je Maillardova reakce (viz. odst. 2.2.2.), jejiz
mechanismus je postaven na reakcich reduktivnich cukri s aminokyselinami za zvySené
teploty nebo dlouhodobym vyzranim [37].

N¢ekteré hypotézy uptednostiiuji tvorbu sotolonu z a-ketomdselné kyseliny a
acetaldehydu pfi teploté 24 °C a nizkém pH. Pham T. T. navrhuje mechanismus vzniku ve
francouzském viné Vin Jaune. Ke generovani aminokyselin z bilkovin dochdzi v duasledku
autokatalyzy kvasinek béhem zrani. Kyselina a-ketomdselnd vznika deaminaci L-threoninu a

ten ddle reaguje s acetaldehydem na kone¢ny produkt (Schéma V). [38, 39].

Threcnin deaminiza

CH,CH?HCOOH _\._. CH,CH,COCO0H r 3
( H

OHNH, a-ketobutanova kyselina | (I: 3 [

) ﬁ—_%HﬁHCHCOCOOH b

L-threonin I o I

CH,CHO L S

acetaldehyd Aldolova kondenzace

cyklizace
!
CH,—C—C_OH cn,—c—-—-C=O
R g Sy
CHy— ‘\O/C—O He= '\0/ =
H

satolon

Schéma V: Vznik sotolonu reakci a-ketoméselné kyseliny a acetaldehydu

Blank I. (1996) se zamé¢fil na tvorbu sotolonu z 4-hydroxy-L-isoleucinu (HIL) jako
prekurzoru. Vlivem niz§iho pH a tepeln€ indukované oxidativni deaminace (Schéma VI)
vznikd 3-amino-4,5-dimethyl-3,4-dihydro-2(5H)-furanon, jenz dale reaguje

s a-ketoaldehydem na vysledny sotolon [40].
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Schéma VI: Vznik sotolonu z 4-hydroxy-L-isoleucinu

2.2.5.2 2-furfural a 5-(hydroxymetyl)furfural

Dalsi dva analyzované derivaty furant (Obr. 6.) jsou zavislé op€t na procesu vinifikace a
nasledném skladovani za vySsich teplot (MR). K jejichZ tvorbé rovnéz prispiva opét zvySeny
obsah sacharidli a aminosloucenin.

Informace o pifitomnosti a koncentraci 2-FF a 5S-HMF v potravindch ma velky vyznam
zejména z hlediska Skodlivého pisobeni. Proto je jejich pohyb v potravinovém fetézci
kontrolovdan. Ob¢ litky se hojn€ vyskytuji v tepelné upravenych potravindch, napt. v

suSenkdch, pecivu, marmel4dé, ceredliich, vin¢ a medu [41].

/I N\ 0 O
\
"X Ho T Yo
(a) (b)

Obr. 6: Raciondlni vzorce 2-furfural (a) a 5-hydroxymethylfurfural (b)

Tvorba 2-FF (Mr = 96 g.mol', T, = 31 °C) byvé &asto odvozend od péti¢lennych
polysacharidli (pentosanti). Bylo prokdzano, Ze zrani vina v novych dubovych sudech mélo
pozitivnéjsi vliv na jeho tvorbu nez ve starSich. Furfural je vysoce reaktivni latka a ve vySSich
koncentracich Zivotu nebezpecnd. Spolecnost EPA (2006) ho hodnoti jako kancerogenni a
genotoxicky s Lpso = 60,5 g.kg™' (ordln& potkan) [42,43].

Podobné je to i s 5-HMF (Mr= 126 g.mol™), jehoZ cesty vzniku byvaji odvozené jako
produkty hexosanti, piipadné dehydrataci ketopentos v kyselém prostfedi nebo za zvySené
teploty (Schéma VI.). Codex Alimentarius (EU Directive 110/2001) uddavd maximdlni
mnozstvi 5S-HMF v medu, které stanovuje na 40 mg.kg'1 a v jablecném dzusu 50 mg.kg'l. Pro

dalsi potraviny jiz maximdlni pfipustnd mnoZstvi nebyla doposud stanovena [44].

18



K K e e e
oo 2o £ om0 70 o AN
i +Ho ¢ +H,0 £H,0
:'xl R A & L2 e 1" - i
'f (OH) 1,2 route ?H(OH! CIJI-MOH) H(OH)

5-HMF
CH(OH) CH(OH) CH(OH) CHIOH) ;
| | | ‘I:'-ROH] I + amino l Jrlan‘uno_
Slouéenina 1,2-enediol 3-deoxyhexosan \iouéeumy i
z Amadoriho piesmyku MELANOIDINY

Schéma VI: Vznik 5-(hydroxymetyl)furfuralu pii Maillardovy reakci[4]

Jednoznacné bylo prokazano, ze 5-HMF je cytotoxicky, mutagenni, kancerogenni a

genotoxicky [ 45, 46].

2.2.5.3 2-furfurylalkohol, 4-karbethoxybutyrolakton

Posledni zkoumané latky, 2-FF-OH a 4-COBL, byvaji opét oznacovany jako produkty

MR. Jejich vliv na vysledné aroma vina je vyrazné mensi v porovnani s ostatnimi derivaty.

D\@)kaﬁ Lo

(1) (2.)
Obr. 7: 4-karbethoxybutyrolakton (1.) a 2-furfurylalkohol (2.)
2-FF-OH je vyznamny i z hlediska toxicity. Ve vétSim mnozstvi je kancerogenni.
Podle Merck indexu LDsg p.o. pro krysy 275 mg/kg. Samotnd tekutina ma hotkou chut’, slaby

zapach po spalenin€. Ve vodé je rozpustnd, ale nesdld. Snadno se rozpousti v ethanolu a

etheru [47].

19



2.3 Kriticky pohled na zjisténi tékavych sloZek vina

Cilem analytickych studii je zjiSténi kvalitativni a/nebo kvantitativni stranky
zkoumaného subjektu. Co se vina tycCe, kvalitou rozumime souhrn vSech vlastnosti produktu,
které maji uspokojit spotiebitele. Kvantitou pak oznaujeme mnoZstvi jednotlivych latek
podilejici se na téchto vlastnostech.

Za nejstar$i metodu rozliSovani tékavych sloZzek vina byv4 oznacovédna senzoricka
analyza. Jednd se o cilevédomou c¢innost zaméfenou na vnimani podnéti vSemi smysly
(viz odst. I.). RozliSovaci schopnosti jedince byvaji ovSem ovlivnény riznymi dispozicemi,
coz ma pak za ndsledek zkresleni vysledného hodnoceni, potazmo pokles objektivity a
presnosti.

Nepostradatelnym doplitkem organoleptické analyzy jsou fyzikdlné-chemické rozbory,
které ndm s jistou ptresnosti dokdzi objektivné urcit obsah a druh zkoumanych latek. Jejich
urCitd nevyhoda vSak spoc¢ivd v tom, Ze neposkytuji celkovy obraz skutecCnosti, tykajici se

vyvazenosti, harmonie, intenzity odradového aroma apod.

2.3.1 Senzoricka analyza vina

Chceme-li naplno vnimat vSechny slozky vina, tak se nevyhneme senzorické zkousce.
Ve své podstaté se jednd o odborné testovani za ucelem zjiSténi informaci dle piislusné statni
normy. Lidé zodpovédni za ovefovani pozadovanych vlastnosti vina musi projit specidlnimi
degustatorskymi zkouskami, jejichZ smyslem je zjisténi citlivosti na rtizné smyslové podnéty
a urceni jejich prahu citlivosti respondentt. [12].

Minimdlni intenzita pisobeni byva oznaCovana jako prah poznani nebo identifikace.
Z definice vyplyva, Ze jde o minimdlni koncentraci latky schopné vyvolat vjem, z n¢hoz 1ze
rozpoznat pfitomnost latky v prostfedi. Naproti tomu podmétovy prdh ndm charakterizuje
minimalni koncentraci latky v prostiedi, pfi které dokdZeme zjistit jeji piitomnost pii srovnani
s prostfedim, které tuto latku neobsahuje. K tomu, aby se ¢lovek stal schopnym degustitorem,
je nezbytné co nejlépe rozpoznavat vSechny podnéty.

Odborné hodnoceni aroma vina by mélo probihat ve svétlé, uzaviené mistnosti
izolované od nezadouci vlivl, do kterych spadd cigaretovy a jiny kouf, vliiné kvétin, parfému
apod. K cerstvé nalité sklenici s vinem se pfiichne ptiblizn¢ tfikrdit ve zhruba

dvouminutovych intervalech.
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Prvnim pfivonénim k Cerstvé nalité sklenici se urcuje primarni aroma, které naim dobte
charakterizuje odriidu. OdrdZzi se v ném ovocné, kvétinové a rostlinné tény pochdazejici
z hroznii a mostu. Sekundarni aroma, vzniklé béhem vyroby (kvaseni nebo zrani), lze
vyhodnotit mirnym roztoceni vina ve sklenici a ndslednym opétovnym pficichnuti. Terciarni
aroma se ve vin¢ urCuje az po napiti. Pozité vino se v tstech provzdusiuje a pfes nosohltan
pak lze vnimat zbytkové viin€. Tento posledni druh vini se vytvaii aZ béhem zrani tekutiny
v sudu nebo v lahvi vlivem biochemickych a nebiochemickych procesi. Cichovou analyzou
ziskdme informace o odrtd¢ (piip. pouZitych odridach), typu vina, geografickém plvodu,
staii a hlavné o jeho zdravi. [16].

Prezentace vina a starost o n¢j ve spole€nosti ndlezi osobé zvané sommeliér (z franc.
sklepmistr, ¢iSnik). Jeho védomosti spocivaji v zazitych znalostech preciznich detailii a
testovacich technikdch, jeZz maji bezprosttedni vyznam pro uméni nabidnout k dané
ptileZitosti nevhodnéjsi vino [14, 48, 49].

Intenzita viné svédéi o jisté znadmce vyspélosti produktu, kterd je velmi zdvisld na
teploté béhem degustace a dalSich dil¢ich latkdch ve vin€ (mnozstvi etanolu, vody apod.).
Celkov¢ lze fici, Ze analyza pomoci smysla je dnes velmi perspektivni obor kontroly kvality
vina na stitni urovni.

Ucinnym pomocnikem pro jednoduchy popis aroma vina se stal i tzv. Aromaticky kruh
vina (Noble A. C. 1990). V jednotlivych soustiednych kruznicich 1ze vyhledat nejbliZsi ptivod
aroma, k nému odpovidajici vlastnost a potencidlni latku zodpovédnou za jeho vznik (Piiloha
I.). Kazdy druh vina mé sviij popisujici kruh. Diky tomu Ize tak jednodusSe a rychle ziskat

pfehled o majoritnich substancich bez nutnosti odbornych zkousek [50].
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2.4 Chemicka separace a analyza tékavych latek ve viné

Tékavé latky se ve vin¢ vyskytuji ve velmi nizké koncentraci, proto je k jejich analyze
nutno zvolit velmi citlivé metody. Z diivodu velké rozmanitosti komponent v matrici se Zadna
analyza vina neobejde bez ucinné separacni jednotky, kterou dnes ve vétSiné piipadl tvoii
plynova (GC), ptip. méné¢ casto kapalinova (LC) chromatografie.

Urcité informace o pfitomnosti ladtek ndm mohou podat postupy zalozené na analyze
odebraného plynného podilu studovaného systému bez predchozi narocné tpravy. Jedna se tu
pfedevsim o techniky head-space, nej€astéji mikroextrakei tuhou fazi (SPME) [51].

Druhy pfistup analyzy t€¢kavych komponent je izolace z vlastni kapalné slozky. Tato
¢ast v sobé zahrnuje nejcastéji pouzivanou extrakci v systému kapalina-kapalina. Jednotlivé
podminky byvaji voleny tak, aby navic dochazelo k zakoncentrovani Zadaného analytu.

ZvySeni citlivosti stanoveni se docili zafazenim vhodné detekéni techniky.
V nejjednodussich piipadech se miiZze setkat s klasickym tepelné vodivostnim detektorem
(TCD) nebo plamenové ionizacnim detektorem (FID). Tyto dva detektory byvaji soucasti
techniky pro métfeni piimého senzorického vnimani dané latky — olfaktometrie (GC-O).
Z diivodu univerzalnosti a poskytnuti co nejvice dat z jedné analyzy se stal nezastupitelnou
soucdsti vSech vyzkumnych analytickych metod hmotnostni detektor (MSD) [52].

Nejnovéjsi trendy analyzy tékavych komponent se snazi vyhovét pozadavkiim soudobé
spolecnosti, a to predevSim rychlosti, spravnosti, vysokou kvalitou a citlivosti. Za timto
ucelem bylo sestrojeno zatizeni zname jako elektronicky nos [53].

O pouziti vhodné analytické metody rozhoduji nejen vlastnosti zkoumanych substanci
ale 1 pozadavky zdkaznikii na ziskdni relevantnich dat. Nejvyznamnéj$i metody budou

v nésledujicich odstavcich vice rozvedeny.

2.4.1 Izolace tékavych sloucenin vina — extrakce

Cilem vSech analytickych metod pro pfipravu vzorkli pfed analyzou je ziskani co
nejCistsi formy analytu v dostate¢ném detekovatelném, piipadné stanovitelném mnoZstvi
pro danou instrumentéalni metodu.

Extrakéni metody lze d¢lit podle skupenstvi fizi, mezi kterymi se ustanovuje
dynamickd rovnovdha pfechodu inkriminované slozky, tedy pevnd faze — kapalina (S-L),

kapalina — kapalina (L-L), kapalina — plyn (L-G) a extrakce z kapaliny a/nebo plynu na
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pevnou latku, napf. SPME. O tom, jak moc dand latka bude ochotné pfechazet (extrahovat)
z jednoho prostfedi do druhého, ndm vypovida velikost distribu¢ni konstanty Kp (Rov. 2.1.).
V citateli byvda uvedena bud’ moldrni koncentrace latky v plynné nebo v kapalné

(organické) fazi.

— [A ]  fize

K
P [B ]vz'no

2.1

Head space je metoda, kde se ustaluje rovnovaha mezi kapalnou (vino) a plynou slozkou
(nad kapalinou). Zde se predpokldadd, Ze analyzované latky maji dostateCnou energii
potifebnou na uvolnéni se z potravin do plynné faze, z které jsou — po ustanoveni rovnovahy —
odebrany k analyze. Vzhledem k tomu, Ze vétSina tékavych latek ma mén¢ polarni charakter,
je nutno v roztoku upravit napt. zvySenim iontové silu pfiddinim vhodné slouceniny (nasyceny
roztok NaCl). Timto krokem docilime zvySeni koncentrace analyzovanych latek v plynné fazi.
VSechny metody zaloZené na odbéru t€kavé faze ze vzorku budou ze své podstaty velmi
neobjektivni, jelikoZ diskriminuji analyty s mensi tékavosti.

Pfi extrakci L-L se ustaluje rovnovdha mezi kapalinou (vino) a kapalinou (extrak¢éni
¢inidlo). Jde o separac¢ni techniku, pfi niZ analyzovand slozka pfechézi z vina do jiné kapaliny,
pficemZ musi byt splnéna vzdjemnd nemisitelnost obou fazi. Optiméln¢ volené podminky
poskytuji vyssi vytézky, ovlivnéni miry selektivity a i€innosti extrahovanych latek.

Pfi samotném vybéru se bere v potaz polarita analytii a dostate¢nd tékavost rozpoustédla
pro ndslednou instrumentdlni metodu. Klasickymi Cinidly jsou napi.: chlorované uhlovodiky
tézs8i neZ voda: chloroform, trichlormethan, perchlorethylen nebo DCHM. Posledni zninéné
rozpoustédlo je kvili svym dobrym vlastnostem (nizkd teplota varu, Mr, dokonalé odd¢leni
od vody) pro tento druh analyzy nejvice pouZzivan. Jistou nevyhodou je jeho nemald toxicita

[54-56].

2.4.2 Metoda SMPE (mikroextrakce tuhou fazi)

Jedna se o velice propracovanou sorpcné-desorpéni techniku piipravy vzorka tam, kde
neni zapotiebi pfitomnosti rozpoustédla. Princip je shodny s klasickou extrakci na tuhou fazi
(SPE), 1i8i se jen technika provedeni. Zakladem je tenké vldkenko z vytaveného kiemene
umisténé v duté ocelové jehle. Vldkno byva pokryto riznymi typy staciondrnich fazi, které se

od sebe lisi rozdilnou polaritou a sorpénimi vlastnostmi, coz do zna¢né miry ovliviiuje faktor
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selektivity. Polymery na pokryti vldkna se nej€astéji pouzivaji ve smési — polyakrylat (PA),
polydimethylsiloxan (PDMS), carbowax (CW) a divinylbenzen (DVB). [57-60].

Zakladni provedeni extrak¢niho stupné experimentu spocivd v umisténi vldkna
do prostoru nasycené pary nad kapalinou (head-space HS-SPME) nebo piimé ponotfeni
do kapaliny (direct immersing DI-SPME) na stanovenou dobu. DalSim stupném je analyticka
separace, coZ byva plynové nebo kapalinovd chromatografie (s adapterem pro SPME-HPLC).
V davkovaci pfistroje GC se vldkno zahfeje na teplotu 250 — 300 °C na 10 — 15 min., pfi niZ
probihd tepelna desorpce analytli z vldkna, které vstupuji do separa¢niho systému. Posledni
¢ast je detekce sloucenin piisluSnym detektorem.

SPME se od klasickych extrakénich metod liSi tim, Ze analyt neni extrahovan
ze vzorku v co nejvetsim mnozstvi, ale pouze v koncentraci odpovidajici rovnovdznému stavu
mezi dvéma druhy rovnovah. Vytézek zavisi predevsim na hodnoté rozdélovaciho koeficientu
rovnovihy L-G a G-S [58].

Optimalizace metody spoc¢iva hlavné ve volbé spradvného polymeru a jeho tloustky,
¢imzZ se dosdhne maximéalniho vytézku a vyznamného zlepSeni sorpcni selektivity. Podpoteni
extrakce se docili také pfidanim silného elektrolytu do vzorku, dpravou pH nebo zpusob
vzorkovéni z prostoru headspace (HS) [61].

Prednosti této techniky spocivd v rychlosti, poZadované ucinnosti, potfebném
zkoncentrovani analytu, pfipadné 1 moZnosti stanoveni organickych sloucenin piimo
z piirodnich vzorki. SPME se hodi jak pro kvalitativni, tak i kvantitativni analyzu. Mezi
vyhodami bychom mohli zminit i opakované pouziti a nizké provozni ndklady. Vyhodnym
zautomatizovanim celého systému lze spojit dpravu vzorku i analyzu do jednoho kroku.
K negativnim faktorim SMPE bychom mohli pfi¢ist stafi a opotiebovanost vldkna, coZ ma

negativni dopad na reprodukovatelnost dat [62].

2.4.3 Chromatografie

Chromatografie je separacni technika, ktera je zaloZzena na rozdé¢lovani latek mezi
dvéma fazemi, z nichZ jedna je mobilni a druhd stacionarni. Pii separaci dochdzi k neustile
opakovanému vytvareni rovnovaznych stavii délenych latek mezi mobilni a staciondrni fazi.
V ptipad¢, Ze budeme nahliZzet na chromatograficky systém jako na idedln€¢ rovnovazny,

muzeme distribuci analytu mezi dvéma fazemi popsat distribucni (rozdélovaci) konstantou Kp
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(rov. 2.2.). Distribu¢ni konstanta sloZky A je pomé&r rovnovdznych koncentraci této slozky

ve stacionarni a mobilni fazi:

[A ]_- (” 4 )5 V.

K - .
} m i75

4], ~ (o,

™
h)

(2.2)

kde [A]s a [A]n jsou moldrni koncentrace slozky A ve staciondrni a mobilni fazi,
(na)s a (np)m jsou latkovd mnoZstvi slozZky A ve staciondrni a moldrni fazi, Vs a Vy, znaci
objemy stacionarni a mobilni faze[57].

Trvaly pohyb mobilni fdze zabrani dosaZeni skute¢né termodynamické rovnovahy a
posune separované molekuly do dalsi ¢asti staciondrni faze, kde se znovu vytvoii novy
tranzitni rovnovazny stav. Pokud se bude hodnota Ky zvySovat, bude litka ve staciondrni fazi
déle zadrzovana. To se navenek projevi delSi dobou stravenou v separaCnim prostorem.
Slozky vzorku s odliSnymi Kp budou prostupovat separacnim prostorem odliSnymi rychlostmi,
coz bude mit za nasledek jejich separaci. Molekuly, co maji mensi zadruznost, budou opoustét
systém diive. Na konci kolony jsou vychdzejici latky detekovany. V piipad€, Ze analyty
budou mit sejné hodnoty Kp, nebudou ve vysledku rozd€leny (budou tzv. koeluovény).
Hodnota Kp zavisi nejen na povaze dané slouCeniny, ale také na vlastnostech staciondrni a
mobilni faze [63].

Chromatografické metody je mozno délit podle riznych hledisek, naptiklad podle
povahy mobilni fdze (kapalina LC/plyn GC), zplsobu provedeni (kolonové/plosné

uspotadani), princip separace (rozpousténi/adsorpce/iontovd vyména) a dalSich kritérii.

_ Nastfik
, . A
Regulator pritoku #%]
\ Zapisovac¢ (pocitac)
/
( Kolona \
\ Detektor

Nosny plyn Termostat pro kolonu

Obr. 8: Blokové schéma plynového chromatografu

Z pohledu analyzy tékavych latek je nejdalezitéj$i plynovd chromatografie, v niz
separace funguje na zdklad¢ rozdélovaci (GLC) nebo adsorpéni (GSC) rovnovdhy mezi

plynnou mobilni fazi a kapalnou nebo pevnou stacionarni fazi. Na podobnych principech lze
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délit 1 kapalinovou chromatografii, kde mobilni faze je kapalina a stacionarni kapalina nebo

pevna latka [58].

24.3.1 Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim detektorem (GC/MS)

Pro dcinnou separaci tékavych substanci z komplikované smési je vyhodné zvolit
metodu, kterd na zdklad¢ analyzy plynné sloZky pracuje. Z této uvahy vyplyvd jako
nejvyhodnéjsi pouziti plynové chromatografie (na Obr. 8), kde mobilni faze je inertni plyn.
Dulezitou ¢éasti kazdé separacni jednotky je pfistroj, ktery zaznamendva piitomnost
vychézejicich latek — detektor.

Jednim z detektori poskytujicich pfimou identifikaci a informace o kvantitativni
strdnce komponent ve smési je hmotnostni spektrometr (MS). Spojeni téchto dvou pfistroji
(GC/MS) kombinuje vzdjemné vyhody. Tim jsou poskytovana daleko kvalitnéjsi data, nez
kdyby kazdy z nich pracoval samostatné. Principem MS je ionizace molekul, jejich nasledna
fragmentace a detekce podle ndboje. DuleZitou piednosti MS je i fakt, Ze i zde miiZe dochézet
k déinnému rozlisen{ ionti.

Cyklus v MS detektoru zacind pievedenim vzorku do plynného stavu (odpateni).
Nésledujicim krokem je ionizace, ¢imZ vznikaji nabyté Ccastice. Ve spojeni GC/MS
se nejcastéji pouzivaji metody ionizace elektronem (EI) nebo chemickd ionizace (CI)
prostiednictvim pomocného plynu (napt. CHy). V ptipadé¢ HPLC/MS se jednd o nejbéznéjsi
ionizacni techniky ESI, APCI, ptipadné¢ APPI. Po ionizaci se ionty urychluji do hmotnostniho
analyzétoru, kde dochdzi k vlastni separaci — podle hodnoty m/z (hmotnost/ndboj). Konecnou
fazi je dopad iontl na kolektor s elektrondsobi¢em zaznamendvajici odezvu [55, 58].

Metoda GC/MS si do svého vzniku, v roce 1950, nasla svd uplatnéni jak na poli védy,
a vyzkumu, tak v béZnych rutinnich analyzach v bézny provozech. Diky své relativné rychlé a
spravné analyze rozliénych smési byvd metoda hojné pouzivédna i ve specidlnich piipadech,

forenzni chemie, analyze drog, vybusnin na letiStich apod. [64].

2.4.3.2 Plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem (GC-FID)

Jednd se o destruktivni, citlivy detektor zaloZzeny na vedeni elektfiny v plynech.
Zéakladem aparatury jsou dv¢ desky — nabité elektrody v izolované nadob¢, ptes které proudi

nosny plyn. Eluét ptfivedeny z kolony se v detektoru ionizuje v kyslikovodikovém plameni
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mezi deskami. Pfitomnost analytu zvysi ionizaci a tim i elektricky proud. Jako nosny plyn se
pouziva dusik, helium apod. Detekuje prakticky vSe, kromé anorganickych par a plynli (jako
rozpoustédlo pouZit i vodu). Za nevyhody bychom mohli oznacit znacnou citlivost na vykyvy

v prutoku mobilni faze a necitlivost na nespalitelny uhlik ve slouceniné¢ [58].

2.4.3.3 Plynova chromatografie s olfaktometrickym detektorem (GC-O)

Analyza tékavych latek pomoci GC-O je jedna z nejpouzivanéjSich technik, jejimz
prostifednictvim lze ziskat kombinaci kvalitativnich a kvantitativnich dat spole¢né s popisem
vnimédni Cichovym receptorem (nosem). VyuZivd se k tomu specidlné¢ upraveny detektor
plynového chromatografu, ktery rozdé€luje separované podily z kolony tak, Ze Cast jde do
olfaktometrického vyvodu a zbytkovd cast do FID nebo MSD. Vhodnym vzorkovacim
mediem je zde SPME, ¢imz se docili pozadované extrakci bez nutnosti pouZiti rozpoustédla.

Olfaktometricky detektor je tvofen vyvodem se zvlaStnim typem néastavce. K této ¢asti
je pak pfiloZen ¢ichovy organ (nos znalce), ktery vlastni vonny vjem zaznamendva. Vysledna
data z obou detektorii jsou posléze porovnana. Hlavni nevyhoda tohoto druhu analyzy je Casta
obtiznost pfifazeni piislusné eluované latky z chromatogramu k pozorovanému aromatu. Tato
chyba nabyva na vyznamu zejména u slozitych smési, kde vysledek byva znacné ovlivnén
koelujicimi zénami ¢i slou¢eninami s intenzivnéj$i vini [65].

Z. divodu zvysSeni ucinnosti je nutné pristoupit k propracovan€jSimu postupu, jenz
zahrnujici metodu analyzy fedéni extraktu vzorku (AEDA). Pro hodnoceni dat z GC-O byla
zvednd veli¢ina OAV (odour activity value), kterd je definovdna jako podil koncentrace
systému ku prah rozpoznani slouceniny.

Vzorek s analyty je postupné fedén rozpoustédlem a nasledné analyzovan na GC-O.
Béhem analyzy se sleduji retencni charakteristiky (odezvy latek) a popisy jednotlivych
Skolenych hodnotiteld. Pomérnd ¢ast vyluhu, ktery byl pouZzit v prvnim kroku se fedi
vhodnym rozpoustédlem, napiiklad v pomérech 1:4, 1:16, 1:64, 1:256 a 1:1024. Kazdé fedéni
se opctovné testuje. Timto postupem se pokracuje aZz do doby, kdy jiz pachové hodnoty
analyzovanych latek nejsou rozpoznatelné. Nejvyssi fedéni, pii nichZ slou¢eniny jesté mohou
byt citit, je definovano jako relativni faktor fedéného aroma (FD). Tento faktor FD pifimo
koreluje s konstantou OAV. Hlavni nevyhodou je zde pfiliSna zdvislost na objemu pfidavané

tekutiny (fedéni) a individudlni posouzeni, coz miiZe byt castym zdrojem chyb. [62].

27



2.4.3.4 Elektronicky nos

Nejnov¢jsi sofistikované metody se snazi nejen splnit pozadavky soudobé spolecnostit,
ale 1 nahradit nejvice subjektivni ¢lanek v celkové analyze aroma — lidsky nos. Proto neni
piekvapujici, Ze nesCetné védecké vyzkumy vedly k sestrojeni zafizeni pracujici na podobném
principu. Vznikly analyzator obsahuje celou fadu malych elektronicko-chemicko senzort
s ¢astecnou specifi¢nosti. Timto se zaruCuje schopnost pfistroje rozpoznat jednoduché latky
ve slozitych smésich.

PtestoZze pouZivané systémy pracuji s poZzadovanou citlivosti, nemohou v €astych
pfipadech upln¢ nahradit klasickou separacni metodu ¢i senzorické testovani. K jistym
potencidlnim oblastem pouZiti piistroje patii bezesporu potravinaisky primysl, kde byva
pouzit pro kontrolu kvality surovin, hotovych vyrobki, sledovani cCerstvosti, zralosti i
mikrobidlnich patogent. Dale nachazi uplatnéni v chemickém pramyslu, farmacii nebo pro

kontrolu zdravi a Zivotniho prostiedi [53, 64].

2.4.4 Priklady stanoveni tékavych podili vina

Vev s

Pro pfesngjsi urCeni t€kavych a méné t€kavych molekul ve viné€ lze pouZit spojeni
metod SPME-GC/MS. Tao, Y.(2008) navrhuje extrakci tuhou fazi, coz Casto fe$i problémy
spojené s presnym davkovanim. 8 ml vzorkii C¢ervenych vin bylo odméfeno do 15 ml
sklenénych vzorkovnic. K nim byl pfidan 1 g nasyceného roztoku NaCl pro zvyseni iontové
sily roztoku. Lahvicky s roztokem byly ponechany v termostatované lazni (45 °C) a michény
10 min pfi vySSich otackdch, ¢imz se docililo ustanoveni rovnovahy. Za stejné
teploty nésledovalo i 10 minutové vzorkovani HS-SMPE s PDMS vldknem (100 pum
Polydimethylsiloxan). Kone¢nou ¢asti byla desorpce analyti v davkovacim zafizeni
plynového chromtografu. Ke kvantitativnimu vyhodnoceni analyzy byl pouzit vnitini
standard, oktan-3-ol, ktery se dé&lil na koloné. U¢inn4 separace byla provedend na analytické
koloné¢ DB-WAX (30m-0,32mm-0,25um), s teplotnim programem 40°C — 4 min — 10°C/ min
— 230°C — 5 min., teplotou nastfiku 250 °C a rychlosti mobilni fize 1 ml.min"'(He).
Hmotnostni spektrometr MS-EI (70 eV) sjednoduchym kvadrupélem byl nastaven
na skenovaci napéti v rozmezi 33-450 amu [67].

K dc¢innému zkoncentrovani t€¢kavych latek byla navrhnutd kombinace metod extrakce

do DCHM za studena, naslednou centrifugaci vzniklé emulze pii -4 °C (na 11600 g) a
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konec¢nou destilaci tékavych frakci. Tim se ziskal 200x koncentrovanéjsi vzorek nez ptivodni
extrakt z vina, ¢imz se zlepSila citlivost [68].

Metoda AEDA-GC-O, publikovand v ¢lanku Ferreira A. C. S. (2003), poskytuje
vyhodu smyslového stanovni. Jednd se o rychly, relativn€ levny proces pro ziskani informaci
o identifikaci latek, jejich mnoZstvi, a to dohromady se senzorickym rozpoznani obsahu.
Pozornost zde byla zamétena hlavné na analyzu sotolonu. Extrakce vzorkd 30 vin (50ml)
probihala 2x do 5 ml DCHM. Odebrana organickd faze byla suSend siranem sodnym. Pro
olfaktometrii byl nastiiknut ddvkovaci objem 2ul (split/splitless) na kolonu s polarni
staciondrni fizi (BP21). Mobilni fize bylo He s pritokem 1ml.min™. Jednotlivé slozky byly
olfaktometricky (Cichové€) posouzeny skupinou 7 odbornikl pti 20 °C. Pro piesnéjsi uréeni
aromatickych latek zodpovédnych za viini byl extrakt zfedén v rtiznych pomérech (1:1, 2:1,
10:1...300:1) rozpoustédlem DCHM a analyzovian za stejnych podminek. Vysledky
z olfaktometrické analyzy byl porovnany s vysledky z GC/MS s Cl-ionizaci (pro sotolon ion
v SIM-médu [M + NH4]" m/z 146). Kvantifikace sotolonu se uskute¢nila na zdkladé metody
vnitfniho standardu s pouZzitim oktan-3-lu. Cilem studie bylo senzorické rozpoznani obsah
tékavé slouceniny v zavislosti na stafi vina [35].

Pro piimou analyzu 5-HMF, 2-FF ve vin¢ popisuje Gaspar E. M. S. M. (2009) metodu
DI-SPME ve spojeni s GC-FID a/nebo GC/MS-TOF. Autor pouZzival SPME-extrakci
s vldknem v kombinaci DVB/CAR/PDMS pro pfimé ponoieni do roztoku pii 20 °C, NavrZzena
metoda poskytla dobrou reprodukovatelnost (RSD < 8%), pti dobré vytéznosti (77-107%) a
vyhodné meze detekce pro stanovované latky (GC-FID: 1.37 ug.I™' pro 2-FF, 6.52 pg.I™' pro
5-HMF; GC-TOF-MS: 0.3; 0.9 ng.l'1 pro 2-FF a 5-HMF) [69].

Kvili zvyseni citlivosti pro metodu GC/MS lze stanovované analyty derivatitzovat
N,O-bis-trimethylsilyltrifluoroacetamid (BSTFA), pfipadné¢ 3-etinyl-trimethylsilan. Pro
BSTFA se ukazalo, Ze analyza poskytuje lepsi vysledky [70].

Jako vnitini standard byvaji, krom¢ 3-oktanolu, pouzividny 1 dal$i slouceniny:
2-oktanol, 4-nonanol, dodekan, 3,4-dimethylphenol, y-hexalakton, thymol 2,4- dimethylfenol
a 4-methyl-2-pentanol. [71-74].

Jind metoda stanoveni sotolonu, vyuzivd moZnosti absorpce vinovych délek v UV
oblasti. Analyty z vina byly nejprve 3x extrahovdny rozpousStédlem (CH,Cl,), a pak
analyzovany na RP-HPLC-UV/VIS s A = 235 nm. Mobiln{ fazi zde tvofila smés acetonitrilu a

vody s gradientovou eluci [68, 75].
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RP-HPLC byla navrhnuta 1 pro toxicky 5S-HMF. Mobilni faze tvofi nejcastéji metanol
s vodou (gradientova eluce). Detekce je zde UV pii 280 nm [76]. Vylepseni citlivosti se miize
dosdhnout  vhodnou derivatizaci  Cinidlem  2,4-dinitrofenylhydrazinu s ndslednou

UV-detekci pti 400 nm [77].

2.4.5 Metody vyhodnoceni obsahu latek

Kvantitativni analyza sméfuje k zjiSténi mnoZstvi sledovanych latek. S ohledem na
sloZitost matrice (vino) a t€kavost inkriminovanych sloucenin je potieba zvolit vyhovujici
metodu stanoveni. Ze Ctyt nejbéZznéjSich metod 1ze za vhodné povaZovat nasledujici metody:

Metoda vnitiniho standardu — je zaloZend na ptidani standardni latky (std.), ktera je
dostate¢n¢ podobnd analytu, ale ve vzorku se nevyskytuje. V konec¢né fazi se musi od vzorku
dokonale oddélit. Porovnanim odezev vnitiniho standardu a stanovované latky se pies faktor

odezvy vypoctou pozadované hodnoty (rov. 2.3.)

c; = (Ai(vz)/AIS(VZ))*CIS(VZ) *f; (2.3.)

kde A; a Ajwz znaci plochy signdlu analytu i ve std. roztoku a v vzorku, Ajs a Ajs (vz)
jsou plochy signdlu IS ve std roztoku a ve vzorku s analytem i, f; — odezvovy faktor latky ve
std. roztoku a ve vzorku. Pismena ¢;, €jwvz znaci koncentrace latky i ve std. smési a ve vzorku
a Crs, CIs (vz) J€ koncentrace IS ve std. smési a ve vzorku s analytem i. Na tuto rovnici navazuje

vypocet odezvového faktoru (rov. 2.4.)

fi= (AIS /Ai)*(ci /CIS) (2.4)

Timto postupem se dobie koriguji matricové efekty. Nevyhoda metody vSak tkvi
v presném urceni odezvového faktoru, coz je u tékavych latek s nelinedrni odezvou
v zéavislosti na zvySujici se koncentraci slozity problém. Dal$i komplikace plynou z nalezeni
std. vhodné latky. Pro analyzu furant ve viné byvaji autory ¢lankd doporuceny slouceniny:
2,3,5-trimethylfenol, 2,5-dimethyldenol, thymol, a n-oktanol (Odst. 2.4.4).

Metoda standardniho piidavku — do sérii vzorkli se pfidd zndmd mnozZstvi stejné
analyzované latky. Mira narGstu odezvy je pak piimo zdvisld na mnoZstvi piidaného std.

Touto postupem se do jisté miry vyresi matricové efekty.
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Metoda vnéjsiho standardu — metoda je zaloZena na davkovani vzorku a roztoki
standardi v definovanych koncentracich za stejnych experimentdlnich podminek.
Vyhodnoceni se provadi podle kalibra¢ni kfivky nebo pfimym srovndnim ploch ziskanych
analytickych signdlt (pikl). Metoda je velmi zdvisld na matricovych efektech, proto je
vhodné kalibracni roztoky délat ze stejné matrice jako je vzorek. Hlavnim zdrojem chyb je

zde davkovany objem, jehoZ ptesnost je zde dilleZita [55, 58].
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3. PRAKTICKA CAST

3.1 Vzorky a provedeni experimentu

V ramci prezentované diplomové priace byl proveden vyvoj metody pro analyzu
peti  derivatd  furan:  3-hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on  (Sotolon), 2-furfural
(2-FF), 5-(hydroxymethyl)furfural (5-HMF), 4-karbethoxybutyrolakton (4-COBL) a
2- furfurylalkohol (2-FF-OH). Vzorky byly analyzovany pomoci plynové chromatografie ve
spojenim s hmotnostni spektrometrii (HP 6890 & HP 5973N). Vysledky méfeni vSech vzorkl

vin jsou uvedeny v nésledujici ¢asti s jejich rozborem.

3.2 Pouzité vzorky vina, chemikalie, pomiicky, pristroje

Prehled pouzitych vlastnosti analyzovanych vin je zahrnut v Tabulce II.

Cislo vzorku vina | Barva, odstin Teplota [°C] Skladovani | Rocnik [rok]
1 zlatavéZluté 20 akat 2004
2 zlatavézluté 15 sklo 2004
3 zlatavézluté 20 sklo 2004
4 zlatavézluté 8 akat 2004
5 zlatavézluté 8 sklo 2004
6 zlatavézluté 20 sklo 2004
7 Cervené 30 dub neuvedeno
8 bilé 30 dub neuvedeno
9 Cervené 30 dub neuvedeno

Tabulka II: Pfehled informaci o pouzitych vinech (fazeno podle pouZiti)

Vysvétlivky k tabulce: Teplota — pii které bylo vino skladovéano
Skladovani — pouzity materidl pro skladovani

(sklo — sklenéné nadoba, akat — akdtovy sud, dub — dubovy sud).

Vzorky 1-6 od jednoho dodavatele (J. Stadvek) — druh vina Mistelle de Muscat

Vzorek 7 — Cervené vino Old Porter (spolecnost Petrz Baruero SA) Andalusie, gpanélsko
Vzorek 8 — Bilé vino Old Porter (spolecnost Petrz Baruero SA) Andalusie, gpanélsko
Vzorek 9 — Cervené vino Armilar Tawny Port (spol. C. Da Silva Porto-Lidl) Portugalsko
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Chemikalie: Dichlormethan (vyrobce Penta) - DCHM
Sotolon (vyrobce Sigma Aldrich — SAFC Cina)
Furfural (vyrobce Sigma-Aldrich USA)
2-furfurylalkohol (vyrobce Reachim — Rusko)
2,5-dimethylfenol (vyrobce Sigma-Aldrich USA) — 2,5-DMF
2,3,5-trimethylfenol (Sigma-Aldrich USA) —2,3,5-TMF
Aceton (Lachema, Neratovice)
Thymol (Sigma-Aldrich USA)
Pouzité pomiicky: Laboratorni sklo
Automatické pipety Eppendorf
Centrifuga Eppendorf 5702 + plastové zkumavky
Analytické viahy
Topnd deska
Vino Veltlin — matrice pro tvorbu kalibra¢ni kiivky
Pristroje a vybaveni: Plynovy chromatograf HP 6890
Nosny plyn — He (99,998 %, SIAD, Itélie)
Kfemenna kapilarni kolona HP ZB-5MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 gm)
Automaticky davkova¢ HP 7683
Hmotnostni spektrometr Agilent 5973N

3.3 Priprava vzorku k méreni

10 ml vzorku vina bylo odebrano pomoci automatické pipety a preneseno do plastové
zkumavky. K vinu byl ptidin 1 ml dichlormethanu a 100 pl (1 pg.ml™") roztoku vnitiniho
standardu (2,5-DMF). S obsahem bylo asi 5 minut zvolna tfepano. Ke konci se tfepani
zintenzivnilo. Extrakt ve zkumavkéch byl dédle 5 min. centrifugovan pii nejvyssich otackéch,
pficemZ doslo k Zadoucimu odd¢€leni dichlormethanu od zbytku smési. Agregované necistoty
se kumulovaly v mezifazi. Cely cyklus byl pro kazdy vzorek 3x zopakovédn. Vodna (horni)
faze byla nasledn¢ odstranéna a spodni (organickd) pfenesena do mikrozkumavky (vialky) pro
naslednou analyzu GC/MS. Ptfed odebranim byly vzorky vin uchovéavany pfi laboratorni

teploté (20-25 °C).
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Kvalitativni analyza byla provedena porovnanim vysledkili s daty analyzy dostupnych
standardd a srovnanim hmotnostnich spekter se spektry z knihovny pfistroje. Pro kvantitativn{
vyhodnoceni analyzy byla pouZita metoda kalibra¢ni piimky, jejiZ vysledky byly porovnany
s daty ziskanymi z metody vnitinitho standardu. Spolecné se vzorky byly pfipraveny i
standardni roztoky DCHM obsahujici zndmé koncentrace furand a vnitiniho standardu pro
zjisténi odezvového faktoru. Stejné tak byly pfichystdny roztoky vina (Veltlin) se zvySujici se

koncentraci furani pro tvorbu kalibracni piimKky.

3.4 Provedeni analyzy a nastaveni pristroje GC/MS

Nastaveni pfistroje vychdzelo z ¢lanku Silva Ferreira a kol. (2003) pro analyzu
Sotolonu ve vin¢. Jednotlivé parametry byly v priibéhu testii optimalizovéany [35].

Analyza byla provedena pomoci plynového chromatografu HP 6890 vybavenym
automatickym davkovacem (autosamplerem) od stejné spolecnosti (HP 7683). Detekéni
jednotku zde zajistuje piipojeny hmotnostni spektrometr Agilent 5973N.

Extrahované vzorky ve vilakach byly pfeneseny do karuselu automatického ddvkovace,
nacez byla spusténd analyza. Cyklus zacal proplachnutim mikrostiikacky Halmilton acetonem
(2-3x), néasledné vzorkem (3x), a teprve pak byl nadavkovan 1 pl vzorku. K nadavkovani
vzorku na kolonu bylo vyuZito metody pulzniho ddvkovani bez dé€li¢e toku (Pulsed Splitless)
140 kPa/24s. Teplota nastfiku se optimalizovala na 200 °C. Separace byla provedena
v kiemenné kapilare kolony (ZB-5MS) o délce 30 m s vnitinim praméru 0,25 mm a tloust’ce
filmu 0,25 pm. Teplotni program: 50°C — 2 min — 10°C/ 1 min — 300°C — 5 min. Jako nosny
plyn bylo pouzito helium s pritokem 0,9 ml.min'. Spojeni mezi GC a MS bylo udrzovano na
teploté 270 °C. Doba jedné analyzy byla nastavena na 32 minut.

Pouzity MS detektor, vyuZivajici ionizaci elektronem (EI) s energii ionizujicich
elektroni 70 eV, byl na pocitku pracovniho cyklu 4 min. vypnut, kvili odstranéni
rozpoustédla (solvent delay). Sbér dat byl realizovian ve dvou mdédech. ,,TIC* mod
zaznamenaval sken iontd v intervalu 29 — 520 m/z frekvenci 2,96 Hz. Naproti tomu

»SIM*“ mdédem byly vybirdny pouze selektivni ionty (83, 96, 98, 122 a 128 m/z).
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Vlastni price se zabyvala optimalizaci metody pro analyzu furanovych derivatli ve ving.
Dilezitou informaci poskytla kvalitativni analyza, jejimz tcelem bylo urceni piitomnosti a
zjisténi chovani jednotlivych separovanych furand. Vybranymi derivaty furanu byly:
3-hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(SH)-on  (Sotolon), 2-furfural (2-FF), 2-furfurylalkohol
(2-FF-OH), 5-(hydroxymethyl)furfural (5-HMF), a 4-Karbethoxybutyrolakton (4-COBL). Na
touto ¢ast navdzala optimalizace kvantitativni analyzy, kterd vyustila v analyzu deviti vzorkt

fortifikovanych vin. Jednotlivé kroky budou v nésledujicich odstavcich popsany.

4.1 Zhodnoceni kvalitativni analyzy standardi furanovych derivati

Vybrané derivéty furanu, jejichZ vznik byva spojen s MR, byvaji oznaovéany za jedny
z klicovych slozek podilejicich se na vysledném aroma vina, byt se nachdzi v minimalni
koncentraci (odst. 2.2.5.). Jistou nevyhodou pro analyzu furani je jejich zvySena t€kavost, coZ
do jisté miry mutZe ovlivilovat reprodukovatelnost stanoveni. Dokonalou separaci latek ve
standardnim roztoku DCHM, obsahujicim 31 pg/ml jednotlivych analytl (Sotolon, 2-FF,
2-FF-OH) a 1 pg/ml vnitiniho standardu (2,5-DMF) uvadi chromatogram na Obr. 9.

Abundance

SIM: X05.D\data.ms
2-FF SIM: X00.D\data.ms

100000y / Sotolon

80000 2-FF-OH X

700004
50000 2,5-DMF

40000 Necistota v rozpoustédle
300001
20000/

oL\ A A —

e e e L i e A e e e L e e e e e
450 600 65 600 650 700 785 800 850 900 95 1000 1050

Obr. 9: Detail SIM chromatogramu standardnich roztoku derivatl furand s IS

v porovnani s ¢istym extrak¢nim rozpoustédlem (CH,Cl,)
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4.1.1 Hmotnostni spektrum Sotolonu

Silné¢ aromaticky 3-hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on s molekulovou hmotnosti
Mr = 128,13 g/mol, je z kolony eluovan v ¢ase 8,9 min. Ve spektru sotolonu (na Obr. 10) Ize
najit nejvice intenzivni ion fragmentu m/z 83 s typickou ztrdtou pro nenasycené y-laktony
45 (M-CO,H). Jak se ukazalo, tento ion pfi analyze byl zna¢n¢ ovlivnén matricové efekty. Pro
kvantifikaci v rezimu Single Ion Monitoring (SIM-m6d) byl vybran molekuldrni ion s m/z

128, jehoz ovlivnéni bylo mensi. Ion 55 m/z odpovida postupné ztraté skupin -COH a -CO.
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Obr. 10: Hmotnostni spektrum sotolonu s porovnanim se spektrem v knihovné pfistroje

4.1.2 Hmotnostni spektrum Furfuralu

Silné mandlové vonici, kancerogenni furfural (Mr = 96,08 g/mol) se z kolony eluuje
v ¢ase 4,700 min. Jeho hmotnostni spektrum z analyzy standardu ukazuje Obr. 3. Ve spektru
vidime nejintenzivnéjsi ion m/z 96, coz odpovida molekuldrnimu iontu. Ten byl také vybran
pro kvantitativni analyzu v citlivéjSim SIM-médu. Vedle ného je pik iontu m/z 95 (ztrata
protonu). Déle ve spektru vidime méné intenzivni ion 39, ktery vznikl postupnym odStépenim
skupin -COH a —CO z molekulového iontu. Ten je charakteristicky pro derivéty furanu. Uplné
minoritni ion 67 odpovidajici ztraté 29, tedy [M]-COH, karbonylové skuping.

Na chromatogramu (Obr. 9) lze zpozorovat jisté rozStépeni piku (obdobné i

u 2-FF-OH). Tento trend se u furanii casto vyskytuje pfi vysSich koncentracich a ziejmé
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souvisi s pfetizenim kolony. Odstranénim tohoto problému by se jisté¢ docililo zmenSenim

doby davkovaciho pulzu. To by ov§em mélo negativni dopad citlivost stanoveni.
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Obr. 11: Hmotnostni spektrum furfuralu s porovnanim se spektrem v knihovné pfistroje

4.1.3 Hmotnostni spektrum 2-furfurylalkoholu

Produkt 2-FF-OH ma4 relativni molekulovou hmotnost 98 g/mol. V jeho spektru je

dominantni molekularni ion 98 m/z (Obr. 12.).
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Obr. 12: MS spektrum 2-furfurylalkoholu s porovnanim se spektrem v knihovné pfistroje

37



Vzhledem k jeho velké intenzité a blizké hodnoté molekuldrniho iontu 2-FF, byla tato
hodnota pouZzita pro kvantifikaci pomoci SIM médu. Ve spektru jesté nachdzime ion m/z 69,
jenz vznikl fragmentaci molekulového iontu ztratou [M]-COH podobné¢ jako u 2-FF. Posledni

intenzivni ion 41 lze pfisoudit ztraté klasickych skupin -COH a -CO.

4.14 Hmotnostni spektra 5-HMF a 4-COBL

Na zjisténi potfebnych kvalitativni charakteristik poslednich dvou furant byl vyuzit
chromtogram a MS-spektra ziskana analyzou redlného vzorku (chromatogram Obr. 15)

Pro 5-HMF, s elu¢nim ¢asem 10,92 min (Mr = 126,11 g/mol), byl vybran pro metodu
SIM ion 126 m/z, jehoz hodnota odpovidd molekuldrnimu iontu na Obr. 13. Dals{ ion ve
spektru, (97 m/z), vznikly odstépenim skupiny [M]-COH, byl rovnéZ vybrin ke kvalitativni

analyze. Zbylé fragmenty ve spektru se dédle $t€pi obdobné jako ostatni derivéty furanu.
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Obr. 13: MS spektrum 5-HMF s porovnanim se spektrem v knihovné pfistroje
Pro 4-COBL (Mr = 158 g/mol) s ¢asem eluce 11,97 min byl sledovan nejintenzivnéjsi

ion ve spektru (Obr. 14) s m/z 85 vznikly ztrdtou 73 odpovidajici [M]-COOCH,CHj3. Ion m/z

57 se generuje nasledného odstépeni —CO skupiny. Molekulédrni ion zde dplné chybi.
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Obr. 14: MS spektrum 4-COBL porovnanim s MS spektrem v knihovné

4.2 Zhodnoceni pocatecni analyzy derivatu furani

V pritbé¢hu analyzy bylo zjisténo, Ze pii extrakci vzorku do DCHM neptechdzi
sledované analyty v plné mife. Ze Ctyfndsobné extrakce standardniho vodného 10%
ethanolického roztoku sotolonu (koncentrace 0,286 mg/ml) bylo zjiSténo, Ze ndvratnost
procesu se pohybuje kolem 45 az 48%. Z tohoto lze usuzovat velkou zdvislost vysledku
analyzy na sloZeni matrice. Z toho navic vyplyvd, Ze pro metodu kvantifikace pomoci
kalibra¢ni kiivky je nutno nejméné dvakrat extrahovat pro ziskani pfiblizn¢ 72% mnoZstvi
analytu ze vzorku, pfipadné zavést prepocitavaci faktor.

Zavislosti koncentrace sotolonu na odezvé detektoru (resp. ploSe piku) byla testovdna
na extrakce modelovych roztoka vina (Veltlin) s pfidavky sotolonu s postupné zvySujici se
koncentraci pfes dva koncentracni fady. Vysledky méteni poskytly informaci o nelinedrnim
zavislost koncentraci na odezvé detektoru (Graf I a, b), coZ mize do zna¢né€ miry ovlivnit
pouzité metody kvantifikace. Prvni navrhnutou metodu stanoveni pomoci kalibra¢ni pfimky
(resp. kiivky) lze vhodné pouzit v linedrni zavislosti odezvy analytu na koncentraci.

Byl proveden i orientacni odhad mnozZstvi analytii v ndhodné zvoleném vzorku, ktery
ukdzal na koncentraci O,O3ug.ml'1 pro sotolon; 0,1 pg.ml' pro 2-FF a 0,05 pg.ml' pro

2-FF-OH ve ving. Postup analyzy navic zt¢Zovala pfiliSna t€kavost analytu.
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Pfes vSechny zminéné komplikace byla metoda vnégjSiho standardu pro urceni
mnozstvi furanll pouzita s urcitymi omezenimi:

s Kvili omezeni tékavosti, byla provedena pouze jedna extrakce

do DCHM, coz vzhledem k vys$si koncentraci derivati furani ve vzorka vina

bylo moZné uskutecnit. Navic se tim zkriti doba extrakce, potazmo celé analyzy.

% Body kalibracni kiivky byly voleny v v rozmezi jednoho fadu

Sotolon 128 m/z - logaritmické zavislosti Plocha (A) Sotolon 128 m/z

Plocha log(A) 81 8000000 -

7] 70000001y =3536,3x2 + 41661x - 32292
6 6000000 Re=1
5 | 5000000
y =1,7773x + 4,0911
e 0901 4000000
3000000

2000000 4
1000000 -
0

' ) ' " ' 0 10 20 30 40 50
o ° o8 . iy 2 Koncentrace [mg/ml]
Koncentrace log (c) [mg/ml] once ce [mg

(a) (b)

Graf 1.: Méfeni odezvy na koncentraci sotolonu v logaritmické (a) a
v normalni zavislosti (b)

Pro porovnani naméfenych vysledkl byla pfijata druhd metoda — vnitiniho standardu.
Timto postupem byly do jisté miry potlaceny matricové efekty a odpadla i starost o objemy
béhem manipulace. Nevyhoda metody vSak spocivd v presném urceni odezvového faktoru
z porovnani zavislosti odezvy na koncentraci ve standardni smési stanovovanych latek, coz se
1 zde potvrdilo. Spravnost urceni pfepocitivaciho faktoru ilustruje tabulka IV (str. 34)

Vybér vyhovujictho vnitfntho standardu byl zaloZen na principech popsanych
v Odstavci 2.4.3. Dle odbornych ¢lankti byvad casto pouZivan oktan-3-ol, thymol,
dodekan-4-ol, oktan-2-ol, 2,4-dimethylfenol, 2,3,5-trimethylfenol,.

Nevyhody pouZiti derivati alifatickych uhlovodikii prameni ze jejich pfitomnosti
v nafté, kterd se pouzivd jako palivo do zemédélskych stroji slouZicich k obhospodatovani
vinnych kultur. V pfipad¢ nekontrolovaného uniku nafty na polich se miiZe pfes kofenovy
systém révy dostat aZ do bobuli hroznii, kde se akumuluje. Pii nadchédzejici vyrob¢ vina se
timto zpiisobem miiZe dostat aZ do kone¢ného podkutu.

Z toho divodu byl vybér omezen na zbylé derivéity fenolu, které se — jak ukdzaly

chromatogramy standardnich smési — dobfe rozseparovaly. Pfi piechodu na vinné vzorky se
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dva z derivatd eluovaly ve stejnou chvili jako dal$i molekuly pochdzejici z matrice. Do
detektoru tak vchazely koeluované zény raznych sloucenin. N&S$ vybér se tim zuzil na
2,5-dimethylfenol (Obr. 14.), ktery byl v konecné fazi pouzit jako vnitini standard (IS). Pro
zvyseni citlivosti byl i ze spektra 2,5-DMF (Mr = 122,17 g/mol) vybran charakteristicky ion

s m/z 122 odpovidajici hmoté molekulového iontu pro méfeni v SIM-mddu.

OH

Obr. 14.: Vnitini standard 2,5-dimethylfenol

Detekéni limit (LOD) pro sotolon byl stanoven experimentdlné. Vzhledem ke
sloZitosti matrice byly méfeny extrakty roztokd vina s piidavky sotolonu s postupné se

snizujici koncentraci. Z experimentil vyplyva hodnota LOD 0,5ug.1" ve ving.

4.2.1 Kvalitativni zhodnoceni chromatogramu vina

Vzhledem ke sloZitosti matrice poskytovaly namétené chromatogramy Siroky profil
rozli¢nych latek obsazenych ve viné (Obr. 15). U piki s nejvétsi plochou v ,, TIC* zdznamu
byla provedena identifikace latek na zdkladé¢ nameéfenych hmotnostnich spekter a jejich

srovnani s knihovnou pfistroje. Urceni nékterych sloucenin obsazenych uvadi Tabulka III.
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Obr. 15: Detail ,,TIC* - chromatogramu po jedné extrakci vina (vzorek €. 6)
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Analyzu extraktu z vina v médu TIC poskytuje chomatogramy s nepiili§ dobrym
rozliSenim ani citlivosti. Pro zvySeni citlivosti furant a IS byla pouZita metoda v médu Single
Ion Monitoring (SIM) s vybranymi charakteristickymi ionty (Obr. 16). Koncentrace 5S-HMF a
4-COBL byly ur¢eny v TIC modu z kalibracni zavislosti pro 2-FF jako standardni latku.

Retencni Cas t [s] Sloucenina
4.4300 2-FF
5.2310 2-FF-OH
9.0760 Sotolon
9.2630 Fenylalkohol
10.197 ethylester kyseliny fumarové
10.435 2.5-DMF (IS)
10.927 5-HMF
11.531 diethylester kyseliny 2-hydroxyfumarové
11,966 4-COBL
14.471 octakosan
17.007 heneikosan
21.658 Kyselina olejova

Tabulka III: Kvantitativni ureni vyznamnych eluovanych sloucenin (Obr 15.)

SIM: z06.D\data.ms

seoool - 2-FF

25000, Sotolon 2,5-DMF
20000) 2-FF-OH

b T ¥ T T
5.00 6.00 7.00 s.00 .00 10.00 11.00 1200 13.00

Time-——

Obr. 16: Detail ,,SIM* - chromatogramu po jedné extrakci vina (vzorek €. 6)

Pfi opakovanych méfenich se prokazaly typické zmény retencnich casti u vSech

vzorkli v porovnani s analyzou standardniho roztoku. Vzhledem ke slozitosti extrahované
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kapaliny, jsou budou retencni charakteristiky ovlivnény matricovymi efekty. NiZe uvedend

Tabulka IV shrnuje nejdileZzitéjsi retencni charakteristiky sledovanych furani.
Derivat t [min] Charakteristicky
furanu R ion [m/z]
2-FF 4,7 96
2-FF-OH 5,2 98
Sotolon 9,1 128
5-HMF 10,9 126
4-COBL 11,9 85
2,5-DMF (IS) 10,4 122

Tabulka IV.: Reten¢ni charakteristiky sledovanych latek
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4.3 Analyza vzorki vin

Pouzitim vySe popsaného postupu byla provedena kvantitativni analyza deviti vzorka
fortifikovanych vin. Vzorky 1-6 (druh Mistelle de Muscat) byly stejného ro¢niku (2004) od
jednoho soukromého moravského vyrobce. Vina byla skladovédna pfi riznych skladovacich
podminkach. Dalsi vzorky byla zahrani¢ni vina, zakoupena v siti ¢eskych supermarketti. Dle
etikety vin u vzorku 7 (Cervené) a 8 (bil€) se jednalo o ,,bohat¢ sladkd* vina znaCky Old Porter,
pochdzejici ze Spanélska a vyrobenych klasickou metodou solera (odst. 2.2.3.2.). Posledni

vzorek (9) byl portské cervené vino Armilar Tawny Port.

4.3.1 Kvantitativni metoda kalibrac¢ni kiivky

Jako matrice vSech kalibra¢nich roztokii bylo zvolné vino Veltlinské zelené. Ziskané
koncentrace sledovanych furanti ve viné¢ demonstruje Tabulka V. Grafy jednotlivych

kalibra¢nich pfimek furant jsou zaneseny v Piiloze II.

Metoda kalibra¢ni piimky
Vzore Sotolon 2-FF 2-FF-OH 5-HMF 4-COBL
k [pg!'] [ng 1] [pg!'] [pg!'] [ng!"]
1 4,59 50,78 3,17 14,91 276,10
2 6,42 62,23 2,90 57,64 323,53
3 5,36 49,86 2,18 106,81 268,35
4 6,65 52,98 2,18 137,37 411,61
5 5,72 72,05 2,26 82,10 548,19
6 5,94 53,43 2,66 18,52 225,43
7 9,01 55,61 9,82 14,41 212,60
8 9,31 23,58 14,46 91,38 252,10
9 18,63 40,24 1,08 31,83 760,42

Tabulka V.: Koncentrace sledovanych furani ve viné
Prvnich 6 vzorkli pochdzelo ze stejného vina (Mistelle de Muscat), ale sladovaného pii

riznych podminkdch. Rozdily ve vysledcich furanG jasné¢ demonstruji zdvislost jejich

koncentrace na zvolenych podminkach béhem celé vyrobni technologie (odst. 2.2.1).
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4.3.2 Kvantitativni metoda pomoci vnitiniho standardu

Druhym postupem uceni mnozstvi analytu ve vinech byla metoda vnitiniho standardu,
vyuzivajici srovndni odezev analyti s odezvou standardni latky (2,5-dimethylfenolu).
V piipadé kvantifikace v SIM modu muze byt jistou nevyhodou potieba experimentdlniho

uréeni odezvovych faktorti. Odezvové faktory pro Sotolon, 2-FF a 2-FF-OH jsou uvedeny

v tabulce VL.

Koncentraci furant (x) Nézev furanu a odezvové faktory
alS. (y) vingmll 5o 2FF | 2-FF-OH
100:10 49,8 5,6 12,6
100:10 59,4 6,9 17,6
100:10 67,2 5,3 14,2
100:10 63,9 6,6 16,8
Primér se SMOCH 60,1+6,5 | 6,1+0,7 | 153+2,0

Tabulka VI: Experimentalni zjisténi odezvovych faktort furanti ze std. smési

Vypoctené koncentrace jednotlivych furant jsou uvedeny v tabulce VII.

Metoda vnitiniho standardu
Vzorek Sotol_?n 2—FF1 2—FF—9H
[ngl] [ngl] [ng.l']
1 8,8 118,0 9,0
2 13,0 132,6 15,5
3 9,1 90,6 9,8
4 11,3 95,9 9,8
5 11,3 150,1 11,8
6 9,0 86,1 10,6
7 20,6 172,8 12,8
8 20,1 69,2 17,9
9 394 130,8 11,7

Tabulka VIIL.: Koncentrace sledovanych furani ve viné s IS
Pfi pfimém srovndni minulych vysledki lze vypozorovat tendenci dvojndsobku

hodnot minulych. Tento fakt mize byt disledkem neptesného urceni odezvového faktoru. Je

dalezitd brat v dvahu i skutecnost, Ze odezvy furanl nejsou piimo dmeérné zvysujici se
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koncentraci, coZ u IS je standardni odezva stejného mnoZstvi latky zarucena. Déle je nutné

brét v potaz i rozdil v ndvratnosti IS a furant (extrakce do 47%).
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5. ZAVER

Cilem mé diplomové price byl vyvin metody analyzy t€kavych deriviti furanu ve
vinech, které jsou tzce spjaty s produkty Maillardovy reakce, a jejichZ pritomnost znacné
ovlivituje né¢které senzorické charakteristiky vina. Zvolenou metodou (GC/MS) byl
stanoven obsah sotolonu, 2-furfuralu, 2-furfurylalkoholu, 5-(hydroxymetyl)furfuralu a
4-Karbethoxybutyrolaktonu ve vSech vzorcich.

Koncentrace jednotlivych derivétii byly vyhodnoceny metodou kalibracni zavislosti.
MnoZstvi bylo stanoveno v rozmezi od jednotek do stovek pg.l”. Vysledky ziskané metodu
vnéjsiho standardu byly porovnany s metodou vnitiniho standardu. Nepfesnost v urceni
ptislusnych odezvovych faktorti v SIM modu mtiiZe byt jednim ze zdroji chyb stanoveni.

Z analyzy vyplyvé, Ze zvySend koncentrace furand se projevila zejména u poslednich
tif vzorka, které se od prvnich Sesti liSily vyrobcem, zpiisobem zpracovani i zrani. V analyze
byla pouzita pouze sladka fortifikovand vina, kde pouzitd technologie cilen¢ piispiva k rozvoji
typickych aromatickych vlastnosti (produkty Maillardovy reakce).

Ve vinaifském primyslu se ovSem setkdvdme i s dal§imi faktory, které mohou
dopomdhat k vzniku obdobnych latek. Jednd se zejména o kone¢né primyslové metody

pasterizace ¢i vysokoteplotniho ldhvovavni.

47



6.

CITACE

(1]
(2]

[3]

[4]

(5]

[6]

[7]

[8]

[9]
[10]

[16]

[17]

Hajslova H., Velisek J.: Chemie potravin. OSSIS, Téabor 2009.

Reineccius G.: Flavor Chemistry and Technology, Second Edition (Hardcover).
Taylor & Francis Group, LLC, USA 2006.

Yu F., Utsumi, R.: Cell. Mol. Life Sci., 66, 3043 (2009).

Kawamura S.: Seventy years of Maillard reaction. p.3. In: ACS Symposium The
Maillard Reaction in Foods and Nutrition. Series 215. Ed. Waller G. R.; Feather
M.S. — American Chemical Society, Washington (1983).

Hodge J. E.: J. Agric. Food Chem., 1, 928. (1953).

Nursten H.E.: Maillard Reaction — Chemistry, Biochemistry and Implications.
The Royal Society of Chemistry, UK 2005.

Rivero-Pérez., Pérez-Magarifio S., Gonzdlez-San J.: Anal. Chim. Acta, 458, 169
(2002).

Ikan, R.: The Maillard Reaction: Consequences for the Chemical and Life Sciences.
John Willey & Sons, Israel 1996.

Ashoor, S.H.; Zent ].B.: J. Food Sci, 49, 1206 (1984).

Eichner K., Reutter M., Wittmann R.: Detection of Amadori compounds in heated
foods, in Thermally Generated Flavors: Maillard, Microwave, and Extrusion
Process. p. 42. In: ACS Symposium Series 543 Ed. Parliment T. H., Morello M.
J., McGorrin R. J. — American Chemical Society, Washington, DC (1994).

Ledl F., Schleicher E.: Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 29, 565 (2003).

Velisek J.: Chemie potravin I. 1 vydani 4. kap., OSSIS, Tébor 1999.

Moon J-K., Shibamoto T.: J. Agric. Food Chem. 57, 5823 (2009).

Vaccarini, G.: Manudl sommeliéra : Jak poznat, ocenit a ohodnotit vino a jak vést
vinny sklep, cesky preklad. Sun, Praha 2008.

Clarke R. J., Akker J.: Wine Flavour Chemistry. Blackwell Publishing, Oxford (UK)
2004.

Stevenson T.: The Sotheby’s Wine Encyclopedia, 4. vydani, kap. 1. Dorling
Kindersley, UK 2005.

Zakon o vinohradnictvi a vinafstvi €. 321/2004 Sb. a Zékon 311/2008 Sb. ménici

nekteré souvisejici zdkony v plném znéni.

48



[18]
[19]

[20]
[21]

[22]
[23]

[24]

[25]

[26]

[27]
[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]
[36]

Stavek J.: Portské a ostatni fortifikovand vina. Radix, spol. s.r.o., Praha 2005.

http://harshalshah.wordpress.com/2008/11/26/fortified-wines-another-opportunity-
in-india (staZeno 3.2.2010).

Stavek J.: Vinatsky obzor 99, 279 (2006).

Camara, J. S., Herbert, P., Marques, J. C., Alves, M. A.: Anal. Chim. Acta 513, 203
(2004).

Stavek J., Bartdk P., Bednat P.: Vinatsky obzor 99, 486 (2006).

Camara J. S., Marques C. J., Alves M. A., Silava Ferreira A. C.: J. Agric. Food
Chem. 52, 6765 (2004).

VyhlaSka ¢. 334/1997 Sb. o potravinidch a tabdkovych vyrobcich a o zméné a
doplnéni nékterych souvisejicich zdkonl v plném znéni.

Cervinka O., Dé&dek V., Ferles M.: Organickd chemie. 2. vydani, kap. 12. SNTL
Praha 1980.

Hiéring, D. , Boss, B. , Herderich, M. , Schreier, P.: Rationalizing the Origin of
Solerone (5-Oxo-4-hexanolide), p. 116. In: ACS Symposium Series, Vol. 714
Chemistry of Wine Flavor 28, Ed. Waterhouse A. L. Ebeler E. S. — American
Chemical Society USA 1998.

Blanck, 1., Sen, A., Grosch, W.: Z. Lebensm. Unters. Forsch. 195, 239 (2002).

Blank, I., Lin, J., Fumeaux, R., Welti, D. H., Fay, L. B.: J. Agric. Food Chem. 44,
1851 (1996).

Pham, T.T., Guichard, E., Schlich, P., Charpentier, C.: J. Agric. Food Chem. 43,
2616 (1995).

Moreno J.A., Zea L., Moyano L., Medina, M.: Food Control, 16, 333 (2004).

Dubois, P., Rigaud, J., Dekimpe, J.: Lebensm. -Wiss. Technol. 9, 366 (1976).

Masuda, M., Okawa, E., Nishimura, K., Yunome, H.: Agric. Biol. Chem. 48, 2707
(1984).

Guichard, E., Etievant, P. X., Henry, R., Mosandl, A.: Z. Lebensm. Unters. Forsch.
195, 540 (1992).

Martin B., Etiévant P. X.: J. High Resolut. Chromatogr. 14, 133 (1991).

Ferreira A. C. S., Barbe J. C., Bertrand A.: J. Agric. Food Chem. 51 4356 (2003).

Martin B, Etievant p. X., Luc. Le Quere J., Schlich P.: J. Agric. Food Chem. 40, 475
(1992).

49



[37]

[38]

[39]

[40]

[56]
[57]
[58]

[59]

Schneider R., Baumes R., Bayonove C., Razungles, A.: J. Agric. Food Chem. 46,
3230 (1998).

Pham T.T., Elizabeth G., Pascal S., Claudie C.: J. Agric. Food Chem. 43, 2616
(1995).

Blank L., Lin J., Fumeaux R., Welti D. H., Fay L. B.: J. Agric. Food Chem. 44, 1851
(1996).

Chavezservin J., Castellote A., Lopezsabater M.: J. Chromatogr. A 1076, 133
(2005).

Diaz-Plaza E.: Anal. Chim. Acta. 458, 139 (2002).

http://www.epa.gov/opprd001/factsheets/furfural.html (staZzeno 13.3.2010).

Teixid6 E., Santos F. J., Puignou L., Galceran M. T.: J. Chromatogr. A 1135, 85
(2006).

http://www.legaltext.ee/text/en/U61130.htm (staZzeno 6.3.2010).

Theobald A., Miller A, Anklam E.: J. Agric. Food Chem. 46, 1850 (1998).

www.furan.com/_resources/downloads/10497en_rev6.pdf (stazeno 21.4.2010).

http://www.wineofczechrepublic.cz/ (staZzeno 45.1.2010).

Farkas, J.: Technologie a biochemie vina. SNLT Praha 1980.

www.winearomawheel.com/ (12.3.2010).

Chen J., Penhune V., Zatorre R., Hanslmayr S., Pastotter B., Bauml K., Gruber S.,
Wimber M., Klimesch W., Bueti D., others: J. Cogn. Neurosci 20, 226 (2008).

Ferreira V., Jarauta 1., Lépez R., Cacho J.: J. Chromatogr. A 1010, 95 (2003).

Schaller E., Bosset J.O., Escher F.: Lebensm.-Wiss. Technol. 31, 305 (1998).

Holbecher Z., Churédcek J. a spol.: Analytickd chemie. SNTL, Praha 1987.

Churécek J. a spol. Analytickd separace ldtek. SNTL, Praha 1990.

Ribéreau-Gayon P., Glories Y., Maujean A., Dubourdieu D.: Handbook of enology,
vol. 2, The Chemistry of wine stabilization and treatments. John Willey & Sons,
UK 2006.

Marsili R.: Flavor, Fragrance & Odor Analysis. Marcel Dekker, Inc USA 2002.

Klouda P.: Moderni analytické metody. Pavel Klouda, Ostrava 2003.

Worsfold P., Townshend A., Poole C., ed.: Encyclopedia of Analytical Science
Elsevier, Amsterdam 2005.

Evans T., Butzke C., Ebeler S.: J. Chromatogr. A 786, 293 (1997).

50



[66]
[67]

[68]
[69]

[70]
[71]
[72]

[73]
[74]
[75]

[76]
[77]

www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma-
Aldrich/General_Information/11.pdf (staZeno 9.3.2010).

Castro R., Natera R, Duran E., Garcia-Barroso C.: Eur. Food Res. Technol. 228, 1
(2008).

VOLKA, Karel. Analytickd chemie II. Vydavatelstvi VSCHT, Praha 1997.

http://en.wikipedia.org/wiki/Mass_spectrometry (stazeno 18.12010).

Grosch W., Belitz H.-D: Food Chemistry, Springer-Verlag, Deutschland 2009.

Berger, R. G.: Flavours and Fragrances - Chemistry, Bioprocessing and
Sustainability. Springer-Verlag, Deutschland 2007.

Tao, Y.; Li, H.; Wang, H.; Zhang, L.: J. Food. Compos .Anal. 21, 689 (2008).

Schneider R., Baumes R., Bayonove C., Razungles A.: J. Agric. Food Chem. 46,
3230 (1998).

Gaspar E. M., Lopes J. F.: J. Chromatogr. A 1216, 2762 (2009).

Teixid6 E., Santos F. J., Puignou L., Galceran M. T. J.: Chromatogr. A 1135, 85
(2006).

Serkan S.: J. Food Qual. 30, 330 (2007).

Sim6n de F. B., Cadahia E., Kalicha J.: J. Agric. Food Chem. 51, 7671 (2003).

Lavigne V., Pons P., Darriet P., Dubourdieu D.: J. Agric. Food Chem. 56, 2688
(2008).

Ferreira V., at all: J.Chromtogr. A 806, 349 (1998).

Guichard E., Pham, T., Etievant P.: Chromatographia. 37, 539 (1993).

Rufidn-Henares J.A., Garcia-Villanova B., Guerra-Herndndez E., J. Liq. Chromatogr.
Relat. Technol. 24, 3049 (2001).

LoCoco F., Valentini C., Novelli V., Ceccon L.: J. Chromatogr. A 749, 95 (1996).

http://wisewinebuys.com/freeresources/ (stazeno 21.4.2010).

51



7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,5-DMF
2-FF
2-FF-OH
4-COBL
5-HMF
Apiku
AMS
AMK
BSTFA
CAR

CI

Clitka
DAD
DCHM
DI-SPME
DVB

EIl

ESI

FID

GC

GC-O
GLC

GSC

HP

HP ZB-5MS
HPLC
HPLC-UV/VIS
HS
HS-SMPE
IS

2,5-dimethylfenol

2-furfural

2-furfurylalkohol

4-carbethoxybutyrolacton

5-(hydroxymetyl)furfural

plocha piku

aminoslouc¢eniny

aminokyselina(y)

N,O-bis-trimethylsilyltrifluoroacetamid

karboxen (soucast vlakna pro SPME)

chemicka ionizace

hmotnostni koncentrace latky

detektor s diodovym polem

dichlormethan

extrakce tuhou fazi se vzorkovanim pfimo v kontaktu se vzorkem
divinylbenzen (soucdst vldkna pro SPME)

ionizace elektronem

ionizace elektrosprejem

plamenové-ionizacni detektor

plynova chromatografie

plynova chromatografie v kombinaci s olfaktometrickym detektorem
gas — liquid chromatography

gas—solid chromatography

Hewlett-Packard

typ staciondrni faze v GC — poly(5%-difenyl-95%-dimethylsiloxan)
vysoce ucinnd kapalinova chromatografie

vysoce HPLC se spektrofotometrickou detekci
Headspace-separace

extrakce tuhou fazi se vzorkovanim headspace

vnitini standard (internal standard)
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LC
LDsg

LOD
MR

MS(D)
PDMS
PE

p-o.

SAL
SIM
SMOCH
SOTOLON
SPME
SPE
TCD
TIC
TOF

R

STD

UK
USA
UV/VIS

kapalinova chromatografie

mnoZstvi substance, které je po podani urcité latky smrtelnou davkou pro

daného zivocicha v 50 % ptipada

limit detekce

Maillardova rekace

molekulova hmotnost

hmotnostni spektrometrie (detektor)
polydimethylsiloxan (soucast vlakna pro SPME)
polyethylen

per os (poddvano tsty)

senzoricky aktivni latky

selektivni monitorovani iontu (z angl. ,,Selective Ion Monitoring*)
smérodatna odchylka
3-hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on

extrakce tuhou fazi

extrakce pevnou fazi

tepelné vodivostni detektor

celkovy iontovy proud (z angl. ,,Total Ion Current*)
MS analyzator zaloZzenym na dobé¢ letu nabitych ionti
reten¢ni ¢as v minutach

standard

Velka Britanie

Spojené staty americké

(24

spektroskopicky detektor métici v UV-oblasti
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8. PRILOHY

Priloha I.: Aromaticky kruh vina (dle anglického originalu) [78]

WINE AROMA WHEEL
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Am J. Enol. Vitic. 38:143,1987) Colored laminated _:f? 2
plastic copies of the aroma wheel may be obtained 2
from A.C. Noble, Dept. Vil.&Enol,, University of g
California, Davis, CA 95616 - Fax 918/752/0382
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Priloha II.: Kalibra¢ni zavislosti

Kalibraéni zavlislost sotolonu Kalibra€ni zavlislost sotolonu log(c)
Plocha (A)
250000 - log(A) 6
200000 /4/
4 4
150000 -
100000 { 77987 + 3788.9 y = 0,8896x + 4,9319 3
. R2 X+7 ’ R? = 0,9986 21
50000 =0,9976 1
0 ; ; ; ; ; : ) ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘
0 05 1 15 2 2,5 3 35 15 -1 05 0 0,5 1
Koncetrace ¢ [ug/ml] Koncetrace log(c) [ug/ml]
Graf 1. : Kalibrac¢ni zavislost sotlolonu
Plocha (A) Kalibraéni zavlislost 2-FF Kalibraéni zavlislost 2-FF log (c)
3000000 - log (A) 7
2500000 - //ﬁ———‘—//"/’
2000000 - 51
1500000 - y = 1,0884x + 58481 4
3 4
1000000 y = 726310x + 33,323 R? = 0,9925 ;
) i
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Graf 2. : Kalibraéni zavislost 2-FF
Plocha (A) Kalibraéni zavlislost 2-FF-OH Kalibraéni zavlislost 2-FF-OH
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Graf 3. : Kalibraéni zavislost 2-FF-OH
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