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ABSTRAKT

Tato diplomovéa préace se zabyva analyzou tii laktonti (whisky laktonu, sotolonu
a vinného laktonu) v alkoholickych ndpojich. VSechny vybrané analyty byly analyzovany
ve vzorcich plynovou chromatografii s hmotnostni detekci.

Cilové latky vyzadovaly podle své povahy rozdilné zpracovani vzorku a zptsob
izolace z matrice. Pro stanoveni whisky laktonu v reélnych vzorcich byla provedena pouze
extrakce analytu vhodnym rozpoustédlem. V piipadé sotolonu byla vyzadovana derivatizace
Z dGvodu ptitomnosti hydroxylové skupiny na molekule. Byly vyzkouSeny experimenty
S derivatizacnimi ¢inidly N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidem a acetanhydridem. Pii
pokusu o stanoveni vinného laktonu byla provedena frakcionace na silikagelové kolonég,
nebot’ bez frakcionace dochazelo k piekryti mozného piku vinného laktonu ethylesterem
kyseliny dekanové a kyselinou dekanovou. Frakcionace tak zajistila rozdé€leni téchto latek
mezi jednotlivé frakce a lepsi vzajemnou separaci.

Dale byly sledovany podminky, které ovliviuji vytéznost extrakce a odezvu analytu.
V piipadé whisky laktonu se jednalo o typ extrak¢éniho ¢inidla. U sotolonu byl pozorovéan
vliv vysoleni, volby extrak¢niho a derivatiza¢niho ¢inidla, velikosti nastiiku, teploty nastiiku
a teploty kolony na zacatku analyzy. Velmi zajimavym zjisténim byl pozitivni vliv ptidavku
balastnich latek (diethylesteru kyseliny jantarové, 2-fenylethanolu a tyrosolu) do
vzorku portského vina na velikost odezvy sotolonu. Pfi snaze o stanoveni vinného laktonu

ve viné byl sledovén vliv poméru rozpoustédel pro eluci latek ze silikagelové kolonky.



SUMMARY

This study is focused on analysis of three lactones (whiskey lactone, sotolone and
wine lactone) in alcoholic beverages. All of these analytes were determined by
gas-chromatography mass spectrometry.

Target compounds required different processing of samples and form of isolation
from matrix. Simple extraction by suitable solvent was needed for the determination of
whiskey lactone. In the case of sotolone the derivatization was required because of hydroxy
group in its molecule. Some experiments with N,O-bis(trimethylsilyl)trifluorocetamide and
acetanhydride as derivatization reagents were made. The possible peak of wine lactone was
probably overlapped by ethyl decanoate and decanoic acid, therefore the fractionation on
silica gel column was tried for the determination if this lactone. Fractionation provided
distribution of these compounds between fractions and better mutual separation.

Conditions which influence the yield of extraction and the determination of the
analyte were also observed. In the case of whiskey lactone, the type of extraction reagent
was studied. Influence of salting, type of extraction and derivatization reagents, injected
volume, temperature of injection and temperature of column at the beginning of the analysis
were observed in the analysis of sotolone. Very interesting finding was the positive influence
of ballast substances addition (diethyl succinate, tyrosol, 2-phenylethanol) on the response
of the sotolone in port wine. The solvents ratio effect on the elution of substances from silica

gel column was observed for the determination of the wine lactone.
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1. UVOD

Laktony jsou produkty kondenzace hydroxylové a karboxylové skupiny ve struktufe
hydroxykarboxylové kyseliny. Mohou byt vyrabény i komeréné biotechnologickymi
procesy za pouziti kvasnic. Chemicka struktura ovliviiuje jejich senzorické a chemické
vlastnosti. Vice nez 100 riznych laktond je uznano jako aromatické piisady, mezi takové
patii napiiklad gamma-hexalakton se sladkou, kokosovou, bylinnou pfichuti, nebo gamma-
a delta-dekalakton s ovocnym, ofiskovym, mlénym a broskvovym aroma. V ptirodé se
vyskytuji pfevazné nasycené a nenasycené gamma- a delta-laktony s nepatrnym
zapachem/vini. [34, 35]

V alkoholickych napojich jako jsou whisky, konak, klasicka, fortifikovana a barikova
vina hraji laktony velmi dulezitou roli a ptispivaji k typickému aroma napoje. Nékteré
laktony naptiklad whisky lakton se vyskytuji v dubovém dievé a jejich obsah v napoji se
zvys$uje s dobou zréni v sudu. Koncentrace laktont v alkoholickych népojich je velmi nizka,
proto je pii stanoveni téchto latek vyzadovana prekoncentrace. V nékterych piipadech
postaci jednoduché extrakce laktonu ze vzorku do vhodného rozpoustédla. Tento snadny
postup byl aplikovan pii stanoveni whisky laktonu v realnych vzorcich. Jiné laktony naopak
vyzaduji kromé extrakce také derivatizaci, ktera vede ke zvySeni tékavosti, popiipadée
tepelné stability analytti v diisledku sniZeni polarity. Vhodnym laktonem, pii jehoZ stanoveni
se uplatnil proces derivatizace, je sotolon, nebot’ ve své molekule obsahuje hydroxylovou
skupinu. Zaménou aktivniho vodiku polarni skupiny za alkylovou, silylovou nebo acylovou
skupinu dojde ke vzniku derivatu. Derivatizace mize byt uskute¢néna pied extrakci analytu,
nebo aZz po ni, naptiklad acetylace sotolonu acetanhydridem se provadi pied extrakci
anasledné je vytvofeny derivat extrahovan do vhodného rozpoustédla, zatimco silylace
tohoto laktonu N,O-bis(trimethylsilyltrifluoracetamidem je z divodu nizké hydrolytické
stability ¢inidla provedena az po extrakci rozpoustédlem. Velmi ¢asto pouzivanou moznosti
prekoncentrace je extrakce tuhou fazi (SPE). Tato metoda se pouziva piedevsim pro izolaci
analytl z kapalné matrice, nebo pro pieciSténi extraktl. Principem SPE je d¢leni latek mezi
dvé nemisitelné faze pevnou a kapalnou. Dnes je k dispozici velké mnozstvi sorbentli, mezi
ty nejCastéji pouzivané patii silikagel, chemicky modifikovany silikagel, polymerni
sorbenty, grafitizovany nebo porézni uhlik. Volba sorbentu zavisi na mechanismu interakce
mezi sorbentem a sledovanym analytem. Nejbézné&jsi retenéni mechanismy v SPE jsou

zaloZeny na van der Waalsovych silach, vodikovych vazbach, dipol-dip6lovych interakcich



a interakcich kation-anion. Pro extrakci tuhou fazi je k dispozici $iroka $kala rozpoustédel
ruzné polarity, vhodnou volbou rozpoustédla je mozné odd¢lit balastni latky od analytu. Pro
izolaci vinného laktonu z extraktu vina byla pouzita extrakce tuhou fazi, jako vhodny sorbent
byl zvolen silikagel. Jelikoz se pfi analyze samotného extraktu vina soucasné eluoval
pravdépodobny vinny lakton a dal$i dvé slozky matrice (ethylester kyseliny dekanové
a kyselina dekanovd), bylo nutné od sebe tyto tii latky oddélit. Vhodnym feSenim by mohla
byt frakcionace, kterd pti spravné volbé rozpoustédel umozni vymyt slozky extraktu ze
silikagelové kolonky, aby frakce s analytem neobsahovala balastni latky se stejnym nebo

podobnym reten¢nim ¢asem, jako ma analyt. [11, 35, 38]



2. TEORETICKA CAST

2.1 Laktony

Laktony jsou cyklické intramolekularni estery hydroxykyselin. Déli se dle po¢tu atomt
uhliku pfitomnych mezi karboxylovou skupinou a uhlikem, na ktery je vazana hydroxylova
skupina. Nejrozsitenéjsimi skupinami jsou y-laktony, é-laktony a makrocyklické laktony,
pricemz y-laktony a 6-laktony vznikaji dehydrataci ptislusnych hydroxykyselin, zatimco
dehydrataci 3-hydroxykyselin nevznikaji 3-laktony, ale a, R-nenasycené kyseliny. Mnoho
laktoni obsahuje ve své struktufe alespon jedno chiralni centrum, takze se tyto latky
vyskytuji ve formé izomerd. Jednotlivé optické izomery se mohou lisit jak chuti a vini, tak
biologickou aktivitou. [6,13]

Pievazné y-laktony, o-laktony a makrocyklické laktony maji obrovsky vyznam
V potravinaiském prumyslu a také v primyslu vonnych a chutovych latek. Napiiklad
y-butyrolakton ma nasladlou vini ptfipominajici maslo, y-nonalakton ma chut' podobnou
kokosovemu otfechu, y-dekalakton ma ovocnou vuni a 6-dekalakton pfipomina broskve a je

slozkou aromatu malin a kokosu. [6,13]

2.2 Vyskyt laktoni v alkoholickych napojich

Velmi vyznamné jsou laktony odvozené od vétvenych alifatickych hydroxykyselin.
Dilezitou slozkou aromatu nékterych vin a také destilati, které zraji v dubovych sudech je
tzv. whisky lakton, nékdy nazyvany jako konakovy ¢i dubovy lakton. Ve vinech se také
vyskytuje 3a,4,5,7a-tetrahydro-3,6-dimethylbenzofuran-2-on (vinny lakton) a y-lakton
5-oxohexano-4-lakton (soleron), jehoz vuné vino pifipominad. Vina typu sherry obsahuji
5-hydroxyhexano-4-lakton (sherrylakton) a vyznamnou slozkou aromatu téchto vin je
3-hydroxy-4,5-dimethyl-(5H)-furan-2-on (sotolon). [13]

2.2.1Vino

Neni mozné zcela urcit, kdy bylo vino poprvé vyrobeno, nebot’ na rozdil od tvrdého
alkoholu muze vzniknout i pfirozené. Hrozny obsahuji cukr, kyseliny a aromatické latky.
Aby se cukr pfeménil na alkohol, jsou zde potfebné kvasinky. Po spadnuti zralého hroznu

na zem a prasknuti slupky vyte¢e $t'ava ven a dostane se do styku s kvasinkami ve vzduchu,
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tim vznikne né&co, co by se dalo nazyvat vinem. Uz staii Rekové povazovali vino za zaklad
jejich kultury a stalo se soucasti jejich kazdodenniho Zivota. [19,20]

Na jakost a celkovy styl vina maji nepochybné vliv fyzikalni vlastnosti pudy. Kvalitni
vina davaji kefe, které rostou na pomérné¢ chudych ptdach, jez podporuji rist kofent.
Dulezita je také vladha, révové kefe potiebuji odvodnéné pudy, které jsou zaroven schopny
zadrzet vodu v hloubce, aby z ni mohly ¢erpat vodu. [21]

Rozhodujici je doba sbéru hroznti, ty musi byt vyzralé, stupen zralosti se 1isi vino od
vina. Zralost hroznu lze zjistit stanovenim obsahu cukru, ktery v nich vznikd vlivem
fotosyntézy, a jeho mnozstvi se obvykle zjisti pomoci refraktometru. Sklizené hrozny se
V podniku nejdiive jemné pomelou, aby se uvolnila $tdva, ale neposkodila se semena, ktera
obsahuji hotké silice. Po drceni nasleduje lisovani, most z prvniho lisovani je nejkvalitné;jsi
a mé také nejjemné&jsi chut, pii dal$im lisovani vznikd most s hotkou chuti. Jesté pted
samotnym lisovanim vyteCe voln¢ velka ¢ast, tzv. samotok. K vyrobé téch nejkvalitnéjSich
vin se pouziva samotok a most z prvniho lisovani. Poté nésleduje ¢isténi nebo cifeni této
sladké st'avy, ktera se bézn¢ nechava usadit pies noc v tancich. Po ¢isténi nasleduje kvaSeni.
Ptirodni kvasinky, tedy pfirozend mikroflora vinic, dodavaji vinu ¢ast svého charakteru,
zatimco vySlechténé kvasné kultury nabizeji vétsi spolehlivost. Pti kvaseni jsou dulezité dva
faktory, které ovliviiuji chut’ vina — teplota a druh pouzité nadoby. Nizka teplota poméha
zachovévat aromatické latky v hroznech, zatimco vys$si teplota urychluje biochemické
reakce a fermentaci. VétSina vin kvasi v inertnich nadrzich, v tancich z nerezové oceli, dieva
nebo betonu. Pokud chce vinaf vyrobit sladké vino, musi pouzit specialni technologie.
Kvasinky umiraji, kdyZ obsahu alkoholu doséhne asi 15 %, proto se pii vyrobé nékterych
sladkych vin se kvaSeni zastavuje umélym zvySenim hladiny alkoholu, naptiklad pti pfiprave
portského vina se pfilije vinny lih. Levnéjsi sladka vina byvaji doslazena koncentrovanym
hroznovym mostem. Po kvaSeni se vino nechava zrat v dievénych sudech ¢i ocelovych
tancich, dokud se vinaf nerozhodne, Ze je pfipraveno k lahvovani. Vino vhodné ke starnuti
vétSinou zraje v dubovych sudech 18 mésict az 2 roky. Sudy se pouzivaji predevsim kvili
pomalé oxidaci, jez spolu s aromatickymi latkami a téislovinami z dubu dava vinu exkluzivni
komplexnost. Vyrobci Cerveného vina se musi soustiedit na extrakci barvy ze slupek,
zatimco u bilého vina je dalezité zachovat jemné primarni aromatické latky. [19, 20]

Technologie fortifikovanych neboli dolihovanych vin u nas neni velmi rozsitena, ale je
vSeobecné znama po celém svété. Do této kategorie patii naptiklad portugalské portské
a madeira, Span¢lské sherry ¢i sicilska marsala. Spadaji sem vSechna vina s pfidavkem

alkoholu, at’ uz sladké, suché, bilé ¢i Cervené. Existuji tfi metody dolihovani, a to tzv.
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mutage, ¢asné a pozdni dolihovani. Pfi prvni z uvedenych metod se alkohol ptidava do
cerstvé vylisovaného mostu, tim se Upln€ zabrani kvaSeni a vysledkem je sladky silné
alkoholicky napoj. U ¢asného dolihovéni se alkohol do mostu ptidavé az po zacatku kvaseni,
napf. v ptipadé portského se alkohol ptidava béhem fermentace, kdyz vino dosahne 6-8 %
obj. alkoholu. Pozdni dolihovéni se provadi ptidavkem alkoholu az po ukonceni fermentace,
timto zptsobem je vyrabéno napt. vino typu sherry. Bézna ticha vina obsahuji 8,5-15 % obj.
alkoholu, zatimco fortifikovana vina 16-24 %. Pti¢inou vzniku téchto vin byly nedokonalé
podminky pii lodni pfepravé vina do zemi spotfeby. Vina v dfevénych sudech se casto pfi
pievozu kazila, proto bylo potfeba je dolihovat, zvySenim obsahu alkoholu doslo
k zakonzervovani vina proti nezadoucimu druhotnému kvaseni. [29]

Konec¢nou kvalitu vina urcuje bezesporu vinohrad. Pro dané typy vin jsou vhodné odlisné
hrozny. Napftiklad pro svézi bila vina neutralni chuti jsou vhodné sotva zralé, ale zdravé
hrozny, zatimco sladka vina (napf. Sauternes) vyzaduji scvrklé ,,shnilé¢” hrozny napadené
uslechtilou plisni Sedou. Bilé hrozny potfebuji k dozrani méné slunce nez modré, proto

pochazeji nejlepsi bila vina z chladnéjsich oblasti. [19]

2.2.2 Whisky

Tento destilat vyrobeny z obili podle irské a skotské tradice se dnes vyrébi i v jinych
koutech svéta, naptiklad v Severni Americe, kde se k vyrobé pouziva tieba i ryze ¢i
kukufice. Pro vSechny whisky je charakteristickd chut’ po obili, zatimco ostatni destilaty,
které jsou také ptipravené z obili, maji téméf neutralni chut’.

Whisky pouze z jedné palirny se oznacéuje jako single nebo sladovd, zatimco termin
michana (blended) whisky, naznacuje, Ze jde o produkt z vice sladovych paliren. Sladova
(malt) whisky se destiluje ze stoprocentniho sladového je¢mene a poté zraje v dubovych
sudech, kone¢ny obsah alkoholu ¢ini minimalné 40 %. Klasicka whisky se vyrabi v piistroji
tvaru kotle pteruSovanou destilaci. Diky periodicky pracujicimu destilacnimu pftistroji se
ziskava whisky s vyraznéj$im aroma a chuti, nez je tomu u nepietrzité pracujici kolonové
destilace pouzivané na vyrobu obilné whisky. Obilnd whisky se vyrabi z riznych druhd
obili, napiiklad z kukufice, pSenice nebo je¢mene. [14,15]

Hlavnimi ingrediencemi pro vyrobu whisky jsou voda, obiloviny a kvasinky. Skotské
palirny pouzivaji pfevazné meékkou vodu, kterd je pro namaceni jeémene vhodnéj$i, nez voda
tvrda a take je v ni obsazeno méné mineralti. Nazor na nejlepsi obilovinu pro vyrobu whisky
se rizni podle toho, v jaké Casti svéta byla vyrobena. Ve Skotsku a Irsku se na slad

zpracovava je¢men. Této obiloving se dafi i na netirodné, na dusik chudé pidé, coz z ni €ini
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vhodnou plodinu pro piipravu sladu. Kromé stoprocentni zitné¢ whisky nalezneme je¢men
Vv rizném mnozstvi v kazdém typu whisky a to z vice diivodd, jednak chutovych, jednak
fermenta¢nich. Pfi vyrobé whisky z nesladové pSenice nebo kukufice postacuje pouhych
10 % jecmene k tomu, aby se rozb¢hla fermentace.

Zito se k vyrobé whisky pouziva bud’ ve sladové & nesladové podobé v Severni
Americe. Cista zitna whisky se vyrabi napiiklad v Kentucky a podil Zita musi byt alespoti
51 %. Aroma kvaseného Zita je nejostiejsi a nejpronikavéjsi ze vSech typl zapar a jeho barva
je tmavsi.

V minulosti se kukufice pouzivala velmi ¢asto ve vSech palirnach svéta, poté ji
v n¢kterych palirnach vysttidala levnéjsi pSenice, ale dnes uz se obé suroviny cenou
prakticky nelisi. Kukufice se nepouziva jen k vyrobé bourbonu, ktery ji musi podle zékona
obsahovat minimaln¢ 51 %, ale také pti vyrobe jemné, kontinudlné€ destilované whisky ve
Skotsku a Irsku, ktera se pfidava do michanych whisky. PSenice je pii vyrobé whisky
druhotadou surovinou, ktera soupeti s ryzi a kukufici o pozici hlavni pfisady. Na pocatku
19. stoleti byl oves v americkych palirnach velmi oblibeny, to uz je ale davno minulosti.
Vyrobci whisky z ovsa museli byt neustale ve stichu, nebot’ lepkavy charakter obiloviny
s sebou piinasel nebezpeci, ze se kotle ucpou a exploduji.

Posledni nutnou ingredienci pro vyrobu whisky jsou kvasinky. Jedna se o katalyzator,
ktery pfeméni fidkou kasi v kotel ptekypujici alkoholem. Kvasinky také dodavaji whisky
jeji typicky charakter, napt. hotky, sladky, mlécny ¢i ovocny. Pouzivaji se levnéjsi
pivovarské a draz§i palirenské kvasinky, které se michaji v rizném poméru. Ty pivovarské
se shiraji z povrchu kvasiciho piva, pficemz kromé spusténi fermentace dodavaji whisky
dalsi chuté.

Vsechny postupy, kterymi se vyrabi whisky (irské, bourbon, skotské, kanadské atd.),
jsou si velmi podobné a zahrnuji sladovani, suSeni, mleti, ptipravu zapary, fermentaci,
destilaci a zrani. Cerstvé sklizena zrna je¢mene ¢&i jiné obiloviny obsahuji vysoké mnozstvi
Skrobu, klicenim se Skrob pfemeénuje na cukry, které jsou kli¢ové k vyrobé alkoholu. Zrna
se nechavaji po dobu 48-60 hodin ve studené, pravideln¢ vyménované vodé, timto procesem
zrna bobtnaji a zvétSuji svlij objem. Podle délky klicku usoudi sladovnik, Ze obsah cukru
v zrnu dosahl optimalni hodnoty. Nasleduje susSeni sladu, ¢imz se zamezi dalSimu ristu,
ktery by vedl ke snizeni obsahu cukru. Pfi suSeni stoupa skrze rost se zrnem horky kouf
Z ohné pod nim, tim se zrno nejen vysusi, ale 1 lehce oprazi. Po suSeni nasleduje mleti, které
zajisti, aby se ziskalo co nejvétsi mnozstvi zkvasitelnych substanci ze sladovych

i nesladovych obilovin. Poté se zrna zaliji horkou vodou, do které se vyluhuji vSechny
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fermentovatelné slozky, tim vznika tekutina s vysokym obsahem cukru, tzv. zapara. Pfi
fermentaci, kterd trvd 4072 hodin a nékdy i déle, se k zapaie pfidaji kvasinky a vznika tzv.
bfecka. Aby se zjistilo, v jakém stadiu kvaSeni se tekutina nachazi, provadi se jeji
ochutnavani ptimo z kad¢. Sladka chut’ naznacuje, Ze kvasSeni pravé zacalo a jesté nedoslo
ke stépeni cukrd. Naopak pokud bieCka zhotkne, blizi se fermentace ke konci, nebot
kvasinky jiz veskery cukr spotfebovaly. Nasledn¢ se bfecka napumpuje do destilatniho
zafizeni. Velmi dilezité je, aby destilatér pti destilaci oddélil tu nejlepsi ¢ast lihoviny, ktera
vytéka z destilacniho piistroje. Nejdiive teCe z piistroje lihovina s nezadouci ptimési, ktera
by zkazila kvalitu whisky. Stejné tak je nevhodna i lihovina z konce destilace. Tento tzv.
ukap a dokap se znovu predestiluji, zatimco stfedni ¢ast je stocena do sudii, kde zraje. Proces
zrani a jeho rychlost ovliviiuje i podnebi, v teplejSich oblastech probihd vSe rychleji.
Vysledna chut’ lihoviny je ovlivnéna i mistem, kde se skladuje, ve vlhkych a vétru
vystavenych budovach u mote ziska whisky slany charakter. Neopomenutelny vliv na chut’

a barvu napoje ma také charakter dieva, ve kterém whisky zraje. [16]

2.2.3 Konak

Jedna se 0 népoj s bohatou historii, je symbolem Francie a jejiho Zivotniho stylu. Jiz ve
3. stol. nafidil cisaf Probus zaklddani vinohradl v Galii. Na ptfelomu 12. a 13. stoleti se
vinohrady zacaly roz§ifovat i do vnitrozemnich regionu Saintonge a Angoumois. Uz v této
dob¢ bylo mésto Cognac znamé pro svij trh s vinem. Zacala se vyrabét takova mnozstvi
vina, ze nebylo mozné jej prodat. Navic dlouha cesta po mofi snizovala kvalitu a chut’ vina,
proto se holandsti obchodnici rozhodli jej destilovat. Pfeménili jej na tzv. brandwijn, ¢ili
palené vino, odtud pochazi jiz znamy nazev brandy. Holand’ané palené vino naiedili vodou,
¢imz vytvofili plivodni vino. Na zacatku 17. stoleti se zavedla dvojitd destilace, ktera
umoziovala, aby byl tento napoj piepravovan v neménné kvalité. Diky nahodg¢, ktera nastala
pfi zdrzeni prepravy piekladanim sudl z lodi na lod’ se zjistilo, Ze destilat ziska plngjsi chut’
zranim v dubovych sudech. Brandy se prodavala bud’ jako ,,hnédy konak* (oslazeny hnédym
sirupem z melasy), nebo jako ,,svétly* (bez ptisad). Dnes se konak vyvazi do vice nez 150
zemi a poklada se za napoj velmi vysoké kvality. [17,18]

Vyroba konaku je sloZzena z nékolika krokd — sbér hrozntl, kvaSeni a destilace. Dnes se
vétsina vinic sklizi pomoci stroji, pfi¢emz se hrozny lisuji. Béhem kvaSeni, které trva zhruba
3 tydny, se nesmi ptidavat cukr ani ptisady zvySujici aciditu. Vysledkem je vino bez vyrazné
chuti s obsahem 8-9 % alkoholu, které je vhodné pro destilaci. Konak je dvakrat destilovan

v destilacnich kotlich, které se pouzivaji i k vyrobé sladové whisky. Pti paleni se obvykle
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pouzivaji médéné destilatory. Nefiltrované vino se naleje do banaté nadoby, ktera je
zahfivana nejcastéji zemnim plynem. Alkoholové vypary stoupaji nahoru do kopule, poté
prochazeji chlazenou nadobou do sbérné kadé. Po prvni destilaci je kapalina jemn¢ zakalena
s obsahem alkoholu 27-30 % a ftika se ji brouillis neboli ,,pfedek”. Pfi druhé destilaci se
malé mnozstvi destilatu ze zacatku (tzv. hlava) odstraniuje. Druhd destilace trva okolo
dvanacti hodin a o cely proces se staré destilatér. Ten musi zastavit shromazd’ovani brandy,
kdyz se dostane pod 60 % alkoholu a zbytek neboli ocas se odstrani. Dvé oddé€lené Casti
nazyvané hlava a ocas se destiluji znovu s dalsi davkou vina, aby se zamezilo plytvani.
Vsichni vyrobci se shoduji na tom, Ze peélivé rozdéleni jednotlivych frakei je velmi dulezité
a spo¢iva v tom pravé uméni destilatérd, tedy ochranit tu nejjemnéjsi a nej¢istsi ¢ast procesu.

Délka zrani konaku je velmi duleZita. Pomala oxidace v kadi umozni rozvinuti jemnych
tontl. Velky vliv na vyslednou chut’ destilatu maji i prostory, ve kterych zraje, naptiklad
v sus§ich skladech vznikd brandy ostej$i chuti. Sikovny sklepmistr bude tedy peclivé
sledovat proces zrani a bude piesouvat sudy z jedné mistnosti do druhé, aby zajistil optimalni
rozvoj chuté 1 vliin€. Dilezity je 1 vybér dieva, tradi¢né se pouzivaji duby zvané limousinské
a troncaiské. Limousinské duby obsahuji vice taninu, ale méné ligninu, coz je zpeviujici
materiél s vanilkovym aroma. Koniak mize v sudu zistat jen omezenou dobu, jinak by ziskal
silnou pachut’ dfeva. 15-20lety konak ziskava plnéjsi a chutnéjsi charakter. Vrchol ptichazi
mezi 40-50 lety starnuti, po 60 letech nema uz konak ze dieva co ziskat a jeho kvalita by se

mohla zacit zhorSovat, pokud by byl vystaven G¢inku vzduchu. [18]

2.3 Prehled zkoumanych laktoni

2.3.1 Whisky lakton

Whisky lakton (Obr. 1) (5-butyl-4-methyl-4,5-dihydro-2(3H)-furanon), dfive
oznacovany jako dubovy lakton, poprvé identifikovali Suomalainen a Nykanen v roce 1970.
Tento lakton byl identifikovan jako esencidlni chutovd komponenta alkoholickych napoja
zrajicich v sudech z dubového dieva, odtud pochazi nazev dubovy lakton. Dnes pouZzivanéjsi
oznaceni whisky lakton se uchytilo diky izolaci této latky ze staré whisky. Kromé konaku
a whisky se dale vyskytuje také ve sladkostech, chlebu, ving, tabaku a pecivu. [1]

Whisky lakton ve své struktufe obsahuje dva chirdlni uhliky, diky pfitomnosti téchto
chiralnich center se vyskytuje ve form¢ dvou izomert a jejich optickych antipoda. Aroma

téchto izomerd pfipomina vini kokosu, cis-izomer je spiSe zemity a dfevity, zatimco
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trans-izomer se podoba celeru. V dubovém dievé je obsazen pouze (4S, 5S)-cis a (4S,
5R)-trans izomer. Whisky lakton je t€kava slou¢enina, ¢asto pouzivanou metodou pro jeji
stanoveni je plynova chromatografie. [4]

Mnozstvi whisky laktonu v alkoholickych napojich se rtizni. Autofi se v publikaci [28]
vénuji stanoveni mnozstvi whisky laktonu ve vzorcich Spanélskych a australskych vin.
V bilych vinech se koncentrace trans whisky laktonu pohybovala od 9 do 475 pg/l a cis
izomeru od 15 do 231 ug/l. V ptipadé Cervenych vin bylo mnoZstvi trans izomeru niz$i nez
u bilych vin, konkrétné 4-202 pg/l, zato koncentrace cis izomeru byla o trochu vyssi
a pohybovala se od 9 do 277 pg/l. Vliv na koncentraci tohoto laktonu v alkoholickych
napojich miize mit i druh pouzitého dubu pro vyrobu sudii, zpracovani dieva a jeho
geograficky ptivod. Napiiklad ve studii [23] se autofi vénuji stanoveni cis a trans izomeru
ve vzorcich whisky, rumu a brandy plynovou chromatografii. Ve vSech vzorcich bylo vzdy
vetsi mnozstvi trans izomeru. Také byl zkouman vliv doby zrani destilatd na mnoZstvi
laktonu. Jak bylo pfedpokladano, s rostouci dobou zrani napoji se zvysila celkova

koncentrace whisky laktonu. [35]

=
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A

Obr. 1: Struktura A — cis, B — trans whisky laktonu [36]

R

2.3.2 Sotolon

Sotolon (3-hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon) je aromaticka sloucenina, ktera se
nachdzi v mnoha potravinach a koteni. Vynika svou sladkou / ofechovou / medovou /
kotenitou / kari chuti v zavislosti na koncentraci. Vyskytuje se napft. ve titinovém cukru,
prazené kave€, sOjové omacce nebo ryzovém ving. Je dulezitou soucasti aroma
botrytizovanych vin jako napf. Tokay, Sauternes, Scheurebe a fortifikovanych vin jako je
portské, Madeira nebo Sherry. Mnozstvi sotolonu ve viné je rtizné, u bilého suchého vina
8 ug/l, v portském viné€ 19 pg/l a v Madeife az 2000 pg/l. [9]

Typickou, a ne velmi zndmou rostlinou obsahujici sotolon je piskavice fecké seno, kterd

je péstovana piedevs§im ve Stiedomofii. Jeji semena jsou zéakladni slozkou kari, ale také se
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pouzivaji jako kofeni pro fadu potravin napf. kyselé okurky, vanilkovy extrakt ¢i javorovy
sirup. [7]

V kyselém prostiedi se sotolon tvoii z pyrohroznove a 2-oxomaselné kyseliny (Obr. 2).
Dalsi moznosti jeho vzniku je z biacetylu a glykolaldehydu (Obr. 3). [13]

Hlavnim problémem pfti kvantifikaci sotolonu ve viné je jeho relativné nizka
koncentrace, proto je ve vétsing piipadt zadoucim krokem prekoncentrace. Vysoka teplota
varu sotolonu (184 °C) ztézuje headspace analyzu a mikroextrakci na pevné fazi.
V literatuie, vénujici se analyze sotolonu, jsou nejcastéji uvadény klasické metody jako
extrakce kapalina-kapalina ¢i extrakce na pevné fazi spojené s kapalinovou ¢i plynovou

chromatografii s hmotnostnim nebo UV/VIS detektorem. [9]
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Obr. 2: Vznik sotolonu z 2-oxokyselin [13]
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Obr. 3: Vznik sotolonu z biacetylu a glykolaldehydu [13]
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2.3.3 Vinny lakton
Vinny lakton (Obr. 4) (3a,4,5,7a-tetrahydro-3,6-dimethylbenzofuran-2-on) poprvé
identifikoval Southwell v roce 1975. Southwell objevil tuto latku pii studiu mocovych
metabolitl koaly po pozieni listli eukalyptu. O vice nez 20 let pozd¢ji identifikoval tento
monoterpen v biléem vin¢ Guth a nazval jej vinnym laktonem. Tento lakton vynika svou
nasladlou a kokosovou chuti. Nenachazi se pouze ve ving, ale také v ¢erném a bilém pepfi,
pomerancovém dzusu, jablcich, grepu a pomeranCovém esencidlnim oleji. Ve vSech téchto
potravinach je obsazen ve velmi malém mnozstvi. [2,3]
Koncentrace vinného laktonu ve viné je zavisld na podminkach zréni vina.
V publikaci [5] srovnévali autofi koncentraci vinného laktonu ve viné zrajicim v dubovém

sudu a nerezovém tanku. U vina, které zralo v sudu, byla koncentrace laktonu dvojnasobna.

O

Obr. 4: Struktura vinného laktonu [37]

2.4 Chemicka separace a analyza laktoni v alkoholickych napojich

2.4.1 Derivatizace

Derivatizaci se rozumi proces zavedeni vhodnych atomu ¢i funkénich skupin do
molekuly. Vznikly derivat ma oproti pivodni molekule odlisné vlastnosti a je tak usnadnéna
jeho detekce ¢i stanoveni. Takto pifeménény analyt je nésledné stanoven nékterou
z detek¢nich technik. Derivatizace je pouzivana hned z nékolika davodu, napiiklad kvuli
zvyseni citlivosti, rozliSeni a G¢innosti, umoznéni detekce a separace. [24, 25]
Derivatiza¢ni reakce lze rozd¢lit podle mista, kde k nim dochazi:

Piedkolonova derivatizace — Kreakci dojde pied vstupem vzorku na

chromatografickou kolonu

Postkolonova derivatizace — chemicka reakce prob&hne az za kolonou
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Derivatizace na koloné — chemicka reakce se uskute¢ni pfimo na kolong¢.
Vsechny uvedené zplsoby derivatizace maji vliv na t¢innost separace, selektivitu a dobu
analyzy. [24]

Derivatiza¢ni techniky se fadi do reak¢ni chromatografie, protoze vyuzitim specifickych
reakci probihajicich pfed chromatografickou separaci, nebo az po rozdé€leni latek pied
vstupem do detektoru ziskame kvalitativné nové vlastnosti separovanych latek. [25]

Ze struktury vinného laktonu, whisky laktonu a sotolonu je patrné, ze vhodnym
kandidatem pro derivatizacni reakci by mohl byt sotolon. Tento lakton totiz obsahuje polarni
skupinu s aktivnim vodikem (-OH), ktera nabizi hned nékolik vhodnych derivatiza¢nich

reakci (napf. silylaci, acylaci, alkylaci).

2.4.1.1 Derivatizace v kapalinoveé chromatografii

V kapalinové chromatografii se vyuziva reaktivity analyzovanych latek hlavné kvili
zvySeni citlivosti detekce nebo jejiho umoznéni vibec. Piedkolonova derivatizace
Vv kapalinové chromatografii méa tu vyhodu, Ze nemusi probihat rychle. Na tuto formu
derivatizace jsou kladeny nasledujici pozadavky — reakce by méla probihat kvantitativné
a méla by byt selektivni, nemély by vznikat vedlejs$i produkty a méla by probihat za mirnych
reak¢énich podminek. Nevyhodou postkolonové derivatizace je zafazeni mimokolonového
objemu do chromatografického systému, nebot’ reakce probiha v pruto¢ném reaktoru, ktery
je umistén za chromatografickou kolonou. Déle pfevazuji spise vyhody této techniky —
derivatiza¢ni reakce nemusi poskytovat stabilni chemické individuum, nemusi probihat
kvantitativné, reakce musi probihat rychle, ale mize probihat i za extrémnich podminek,
vedlejsi produkty nejsou na zavadu.

Derivatizace v kapalinové chromatografii mize probihat riiznymi zpsoby. Muze dojit
ke tvorbé derivata reakci s ¢inidly v kapalné fazi. Tato technika je nejrozsifenéjsi a dochazi
k ni v derivatizatnim reaktoru. Mobilni faze vychazejici z kolony se misi s ¢inidlem ve
sméSovaci komirce a nasledné v reaktoru. Zasadni nevyhodou je technickd naroc¢nost
zafizeni a velké mrtvé objemy za chromatografickou kolonou. Nej€astéji je vyuZita pfi
stanoveni aminokyselin ¢i kyseliny pantotenové.

K derivatiza¢ni reakci mtze dojit i v systému kapalina-tuhd latka. Reakce probiha na
povrchu tuhé faze, kterd mtize slouzit jako reagent, katalyzator nebo jako nosic vazané latky.
Velkou vyhodou této techniky je, ze nedochézi ke zfed’ovani mobilni faze ¢inidlem. Vyuziva
se napf. pii stanoveni nizkych koncentraci vitaminu K s fluorescen¢ni detekci, kdy je

vitamin K redukovan na hydronaftochinon pomoci kovového zinku.
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Pro vznik derivati je mozZno vyuzit také elektrochemickych reakci. Mezi kolonu
a detektor se wumisti coulometrickd ¢i amperometrickd cela, ktera slouzi jako
elektrochemicky derivatiza¢ni reaktor. Vzniklé derivaty je pak mozné detekovat pomoci UV
nebo fluorescencnich detektort. Takto 1ze detekovat napt. katecholaminy, které mohou byt
oxidovany na vysoce fluoreskujici oxida¢ni produkty.

Ke znatelnému snizeni meze stanovitelnosti ¢i ke zvySeni citlivosti detekce mtze dojit
i zménou pH pied vstupem do detektoru. V tomto piipadé nevznikaji nové derivaty, ale
zménou pH dojde k vyrazné zméné absorbance v oblasti UV. Tento zptsob postkolonové
derivatizace muze byt aplikovan napf. pfi separaci barbiturati. Deprotonizaci barbituratl
Vv piitomnosti boratového pufru o pH 10,4 dojde k posunuti absorpéniho maxima z 220 nm

na 240 nm a ke zvySeni citlivosti detekce asi 20x. [24]

2.4.1.2 Derivatizace v plynové chromatografii

Diivodil pouziti derivatizacnich reakci v plynové chromatografii je nékolik. Mnoho
organickych latek nelze prevést do plynného stavu, nebo se pti pokusu o zplynéni rozkladaji,
proto je mozné vyuzit derivatizaci a zvysit tak stabilitu analyzovanych latek. Mnohé funk¢ni
skupiny, jako napt. hydroxylova skupina na aromatu, mohou zpuisobovat sorpci ha povrchu
stacionarni faze. Pro zamezeni této nezddouci interakce se také vyuziva derivatizacnich
reakci. DalSim dulezitym divodem je zvySeni selektivity, citlivosti a snizeni meze detekce.
Jde o to, Ze do molekuly separované latky se pii derivatizaci zavadéji takové elementy, které
vykazuji selektivitu pii urcitém zptisobu detekce, napi. halogeny pii pouziti detektoru
elektronového zachytu. Casto pouzivané derivatizatni reakce v plynové chromatografii
vedou ke tvorbé acylderivati, estert a silylderivatd. [25]

Silylace je jednou z derivatizaénich metod pouzivanych v plynové chromatografii
Kk piipravé vysoce tékavych a tepelné stabilnich derivati. Spoc¢iva v pisobeni silyla¢niho
¢inidla na slou¢eniny obsahujici polarni skupinu s aktivnim vodikem (OH, COOH, NH, SH).
NejCastéji se jednd o reakce trimethylsilylacni, kdy je aktivni vodik nahrazen
trimethylsilylovou skupinou -Si(CHs)s. Existuje Siroka Skala silylacnich ¢inidel, mezi
nejpouzivanéj$i  patii  hexamethyldisilazan (HMDS), t-butyldimethylsilylchlorid
(TBDMSCI) a trimethylchlorsilan (TMCS). [11]

Acylaéni reakce, pii kterych je aktivni vodik polarni skupiny zaménén za acylovou
skupinu, se vyuzivaji pti ptipravé derivati alkoholl, fenold, amint a thiold. Dochazi
k blokaci protonu, ktery jiz nemuize reagovat s okolnimi molekulami a zamezi se tak

disocia¢nim reakcim a tvorbé vodikovych mustkt. Vzniklé derivaty maji niz$i polaritu, nez
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piivodni latky a diky ztraté moznosti tvorby vodikové vazby vykazuji vyssi tékavost. Casto
se do struktury derivatd zavadéji halogeny. Pouzivanymi derivatiza¢nimi Cinidly jsou
anhydrid kyseliny octové (AA), anhydrid kyseliny trifluoroctové (TFAA) nebo
heptafluorméaselne (HFBAA), acetylchlorid, a N-methyl-bis(trifluoracetamid) (MBTFA).
Dalsi ¢inidla, kterd vedou k tvorbé€ acylac¢nich produkti, jsou napt. alkylchlorformiaty.

Esterifikace ma zasadni vyznam pro analyzu karboxylovych kyselin plynovou
chromatografii, protoze estery nemohou tvofit vodikové mustky, disociovat ani dimerovat.
Vyssi mastné kyseliny a polykarboxylové alifatické i aromatické kyseliny nelze plynovou
chromatografii vubec analyzovat bez pouziti derivatizace. NejCastéji se pripravuji
methylestery, a to hned z nékolika diivodi. Oproti vys$sim esterim jsou tékavejsi, vykazuji
velkou reak¢ni rychlost a také vysoké vytézky. Pro kvantitativni pribéh esterifikace je
potieba reakci kysele katalyzovat. Casto pouzivanymi Katalyzatory jsou chlorovodik,
thionylchlorid nebo kyselina sirova. Nejcastéji se esterifikace provadi reakci
s diazomethanem, methanolem za katalytického ptsobeni silnymi Lewisovymi kyselinami
(BFs, BCls), koncentrovanou kyselinou sirovou nebo chlorovodikovou. [11,25]

Autorka Petra Novakova se ve své diplomové praci na téma Derivatizace v plynové
chromatografii [11] zabyva derivatizaci sotolonu. V experimentalni ¢asti se vénuje
stanovenim sotolonu ve viné s vyuzitim jeho silylace. Pro derivatizaci pouzila silylaci
pomoci N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidu (BSTFA), ktery vynika
svou jednoduchosti a rychlosti reakce. Také byla vyzkouSena derivatizacni reakce
s ¢inidlem t-butyldimethylsilylchloridem (TBDMSCI), ktera oproti BSTFA poskytovala
hydrolyticky stabilnéjSi derivaty. Analyzou vzorkli vin obéma metodami bylo dosazeno
podobnych vysledkii. Pti porovnani vysledkt analyz derivatu sotolonu a nederivatizovaného
laktonu bylo zjisténo, Ze derivatizaci je dosazeno mnohonasobn¢ vyssi symetrie piku, vyssi
citlivosti stanoveni a Gi¢innosti chromatografické separace. Zjisténé koncentrace sotolonu se

pohybovaly v rozmezi 18,99-82,59 ug/l.

2.4.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separa¢ni metoda zalozena na rozdilné distribuci délenych
latek mezi dvé nemisitelné faze — stacionarni a mobilni. Stacionarni fazi miize byt pevna
latka nebo kapalina zakotvend na nosi¢i, mobilni fazi je kapalina. Nejcastéji se jedna
0 vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, kdy je mobilni faze pfivadéna do systému

pomoci Cerpadla za vysokého tlaku. Mobilni fadze protékd chromatografickym loZem
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a dochézi k distribuci slozek mezi stacionarni a mobilni fazi. Pti separaci latek pak dochazi

k opakovanému ustalovani rovnovahy délenych latek mezi obéma fazemi. [24]

2.4.2.1 Analyza sotolonu
Vanda Pereira a kolektiv [9] se ve své studii zabyvali stanovenim sotolonu ve
fortifikovanych vinech pomoci extrakce kapalina-kapalina s naslednou kapalinovou

chromatografii na obracenych fazich. Pro analyzu byla pouzita kolona C18 termostatovana

na 40 °C, detekce byla provedena hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrupdlem
a elektrosprejem. Pro extrakci byla zvolena dvé rozpoustédla, acetonitril a ethylacetat.
Ethylacetat byl zvolen jako vhodnéjsi extrakéni ¢inidlo pro stanoveni sotolonu ve ving,
nebot’ vykazoval lepsi pomér signal/Sum nez acetonitril. Dé&le byl zkouméan vliv pfidavku
soli na vytézek extrakce. Bylo zjiSténo, Ze ptidavek soli snizuje extrakéni vytézek sotolonu,
proto se v kone¢ném postupu stl neptidavala a extrakéni postup se tak stal levnéjsi
ajednodussi. Celkem bylo analyzovano 44 fortifikovanych vin. MnoZstvi sotolonu ve
vzorcich se pohybovalo od 6,3 + 0,4 do 810 & 20 pg/l. Déle byla pozorovéana souvislost mezi
stafim vina a mnozstvim sotolonu. Slad$i vina, ktera byla star$i nez 10 let, obsahovala
v priméru 505 pg/l sotolonu, zatimco sucha vina obsahovala téméi polovinu (282 pg/l).
Kvantifikace sotolonu byla provedena metodou kalibra¢ni kiivky. Cilem této studie bylo
navrhnout jednoduchou, rychlou, spolehlivou, ucinnou aekologickou metodu pro
kvantifikaci sotolonu ve fortifikovanych vinech.

Dalsi prace [10] se taktéz vénuje kvantifikaci sotolonu ve viné, tentokrat pomoci UHPLC
s UV detekci. Sotolon byl ze vzorku extrahovan chloroformem, dichlormethanem
a heptanem. Dichlormethan byl zvolen jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo, jeho extrakéni
ucinnost byla 0 32 % vyssi nez pii extrakci chloroformem. Pii extrakci heptanem nebyl
sotolon detekovan vibec, coz bylo pravdépodobné zptisobeno nepolarnim charakterem
rozpoustédla. Vyssi vytéZznost extrakce 1ze ziskat zvySenim iontové sily roztoku, proto byl
pti zpracovani vzorku vina pfidan chlorid sodny. Pro pfecisténi extraktu byla pouzita SPE
kolonka obsahujici 50 mg polyvinylpolypyrrolidonu. Sotolon byl detekovan pfi vinové délce
235 nm. Kvantifikace sotolonu ve vzorcich vina byla provedena metodou vnéjsiho
standardu. Celkem bylo analyzovano 30 vin, pfitomnost sotolonu byla potvrzena ve étytech
z nich. Dva vzorky Sumivych vin obsahovaly 6,4 a 13,4 ug/l, v bilych suchych vinech byla
koncentrace sotolonu niz$i a pohybovala se okolo 3 pg/l. Navrzena analytickd metoda

poskytuje rychlé a snadné stanoveni koncentrace sotolonu ve vinech.
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2.4.3 Plynova chromatografie

Jedna se o dalsi separacni metodou. Jako mobilni faze se zde pouziva plyn, stacionarni
faze mize byt pevna ¢i kapalna. Tato technika se pouziva k separaci plynti, kapalin i pevnych
latek. Existuji v8ak jista omezeni, ktera by mél analyt spliiovat. Stanovovana latka se musi
snadno pfevést do plynného stavu bez toho, aniz by se rozlozila ¢i reagovala se slozkami
mobilni a stacionarni faze nebo jinymi slozkami ve vzorku. Mnoho molekul v8ak neni
t€kavych, proto se Casto vyuziva piiprava t€kavéjsich a pro analyzu plynovou chromatografii
vhodnéjsich derivati pomoci derivatizace (viz piedchozi text). Vzhledem ke spotiebé
malého mnozstvi vzorku k analyze se tato technika stala velmi oblibenou v oblastech
kontroly kvality zivotniho prostiedi, ropy, chemického primyslu ¢i potravin. Velké
mnozstvi stacionarnich fazi a detektort s riznou specifickou citlivosti a vysokym rozliSenim

umoznuji spolehlivou analyzu. [26]

2.4.3.1 Analyza whisky laktonu

Ve své praci [28] se autofi zabyvaji kvantifikaci whisky laktonu ve vinech zrajicich
v dievénych sudech. Zpracovani vzorku zahrnovalo extrakci dichlormethanem, nasledné byl
k extraktu ptidan bezvody siran sodny a vnitini standard (hexadekan). Extrakt byl
zakoncentrovan na vakuové rotacni odparce. Zakoncentrované extrakty byly analyzovany
plynovou chromatografii s plamenoionizaénim detektorem. Jako nosny plyn bylo pouZito
helium. Ve vsech ¢trnacti vinech byl whisky lakton kvantifikovan. Celkovéa koncentrace
laktonu se v bilych vinech pohybovala od 24 do 538 ug/l a v ¢ervenych vinech od 13 do
470 pg/l. Autoti zjistili, ze ve vSech analyzovanych vzorcich bylo znatelné vétsi mnozstvi
cis whisky laktonu nez trans izomeru. Pomér cis a trans izomert zavisi na historii a oSetfeni

sudu a také na druhu dieva.

2.4.3.2 Analyza sotolonu

Cilem studie [27] bylo vyhodnotit vliv doby zrani a obsahu cukru na mnoZstvi sotolonu
ve vinech Madeira. Zpracovani vzorku bylo velmi rychlé a zahrnovalo pfidavek vnitiniho
standardu (3-oktanolu v hydroalkoholickém roztoku 1 : 1, v/v) ke vzorku vina a bezvodého
siranu sodného pro zvySeni iontové sily. Extrakce byla provedena 2x dichlormethanem
a nasledné byl oddéleny organicky podil zakoncentrovan pod proudem dusiku. Analyza byla
provedena plynovou chromatografii s hmotnostni detekci. K analyze bylo vybrano celkem

86 fortifikovanych vin Madeira. Byla zjisténa souvislost mezi dobou zrani vina v sudech
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a mnozstvim sotolonu v napoji. Koncentrace sotolonu se zvysovala s rostouci dobou zréni,
a to od 100 pg/l ve vinech 6 let starych do 1000 pg/l ve vinech starych 25 let. Byl také
zaznamendn vztah mezi mnoZstvim sotolonu a obsahem cukru ve viné. Primérné mnoZzstvi
sotolonu v suchych vinech bylo 258 pg/l zatimco ve sladkych vinech 825 pg/l, pficemz dané
vzorky zrély pti stejnych podminkach.

2.4.3.3 Analyza vinného laktonu

Ve své védecké praci se autofi Jagella a Grosch [12] zabyvaji stanovenim kli¢ovych
komponent zptisobujicich typickou vini pepie. Jednou z latek, kterou v pepti objevili byl
vinny lakton. Zpracovani vzorku pepie se skladalo z n€kolika kroki, a to extrakce pepie
a oddéleni od netékavych slozek destilaci. Extrakénim Cinidlem byla smés vody : CH2Cl2
: methanolu (4 : 5 : 10, v/v, 190 ml), poté byla smés zhomogenizovana a zfiltrovana. Po
separaci na neutralni/bazické a kyselé tékavé latky byla kazda z frakci podrobena AEDA
(aroma extraction dilution analysis). Bazické a neutrdlni té¢kavé latky byly jesté predem
separovany sloupcovou chromatografii na silikagelu. Postupna eluce byla provadéna smési
pentan (frakce A), pentan : diethylether (v/v): 99 : 1 (frakce B), 90 : 10 (frakce C), 70 : 30
(frakce D), 50 : 50 (frakce E) a diethylether (frakce F). Nasledné byly frakce analyzovany
plynovou chromatografii s vysokym rozlisenim (HRGC) za pouZiti helia jako nosného plynu
a plamenoionizacniho detektoru. VySe uvedenym postupem byla prokazand piitomnost

vinného laktonu v pepfi.

2.4.4 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je separacni metoda zalozena na elektromigraci latky v kapilafe.
Mezi vyhody této metody patii rychlost analyzy, citlivost, vysoké rozliSeni a Spotireba
malého mnozstvi vzorku. Tato metoda je vhodna i pro analyzu smési obsahujicich jak

t€kavé, tak netékavé latky, soli nebo velké molekuly. [8]

2.4.4.1 Analyza sotolonu

V praci publikované Atsushi Taga a kolektiv [8] bylo analyzovano mnozstvi sotolonu
v potravinovych aditivech s javorovou pfichuti. K analyze byl pouzit elektroforeticky
systém s automatickym dévkovanim, kiemennou kapilarni kolonou a UV detektorem
s fotodiodovym polem. Zakladni elektrolyt o pH 10,5 byl pfipraven smisenim vodného

roztoku hydroxidu draselného s kyselinou boritou. Mezi oba konce kapiléary bylo vlozeno
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napéti o hodnoté 20 kV. Detekce byla provedena pii vinové délce 265 nm. Vzorek k analyze
byl ve formé oleje. Sotolon a dal§i latky piichuté javoru byly extrahovany z oleje
destilovanou vodou. Extrakt byl nasledné analyzovan kapilarni elektroforézou. Takto
ziskané piky byly relativné Siroké, proto byl extrakt pfed nadavkovanim 20% ziedén vodou.
Ziedéni mélo velmi pozitivni vliv na tvar i rozliSeni pikti. MnoZzstvi sotolonu v testovaném
vzorku ¢inilo 5,71 ppm. Stanoveni bylo provedeno metodou kalibra¢ni kiivky. Vysledkem
této prace bylo navrzeni jednoduché, pohodIné a ekonomické metody ke stanoveni sotolonu

Vv ptidatnych latkach s ptichuti javoru.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové pomiicky a vybaveni

Plynovy chromatograf — Agilent 7890A (Agilent, Santa Clara, USA)

Hmotnostni spektrometr — Agilent 5975C Inert (Agilent, Santa Clara, USA)
Autosampler — Agilent G4513A (Agilent, Santa Clara, USA)

Kolona — HP-5ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent Santa Clara, USA)

Nosny plyn — Helium 5.5 (Siad, Bergamo, Italie)

Analytické vahy — Mettler Toledo XSE205 (Mettler Toledo, Columbus, USA)
Ultrazvukova lazen — Elmasonic S40H (Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Némecko)
Automaticke pipety

Kuderna—Danishtv aparatek

Laboratorni sklo, eppendorfky, vialky, plastové Spicky, plastové zkumavky, vicka,

krimpovaci klesté
3.2 Chemikalie

3.2.1 Derivatizacni ¢inidla
Acetanhydrid, p.a., Sigma—Aldrich, Praha, CR
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid, p.a., Sigma—Aldrich, Praha, CR

3.2.2 Standardy
Sotolon, SAFC, Sigma—Aldrich, Praha, CR

0 Whisky lakton, Sigma—Aldrich, Praha, CR

I I O N

3.2.3 Rozpoustédla

Aceton, p.a., Penta, CR

Ethylacetat, p.a., BC — CHEMSERVIS, CR

Tetrahydrofuran, p.a., Sigma—Aldrich, Praha, CR

Diethylether, p.a., BC — CHEMSERVIS, CR

Ethylformiat, p.a., Sigma—Aldrich, Praha, CR

Dichlormethan, p.a., Penta, CR

Terc-butyl(methyl)ether, p.a., Acros — Organics, Sigma—Aldrich, Praha, CR
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Pentan, p.a., Lach—Ner, CR

Hexan, p.a., VWR International, CR

Heptan, p.a., Lach-Ner, CR

Chloroform, p.a., Lach-Ner, CR

Tetrachlorethylen, p.a., Lach—Ner, CR

1,2-dichlorethan, p.a., Lachema, Brno

Methylisobutylketon, p.a., LOBA Feinchemie GmbH, Rakousko
Tetrachlormethan, p.a., LOBA Feinchemie GmbH, Rakousko
Methylacetat, p.a., Merck, Praha

Isooktan, p.a., Sigma—Aldrich, Praha, CR

3.2.4 Analyzovaneé vzorky

Bilé vino Rulandské $edé, sudové NaSe vinotéka Olomouc

Bilé vino polosuché Sauvignon, sudové Nase vinotéka Olomouc

Bilé vino Ryzlink vlassky, sudové Nase vinotéka Olomouc

Sladké likérové vino Sherry medium, vinaistvi Osborne

Polosuché likérove vino Sherry cream, vinaistvi Osborne

Suché ¢ervené vino Dornfelder, pozdni sbér 2018, Breclav

Cervené vino Medvédi krev, Logodaj Winery Ltd, Bulharsko

Cervené likérové vino Ruby Port, Quinta and Vineyard Bottlers Vinhos S.A. Vila Nova de
Gaia, Portugalsko

Sladké ¢ervené likérové vino Tawny Porto Monteiro, Quinta and Vineyard Bottlers Vinhos
S.A. Vila Nova de Gaia, Portugalsko

Whisky Islay Mist, Blended Scotch Whisky, palirna Macduff, Skotsko

Whisky Kilchoman Sanaig, Islay single malt scotch whisky, palirna Kilchoman, Skotsko
Cognac Claude Chatelier XO, palirna Cognac Ferrand, Francie

De Luze cognac VSOP, palirna De Luze, Francie

Bisquit Cognac XO, Bisquit Dubouché & Cie, Francie

Dos Maderas Triple aged rum 5 + 5, Williams & Humbert, Barbados

Cervené vino Merlot Barrique 2016 pozdni sbér, Vino Rakvice

Bilé vino Chardonnay Barrique 2018 pozdni sbér, Réva Rakvice
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3.2.5 Ostatni chemikalie

Hydrogenuhligitan sodny, Lach-Ner, CR

Chlorid sodny, Sigma—Aldrich, Praha, CR

Tyrosol, Sigma—Aldrich, Praha, CR

Phenylethanol, Fluka, Buchs, Sigma—Aldrich, Praha, CR

Diethylester kyseliny jantarové, LOBA Feinchemie GmbH, Rakousko
Silikagel (0,015 — 0,040 mm), Merck, Praha

3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Priprava roztoki standardi
Nasledujicim zptsobem byly ptipraveny roztoky jednotlivych standardi o koncentraci
3 mg/ml. Do vialky byly navazeny 3 mg standardu whisky laktonu nebo sotolonu a byl k nim

pridan 1 ml acetonu.

3.3.2 Stanoveni whisky laktonu

Tento lakton byl analyzovan ve vzorcich klasickych vin, fortifikovanych vin, rumu,
whisky a konakut. Podle struktury whisky laktonu (Obr. 1) je patrné, ze pii stanoveni tohoto
analytu plynovou chromatografii nebylo potieba pouzit derivatizaci. Zpracovani vzorki
vyzadovalo pouze extrakci analytu do organického rozpoustéla.

Smisenim 1 ml vzorku vina ¢&i destilatu s 1 pl standardniho roztoku whisky laktonu
(3mg/ml v acetonu) byly piipraveny roztoky s ptidavkem 3 pg/ml. Do jedné eppendorfky
bylo odpipetovano 0,5 ml vySe pfipraveného roztoku vzorku s pfidavkem standardu
0 koncentraci 3 pg/ml, do druhé bylo odpipetovano 50 pl téhoz roztoku a 450 pl samotného
vzorku napoje a do tieti eppendorfky bylo odpipetovano 0,5 ml samotného vzorku vina ¢i
destilatu. Do vsech eppendorfek bylo pfidano 0,5 ml nasyceného roztoku chloridu sodného.
Whisky lakton byl ze vzorku extrahovéan 400 pul tetrahydrofuranu. Obsah eppendorfky byl
v pribéhu 15 minut opakované protiepan a centrifugovan. Nakonec byla organicka faze

odebrana do vialek a analyzovana GC/MS.

3.3.3 Stanoveni sotolonu
Pfi stanoveni sotolonu plynovou chromatografii je vyhodné pouzit derivatizaci, ktera

usnadni pfechod analytu do plynné faze. Ptfitomnost hydroxylové skupiny v molekule
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sotolonu nabizi napiiklad acylaci jako vhodnou derivatiza¢ni techniku. Sotolon byl stanoven
ve vzorcich klasickych vin, fortifikovanych vin, whisky a konaki. Z divodu vyssiho obsahu

alkoholu ve whisky a konacich byl vzorek napoje zfedén 2,5x.

3.3.3.1 Klasicka a fortifikovana vina

Do tfi plastovych zkumavek bylo navazeno 100 mg hydrogenuhli¢itanu sodného, poté
bylo pfidano 10 ml vina. Do jedné zkumavky bylo odpipetovano 20 pl roztoku standardu
sotolonu (3 mg/ml v acetonu; pridavek 6 ug/ml), zkumavka byla protifepana a bylo z ni
odebrano 100 pl do dalsi zkumavky (pfidavek 0,06 pg/ml). Do v§ech zkumavek bylo ptidano
100 pl acetanhydridu, obsah zkumavek byl fadné protfepan a ponechan K prob&hnuti
acetylace. Konec derivatizace se projevil ukoncenim vyvoje oxidu uhli¢itého (zhruba po
20 minutéch). Poté byl do vSech zkumavek navazen 1 g chloridu sodného. Extrakce byla
provedena nejdiive s 1,5 ml ethylacetatu, po protfepani obsahu zkumavky a centrifugaci byla
organicka faze odebrana do vialek. Extrakce byla zopakovéna s 0,5 ml ethylacetatu a po

centrifugaci byla organickéa faze znovu odebrana do vialek.

3.3.2.2 Koriak a whisky

Do tii plastovych zkumavek bylo navazeno 50 mg hydrogenuhli¢itanu sodného, k nim
byly ptidany 4 ml konaku/whisky a 6 ml destilované vody. Do jedné zkumavky bylo ptidano
20 pl roztoku standardu sotolonu (3 mg/ml v acetonu; ptidavek 15 pg/ml), obsah zkumavky
byl protiepan a bylo z n¢j odebrano 100 pl do druhé zkumavky (ptidavek 0,15 pg/ml). Do
vSech zkumavek bylo ptidano 50 pl acetanhydridu, obsah zkumavek byl diikladné protfepan.
Po ukonceni vyvoje oxidu uhli¢itého (asi po 20 minutach) byl do zkumavek ptidan 1 g
chloridu sodného. Extrakce byla provedena s 1,5ml ethylacetatu, po protiepani
a centrifugaci byla odebrana organicka faze do vialek. Poté byla extrakce zopakovana,
tentokrat s 0,5 ml ethylacetatu, organicka faze byla opét odebrana do vialek. Vzorky
samotnych destilati a destilat s pfidavkem sotolonu byly analyzovany plynovou

chromatografii s hmotnostni detekci.

3.3.4 Stanoveni vinného laktonu
Stanoveni vinného laktonu v analyzovanych vzorcich nebylo mozné provést totozné jako
v piipadé¢ dvou piedchozich laktonti, nebot’ neslo standard vinného laktonu koupit. Byla

vyzkousena izolace vinného laktonu ze vzorku bilého vina extrakci dichlormethanem. Takto
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ptipraveny extrakt byl analyzovan plynovou chromatografii s hmotnostni detekci, ziskany
chromatogram obsahoval velké mnoZstvi Signali. Pro piecisténi extraktu byla vyzkouSena
frakcionace na silikagelové koloné.

Smés 800 ml Ryzlinku vlasského a 50 ml dichlormethanu byla michdna na magnetické
michacce po dobu dvou dnd. Organickd faze byla odebrana, zcentrifugovana
a zakoncentrovana pomoci Kuderna—-Danishova apardtku na objem 3 ml, ze kterého se
odebiral 1 ml extraktu pro analyzu. Do plastové kolonky byl navazen 1 g silikagelu, poté
byla kolonka promyta 2 ml methanolu, 2 ml acetonu a 2 ml pentanu. Na promytou kolonku
byl nanesen 1 ml dichlormethanového extraktu. Postupné bylo do 4ml vialek sbirano celkem
6 frakci, pficemz kazda frakce byla vzdy ziskana promytim kolonky 3 ml rozpoustédla ¢i
smési rozpoustédel. Prvni frakce byla ziskana eluci 3 ml pentanu. Pro ziskani dalsich frakci
byla kolonka promyta smési rozpoustédel v pomérech diethylether : pentan, 1 : 9 (druha
frakce); diethylether : pentan, 3 : 7 (tfeti frakce); diethylether : pentan, 1 : 1 (¢tvrta frakce);
pti paté frakci byla kolonka promyta 3 ml diethyletheru a pii posledni frakci 5 ml acetonu.
Z kazdé frakce byly ziskany zhruba 2—3 ml roztoku, které byly zahtivanim pii 40-50 °C
a odfoukanim pomoci dusiku zakoncentrovany na 1 ml a analyzovany pomoci plynové

chromatografie s hmotnosti detekci.

3.4 Experimentalni podminky

Analyzy vsech stanovovanych laktont byly provedeny na plynovém chromatografu
Agilent 7890A s hmotnostnim detektorem Agilent 5975C Inert. Ptimé davkovani kapalnych
vzorkl bylo provedeno prostiednictvim autosampleru Agilent G4513A. Vzdy byl davkovan
1 pl vzorku. Jako nosny plyn bylo zvoleno helium s pritokovou rychlosti 0,9 ml/min.
Separace byla provedena na kapilarni kolon¢ HP-5ms o délce 30 m, s vnitinim primérem
0,25 mm a tloustkou filmu 0,25 pm.

V ptipadé cis a trans whisky laktonu byl sledovan zadznam celkového iontové proudu
(TIC) a selektivniho iontu 99 m/z v modu SIM s reten¢nimi ¢asy 11,75 a 12,20 min. Teplota
nastiiku byla pro v8echny vzorky nastavena na 280 °C a teplota kolony na zacatku analyzy
na 50 °C.

Sbér dat pti analyze sotolonu byl realizovan v zaznamu celkového iontového proudu
(TIC) a monitorovani selektivnich iontt (SIM). Pro analyzu v SIM mddu byl zvolen
selektivni ion 128 m/z. Pti analyzach klasickych vin a destilati byl zvolen teplotni program

totozny jako v ptipadé whisky laktonu. V portskych vinech byl sotolon analyzovan pti
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vysSich teplotnich podminkach, a to pfi teploté nastiiku 300 °C a teploté kolony na zacatku
analyzy 70 °C.

Pro stanoveni vinného laktonu ve vin€ byla sbirdna data celkového iontového proudu
a selektivnich iontt 151 a 166 m/z. Teplotni program byl v tomto ptipadé stejny jako

u whisky laktonu.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Whisky lakton

4.1.1 Urdceni cis a trans izomera whisky laktonu

Jak jiz bylo zminéno vyse, whisky lakton se vyskytuje v potravinach ve formé dvou
izomerd cis a trans. Nejjednodussi cestou, jak spravné piifadit cis a trans konfiguraci dvéma
pikim, je s vyuzitim Kovatsovych retenénich indext (RI). Hodnoty tohoto indexu se lisi dle
pouzité stacionarni faze (Tab. I).

logt/(x)—logt/(n)

Ze vzorce RI = 100 - logt/(n+1)—log t/(n)

+ 100 n, kde t‘(x) je redukovany retenéni ¢as

analytu, 7‘(n) redukovany retenc¢ni ¢as nejblizsiho nizsiho n-alkanu a t‘(n+1) redukovany
retenéni ¢as nejblizsiho vyssiho n-alkanu, je patrné, Ze S rostoucim retenénim ¢asem analytu
se zvySuje hodnota Kovatsova reten¢niho indexu a je tak mozné urcit reten¢ni poradi danych
latek.

V experimentech provadénych pro tuto diplomovou praci byla pouZita nepolarni kolona
HP-5ms, kterd ma podobnou stacionarni fazi jako kolona SE 54. Proto byly brany v Gvahu
hodnoty Kovatsovych retenénich indext whisky laktonu pravé pro kolonu SE 54, tedy 1325
pro cis whisky lakton a 1292 pro trans whisky lakton. Podle vySe uvedeného vzorce bylo
zjisténo, ze pik s reten¢nim ¢asem 11,75 minut odpovida trans izomeru a pik s retenénim
¢asem 12,25 minut je cis izomer. Pro ovéfeni spravnosti nalezenych reten¢nich indexu byly
analyzovany tii standardy n-alkant a whisky laktonu plynovou chromatografii s hmotnostni
detekci. Z naméfenych hodnot reten¢nich ¢ast dodekanu, tetradekan, tridekanu a obou
izomert whisky laktonu, které ¢inily 10,27; 11,70; 13,04; 11,65 a 12,10 min, byly
vypocitany redukované retencni Casy, pfiCemz mrtvy cas byl 1,43 min. Pomoci vyse
uvedeného vzorce byly vypocitany retencni indexy pro oba izomery whisky laktonu, jejichz
hodnoty byly 1298 a 1330. Vysledky Kovatsovych reten¢nich indexti se dobie shoduji
s hodnotami pro kolonu SE 54. [31]
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Tab. I: Piehled hodnot Kovatsovych reten¢nich indexi pro cis a trans whisky lakton

Stacionarni Kovatsiiv reten¢ni index Kovatsiv reten¢ni index cis .
) . . Zdroj
faze trans whisky lakton whisky lakton

CP-Sil 5 1281 - [40]
SE 54 1292 1325 [30]
ov101 1612 1620 [31]
ov17 1720 1728 [31]
FFAP 1830 1920 [30]
C20M 1977 1985 [31]

4.1.2 Volba extrakénich €inidel

Pro extrakci whisky laktonu z alkoholickych napoju byly provedeny experimenty se
¢trnacti riznymi  rozpou$tédly — diethyletherem, ethylacetatem, ethylformidtem,
dichlormethanem, terc-butyl(methyl)etherem, hexanem, heptanem, chloroformem,
tetrachlorethylenem, tetrahydrofuranem, 1,2-dichlorethanem, methylisobutylketonem,
tetrachlormethanem a methylacetatem. Uginnost extrakce vyse uvedenymi rozpoustédly
byla vyzkousena na vzorku whisky Islay Mist s ptidavkem 9 pg/ml standardniho roztoku
whisky laktonu (3 mg/ml v acetonu). Kazdy extrakt byl analyzovan na plynovém
chromatografu s hmotnostni detekci dvakrat. V Grafu 1 jsou zobrazeny velikosti ploch cis
I trans izomert pii pouziti uvedenych extrakénich c¢inidel, pfi¢emz modie jsou vzdy
znazornéna data pro trans whisky lakton a oranzové pro cis izomer. Jak je patrné z Grafu 1,
chlorovana rozpoustédla vykazovala malé extrakéni vytézky. Velmi nizké extrakéni ucinky
mél i ethylformiat, diethylether, terc-butyl(methyl)ether a hexan. Methylisobutylketon
poskytoval dostatecné vysoké extrakéni vytézky, nicméné chromatogram jeho extraktu byl
velmi znedistény a zasumeény. Mezi organicka rozpoustédla, ktera vykazovala dobré vytézky
extrakce a soucasn¢ poskytovala symetrické piky cis i trans whisky laktonu, patfil
tetrahydrofuran, methylacetat a heptan. Velmi zvlastni byl rozdil ve velikosti ploch analytu
pfi extrakci methylacetatem a ethylacetatem. Pii extrakci prvnim uvedenym rozpoustédlem
byla plocha trans i cis whisky laktonu téméf desetkrat veétsi nez v piipadé ethylacetatu.
Podobny rozdil v plochach pika whisky laktonu byl pozorovan pti extrakci hexanem
a heptanem. V tomto piipadé by mohl byt rozdil vysvétlen niz8i vzajemnou misitelnosti
heptanu, vody a alkoholu a tim i men§im vlivem obou polarnich rozpoustédel na rozpoustéci
schopnost heptanové extrakéni faze. Za nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro extrakci whisky
laktonu ze vzorkli alkoholickych nédpoji byl zvolen tetrahydrofuran, nebot’ vykazoval

nejvyssi extrakéni vytéznost ze vSech pouzitych rozpoustédel.
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Graf 1: Velikosti ploch pikii obou izomert whisky laktonu p#i extrakci rtznymi

rozpoustédly

4.1.3 Ovéreni opakovatelnosti whisky laktonu ve vzorku Claude Chatelier

V ptipadé whisky laktonu byl pro ovéfeni dobré opakovatelnosti nasttikli pouzit samotny
vzorek Claude Chatelier a vzorek konaku s pfidavkem standardniho roztoku whisky laktonu
(3 mg/ml). Celkem bylo piipraveno pét vzorku konaku a pét vzorka konaku s pridavkem
0,3 pg/ml, pticemz kazdy vzorek byl analyzovan pétkrat. Velikosti ploch whisky laktonu
pro opakované nastiiky jsou si velmi blizké (Tab. 1), ¢emuz odpovidaji i pomérné nizké
hodnoty relativnich smérodatnych odchylek (RSD) obou izomert laktonu, které se pohybuji
od 0,62 do 1,39 %.
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Tab. Il: Plochy pikd whisky laktonu pii opakovanych nastficich vzorku Claude Chatelier
avzorku se standardem sotolonu (STD), smérodatna odchylka, relativni smérodatna
odchylka (RSD)

Konc. Smér. Smér. RSD RSD
Plocha | Plocha .. R .
vzorek | trans cis pridaného | odch. odf:h. . trans . cis
Comeru | izomeru STD _ trans _ cis Izomeru | izomeru
(ng/ml) | izomeru | izomeru (%) (%)
1 3493 4657 0
1 3391 4659 0
1 3369 24650 0 47,22 60,91 1,38 1,32
1 3405 4515 0
1 3422 4626 0
1+STD | 14871 13758 0,3
1+STD | 14477 13474 0,3
1+STD | 14527 13608 0,3 156,58 187,70 107 139
1+STD | 14681 13317 0,3
1+STD | 14707 13331 0,3
2 3272 3772 0
2 3332 3683 0
> 3304 3684 0 37,09 44,52 1,13 1,20
2 3233 3731 0
2 3294 3662 0
2+STD | 14292 10896 0,3
2+STD | 14491 10566 0,3
2+STD | 14685 10626 0,3 155,59 133,97 1,08 1,26
2+STD | 14331 10641 0,3
2+STD | 14418 10584 0,3
3 3371 3670 0
3 3347 3646 0
3 3315 3730 0 21,58 32,38 0,65 0,88
3 3330 3703 0
3 3328 3675 0
3+STD | 14812 10818 0,3
3+STD | 14795 10672 0,3
3+STD | 14622 10836 0,3 128,31 80,69 0.87 0.75
3+STD | 14512 10871 0,3
3+STD | 14617 10738 0,3
4 3255 3271 0
4 3219 3263 0
2 3950 3929 0 29,55 32,48 0,91 1,00
4 3261 3192 0
4 3191 3219 0
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4+STD | 14490 9804 0,3
4+STD | 14207 9976 0,3
1+STD | 14370 9773 0.3 138,88 | 125,83 0,97 1,29
4+STD | 14419 9694 0,3
4+STD | 14166 9650 0,3
5 3466 4392 0
5 3386 4418 0
5 3473 4442 0 34,20 21,82 0.99 062
5 3443 4466 0
5 3440 4435 0
5+STD | 15024 13111 0,3
5+STD | 14918 13161 0,3
5+STD | 15174 13367 0,3 142,13 | 171,61 0,94 1,29
5+STD | 15058 13376 0,3
5+STD | 15287 13530 0,3

4.1.4 Vyhodnoceni mnozZstvi whisky laktonu v analyzovanych vzorcich

Kvantitativni vyhodnoceni se v plynové chromatografii provadi z hodnoty plochy piku,
ktera vyjadiuje mnozstvi analytu ve vzorku. K uréeni spravné koncentrace analytu ve vzorku
je nutné ziskat co nejpiesn€j$i hodnotu plochy piku. BéZnymi analytickymi metodami
kvantitativni analyzy jsou metoda vné&jsiho a vnitiniho standardu, metoda standardniho
pridavku a metoda vnitini normalizace.

Metoda standardniho ptidavku vyzaduje provedeni analyzy samotného vzorku a vzorku
s ptidavkem znamého mnozstvi téhoz analytu, ktery stanovujeme. Tato metoda je velmi
spolehliva, nebot’ standard ptidavame ptimo k matrici a reaguje tak za totoznych podminek
jako analyt. Mezi nevyhody této metody patii nutnost provést nejméné dvé analyzy pro

kazdy vzorek a potieba obstarat standard, ktery neni pro vSechny latky vzdy dostupny.

Pro stanoveni koncentrace whisky laktonu v realnych vzorcich byla zvolena metoda
standardniho pfidavku. Vzdy byl analyzovan samotny vzorek, vzorek s mensim ptidavkem
0,3 pg/ml a vétsim piidavkem 3 pg/ml standardniho roztoku whisky laktonu o koncentraci
3 mg/ml v acetonu. Samotny vzorek i vzorek s piidavkem standardu byl vzdy analyzovan
dvakrat. Plochy pikli obou izomert v naméfenych chromatogramech byly zintegrovany
a hodnoty byly zpracovany v tabulkovém procesoru Microsoft Excel (Tab. I11). Mnozstvi
analytu ve vzorcich bylo zjisténo pomoci rovnice kalibra¢ni kiivky, pfic¢emz byly k vypoctu

pouzity vzdy jen plochy samotného vzorku a vzorku s mens§im ptidavkem standardu, nebot’
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ptidavek 0,3 pg/ml standardniho roztoku whisky laktonu Iépe odpovidal koncentraci analytu

v samotném vzorku. Pokud byla do vypoctu zahrnuta i velikost plochy vzorku s vétsim

pfidavkem 3 pg/ml a kalibracni kiivka tak byla tvofena z Sesti bodl (dva pro samotny

vzorek, dva pro vzorek s mensim pridavkem a dva pro vzorek s vétSim piidavkem), pak byl

vysledek zatizen velkou chybou.

Tab. I1l: Hodnoty ploch whisky laktonu a vypocitana koncentrace obou izomerd ve
vzorcich
Piidavek Plocha Plocha | Koncentrace | Koncentrace
Vzorek whisky trans Cis trans whisky | cis whisky
laktonu whisky | whisky laktonu laktonu
(ng/ml) laktonu | laktonu (ng/ml) (ng/ml)
0 5142 7396
0 4876 6036 0.105 0.141
Claude Chatelier 0.3 13586 12206
0,3 13525 12741
3 133080 | 108152
3 128129 | 103083
0 11269 12703
0 11354 12915
Bisquit 0,3 18147 18624 0.283 0,320
0,3 17473 17996
3 189338 | 148477
3 165787 | 131282
0 8012 60979
0 7061 57720
Islay Mist 0,3 20140 71985 0.120 0,943
0,3 18879 60540
3 130270 | 153152
3 142615 | 163174
0 4425 21906
0 3796 21438
Dos Maderas 0,3 12714 29242 0,061 0.324
0,3 17446 32348
3 125214 | 116003
3 131309 | 122016
0 10144 71323
: 0 10181 72530
Kilchoman 03 22866 84114 0,127 0,900
0,3 22024 83117
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3 159943 185144
3 160336 187782
0 2715 3731
0 2639 3727
De Luze 03 14473 | 14332 0,036 0:051
0,3 14124 | 13929
3 111059 86702
3 110996 84676
0 ND ND
0 ND ND
Sauvignon 03 18661 | 15853 NP ND
: 0,3 15129 13163
3 174400 140727
3 158420 130882
0 ND ND
0 ND ND
Rulandeké e 0,3 14021 | 11940 ND ND
ulandské Sedé 53 e oo
3 168858 144109
3 168902 139239
0 5058 24235
0 5604 25771
Sherry Cream 03 26664 | 43996 0,040 0,185
y 0,3 26892 44064
3 186329 160442
3 203712 180558
0 2791 7065
0 2699 7068
0,3 16842 18249 0,033 0,085
Sherry Medium 0.3 16579 7931
3 144650 120053
3 147505 118789
0 3606 4511
0 3549 4418
0,044 0,055
0,3 15793 14137
Dornfelder
0,3 17028 17592
3 122838 98595
3 143202 127852
Medvédi krev 0 1060 | ND 0,025 ND
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0 633 ND
0,3 11072 7511
0,3 10583 6936
3 97713 79045
3 136397 | 119612
0 ND ND
0 ND ND
ND ND
0,3 9792 5922
Ruby Port
0,3 10029 6034
3 84111 61505
3 85344 61474
0 ND ND
0 ND ND
ND ND
0,3 9573 6086
Tawny Porto
0,3 9762 6176
3 78965 59759
3 77955 57791
0 1135 1193
0 1194 1252
0,011 0,012
Chardonnay 0,3 17609 14425
0,3 18231 15329
3 171829 | 151971
3 174836 | 150310
0 13606 13876
0 13116 13318
0,136 0,139
Merlot 0,3 29882 26701
0,3 29862 26340
3 178330 | 146338
3 186939 | 149436
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4.2 Sotolon

4.2.1 Volba derivatizacnich ¢inidel

Z duvodu pritomnosti kKyselého vodiku v molekule sotolonu byl lakton pieveden na
vhodny silylderivat a acetéat sotolonu. Pro derivatizaci sotolonu byla vybrana dvé ¢inidla,
ato acetanhydrid a N,O- bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA). Pro porovnani
velikosti odezvy silylderivatu, acetatu a nederivatizovaného sotolonu v realném vzorku byly
provedeny experimenty s vinem Sauvignon. Ptiprava silylderivatu sotolonu byla provedena
nasledovné a vysledny derivat byl extrahovan dichlormethanem a ethylacetdtem. Podnétem
k vyzkou$eni dichlormethanu jako extrak¢niho ¢inidla byla studie [11], ve které autorka
pouzila pravé toto rozpoustédlo pro extrakcei silylderivatu sotolonu. K 10 ml Sauvignonu
bylo pfidano 60 pl standardniho roztoku sotolonu o koncentraci 3 mg/ml. Extrakce byla
provedena s 1 ml ethylacetatu/dichlormethanu, nasledovala centrifugace a odbér organické
faze do eppendorfky. Poté byla extrakce zopakovana opét s 1 ml rozpoustédla, po
centrifugaci byl organicky podil opét odebran do eppendortky. Obsah eppendorfek byl
centrifugovan a nasledné preveden do vialek. Pod proudem dusiku byl obsah vialek opatrné
odfoukan do sucha, odparek byl rozpustén v 60 pl N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidu
a 60 pl pyridinu. Derivatizace probihala po dobu 30 minut pfi teploté 80 °C. Nakonec
byl obsah ve vialkach doplnén do 1 ml hexanem.

Pii ptipravé acetylovaneho sotolonu bylo k 10 ml Sauvignonu a 60 pl standardniho
roztoku sotolonu o koncentraci 3 mg/ml pfidano 100 mg NaHCO3 a 100 pl acetanhydridu.
Po probéhnuti derivatizace, jejiz konec se projevil ukoncenim vyvoje oxidu uhli¢itého, byl
do zkumavky piidan 1 g NaCl. Extrakce byla nejdfive provedena s 1,5 ml ethylacetatu, po
centrifugaci byla organicka faze odebréna do vialky. Poté byla extrakce zopakovénas 0,5 ml
ethylacetatu, nasledovala centrifugace a odbér organické faze do vialky.

Ptiprava extraktu vina bez derivatizace analytu zahrnovala pouze extrakci 10 ml vina
s 60 pl standardu sotolonu o koncentraci 3 mg/ml 1,5 ml ethylacetatu, po centrifugaci byl
organicky podil odebrén do vialky. Extrakce byla zopakovéna s 0,5 ml ethylacetatu, poté
nasledovala centrifugace a odbér organické faze do téze vialky.

Vsechny vzorky byly analyzovany na plynovém chromatografu s hmotnostnim
detektorem v mddu TIC. Pro kvantifikaci nederivatizovaného a acetylovaného sotolonu byl
ziskan rekonstruovany chromatogram pro ion 128 m/z, pro silylderivat ion 185 m/z. Pro
porovnani vlivu teploty na odezvu derivatizovaného a nederivatizovaného sotolonu byly

provedeny analyzy pii teploté nastiiku 50 °C resp. 70 °C a teploté na zac¢atku analyzy 280 °C
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resp. 300 °C. Piky odpovidajici sotolonu byly zintegrovany a velikosti ploch byly zapsany
do Tab. IV. Z uvedené tabulky je patrné, ze v pripad¢ nederivatizovaného sotolonu, acetatu
i silylderivatu je ve viné Sauvignon dosazeno vétsi odezvy pfi teploté nastiiku 50 °C a teploté
kolony na zacatku analyzy 280 °C.

Na Obr. 5 jsou zaznamenany chromatogramy extraktu vinav médu TIC pii teplotach
50 a 280 °C. Jak je patrné z tohoto obrazku, provedeni derivatizace sotolonu, konkrétné
acetylace asilylace sextrakci dichlormethanem, je velmi pfinosna, nebot analyzou
nederivatizovaného sotolonu byl ziskdn chromatogram, kde byl pik sotolonu v koeluci
s dal$imi slozkami z extraktu vina. Veskeré analyzy byly provedeny tiikrat, pramérné
velikosti ploch pikd sotolonu byly zaznamenany do Grafu 2, ze kterého je ziejmé, ze
nejvetsi odezvu analytu poskytuje acetat sotolonu. Pii extrakci dichlormethanem a nasledné
silanizaci byla ziskana poloviéni odezva v porovnani s acetadtem sotolonu. Jak je z Grafu 2
dobie vidét, nejmensi plochy piku sotolonu byly ziskdny pii extrakci ethylacetatem
a nasledné silanizaci. Vys$e uvedenymi experimenty byla ovétena vyhoda acetylace sotolonu
oproti silanizaci, a to ta, Ze acetylace probiha pted samotnou extrakci analytu, zatimco
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid musi byt ptidan az k vyextrahovanému sotolonu
kvali nizké hydrolytické stabilit¢ Cinidla. Silanizaci tedy nedojde ke zvySeni vytézku
extrakce, zatimco reakci sotolonu s acetanhydridem dochazi k nahrazeni aktivniho vodiku
hydroxyskupiny a vytvofeny derivat sotolonu vykazuje nizsi polaritu, proto se lépe extrahuje
do ethylacetatu. Pro stanoveni sotolonu v analyzovanych vzorcich byla za nejvhodngjsi

metodu derivatizace zvolena acetylace.
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Tab. IV: Piehled retencnich ¢asu a ploch pikll nederivatizovaného, silylderivatu a acetatu
sotolonu pfi teplotach 50, 280 °C a 70, 300 °C

Reten¢ni ¢as | Plocha piku | Retenéni¢as | Plocha piku
sotolonu (50 a | sotolonu (50 | sotolonu (70 a | sotolonu (70
280 °C) (min) a 280 °C) 300 °C) (min) a 300 °C)
Nederivatizovany 3703211 266988
sotolon y 9,15 4404861 6,93 277619
2343767 246005
21078997 8721242
Acetat sotolonu 12,50 17197277 10,31 7964721
20337118 8508793
Silylderivat sotolonu 24451 >15
y (ethylacetét 11,47 33676 9,29 436
y 40863 529
Silylderivat sotolonu 9907282 203076
()(/ﬁchlormethan) 11,47 9571581 9,29 174097
9813245 213018
20000000 -
18000000 -
16000000 -
14000000 -
2
S 12000000 -
=
+ 10000000 -
£
= 8000000 -
> 6000000 -
4000000 -
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0 Bl T T
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Graf 2: Velikosti pramérnych ploch pikti nederivatizovaného, silylderivatu a acetatu

sotolonu ze tfi méfeni
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Obr. 5: Chromatogramy extraktu vina s nederivatizovanym sotolonem, silylderivatem

a acetatem sotolonu v médu TIC (50 a 280 °C)

4.2.2 Volba extrak¢nich Cinidel

Byly provedeny experimenty s riznymi rozpoustédly, a to s ethylacetitem,
dichlormethanem,  chloroformem,  methylisobutylketonem, hexanem, heptanem,
tetrahydrofuranem, tetrachlorethylenem a isooktanem, pro extrakci sotolonu ze vzorku. Pti
volbé nejvhodnéjsiho extrakeniho ¢inidla pro extrakci acetylovaného sotolonu bylo ve vSech
experimentech jako vzorek pouzito fortifikované vino Tawny Porto Monteiro S nebo bez
ptidavku standardniho roztoku sotolonu o0 koncentraci 3 mg/ml. Pii analyze sotolonu za
pouziti dichlormethanu, chloroformu a heptanu jako extrakénich ¢inidel nebyl ve spektru
detekovan pik derivatu sotolonu. Tetrahydrofuran a tetrachlorethylen extrahovaly pouze

nepatrné mnozstvi analytu ze vzorku. Extrakci vzorku methylisobutylketonem byl ziskan
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velmi zasumény chromatogram a v misté, kde byl ocekavan pik derivatu sotolonu, bylo
velké mnozstvi deformovanych pikt. Pro ethylacetat, hexan a isooktan byly technikou
vicenasobné extrakce uréeny extrakéni vytézky jednotlivych kroku, které jsou uvedeny
v Tab. V. Pouzitim téchto tii rozpoustédel pro extrakci sotolonu ze vzorku portského vina
s pfidavkem 20 pl standardniho roztoku sotolonu (3 mg/ml; ptidavek 6 pg/ml) a porovnanim
ploch piku analytu bylo zjisténo, Ze hexan a isooktan vykazuji mnohem niz§i extrakéni
ucinnost nez ethylacetat (Tab. V. a Obr. 6). V piipad¢, Ze byl sotolon extrahovan hexanem,
isooktanem a ethylacetatem ze samotného vzorku vina Tawny Porto Monteiro bez ptidavku
standardu, bylo zji$téno, ze malé mnozstvi derivatu sotolonu obsazené ve vzorku vina neni
hexanem ani isooktanem extrahovano, zatimco ethylacetatem ano. Retenéni cas
acetylovaného sotolonu byl pti pouzitych podminkach 12,35 min. Z Obr. 7 a 8 je patrné, ze
se v chromatogramech hexanovych a isooktanovych extraktli vina v ¢ase 12,35 min zadny
pik neobjevil. Z uvedenych experimenti vyplyva, Ze nejvhodnéjSim rozpoustédlem pro

extrakci sotolonu z realnych vzork je ethylacetat.
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Obr. 6: Chromatogram extraktu Tawny Porto Monteiro s pfidavkem 6 ug/ml sotolonu
v modu SIM 128 m/z a s nastiikem 1 pl

44



Tab. V: Vytéznost ne€kolikanasobné extrakce sotolonu ze vzorku Tawny Porto Monteiro

s piidavkem 20 pl standardu pfi extrakci isooktanem, hexanem a ethylacetatem

Rozpoustédlo Piidavek Plocha piku VytéZnost extrakce
sotolonu (pg/ml) | sotolonu 128 m/z (%)
Isooktan 1.extrakce 6 2505 53 47
Isooktan 1.extrakce 6 2773 ’
Isooktan 2.extrakce 6 1292 5 70
Isooktan 2.extrakce 6 1164 ’
Isooktan 3.extrakce 6 1249 1157
Isooktan 3.extrakce 6 1067 ’
Isooktan 4.extrakce 6 1222
Isooktan 4.extrakce 6 826
Hexan 1.extrakce 6 1163 35.72
Hexan 1.extrakce 6 1116 ’
Hexan 2.extrakce 6 774 35,49
Hexan 2.extrakce 6 691
Hexan 3.extrakce 6 487 35,24
Hexan 3.extrakce 6 458
Hexan 4.extrakce 6 331
Hexan 4.extrakce 6 281
Ethylacetat 1.extrakce 6 164559 62.04
Ethylacetat 1.extrakce 6 - ’
Ethylacetat 2.extrakce 6 64156 66.30
Ethylacetat 2.extrakce 6 60784 ’
Ethylacetat 3.extrakce 6 21934 7116
Ethylacetat 3.extrakce 6 20174 ’
Ethylacetat 4.extrakce 6 6083
Ethylacetat 4.extrakce 6 6063

4.2.3 Vliv velikosti nastiiku vzorku na tvar pikia

Na vzorcich portského vina Tawny Porto Monteiro s ptidavkem 20 ul standardniho
roztoku sotolonu (3 mg/ml; piidavek 6 pg/ml) i bez ptidavku extrahovanych ethylacetatem,
hexanem a isooktanem bylo vyzkouseno davkovani 1, 2 a 4 pl extraktu do plynového
chromatografu pii tlaku 30 psi. Pik sotolonu s reten¢nim ¢asem 12,35 minut byl sledovan
vmddu SIM 128 m/z. VSechna tfi zminéna c¢inidla poskytovala pii vysSich nastticich
extraktu vina s ptidavkem standardu velmi Siroké asymetrické piky s posunutymi retenénimi
Casy. Pti analyze samotného vzorku vina bez ptidavku standardu extrahovaneho hexanem

a isooktanem nebyl acetat sotolonu detekovan pii zddném ze tfi uvedenych objemi
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Intenzita

davkovani (Obr. 7, 8, 9). V ptipad¢ davkovani 4 pl samotného vzorku vina extrahovaného
ethylacetatem se v chromatogramu, v misté kde byl o¢ekavan pik sotolonu, objevil velmi
Siroky rozmyty pik, ktery pravdépodobné vznikl koeluci sotolonu s dal§imi latkami
(Obr. 9). Pti nastiiku 2 pl téhoz extraktu se situace zna¢né zlepsila a pik sotolonu byl pouze

mirné rozsifeny. Pozadovany symetricky a Uzky pik sotolonu byl ziskan ddvkovéanim 1 pl
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Obr. 7: Chromatogram derivatizovaného sotolonu extrahovaného ze vzorku Tawny Porto
Monteiro (bez piidavku standardu) ethylacetdtem, hexanem a isooktanem v modu SIM

128 m/z pii nastiiku 1 pl
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Obr. 8: Chromatogram sotolonu extrahovaného ze vzorku Tawny Porto Monteiro (bez

pridavku standardu) ethylacetatem, hexanem a isooktanem v modu SIM 128 m/z pti nastiiku
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Obr. 9: Chromatogram sotolonu extrahovaného ze vzorku Tawny Porto Monteiro (bez

pridavku standardu) ethylacetatem, hexanem a isooktanem v modu SIM 128 m/z pti nastiiku

4 ul
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4.2.4 Vliv vysoleni na vytéZnost extrakce

ZvySenim iontové sily roztoku pfidanim soli obvykle vzroste vytézek extrakce
pfedevs§im organickych latek. Vliv ptfidavku 1 g chloridu sodného na vytéZznost extrakce
ethylacetatem byl vyzkouSen v experimentu se vzorkem Tawny Porto Monteiro s pridavkem
20 pl standardniho roztoku sotolonu (3mg/ml; piidavek 6 pg/ml). Hodnoty ploch pikt
sotolonu byly zintegrovany a zapsany do Tab. VI. Jak je patrné, pii vysoleni bylo

dosazeno vyssich extrakénich vytézkl nez bez pouZiti soli, a to o témét 7 %.

Tab. VI: Vytéznost extrakce derivatu sotolonu ze vzorku s pfidavkem bez a s pouzitim soli

Piidavek sotolonu | Plocha piku sotolonu ex‘t?atzgo(iz)
(ng/ml) 128 m/z
1. Extrakce bez soli 6 240202 5405
1. Extrakce bez soli 6 214723 ’
2. Extrakce bez soli 6 108885
2. Extrakce bez soli 6 96064
1. Extrakce se soI|' 6 164559 62,04
1. Extrakce se soli 6 -
2. Extrakce se soli 6 64156
2. Extrakce se soli 6 60784

4.2.5 Vliv pocate¢ni teploty kolony a teploty nastfiku na opakovatelnost

Byly piipraveny ¢étyfi vzorky portského vina Tawny Porto Monteiro bez piidavku
a Ctyti vzorky s ptidavkem 0,06 pg/ml standardniho roztoku sotolonu (3 mg/ml). VSechny
vzorky byly extrahovany ethylacetdtem a kazdy znich byl analyzovdn na plynovém
chromatografu s hmotnostnim detektorem tiikrat. Velikosti ploch pika acetylovaného
sotolonu byly zintegrovany a zapsany do Tab. VII. Pii teploté nastiiku 280 °C a teploté
kolony na zac¢atku programu 50 °C byla opakovatelnost velmi nizka, jak ukazuje Tab. VII
a Obr. 10. U vzorki s niz§im obsahem matricovych komponent, nez je obsazeno v portském
ving, jako jsou klasickd vina, whisky ¢i konak, byly naméfené hodnoty pro opakované
nastiiky pfi teploté nastiiku 50 °C a pocatecni teploté kolony 280 °C vyhovujici.

Dutivodem nizké opakovatelnosti v ptipadé portského vina mize byt velké mnozstvi

balastnich latek ve vzorku, tyto latky kondenzuji a tvofi tlusty film na zac¢atku kolony, ktery
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na sebe muze vazat sotolon. Proto byl vyzkousen experiment, pii kterém byl vzorek
portského vina 2,5% fedén, aby se snizilo mnozstvi balastnich latek v extraktu a takto
ziedény vzorek byl analyzovan pfi teploté néstiiku 280 °C a teploté kolony na zacatku
analyzy 50 °C. Redénim vzorku vina se zlepsila opakovatelnost, ale zaroveti také doslo ke
zhorSeni meze detekce.

Dalsim moznym feSenim je zvySeni teploty nastfiku a teploty kolony na zacatku
programu tak, aby balastni latky vytvotily 1épe reprodukovatelny homogenni film. Teplota
nastiiku i poc¢atecni teplota kolony byla zvysena o 20 °C, resp. na 300 °C a 70 °C, a kazdy
vzorek byl analyzovan 5x. ZvySenim teplot doSlo k mnohondsobnému zlepSeni
opakovatelnosti, jak je patrné z Tab. VII1aObr. 11. Z Obr. 12 je vidét, Ze zvySenim teploty
nastiiku na 300 °C a ponechanim pocatecni teploty kolony na 50 °C doslo jen k malému
zvySeni odezvy sotolonu, zatimco pii zvySeni teploty nastiiku i teploty kolony na zacatku
analyzy o 20 °C se odezva sotolonu nékolikanasobné zvysila. ZvySenim teploty se také
zkratil retencni Cas analytu z ptivodnich 12,35 minut na 10,35 minut. Témito experimenty
bylo zjisténo, ze v piipadé stanoveni sotolonu ve vzorcich s vysokym obsahem balastnich
latek je vyhodné pro dosazeni vétsi fokusace sotolonu a tim i lepsi odezvy zvysit teplotu

nastiiku a teplotu kolony na za¢atku analyzy.
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Tab. VII: Plochy acetatu sotolonu pii opakovanych nastficich vzorku Tawny Porto
Monteiro a vzorku se standardem (STD) pfti teplotach 280 °C a 50 °C, relativni smérodatna

odchylka (RSD)

Plocha Pridavek sotolonu Smérodatna
(o)
vzorek |- (ng/ml) odchylka RSD (%)
1 2353 0
1 5092 0 1145,70 73,19
1 251 0
1+STD 1927 0,06
1+STD 442 0,06 829,49 59,33
1+STD | 1825 0,06
2 1428 0 411,00 23,45
2 2215 0 ' ’
2 1616 0
2+STD | 2158 0,06
2+STD | 3303 0,06 635,17 24,70
2+STD | 2254 0,06
3 221 0
3 c0g 0 206,66 45,06
3 596 0
3+STD | 1512 0,06
3+STD | 2727 0,06 732,38 38,89
3+STD 1411 0,06
4 875 0
2 1348 0 320,44 32,48
4 737 0
4 +STD 794 0,06
4+ STD 917 0,06 507,48 44 27
4+STD | 1728 0,06
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Obr. 10: Prekryvajici se chromatogramy opakovanych nastiiki vzorku Tawny Porto
Monteiro pfi teplotach 280 °C a 50 °C

9001
8001

7001
Sotolon

6001

5001

Intenzita

400+

300+

2001

100

L L L A B I EL L L E N I B
7.50 8.00 8.50 9.00 9.50 10.00  10.50  11.00 1150 1200  12.50

Retenéni ¢as (min)

Obr. 11: Prekryvajici se chromatogramy opakovanych nastiiki vzorku Tawny Porto
Monteiro pii teplotach 300 °C a 70 °C
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Tab. VIII: Plochy acetatu sotolonu pii opakovanych nastficich vzorku Tawny Porto
Monteiro a vzorku se standardem (STD) pti teplotach 300 °C a 70 °C, relativni smérodatna
odchylka (RSD)

vzorek | Plocha Pridavek standardu sotolonu Smérodatna RSD
(ng/ml) odchylka (%)
1 2725 0
1 2668 0
1 2663 0 41,11 1,52
1 2700 0
1 2775 0
1+STD | 3700 0,06
1+STD | 3612 0,06
1+STD | 3784 0,06 121,63 3,32
1+STD | 3786 0,06
1+STD | 3462 0,06
2 3452 0
2 3526 0
2 3514 0 131,56 3,88
2 3215 0
2 3255 0
2+STD | 4340 0,06
2+STD | 4814 0,06
2+STD | 4409 0,06 166,51 3,68
2+STD | 4455 0,06
2+STD | 4577 0,06
3 2934 0
3 3001 0
3 2986 0 48,53 1,62
3 3085 0
3 3004 0
3+STD | 4092 0,06
3+STD | 4036 0,06
3+STD | 3956 0,06 43,84 1,09
3+STD | 4018 0,06
3+STD | 4041 0,06
4 3880 0
4 3858 0
4 3766 0 43,94 1,15
4 3780 0
4 3810 0
4+STD | 5642 0,06 61,03 1,07
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4+STD | 5707 0,06
4+STD | 5744 0,06
4+STD | 5781 0,06
4+STD | 5618 0,06
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Obr. 12: Chromatogramy vzorku Tawny Porto Monteiro extrahovaného ethylacetatem pii

ruznych teplotach nastiiku a teplotach kolony na zacatku analyzy

4.2.6 Vliv pridavku balastnich latek na velikost odezvy sotolonu

Jak jiz bylo vySe zminéno, pti analyze vina Tawny Porto Monteiro bylo zjisténo, ze toto
portské vino obsahuje velké mnozstvi balastnich latek, které mohou pii vhodném teplotnim
programu u¢inné fokusovat analyt. Velkou odezvu v chromatogramu vykazovaly piedev§im
tii  latky, a to 2-fenylethanol, diethylester Kkyseliny jantarové a tyrosol
(2-(4-hydroxyfenyl)ethanol). 2-fenylethanol a dicthylester kyseliny jantarové mél kratsi

reten¢ni €as nez analyt, zatimco pik tyrosolu se v chromatogramu objevil az za sotolonem
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(Obr. 13). Nejdiive byly vyzkouseny experimenty s postupnym piidavanim zminénych
balastnich latek do modelového vzorku 10% ethanolického roztoku s ptidavkem 20 pl
standardniho roztoku sotolonu (3 mg/ml) extrahovaného ethylacetatem a byla sledovana
velikost odezvy sotolonu v zavislosti na koncentraci a charakteru ptidanych latek. Vysledné
chromatogramy ziskané z téchto experimentd jsou uvedeny na Obr. 14. Nejdiive byl
analyzovéan samotny modelovy vzorek s pfidavkem 15 pg/ml sotolonu, ktery byl extrahovan
ethylacetatem. Vysledek této analyzy je uveden na Obr. 14 A, v ziskaném chromatogramu
je pouze nepatrny pik derivatizovaného sotolonu v ¢ase 10,8 min. Po pfidavku 1 pl
diethylesteru kyseliny jantarové do téhoz ethanolického roztoku, ktery byl jiz analyzovan
v piedeslém kroku, nedoslo ke zméné odezvy sotolonu (Obr. 14 B). Pfidanim 1 pl
2-fenylethanolu do ethanolického roztoku se sotolonem a diethylesterem kyseliny jantarové
se pik derivatu sotolonu mirné¢ zvétsil, jak ukazuje Obr. 14 C. Z chromatogramu D na
Obr. 14 je patrné, Ze se odezva derivatizovaného sotolonu mnohonasobné zvysila az po
pfidani  tyrosolu do ethanolického roztoku se sotolonem, diethyljantaratem
a 2-fenylethanolem.

Veskeré modelové vzorky s ptidavkem standardu a balastnich latek byly prométeny
v modu SIM 128 m/z, proto jsou velikosti odezev balastnich latek v chromatogramu D
(Obr. 14) zkreslené. Vzhledem k tomu, ze tyrosol obsahuje volnou hydroxylovou skupinu,
muZe stejné€ jako sotolon podléhat derivatizaci a znemozZiovat tak pievadéni sotolonu na
derivat. Byla tudiz snaha najit jinou latku, ktera by nepodléhala acetylaci a soucasné by
fokusovala pik sotolonu. Jednim z vhodnych kandidati by mohl byt pentadekan. Ten
neobsahuje funkéni skupinu, kterd by meéla tendenci se derivatizovat, a souasné ma na
nepolarni kolon¢ vétsi retencni index nez sotolon, takze se eluuje az za nim stejné jako
tyrosol. Opét byl vliv pfidavku pentadekanu na odezvu sotolonu pozorovan na modelovém
vzorku 10% ethanolického roztoku s piidavkem 15 pug/ml sotolonu. Porovnanim vysledk
analyz v médu SIM 128 m/z samotného modelového vzorku se sotolonem a modelového
vzorku se sotolonem a 1 pl pentadekanu bylo zjisténo, zZe samotny piidavek pentadekanu
nema na tvar a velikost piku laktonu zadny vliv. Pokud byl do ethanolického roztoku se
sotolonem a pentadekanem ptidan 1 pl diethylesteru kyseliny jantarové a 1 pl
2-fenylethanolu, pak se odezva sotolonu mirn¢ zvysila, nicméné pik analytu byl §ir$i a mensi

nez v piipadé pouziti smési diethylesteru kyseliny jantarové, 2-fenylethanolu a tyrosolu.
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Obr. 13: Chromatogram portského vina bez ptidavku sotolonu a balastnich latek
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Obr. 14: Chromatogramy 10% ethanolického roztoku méfeného v médu SIM 128 m/z bez
a s pridavky balastnich latek (A — ethanolicky roztok s pfidavkem 15 pg/ml sotolonu,
B - ethanolicky roztok s ptidavkem 15 pg/ml sotolonu a 2 mg/ml diethyljantaratu,
C - ethanolicky roztok spridavkem 15 pg/ml sotolonu, 2 mg/ml diethyljantaratu
a 2-fenylethanolu, D - ethanolicky roztok s ptidavkem 15 pg/ml sotolonu, 0,2 mg/ml

tyrosolu, 2 mg/ml diethyljantaratu a 2-fenylethanolu)

Pro extrakci byl pouzit ethylacetat, ktery byl vyhodnocen jako nejlepsi Cinidlo pro
extrakci sotolonu. Nicméné pii extrakci whisky laktonu ze vzorku Islay Mist methylacetatem
a ethylacetatem bylo pozorovéano, ze extrakéni vytéZky pfi pouziti methylacetatu byly az
desetkrat vétsi nez v piipadé ethylacetatu (Graf 1). Proto byly vyzkouseny experimenty pro
ovéfeni, zda se takto rozdilné vytdzky projevi i v piipadé extrakce sotolonu. Uginnost
nékolikanasobné extrakce derivatu sotolonu obéma rozpoustédly byla testovana na vzorku
Tawny Porto Monteiro a do vysledného extraktu byly pfidany balastni latky (2-fenylethanol,

diethylester kyseliny jantarové a tyrosol). Pokusy pro vyhodnoceni Géinnosti extrakce byly
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provedeny nasledovné. Do zkumavky bylo k 10 ml portského vina ptidano 100 mg NaHCOs,
20 pl standardniho roztoku sotolonu (3 mg/ml, piidavek 6 pg/ml) a 100 pl acetanhydridu,
po probéhnuti derivatizace, jejiz konec se projevil ukon¢enim vyvoje oxidu uhli¢itého (asi
20 minut), byl ptfidan 1 g NaCl. Pfipraveny roztok byl extrahovan 1,5 ml ethylacetatu
respektive 2,5 ml methylacetatu, po protfepani a centrifugaci byla organicka faze odebrana
do vialky. Vé&tsi objem methylacetatu byl zvolen kviili jeho vysoké rozpustnosti v alkoholu,
pokud byla extrakce provedena pouze s 1,5 ml methylacetatu, nedoslo ke vzniku fdzoveho
rozhrani. Druhy, tfeti i ¢tvrty podil extrakce byl vzdy proveden s1 ml
ethylacetatu/methylacetatu, po extrakci a centrifugaci byla organicka faze odebrana do
novych vialek. Objem ziskaného extraktu byl ve v§ech vialkach upraven na 1 ml odfoukanim
prebyte¢ného rozpoustédla dusikem. Nasledn¢ bylo do vSech vialek pfidano 50 pl roztoku
obsahujiciho 4 mg tyrosolu, 40 pl diethylesteru kyseliny jantarové, 40 ul 2-fenylethanolu
a 920 ul ethylacetatu/methylacetatu. Tato smés balastnich latek byla ptidana do vSech vialek
s hotovymi extrakty, aby byla zajisténa stejnd koncentrace balastnich latek ve vSech ¢étyfech
podilech extrakce. Vysledné extrakty byly analyzovany plynovou chromatografii
s hmotnostni detekci tfikrat. Zintegrované plochy derivatu sotolonu byly zaznamenany do
Tab. IX a byly z nich vypoéteny vytézky extrakce. Pii pohledu na Graf 3 znazornujici
zavislost velikosti ploch piki sotolonu na volbé extrakéniho ¢inidla pii ¢tyfnasobné extrakcei
se muze zdat, ze lepsi extrakéni i¢inek ma v tomto ptipadé methylacetat, jelikoz pti extrakci
timto rozpoustédlem byly ziskany vétsi hodnoty ploch pikii. Ale pfi porovnani vytézka
extrakce jednotlivych extrakénich krokt a kumulativni vytéZnosti po druhé extrakci
(Tab. IX) bylo zjisténo, ze lepsi extrakéni vytéznost poskytuje ethylacetat, a to 93,73 %,
zatimco methylacetat dava vytéznost 89,64 %. Dalsi vyhodou pii pouziti ethylacetatu je jeho

mensi rozpustnost v analyzovanych alkoholickych vzorcich.
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Tab. IX: Velikosti ploch piku sotolonu pfi ¢tyinasobné extrakci a vytéznost extrakce

Piidavek . Vytéznost | Kumulativni
" Plocha piku .
Rozpoustédlo sotolonu sotolonu extrakce vytéZnost
(ng/ml) (%) extrakce (%o)
Ethylacetat 1. extrakce 6 80154
Ethylacetat 1. extrakce 6 62092 87,76
Ethylacetat 1. extrakce 6 69804
Ethylacetat 2. extrakce 6 9464
Ethylacetat 2. extrakce 6 8243 48,74 93,73
Ethylacetat 2. extrakce 6 8238
Ethylacetat 3. extrakce 6 4119
Ethylacetat 3. extrakce 6 4996 73,46 98,34
Ethylacetat 3. extrakce 6 4184
Ethylacetat 4. extrakce 6 1006
Ethylacetat 4. extrakce 6 1189
Ethylacetat 4. extrakce 6 1235
Methylacetat 1. extrakce 6 93393
Methylacetat 1. extrakce 6 98693 61,19
Methylacetat 1. extrakce 6 113519
Methylacetat 2. extrakce 6 40070
Methylacetat 2. extrakce 6 43515 73,31 89,64
Methylacetat 2. extrakce 6 35021
Methylacetat 3. extrakce 6 9792
Methylacetat 3. extrakce 6 10520 91,65 99,14
Methylacetat 3. extrakce 6 11342
Methylacetat 4. extrakce 6 910
Methylacetat 4. extrakce 6 877
Methylacetat 4. extrakce 6 856
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Graf 3: Grafické vyjadieni velikosti ploch sotolonu pii ¢tyfnasobné extrakei ethylacetatem

(EtAc)/methylacetatem (MeAc) ze vzorku vina

Na modelovych vzorcich 10% ethanolickych roztoku extrahovanych ethylacetatem
i methylacetatem byl také pozorovan vliv koncentrace pfidanych balastnich latek na tvar
piku sotolonu a velikost odezvy. VSechny vzorky byly ptipraveny nasledujicim zptisobem.
Do vialek bylo odpipetovano 0,5 ml extraktu 10% ethanolického roztoku s piidavkem 20 ul
standardniho roztoku sotolonu (3 mg/ml) extrahovaného ethylacetatem/methylacetatem.
Poté byla do vialek ptfidana ptfedem ptipravend smés 4 mg tyrosolu, 40 pl diethylesteru
kyseliny jantarové, 40 pl 2-fenylethanolu a 920 pl ethylacetatu/methylacetatu s rostouci
koncentraci odpovidajici 0; 1; 2,5; 5; 10 a 25 pl. Kazda vialka pak byla doplnéna na objem
550 pl ethylacetdtem/methylacetatem. VVzorky byly analyzovany v médu SIM 128 m/z. Na
Obr. 15 jsou zobrazeny chromatogramy s postupné se zvySujici koncentraci ptidanych
balastnich latek. Z obrdzku je patrné, ze s rostouci koncentraci balastnich latek v modelovém
vzorku extrahovaném ethylacetatem se zvysuje odezva analytu, stejny priabéh byl pozorovan
i pfi pouziti methylacetatu jako extrakéniho ¢inidla. Bylo zjisténo, ze k ziskani symetrického
piku sotolonu s dostateénou odezvou je vhodné piidat ke vzorku 25 pl pfipravené smési
(4 mg tyrosolu, 40 pl diethylesteru kyseliny jantarové, 40 ul 2-fenylethanolu a 920 pl
ethylacetatu/methylacetatu). Na  Obr. 16  jsou  chromatogramy  extraktd
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Intenzita

ethylacetatu/methylacetatu s pfidavkem 25 pl smési (4 mg tyrosolu, 40 ul diethylesteru

kyseliny jantarové, 40 pl 2-fenylethanolu a 920 ul ethylacetatu/methylacetéatu). Z tohoto

obrézku je ziejmé, ze sotolon (10,35 min) vykazuje mnohem vé&tsi odezvu ve vzorku

extrahovaném ethylacetatem, kde Ize vzhledem k vyssi teploté varu (ethylacetat 77,1 °C,

methylacetat 57,3 °C [39]) oc¢ekavat lepsi podminky pro fokusaci analytu na zac¢atku kolony.
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Obr. 15: Chromatogramy ethanolického roztoku extrahovaného ethylacetatem s piidavky

0; 1; 2,5; 5; 10 a 25 pl smési 4 pg/ml tyrosolu, 40 pg/ml 2-fenylethanolu a 40 pg/ml

diethyljantaratu v modu SIM 128 m/z

60



Sotolon

1000]
800,
600,
400
200] | Ethylacetat
|\ J"\_ . \
s ] — S | S W b N -
8§ 0 I T T T T T T T T T
E; 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
=
100C
8001 |
600] ‘
{
4001 \
\I
\ P | )
200 AN \ \ Methylacetat
e o
O T T T T T T T T T T
6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Retenéni ¢as (min)

Obr. 16: Chromatogramy ethanolického roztoku extrahovaného
methylacetatem/ethylacetatem s piidavkem 25 ul smési (4 mg tyrosolu, 40 pl diethylesteru
kyseliny jantarové, 40 pl 2-fenylethanolu a 920 pl ethylacetatu/methylacetatu) v médu SIM
128 m/z

Vyse uvedené informace o vhodném mnozstvi pfidanych balastnich latek a volbé
extrakéniho ¢inidla mezi methylacetaitem a ethylacetatem vyzkouSenych na modelovych
vzorcich a portském viné byly pouZity pro ovéteni, zda Ize tyto poznatky aplikovat i na dalsi
typ vzorku, a to klasické vino Sauvignon a whisky Kilchoman. Pro porovnani byl tento
pokus znovu proveden i pro vzorek Tawny Porto Monteiro. Do zkumavek bylo ke 100 mg
NaHCOs, respektive 50 mg NaHCOs pro whisky, pfidano 10 ml vina nebo 4 ml whisky
a6 ml destilované vody. Do zkumavek s ptidavkem standardu bylo pifidano 100 pl
standardniho roztoku sotolonu o koncentraci 6 pug/ml, po probéhnuti derivatizace, jejiz konec
se projevil ukoncenim vyvoje oxidu uhli¢itého, byl ptfidan 1 g NaCl. Extrakce byla
provedena s 1,5 ml ethylacetatu, po centrifugaci a odebrani organické faze do vialky byla
extrakce zopakovana jesté¢ s 0,5 ml ethylacetatu, nasledovala centrifugace a odebrani
organického podilu do tychz vialek. Do vSech vialek s ptipravenymi extrakty bylo piidano
50 pl pfipravené smési balastnich latek (4 mg tyrosolu, 40 ul diethyljantaratu, 40 pl
2-fenylethanolu a 920 pl ethylacetatu). Vsechny vzorky byly analyzovany pétkrat na

plynovém chromatografu s hmotnostni detekci. Sotolon byl detekovan jak ve vzorcich
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s pfidavkem sotolonu, tak ve vzorcich bez ptidavku. Piky odpovidajici derivatu sotolonu
(128 m/z, 10,35 min) byly zintegrovany, velikosti ploch avypocitané koncentrace ve
vzorcich byly zapsany do Tab. X.

Tab. X: Hodnoty ploch piku sotolonu ve vzorcich bez standardniho piidavku a se

standardem (STD) sotolonu s pfidanim 50 pl smési balastnich latek

Piidavek sotolonu Plocha piku Koncentrace sotolonu
Vzorek
(ng/ml) sotolonu (ng/ml)
0 3079
. 0 3119
Sauvignon 0 3049 0,008
0 3103
0 3037
0,06 25068
0,06 25425
Sauvignon + STD 0,06 25490
0,06 25410
0,06 25454
0 1243
ilch 0 1262
Kilchoman 0 1243 0117
0 1252
0 1253
0,15 2822
0,15 2867
Kilchoman + STD 0,15 2869
0,15 2864
0,15 2849
0 7435
0 7475
Tawny Porto 0 7441 0,291
Monteiro 0 7408
0 7401
0 7418
0,06 8945
0,06 8901
Tawny Porto 0,06 8987
Monteiro + STD 0,06 9064
0,06 8956
0,06 8916
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4.2.7 Vyhodnoceni mnozZstvi sotolonu v analyzovanych vzorcich

Pro stanoveni mnozstvi sotolonu ve vzorcich alkoholickych népojt byla zvolena metoda
standardniho pfidavku stejné¢ jako v ptipadé whisky laktonu. Plochy pikli analytu
Vv naméfenych chromatogramech byly zintegrovany a hodnoty byly zpracovany
v tabulkovém procesoru Microsoft Excel. Vzorek bez a s pfidavkem 0,06 pug/ml (u vin)
a 0,15 ug/ml (u destilatir) sotolonu byl vzdy analyzovan dvakrat, ze ¢tyt ziskanych boda byla
sestrojena kalibracni kiivka a zjeji rovnice byla vypocitana koncentrace sotolonu.

Vypocitané mnozstvi sotolonu v analyzovanych vzorcich je uvedeno v Tab. XI.

Tab. XI: Hodnoty ploch sotolonu a vypocitana koncentrace ve vzorcich

Piidavek sotolonu | Plocha piku | Koncentrace sotolonu
Vzorek
(ng/ml) sotolonu (ng/ml)
0 1877
C v ar 0 1850
Rulandské sedé 0.06 15690 0,008
0,06 16350
0 7269
Sauvignon 0 7239
0,06 52692 0,010
0,06 51778
0 114
) 0 113
Claude Chatelier XO 015 1271 0,016
0,15 1262
0 1092
0 1063
Dornfelder 0.06 =050 0,017
0,06 4938
0 127
0 713
De Luze 0.15 5035 0,019
0,15 6636
0 882
. 0 893
Sherry Medium 0.06 3393 0,020
0,06 3683
. 0 464
Islay Mist 0 397 0,021
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0,15 3390
0,15 3532
0 854
- 0 869
Medvédi krev 0.06 7768 0,028
0,06 2676
0 3908
0 3913
Sherry Cream 0.06 6537 0,093
0,06 6297
0 3990
. 0 3391
Tawny Porto Monteiro 0.06 5750 0,128
0,06 5592
0 301
) 0 320
Kilchoman 015 57 0,147
0,15 687

4.3 Vinny lakton

4.3.1 Odhad retencniho ¢asu vinného laktonu pomoci retencnich indext

Jelikoz se nepodatilo sehnat standard vinného laktonu, byly hledany dalsi moznosti, jak
zjistit pfiblizny reten¢ni ¢as tohoto laktonu. Jednou z moznosti byla analyza n-alkanu pro
urceni retencniho ¢asu vinného laktonu. Vhodnym uhlovodikem by mohl byt tetradekan,
jehoz Kovatstiv reten¢ni index na nepolarni stacionarni fazi méa hodnotu blizkou reten¢nimu
indexu analytu. V experimentech provadénych pro tuto diplomovou praci byla pouzita
nepolarni kolona HP-5ms, ktera obsahuje stejnou stacionarni fazi jako kolona BD-5. Proto
byly pii hledani retenéniho Casu vinného laktonu brany v Gvahu hodnoty Kovatsova
retenéniho indexu pravé pro tuto stacionarni fazi, tedy 1466 pro vinny lakton a 1400 pro
tetradekan (Tab. XI1I). Analyzou roztoku tetradekanu v pentanu o koncentraci 1 mg/ml byl
ziskan chromatogram, ve kterém byl pik tetradekanu detekovan v ¢ase 11,4 min. Z tohoto

udaje bylo odhadnuto, ze by se mél reten¢ni ¢as vinného laktonu pohybovat okolo 11. az 12.

minuty.
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Tab. XII: Prehled Kovatsovych retencnich indexti pro vinny lakton a tetradekan na

kolonach rtizné polarity

Stacionarni | Kovatsiuv reten¢ni index Kovatsuv retencni index .
, o, Zdroj
faze vinny lakton tetradekan
DB-5 1466 1400 [32], [31]
FFAP 2206 - [32]
0oVv101 1439 1400 [31]
C20M 2209 1400 [31]

4.3.2 ldentifikace vinného laktonu dle poméru intenzit ionta 166, 151, 123,
93 m/z

Pti pokusu o identifikaci laktonu ve vzorcich vina byly vyuzity informace o poméru
intenzit iontd 166, 151, 123 a 93 m/z ze studie Gutha [33]. Hmotnostni spektrum ziskané
z tohoto ¢lanku je ukazano na Obr. 17. Pti hledani vinného laktonu v chromatogramu
extrahovaného vina byl nejdiive hledan pik s retenénim ¢asem okolo 11. minuty a poté bylo
sledovano hmotnostni spektrum tohoto piku a poméry intenzit iontt 166, 151, 123 a 93 m/z.
V chromatogramu byl nalezen pik, ktery se eluoval v ocekavaném ¢ase a jeho spektrum
obsahovalo sledované ionty. Vzhledem Kk vysokému chemickému Sumu a ptitomnosti
dalSich ionti ve spektru vSak vyhledavaci algoritmus nebyl schopen spektrum rozpoznat
a spravné piifadit spektrum z databaze, piestoze knihovna NIST 14 spektrum vinného

laktonu obsahuje.
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Obr. 17: Hmotnostni spektrum vinného laktonu [33]
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4.3.3 Frakcionace na silikagelové koloné

Analyzou zahus$téného dichlormethanového extraktu Ryzlinku vlasského na
plynovém chromatografu s hmotnostni detekci byl ziskdn chromatogram s velmi Sirokymi
piky a vysokym pozadim. Eluce piku vinného laktonu byla podle vySe uvedenych tdaju
o¢ekavana okolo 11. minuty, v tomto ¢ase se ale v chromatogramu objevily i piky dalsich
latek, které byly ptifazeny kyseliné dekanové (129 m/z) a ethylesteru kyseliny dekanové
(88 m/z). Z Obr. 18 je patrné, Ze pik ethylesteru kyseliny dekanové s retenénim ¢asem
11,40 minut a ¢aste¢né i kyselina dekanova piekryva pik eluovany v ¢ase 11,41 minut, ktery
patii s velkou pravdépodobnosti vinnému laktonu. Jednou z moznosti, jak oddélit piky
kyseliny dekanové, jejiho esteru a pravdépodobného vinného laktonu byla frakcionace na
silikagelové koloné. Pii frakcionaci extraktu vina na silikagelové kolonce bylo ziskano
celkem 6 podilu (frakce 1: pentan; frakce 2: pentan : diethylether 9 : 1; frakce 3: pentan :
diethylether 7 : 3; frakce 4: pentan : diethylether 1 : 1; frakce 5: diethylether; frakce 6:
aceton), vSechny podily byly analyzovany plynovou chromatografii s hmotnostni detekci
a byly pro n¢ ziskdny rekonstruované chromatogramy dominantniho iontu vinného laktonu
151 m/z (Obr. 20). Pfi srovnani ziskanych rekonstruovanych chromatogramt pro ion
151 m/z je patrné, Ze by se hledany lakton mohl nachéazet pravé ve 4. frakci. Podle vyse
uvedené tvahy by mél mit vinny lakton retencni ¢as na nepolarni kolon& zhruba 11 minut,
coz dopovida piku ve 4. frakci, ktery se eluuje v ¢ase 11,18 minut. Frakcionaci bylo
dosazeno rozdéleni ptipadného vinného laktonu, ethylesteru kyseliny dekanové a kyseliny
dekanové mezi rizné frakce, jak je patrné z Obr. 19. Ethylester kyseliny dekanové byl
eluovan ptevazné v prvnim az tietim podilu, ve ¢tvrté frakci, kde se pravdépodobné nachazi
hledany lakton, uz bylo jen nepatrné mnozstvi tohoto esteru. Z chromatogramta na Obr. 18
a 19 je patrné, ze v disledku frakcionace doslo k posunu reten¢niho ¢asu vinného laktonu,
tento posun byl pravdépodobné zpusoben nizsi koncentraci esteru kyseliny dekanové ve
¢tvrté frakei, ktera jiz retenci vinného laktonu neovliviiovala. Podobné jako esteru kyseliny
dekanové, i samotné kyseliny (129 m/z) bylo ve ctvrté frakci velmi malo, nejvétsi mnozstvi

se ji nachazelo ve tieti frakci.
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Obr. 18: Rekonstruované chromatogramy dichlormethanového
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Obr. 19: Rekonstruované chromatogramy dichlormethanového extraktu vina 4. frakce
pentan : diethyletyher, 1 : 1 (celkem 6 frakci) pro ionty 151, 166, 123, 93, 129 a 88 m/z
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Obr. 20: Rekonstruované chromatogramy Sesti frak¢nich podild dichlormethanového
extraktu vina pro ion 151 m/z (frakce 1: pentan, frakce 2: pentan : diethylether 9 : 1, frakce
3: pentan : diethylether 7 : 3, frakce 4: pentan : diethylether 1 : 1, frakce 5: diethylether,

frakce 6: aceton)

4.3.4 Volba poméru rozpoustédel pro frakcionaci

V prvnim experimentu bylo sbirano celkem pét frakci. Na silikagelovou kolonku byl
nanesen 1 ml dichlormethanového extraktu Ryzlinku vlasského. Kolonka byla postupné
promyvana 2 ml pentanu a poté vzdy 3 ml rozpoustédel v pomérech pentan : diethylether
9 : 1, pentan : diethylether 1 : 1; diethylether a aceton. Pfi pouziti téchto pomérii rozpoustédel
pro eluci slozek z extraktu se mozny pik vinného laktonu objevil ve tieti frakci, ale byl
castené prekryt kyselinou dekanovou (Obr. 21). Proto byl vyzkousen experiment
s piidanim dal$iho podilu rozpoustédel pentan : diethylether. Na silikagelovou kolonku byl
opét nanesen 1 ml dichlormethanového extraktu vina a celkem Sest frakci bylo sbirano do

vialek. Slozky extraktu vina ze silikagelové kolonky byly postupné promyvany rozpoustédly
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v pomérech pentan, pentan : diethylether 9 : 1; pentan : diethylether 7 : 3; pentan
: diethylether 1 : 1; diethylether, aceton. Porovnanim chromatograma na Obr. 19 a 21 je
patrné, ze v ptipadé provedeni frakcionace se sbérem 6 frakci se vinny lakton nejspiSe
objevil ve ¢tvrté frakci, kde je malé mnozstvi kyseliny dekanové, zatimco sbiranim 5 frakci
se pravdépodobné vinny lakton nachazel ve tfeti frakci, kde je vyznamné mnozstvi kyseliny
dekanové, kterd s hledanym laktonem ¢aste¢né koeluje. Pridani smési rozpoustédel pentan

. diethylether 7 : 3 napomohlo lepsi separaci kyseliny dekanové od vinného laktonu.
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Obr. 21: Rekonstruované chromatogramy dichlormethanového extraktu vina 3. frakce
pentan : diethylether, 1 : 1 (celkem 5 frakci) pro ionty 151, 166, 123, 93, 129 a 88 m/z
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5. ZAVER

Cilem této studie bylo navrhnout vhodné analytické postupy pro stanoveni whisky
laktonu, sotolonu a vinného laktonu ve vzorcich alkoholickych napoji, konkrétné
v klasickych, barikovych a fortifikovanych vinech, rumu, konacich a whisky. Vsechny
vybrané latky byly analyzovany plynovou chromatografii s hmotnostni detekci.
Kvantifikace byla v piipadé sotolonu a whisky laktonu provedena metodou standardniho
ptidavku. Podle chemické povahy a struktury analytd byly vyzadovany odlisné zpisoby
zpracovani realnych vzorku.

Pro izolaci whisky laktonu ze vzorkl ndpojui byla pouzita jednoducha extrakce. Ze
¢trnacti riznych rozpoustédel byl jako nejlepsi extrakeni ¢inidlo zvolen tetrahydrofuran.
Nejveétsi mnozstvi whisky laktonu bylo nalezeno ve vzorcich Islay Mist, Bisquit
a Kilchoman, kde byla koncentrace trans izomeru 0,120-0,283 pg/ml a cis izomeru
0,320 pg/ml v piipadé konaku a az 0,943 pg/ml ve whisky. Naopak vzorky Sauvignonu,
Rulandského Sedého, Ruby Porta a Tawny Porto Monteiro neobsahovaly whisky lakton
vilbec. Pritomnost tohoto laktonu byla ofekavana ve vzorcich barikovych vin, jelikoz tato
vina zraji v dubovych sudech. Barikové vino Chardonnay obsahovalo jen 0,011 pg/ml trans
whisky laktonu a 0,012 cis izomeru, zatimco v Merlotu byl obsah tohoto laktonu v pifipadé
obou izomerti téméf desetkrat vyssi. Ve vSech vzorcich, kromé¢ Medvédi krve, kde byl
detekovan pouze obsah trans whisky laktonu, byl vzdy vétsi podil cis izomeru.

Pro stanoveni sotolonu ve vzorcich alkoholickych napoji byla z diivodu ptitomnosti
hydroxylové skupiny ve struktufe laktonu vyzadovana derivatizace, konkrétné acetylace.
Pro praktické vyuziti pti analyze sotolonu je velmi vyhodné volit teplotni program podle
povahy analyzovaného vzorku. Teplota ma vliv na velikost odezvy sotolonu ve vzorcich
s vétsim obsahem balastnich latek jako je portské vino. Pfi zvySeni teploty nastfiku
a pocatecni teploty kolony doslo ke zlepSeni odezvy sotolonu a opakovatelnosti nastiiki.
U klasickych vin a destilati neméla zména teploty vliv na odezvu laktonu. Pro ziskani lepsi
odezvy sotolonu je mozné ke vzorku pridat smés balastnich latek, které pomohou fokusovat
analyt. Bylo zjisténo, ze efekt zafokusovani analytu pomoci smési tyrosolu, diethylesteru
kyseliny jantarové a 2-fenylethanolu je vyznamny pouze pii zvySeni teploty nastiiku
a pocatecni teploty kolony. Nejvétsi koncentrace sotolonu 0,128 a 0,147 pg/ml byla
nameétfena ve vzorcich Tawny Porto Monteiro a Kilchoman. Vyznamné mnozstvi laktonu

0,093 ug/ml bylo obsazeno také v Sherry Cream. Velmi nizkd koncentrace sotolonu
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0,008-0,028 pg/ml byla obsazena ve vzorcich De Luze, Claude Chatelier, Islay Mist,
Dornfelder, Medvédi krev, Sherry Medium, Sauvignonu a Rulandského Sedého.

Pii zpracovani vzorku pro pokus o identifikaci vinného laktonu ve vzorku vina bylo
nutné ziskany extrakt frakcionovat, jelikoz v disledku velmi podobnych reten¢nich ¢ast
(okolo 11,4 minuty) pravdépodobného vinného laktonu, kyseliny dekanové a jejiho esteru,
dochézelo ke koeluci piki. Naslednou analyzou vSech Sesti frakci plynovou chromatografii
s hmotnostni spektrometrii v modu SIM 151 m/z bylo zjisténo, Ze by se hledany lakton mohl
nachéazet ve ¢tvrté frakci. Hlavni pfinos frakcionace spocival v oddéleni pikt kyseliny
dekanové a jejiho esteru od pravdépodobného piku vinného laktonu. Dal§i moZznosti pro
potvrzeni identity vinného laktonu v chromatogramu by mohlo byt srovnani se standardem
nebo vhodnym izomerem, napiiklad menthalaktonem. Tyto ivahy mohou byt pfedmétem

dalsiho badani.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

BSTFA
EtAc
GC
HFBAA
HMDS
HRGC
MBTFA
MeAc
MS

RI

RSD
SIM
STD
SPE
TBDMSCI
TFAA
TIC
TMCS

anhydrid kyseliny octové
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
ethylacetéat

plynova chromatografie

anhydrid kyseliny heptafluorméaselné
hexamethyldisilazan

plynova chromatografie s vysokym rozlisenim
N-methyl-bis(trifluoracetamid)
methylacetat

hmotnostni spektrometrie

retenéni index

relativni smérodatnd odchylka
selektivni zaznam iontu

standard

extrakce tuhou fazi
t-butyldimethylsilylchlorid

anhydrid kyseliny trifluoroctové
celkovy iontovy proud

trimethylchlorsilan
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