Дубовые бочки использовались людьми в течение тысяч лет для хранения и транспортировки ценных материалов. Ранние поселенцы Соединенных Штатов в Кентукки начали обугливать внутреннюю поверхность новых бочек из Белого Дуба перед выдержкой дистиллята, чтобы создать ароматный напиток, который мы знаем как бурбон. Несмотря культурную значимость “американского национального напитка”, мало что известно о древесно-дистиллятном взаимодействии, которое формирует бурбон. 
Здесь мы использовали обратный метод для измерения потери специфических полисахаридов древесины в дубовой бочке во время выдержки вплоть до десяти лет. Установлено, что структурный биополимер клеточной стенки – целлюлоза - частично декристаллизуется в процессе обжига. Этот пиролизный разрыв и последующее воздействие дистиллята сопровождается постоянной потерей сахаров из целлюлозной и гемицеллюлозной фракций дубовой бочки. Чёткие слои структурной деградации и высвобождение веществ из клёпки бочки становятся заметны по мере того, как дистиллят проникает в клёпку. Этот сложный, процесс высвобождения сахаров из древесины, вероятно, связан с возникновением, под воздействием времени, уникального вкуса бурбона.
Введение
"Мне внушено, что если бочки сжечь изнутри, скажем, только на 1/6 дюйма, то это значительно улучшит [бурбон]”, - пишет бакалейщик Джону Корлису.                Лексингтон, 15 июля 1826 года.
[bookmark: _GoBack]Культурная практика выдержки спиртов и вина в обугленных дубовых бочках восходит к римским временам, и в то время, как сегодняшняя пищевая промышленность адаптировала современные технологии для повышения производительности и улучшения стабильности результата, традиционная дубовая бочка по-прежнему высоко ценится. Изначально выбранные благодаря своим уникальным физико-химическим свойствам, бочки, изготовленные из сердцевины 80-120-летних дубов (Quercus) надежно удерживают различные жидкости разной вязкости. Кроме того, они способствуют тому уникальному аромату, который стал характерен для вина и хранящихся в нем крепких спиртных напитков, в результате чего использование бочек продолжается и сейчас.
Вклад, внесенный дубовой бочкой в аромат бурбона, зависит от культурных практик, связанных с его производством. Прежде всего, клёпка дубовой бочки выдерживается на открытом воздухе. За это время теряются гидролизуемые танины, и макромолекулы, такие как лигнин, деградируют, что приводит к увеличению содержания ароматических соединений в древесине. Клёпка затем сгибается до нужной формы при помощи пара. После того, как бочка сделана, её внутренняя поверхность обжигается. Обжиг, форма быстрого пиролиза, является процессом, во время которого внутренняя часть бочки подвергается воздействию пламени природного газа, температура которого достигает 1950 °C, что приводит к модификации биополимеров, целлюлозы, гемицеллюлозы и лигнина, которые являются основными компонентами сердцевины дуба. Каждый биополимер может выдержать различную интенсивность нагрева.
Гемицеллюлоза (30% клеточной стенки и преимущественно представленная ксиланом и глюкоманнаном) разрушается первой примерно при 225-325 °С, затем бета-глюканы с гликозидной связью 1,4 при 315-440 °С, и, наконец, лигнин, разложение которого требует температур, превышающих 400 °С.
Теперь бочка готова принять дистиллят, который станет бурбоном только после того, как он будет выдержан в течение достаточного количества времени – минимум 24 месяца для Kentucky straight bourbon.
Выдержка бурбона происходит в "rickhouse" -большом многоярусном складе, традиционно изготовленном из известняка, но в настоящее время создаваемом из современных строительных материалов. Хотя эти здания защищают бочки от погоды, они относительно не изолированы и подвергаются сезонным температурным изменениям. Влияние, которое эти изменения температуры оказывают на виски, было задокументировано исследованиями, демонстрирующими изменение количества сахаров, содержания фенолов и накопление различных других летучих и нелетучих соединений. Считается, что эти изменения происходят из-за расширения и сжатия дистиллята при нагревании и охлаждении. При нагревании дистиллят расширяется и проникает в клёпку бочки, а когда он впоследствии охлаждается, компоненты древесины извлекаются из клёпки, что приводит к усилению аромата и вкуса, ассоциирующихся с бурбоном.
Понятно, что как обжиг, так и выдержка влияют на взаимодействие дубовой клёпки и дистиллята. Тем не менее, большинство исследований до сегодняшнего дня были сосредоточены на изменении вкусоароматического профиля самого бурбона при выдержке. 
В этой статье мы исследуем именно бочку, фокусируя внимание на том, извлечены ли непокорные полисахариды клеточной оболочки как целлюлоза и гемицеллюлоза во время созревания. Такое извлечение обеспечило бы необычный источник химических «строительных блоков».

Результаты
Номенклатура слоев внутри клёпки
Стандартные бочки для бурбона вмещают 53 галлона или 200 литров дистиллята и состоят из ряда узких клёпок, скрепленных металлическими обручами (рис. 1). Процесс обжига бочки а затем выдержка спирта, содержащегося в ней, приводит к образованию в клёпке четырёх различных слоёв, для которых в настоящее время не существует удовлетворительной номенклатуры. Чтобы решить эту проблему, мы создали простую номенклатуру для этих слоев, чтобы поддерживать повторяемый протокол исследования бочковой клёпки (рис. 1).
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Рисунок 1
Схема выделяет обугленную поверхность клёпки (с); внутреннюю часть древесины, которая подвергается термической деструкции и проникновению дистиллята (Р); красную линию (R), которая указывает глубину, на которую дистиллят проник в клёпку; и внешнюю часть клёпки (о). Обратите внимание, что толщина красной линии и ее расстояние от внешней стороны клёпки варьируются как внутри каждой клёпки, так и между разными клёпками.
Самый внутренний слой клёпки подвергается прямому воздействию пламени во время обугливания и, следовательно, подвергается пиролизу. Мы называем эту часть "C-слоем". Он содержит активный углерод от сгорания, который заявлен как способствующий удалению серы и других примесей из дистиллята. Глубина слоя C зависит от продолжительности обугливания. Следующий слой клепки хоть и не обуглен, но подвержен термической деструкции. Эта древесина, обозначенная здесь как "слой Р", имеет заметно более светлый вид после созревания виски в бочке (рис. 1 сравнение P с O) из-за экстракции, которая произошла во время процесса выдержки. Самым ярким визуальным изменением в клепке является появление красной линии, которая возникает после выдержки виски. Красная линия является границей проникновения спирта, она указывает на то, на какую глубину дистиллят проник, отмечая конец слоя P. Эта часть клёпки здесь называется "R-слоем". Положение и ширина красной линии значительно различаются в в разных клёпках и даже в пределах одной клёпки, что подчеркивает ограниченность классификации, основанной только на глубине. Наконец, "слой О" является внешней частью клёпки. Эта часть древесины не подвергалась термическому разложению или экстракции при проникновении спирта.
Предполагается, что термическая деградация и экстракция, которая происходит во время обжига и созревания в слоях C и P бочки, влияет на скорость высвобождения "древесного сахара", поступающего в этанол во время выдержки. Целлюлоза и гемицеллюлоза, состоящие из моносахаридов, являются источником древесных сахаров, но как эти биополимеры дробятся, и в какой степени их продукты распада попадают в виски в внутри бочки, неизвестно.
Обжиг и выдержка снижают кристалличность целлюлозы
Целлюлоза - доминирующий метаболический компонент всей древесины ствола, и это истинно для клёпки бочек из белого дуба (Quercus alba). Целлюлоза, содержащая высокоупорядоченные повторяющиеся β-1,4-глюкановые звенья, имеет кристаллическую структуру, устойчивую к химической или ферментативной деструкции. Однако, бочки для бурбона должны быть обожжены как это определено стандартом, и эта модификация производится пламенем природного газа (1950 °C) направленным на внутреннюю поверхность бочки при температуре сильно выше той, которая необходима для того, чтобы разрушить структуру целлюлозы. Продолжительность этого процесса варьируется в зависимости от производителя, но обычно составляет от 15 до 45 секунд, что приводит к разным градациям обжига. Степень обжига, которой подвергались бочки, использованные в этом исследовании, соответствовала №4, что составляет приблизительно 45 сек. Этот обжиг подобен пиролизу (без воздействия окружающего воздуха), и поэтому меняет структуру целлюлозы, содержащейся в клёпке.
Межмолекулярные силы, действующие внутри целлюлозы в её естественном состоянии, приводят к кристаллизации 15 . Эта кристаллическая структура затрудняет разрушение целлюлозы, так как только самые крайние части целлюлозной полимерной цепочки обеспечивают доступные реакционные центры. Однако мы обнаружили, что процесс обжига снижает кристалличность целлюлозы. Используя широкоугольную дифракцию рентгеновских лучей и геометрию Брэгга-Брентано (симметричное отражение), мы показали, что относительный индекс кристалличности (RCI) целлюлозы в слое C новой клёпки был меньше на 50% по сравнению с древесиной из слоя O (рис. 2А). Эта потеря кристалличности была аналогична той, что обнаружена в образцах древесины, подвергнутых температуре 300 °С в течение одного часа. Сравнительный анализ десятилетней бочки показал, что кристалличность целлюлозы в слое O остается постоянной с течением времени. Это постоянство контрастировало со слоем C, который показал еще большее уменьшение RCI целлюлозы после десяти лет созревания виски, понизившись с 26,1при 20°С до 3,1 при 20°С в недавно обожжённой клёпке. Слои P и R десятилетней клёпки имели средние значения RCI приблизительно 60. Эти значения статистически не отличались (Р = 0,962, двусторонняя ANOVA) от значений слоев O новой бочки, что указывает на то, что кристалличность целлюлозы во внутренней части клёпки не была затронута созреванием виски.
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Figure 2
В результате обжига снижается кристалличность целлюлозы. Кристалличность целлюлозы в слое С и слое О измеряли путем рассеяния рентгеновского излучения в новой бочке ( а ) и десятилетней бочке ( в ). Слой C обеих бочек показывает значительное снижение относительной кристалличности. Относительная кристалличность слоя O была одинаковой как в новой клёпке, так и в десятилетней клёпке, тогда как кристалличность слоя C была значительно ниже в десятилетней клёпке (Tukey-Kramer multiple comparison test, P < 0.05, n = 3)
Изменения в целлюлозе визуализируются с помощью конфокальной микроскопии
В дополнение к измерению относительной кристалличности целлюлозы в древесине, мы обнаружили, что целлюлозу в клёпке можно визуализировать с помощью конфокальной микроскопии образцов древесины, окрашенных флуоресцентными целлюлозными связующими агентами Pontamine S4B, что является специфичным для кристаллической целлюлозы, и Calcofluor White, более широкого индикатора для целлюлозы. Оптическая оценка образцов клёпки была использована для выявления каких-либо изменений в составе целлюлозы. В необожжённой клёпке целлюлозная матрица представляла собой ряд линейных полос (рис. 3A, B). Они были стабильны по форме на протяжении двух гистохимических испытаний, но были более чётко видны при использовании красителя Pontamine S4B. Процесс обжига, наоборот, менял форму полиморфов целлюлозы. 
Осмотр с помощью конфокальной микроскопии выявил отчетливое морфологическое изменение в структуре целлюлозы после обжига (Рис.1). 3C, D). Это изменение было лучше всего описано как «частичная/пятнистая обесцвеченность линейных структур, наблюдаемых в необожжённом дубе (рис. 3A). Хотя мы наблюдали изменения во внешнем виде полиморфов целлюлозы до и после обжига, гистохимическая оценка подтверждала наличие нетронутой целлюлозы, реагирующей с красителем. В этом же обугленном слое мы наблюдали сильные взаимодействия с дистиллятом. После того, как созревание виски происходило в течение пяти, шести или десяти лет (данные представлены только для 10-летних бочек, но последовательно нарастающие изменения наблюдались для всех периодов созревания), никакой обнаруживаемой флуоресценции, возникающей из-за наличия целлюлозы в слое С, не наблюдалось (фиг. 3D, E). Эта потеря целлюлозы будет исследована далее, в следующем разделе.
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Figure 3
β-1,4-глюкозидная связь и крист. структура целлюлозы нарушается обжигом ликвидируется в процессе выдержки начиная со слоя С. На конфокальном микроскопе получены изображения слоя С, окрашенного Calcofluor White, чтобы показать β-1,4-глюканы (A, C, E) и Pontamine S4B, чтобы показать кристаллическую целлюлозу (B, D, F). Панели А и В показывают присутствие β-1,4-глюканов и кристаллической целлюлозы в слое С до обжига клёпки. Панели C и D показывают, что разрушение β-1,4-глюканов и кристаллической целлюлозы происходило во время обжига. В панелях Е и F флуоресценции не обнаружено, что указывает на потерю β-1,4-глюканов и кристаллической целлюлозы из слоя С после выдержки.

Созревание виски привело к снижению содержания целлюлозы в клепке
Мало что известно о химии виски во время созревания. Известно, что перенос компонентов дуба, полученных из клёпки, в выдержанный дистиллят придает 50-80% аромата, но изучения этих процессов только начинаются. С точки зрения химических «строительных блоков», полученных из древесины, полисахариды клеточной стенки являются основными доступными субстратами. Основываясь на уменьшении кристалличности целлюлозы в обугленной части дубовой клёпки, мы задались вопросом, вызовет ли дистиллят, который добавляется в бочку ровно при 62,5% этанола на заводе Buffalo Trace Distillery (Frankfort, KY, США), медленную, но измеримую деструкцию целлюлозы (методом растворения) в обожжённой части клёпки.
Мы обнаружили значительное снижение содержания целлюлозы в обожжённой части клёпки с 235-317 мкг/мг в новой клёпке до 6-9 мкг/мг в слое С пяти-, шести- и десятилетних бочек.
Мы также обнаружили различия в этом параметре между разными бочками, которые не были статистически значимыми. 
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Figure 4
Целлюлоза расходуется из слоя С при выдержке. А) содержание целлюлозы в слоях С и О новой бочки, пятилетней бочки и шестилетней бочки, а также в слоях С, Р, R и О десятилетней бочки измеряли с использованием значений, полученных методом Updegraff, и представляли в виде микрограммов целлюлозы на миллиграмм материала бочки. Для определения статистической значимости использовали тест множественного сравнения Tukey-Kramer (n = 12; различные буквы обозначают статистически значимые различия при P<0.05) 
Содержание целлюлозы постепенно увеличивается с удалением от обугленной внутренней поверхности десятилетней бочки. Изображение конфокальной микроскопии с использованием Pontamine S4B для окрашивания кристаллической целлюлозы (i). Отсутствие кристаллической целлюлозы в слое С видно по отсутствию флуоресценции. Относительная флуоресценция была измерена на изображении, показывающем постепенное увеличение кристаллической целлюлозы с удалением от обугленной внутренней части (ii).
Учитывая, что термическое разложение, происходящее в слое С клёпки, не является равномерным, а скорее более интенсивным во внутренней части слоя, мы предположили, что содержание целлюлозы в слое С после созревания виски также варьироваться, что не было выявлено посредством нашего послойного анализа. Поэтому мы использовали конфокальную микроскопию для отображения клёпки, окрашенной Понтамином S4B, создавая оптические поперечные сечения клёпки, чтобы выявить наличие или отсутствие кристаллической целлюлозы. Постепенное увеличение кристалличности целлюлозы наблюдается в слое С, что видно на рис. 4B (i). Мы не обнаружили флуоресценции в первых 2,2 мм слоя С (рис.1.4B (ii)) за пределами фонового пиксельного шума на микрофотографиях. Используя тот же метод, но при окрашивании Calcofluor White можно обнаружить β-1,4-глюканы, компоненты целлюлозы. Мы обнаружили, что после обугливания присутствие β-1,4-глюканов в слое С было сравнимо с другими слоями клёпки (дополнительный рис. S2A) в то время как после выдержки наблюдалось видимое падение флуоресценции, обнаруженной в слое С, что указывает на то, что эти β-1,4-глюканы могут быть экстрагированы из древесины.
Полисахариды гемицеллюлозы снизились в результате обжига
В отличие от однородности целлюлозы, гемицеллюлоза представляет собой группу биополимеров. В твёрдых породах древесины гемицеллюлоза составляет около 30% клеточной стенки и в ней преобладают ксилан и глюкоманнан. Химический состав гемицеллюлозы приводит к тому, что этот полимер является более аморфным и с большей вероятностью, чем целлюлоза, химически и термически разлагается при более низких температурах (~200 °C). Термин "древесный сахар", когда он используется для описания вкусоароматического профиля виски, обычно считается происходящим от гемицеллюлозы, присутствующей в клёпке.
Мы провели аналогичный набор анализов для гемицеллюлозы, как и для целлюлозы, и обнаружили, что процесс обжига уменьшал количество нейтральных сахаров в целом, но это уменьшение не было значительным, особенно при взгляде на слой O и C новой бочки. (Рис.1). 5). Этот результат был неожиданным, учитывая восприимчивость гемицеллюлозы к термической деградации. Поэтому мы исследовали количественно отдельные моносахариды, содержащиеся в гемицеллюлозе. и обнаружили, что уровень глюкозы в слое C новой клёпки был выше, чем в слое O численно, но не имел статистического разделения (рис. 6). Мы предполагаем, что глюкоза, содержащаяся в гемицеллюлозе, термически разлагается, но затем заменяется глюкозой из декристаллизованной целлюлозы из слоя C.
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Рисунок 5
Содержание гемицеллюлозы в слое C снижается в процессе выдержки. Для слоев C и O новой, пятилетней, шестилетней и десятилетней клёпки, а также для слоев P и R десятилетней клёпки нейтральные моносахариды измеряли с помощью ВЭЖХ после гидролиза гемицеллюлозы трифторуксусной кислотой. Столбики представляют собой сумму всех измеренных моносахаридов. Обжиг вызывал небольшое уменьшение гемицеллюлозы, которое не было статистически значимым. Созревание виски, по-видимому, оказывает большее влияние на содержание гемицеллюлозы, при этом слой C десятилетней бочки демонстрирует значительное снижение содержания гемицеллюлозы по сравнению с новой бочкой. 
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Рисунок 6
Влияние обжига и выдержки на содержание ксилозы и глюкозы в клёпке. Содержание ксилозы и глюкозы в слоях C и O новых, пятилетних и шестилетних бочек и C, P, R и O слоев клёпки из 10-летних бочек измеряли с использованием ВЭЖХ после гидролиза трифторуксусной кислотой. (A) содержание ксилозы не изменялось при обжиге и показывало значительное снижение после десяти лет выдержки с дистиллятом. (B) Уровни глюкозы также не изменялись при обжиге, хотя слой C новой клёпки содержал больше глюкозы, чем слой O. Выдержка привела к снижению уровня глюкозы в слое С десятилетней клёпки. 
Установлено, что в результате выдержки содержание гемицеллюлозы снижается, хотя значительное снижение наблюдалось только в слое С десятилетней клёпки (рис 5 и 6). Высокий уровень гемицеллюлозы, наблюдаемый в шестилетней клёпке, отличался численно, но не статистически от уровня гемицеллюлозы в слоях С других выдержанных бочек (рис. 5). Вариативность количественных показателей может указывать на сложность процессов гидролиза гемицеллюлозы во время созревания виски. Мы считаем неслучайным, что один из основных углеводов, содержащихся в бурбоне - ксилоза - также является основным углеводом гемицеллюлозы в сердцевине дуба. Поэтому мы определили и количество ксилозы и глюкозы, других основных углеводов, содержащихся в бурбоне. На рис. 6А показано, что, подобно картине с гемицеллюлозой, обжиг уменьшал содержание ксилозы на средний показатель между 141 мкг/мг и 122 мкг мг в слоях O и C, относительно новой необожжённой клёпки.
Мы также наблюдали значительное снижение содержания ксилозы в слое С клёпки десятилетних бочек (рис. 6A). Глюкоза была значительно снижена в слое С десятилетних бочек, но не в слое С пяти-и шестилетних бочек (рис. 6B). Уровни, наблюдаемые в слоях P, R и O, статистически не отличались после обжига и выдержки (рис. 6). Эти результаты показывают, что комбинированные процессы обжига и выдержки играют роль в экстракции древесных сахаров в бурбон. Остальные измеренные гемицеллюлозные сахара представлены в дополнительной таблице.
Для дальнейшей технической проверки этих данных был проведен метод гидролиза серной кислотой, который дал аналогичные результаты.
Результаты, полученные выше, свидетельствуют о том, что целлюлоза и гемицеллюлоза в клёпке бочек из американского дуба, используемых для производства бурбона, имеют иной состав, чем исходная древесина. Результаты также показали, что целлюлоза разлагалась в слое С дубовой клёпки во время созревания виски. Затем мы перепроверили наши результаты, используя другой метод, исследовав дополнительно пять кусков новой клёпки и пять кусков десятилетней клёпки. В дополнительном способе использовали гидролиз материала клёпки 72% серной кислотой для проверки на общее содержание глюкозы и 4% серной кислотой для проверки на содержание гемицеллюлозы. Затем сахара разделяли высокоэффективной жидкостной хроматографией (ВЭЖХ) и детектировали импульсным электрохимическим детектированием. Результаты для целлюлозы отражали результаты, полученные методом Апдеграффа в том, что обжиг не изменял содержание целлюлозы и что созревание виски уменьшало содержание целлюлозы, обнаруженной в слое C клёпки. Установлено, что содержание целлюлозы в слоях О новой и десятилетней клёпки составляет от 288 до 298 мкг/мг, аналогично предыдущему анализу. В отличие от предыдущего результата, полученного с использованием метода с трифторуксусной кислотой, содержание нейтральных сахаров после обжига оказалось ниже, при этом обнаружено значительно меньше гемицеллюлозы в слое С, чем в слое О новой клёпки. Зозревание привело к дальнейшему количественному снижению содержания гемицеллюлозы в десятилетней клёпке по сравнению с новой, но этот эффект был незначительным (дополнительный рис. 4). Эти данные подтверждают различие в результатах двух методологий, как это было обнаружено в предыдущих исследованиях 27-29. На дополнительном рис. 5A показано, что, как и в случае с гемицеллюлозой в целом, обжиг приводил к значительному снижению уровня ксилозы со значениями 244 мкг/мг и 78 мкг/мг в O и C слоях новой клёпки соответственно. Опять же, ксилоза снизилась в слое С выдержанной клёпки, но незначительно. В отличие от этого, значительное увеличение глюкозы было вызвано обжигом (на уровне 56 и 27 мкг/мг в слоях C и O новой клёпки соответственно) с последующим значительным уменьшением после созревания – в десятилетней клёпке, что довело содержание глюкозы до 30 мкг/мг (дополнительный рис. 5b). Уровни, наблюдаемые в слоях P, R и O, статистически не отличались после обжига и созревания (дополнительный рис. 4). Измеренные значения сахара приведены в дополнительной таблице 3 . 
Модельная система деградации целлюлозы
Результаты, подробно описанные выше, показывают, что целлюлоза разрушается во время обжарки и созревания, и что входящие в ее состав сахара переносятся в бурбон. Непрактичный, но потенциально интересный эксперимент, который мог бы проверить эту гипотезу, включал бы наблюдение за судьбой радиоактивно меченой целлюлозы в бочках, сделанных из дуба. Учитывая ограничения такого подхода, мы стремились разработать модельную систему, которая могла бы быть использована для проверки нашей гипотезы в лаборатории.
Мы выбрали древесную щепу, измельченную до опилок, в качестве модельного субстрата и использовали 62,5% этанол в качестве модельного спирта. Опилки сперва были поджарены на 200 °C прежде чем начать процесс состаривания. Эта низкая температура поджаривания была выбрана, во-первых, как способ эмуляции окружающей среды бочки без термического разложения целлюлозы в опилках (целлюлоза термически разлагается при температурах между 315 °C и 440 °С). Обугливание не. Температуры поджарки, используемые в бондарной промышленности, сильно варьируются и зависят как от предпочтений производителя, так и от предполагаемого использования клёпки. Они колеблются от 47 °C до 235 °C  , но 200 °C в течение одного часа считали вероятной температурой, основанной на серии экспериментальных исследований (данные не представлены). Материал был обработан таким образом, чтобы гарантировать, что любая потеря целлюлозы из древесины может быть связана только с взаимодействием целлюлозы и этанола. Кроме того, для обеспечения воспроизводимости вместо обугливания использовалось поджаривание.
После поджаривания опилки и этанол помещали в герметичные стеклянные сосуды и выдерживали при 55 °С для ускорения процесса созревания до периода времени, благоприятного для исследования. Наша цель для этого исследования была двоякой. Во-первых, мы хотели изучить любую корреляцию между содержанием целлюлозы в модельном субстрате и содержанием глюкозы в состаренном модельном спирте. Во-вторых, мы надеялись исследовать, влияет ли количество целлюлозы, присутствующей в субстрате, на скорость или общее количество глюкозы, высвобождаемой с течением времени. Для достижения второй цели мы модифицировали содержание целлюлозы в модельном субстрате с помощью коктейля эндо- и экзоглюканаз перед поджариванием и выдержкой. Затем мы измеряли содержание глюкозы в модельном спиртовом растворе каждые 30 минут в течение первых 180 минут процесса выдержки, а затем один раз в день в течение 14 дней (рис. 7A, B).
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Рисунок 7
Модельный эксперимент показывает, что источником глюкозы, содержащейся в дистилляте, является целлюлоза. ( А Уровни глюкозы в модельном дистилляте измеряли каждые 30 мин в течение 180 мин во время выдержки модельного субстрата (древесная щепа), который обрабатывали либо контрольным раствором (буферный раствор лимонной кислоты - черные точки), либо смесью глюканаз (белые точки) (бары ошибок SEM). Через 60 мин уровень глюкозы в дистилляте, взаимодействующем с древесной стружкой с пониженным содержанием целлюлозы, был значительно ниже контрольного и оставался таким на протяжении всего эксперимента. Хотя и не показано, но обработка и управление были статистически различны с интервалом доверия 95% на все точки времени. (B) Вышеуказанный эксперимент проводили в течение еще 14 дней, в течение которых ежедневно измеряли уровни глюкозы в каждом из модельных спиртов. В системе с низкоцеллюлозным модельным субстратом Глюкоза была значительно ниже, чем в системе контроля на протяжении всего эксперимента. Хотя и не показано, обработка и управление были статистически различны с интервалом доверия 95% на все точки времени за исключением дня 11. (C) Уровни целлюлозы в модельном субстрате, который был обработан контрольным раствором (буферный раствор лимонной кислоты - черные полосы) или смесью глюканаз (белые полосы) до и после старения модельным дистиллятом. Уровень целлюлозы в субстрате, обработанном смесью глюканаз, был значительно ниже, чем в контрольном, и уровни целлюлозы в обоих опытах показали значительное снижение после выдержки с помощью модельного спирта (Tukey-Kramer multiple comparison test)
В начале эксперимента оба образца опилок производили модельные спирты с одинаковым количеством глюкозы (Рис. 7A). Однако через 60 мин составы модельных спиртов начали расходиться, при этом разница в уровне глюкозы возрастала на протяжении всех 180 мин. Различия достигли максимума через два дня (рис. 7B), когда модельный спирт, выдержанный с обработанными буферным раствором опилками, имел более 2,5 мг/г глюкозы, в то время как модельный спирт, выдержанный с осахаренными опилками, имел менее 1,5 мг/г глюкозы. Содержание глюкозы в модельном спирте, выдержанном с обработанными буферным раствором опилками, начало снижаться до 11-го дня, где оно, по-видимому, выровнялось на уровне 1,5 мг/г. Это снижение может быть связано с расщеплением глюкозы посредством катализа, что приводит к различным соединениям, не определённым в рамках опыта. Содержание глюкозы в модельном спирте, полученном из осахаренных опилок, оставалось относительно постоянным после первоначального увеличения примерно до 1,3 мг/г. После эксперимента снова измеряли содержание целлюлозы в опилках, и обе обработки показали одинаковую величину снижения содержания целлюлозы (рис. 7С)
Обсуждение
Практики, используемые в бурбонной промышленности, подвергают клёпку экологически изменчивым условиям. Месяцы выветривания, за которыми следуют периоды испарения, поджаривания и обугливания, кульминацией которых являются годы созревания виски, производят клёпку, которая мало похожа по составу на её родительское дерево. Здесь мы рассмотрели химический состав бурбонной клёпки на разных стадиях производственных процессов. Мы обнаружили, что как целлюлоза, так и гемицеллюлоза клёпки были изменены обжаркой и выдержкой количественным образом в зависимости от их взаимодействия с дистиллятом. Мы также разработали модельную систему выдержки спирта в лаборатории, чтобы подтвердить, что целлюлоза извлекается в процессе выдержки и вносит свой вклад в составляющие на основе глюкозы в выдержанном дистилляте. Мы пришли к выводу, что сахара клеточных стенок древесины являются основным источником составляющих бурбона.
Синтез целлюлозы, биополимера, связанного прочно межмолекулярными и внутримолекулярными водородными связями и Ван-дер-Ваальсовыми силами, приводит к анизотропному клеточному расширению, приводящему к росту дерева. Благодаря своей паракристаллической структуре целлюлоза не поддается химической и ферментативной деградации, что привело к предположению, что этот биополимер не разрушается и не высвобождается в процессе производства виски. Наши данные не подтверждают это предположение. Скорее, мы продемонстрировали, что кристалличность целлюлозы в клёпке была снижена процессом обжига. Сравнение слоя C и слоя O новой клёпки показало, что пиролитическое разрушение ответственно за уменьшение RCI (рис. 2).
На рис. 2-4 мы показали, что выдержка дополнительно снижает кристалличность целлюлозы в дополнение к снижению содержания целлюлозы в слое С. Слабокислой среды, создаваемой виски, может быть достаточно, чтобы вызвать вторичное снижение кристалличности целлюлозы в течение длительных периодов времени. Мы предполагаем, что после разрушения целлюлоза может быть перенесена из клёпки в дистиллят в результате сезонных колебаний температуры, которые заставляют бурбон расширяться и проникать в клёпку, при последующем сжатии вытягивая составляющие целлюлозы из слоя С. Потеря целлюлозы из слоя С после зависящего от времени воздействия дистиллята контрастировала с присутствием целлюлозы в слое С в новой бочке. Одним из возможных объяснений сохранения целлюлозы в слое С новой бочки является то, что обжиг частично декристаллизует микрофибры целлюлозы, но не денатурирует их. Интенсивность нагрева клёпки во время обжарки и пропаривания также может быть слегка буферизована размерами клёпки. В клёпке эффект пиролиза уменьшается при увеличении клёпки в размере, которое в большей степени вызывает фрагментацию клеточных стенок, в отличие от других пиролитических реакций при разрушении материала. Переменные параметры также могут влиять на разложение целлюлозы, такие как условия созревания, положение бочки внутри хранилища, естественные различия между клёпками бочки или небольшие различия в составе первоначального дистиллята.
Интересно, что мы обнаружили, что слой О клёпки содержит 30% целлюлозы, тогда как содержание целлюлозы в белом дубе составляет 42%, и мы обнаружили, что дубовая клёпка от разных производителей (Independent Stave Company, Lebanon, KY), которые не подвергались обработке паром и обжигу, также на 42% состоят из целлюлозы . Хотя мы не можем быть уверены в том, как целлюлоза разлагается в слое О клёпки, вполне возможно, что это связано с эффектом обработки бочек и выдержки виски. Во-первых, клёпка выдерживается до 36 месяцев (24 месяца на заводе Buffalo Trace), а затем сгибается в форму с использованием пара при температуре и продолжительности, которая варьируется в зависимости от производителя. Известно, что пропаривание изменяет биополимеры клеточной стенки в древесине и восприимчивость целлюлозы к ферментативному/кислотному осахариванию. Поэтому пропаривание само по себе может быть достаточным, чтобы вызвать снижение стойкости целлюлозы, а комбинированные эффекты выдержки на открытом воздухе и пропаривания могут изменить состав дуба в клёпке. Существуют также биотические и абиотические факторы, которые возникают во время выдержки и которые могут способствовать этим изменениям. Наконец, целлюлоза в слое O может быть доступна для воздействия вискарной плесени, которая растёт на внешней поверхности бочек и внутренней, и в окрестностях хранилища. Будущие исследования необходимы для изучения этих гипотез.
Было установлено, что характер деградации гемицеллюлозы отличается от характера деградации целлюлозы. На рисунке. 5 мы показываем, что в целом гемицеллюлоза деградировала в процессе выдержки, и из-за созревания виски возникла ещё более сложная картина, а не простая потеря с течением времени, которая ожидалась в результате накопления углеводов в бурбоне. Содержание гемицеллюлозы уменьшилось очень значительно в слое С десятилетней клёпки по сравнению с слоем С новой клёпки. Поскольку во время созревания виски объем в бочке уменьшается, вероятно, что гидролиз гемицеллюлозы не является равномерным по всему объёму бочки. Однако при исследовании одной только глюкозы мы наблюдали численное увеличение её содержания в слое С новой клёпки, которое не было статистически значимым. Это можно объяснить пиролизом, приводящим к снижению кристалличности целлюлозы с получением более аморфного глюкозного полимера, который может быть разрушен разбавленной кислотой. Предыдущие исследования показали, что при термическом анализе динамика деградации гемицеллюлозы и целлюлозы различается, при этом потеря массы гемицеллюлозы происходит при 220-315 °C по сравнению с 315-400 °C для целлюлозы. Таким образом, после обжига можно наблюдать образование ряда продуктов распада гемицеллюлозы, таких как фураны и уксусная кислота.
Было обнаружено, что характер деградации гемицеллюлозы является сложным, поскольку значения различались между двумя методами количественного определения содержания нейтральных сахаров (трифторуксусной и серной кислотами), но проявили аналогичные тенденции. Как указано выше, многие факторы могут влиять на углеводный состав древесины бочки, при которых количество гемицеллюлозы будет изменяться. Таким образом, изменения, наблюдаемые в содержании гемицеллюлозы, могут быть частично объяснены разницей в составах разных клёпок или, альтернативно, различием в условиях гидролиза в результате использования различных кислот.. Гидролиз серной кислоты может быть проблематичным, поскольку процесс может разрушить извлеченные сахара. Трифторуксусная кислота, однако, не имеет этого риска, скорее может произойти неполный гидролиз. Разница между кислотами, используемыми в этих двух методах, может объяснить, почему уровни рамнозы, арабинозы, галактозы, глюкозы и маннозы были выше в данных, полученных гидролизом трифторуксусной кислотой, в то время как уровни ксилозы были выше после гидролиза серной кислотой.
Разница в динамике деградации двух биополимеров может быть обусловлена их структурой. Целлюлоза имеет вторичную кристаллическую структуру, которая повышает ее термическую стабильность по сравнению с относительно аморфной гемицеллюлозой. Поэтому при определенных термических условиях гемицеллюлоза будет разлагаться на различные продукты, в то время как целлюлоза потеряет свою кристаллическую структуру, но сам полимер останется нетронутым. Однако диапазон температур, при котором эти изменения будут происходить, ограничен. Хотя вполне возможно, что обжиг клёпки происходит в этом температурном диапазоне, мы еще не до конца понимаем, как тепло передается внутри клёпки во время этого процесса.
Наши данные показывают, что древесные сахара клеточной стенки быстро высвобождаются из более сложных полисахаридных смесей в слое С дубовой клёпки. Это высвобождение сахаров происходило двумя путями: 1) целлюлоза декристаллизовалась при обжиге и деградировала после взаимодействия с дистиллятом, и 2) гемицеллюлоза деградировала при выдержке виски, хотя деградация была значительной только в 10-летних бочках. Используя модельную систему бочки, мы продемонстрировали, что возможно, что эти древесные сахара попадают в виски, а затем, вероятно, каталитически расщепляются на различные соединения, которые были описаны ранее. Путем экстраполяции содержания сахаров, присутствующих в слое С, определяемом как внутренние 2,2 мм толщины (рис. 4B (ii)) мы обнаружили, что количество структурных единиц глюкозы, которые могут быть экстрагированы из дубовой клёпки в виски, содержащийся внутри, эквивалентно 300г только из слоя C. Это количество привело бы к содержанию глюкозы 1.3 г/л для стандартного размера бочки - большее количество, чем оценено в предыдущих косвенных исследованиях Это различие можно объяснить подкислением виски, которое происходит во время выдержки. Подкисление раствора этанола создаёт реакционную среду, которая позволяет происходить этерификации целлюлозы. Этерификация целлюлозы этанолом может привести к получению этилглюкозидного продукта , который сначала разлагается до 5-гидроксиметилфурфурола , а затем далее разлагается до множества других соединений в среде этанола. Однако, эти реакции не были обнаружены в виски.
Представленные здесь данные свидетельствуют о том, что гемицеллюлоза и целлюлоза высвобождаются из дубовых бочек в процессе искусственной обработки бочек и созревания виски соответственно. Наши результаты могут дать объяснение, почему меняется состав примесей, когда бочки повторно используются для шотландского виски или других целей, так как запас углеводов, по-видимому, истощается в процессе созревания бурбона. Содержание гемицеллюлозы в слое C клёпки дало результаты, которые трудно интерпретировать, при этом содержание отдельных моносахаридов варьируется в зависимости от используемого метода. Эта изменчивость может указывать на то, что гидролиз гемицеллюлозы при созревании бурбона более сложен, чем простое извлечение с течением времени, или что изменение в древесине бочки превышает предел точности наших методов отбора проб и анализа. Эти результаты были получены из бочек, которые выдерживались во Франкфурте, штат Кентукки, США более десяти лет и не являются продуктом контролируемого лабораторного эксперимента. Таким образом, эти данные показывают, что существуют различия между клёпкой, в соответствии с практикой производства бондарных изделий, в которых используются стволы из разных лесохозяйственных зон.
Бочки по способу их производства значительно отличаются и это является предметом множества обсуждений в литературе и в индустрии производства алкогольных напитков. Выдержанный в бочке напиток - продукт воздействия комплексных эффектов естественных различий между разными деревьями, экологическом изменении, затрагивающем леса, изменений в погоде во время периода выдержки клёпки на воздухе, неоднородных процедур обжига и поджаривания и изменений в температуре в хранилищах во время выдержки. Наша способность понять, как эти факторы влияют на конечный продукт, затрудняется отсутствием информации относительно химических процессов, которые происходят во время выдержки, и цель этого исследования – как раз предоставить некоторые базовые данные о процессах, происходящих в дубовой бочке во время выдержки виски.
Материалы и методы
Тут идёт описание методик и инструментов этого исследования, это несущественно, и переводить эту главу я не стал.
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