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ABSTRAKT

PredloZend bakaldiskd prace je zaméfena na stanoveni obsahu ergosterolu v je€meni a ve
sladu. V teoretické Casti je zpracovdn vyskyt ergosterolu v jeCmeni a sladu, cile jeho
stanoveni, podrobny piehled diive pouzitych zpusobu extrakce ze vzorkd jeCmene a sladu i
jinych biologickych materidlti a metody stanoveni. Prakticka cast je vénovana optimalizaci
extrakce a stanoveni ergosterolu metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s

pouzitim detekce diodovym polem (HPLC — DAD).

ABSTRACT

Presented bachelor’s thesis is focused on determination of ergosterol content in barley and
malt. In theoretical part the presence of ergosterol in barley and malt has been elaborated, the
purposes of its determination, detailed overview of previously applied methods of extraction
from samples of barley and malt as well as other biological materials and methods of
quantification. Practical part is focused on optimizing of extraction and determination of
ergosterol by high performance liquid chromatography with diode array detection (HPLC —
DAD).
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1 UVOoD

Ergosterol predstavuje specificky membréanovy lipid vysSich a niZSich hub a jako takovy je
vyznamnym indikatorem pfitomnosti téchto organismia v ruznych biologickych materidlech.
Pokud se jedna o plodiny majici uplatnéni v potravinarském pramyslu, miaze mit zkoumani
pfitomnosti ergosterolu a stanovovdni jeho mnoZstvi velky vyznam pfi zjiStovani
kontaminace téchto materiald nékterymi druhy nezadoucich hub, které mohou mit vliv na
lidské zdravi, technologii zpracovani v potravinarském pramyslu, zpusoby skladovani nebo
napfiklad pfi hodnoceni nachylnosti pouzivané rostlinné odridy k napadeni neZadoucimi
mikroorganismy. Pfimy vliv na lidské zdravi mohou mit toxické latky produkované nékterymi
druhy téchto hub zvané mykotoxiny. Je tedy nezbytné omezit kontaminaci potravin houbami,
které produkuji mykotoxiny, na minimum. Pokud jde o pivovarsky pramysl, zkouma se
mozny vliv napadeni t€émito organismy v souvislosti s tzv. gushingem, coZ je nezadouci jev
oznacovany jako spontdnni prepénovdni piva ptfi otevieni lahve. I zde by tedy stanoveni
ergosterolu jako indikdtoru napadeni témito organismy mohlo najit své praktické vyuziti. Tato
problematika je vSak pomérné sloZitd a tfebaZe se md za to, Ze jednou z moZnych pficin
gushingu je piitomnost mykotoxint, konkrétni latky zpasobujici tento jev zatim nebyly
nalezeny.

Extrakce ergosterolu z riznych druhi zkoumaného biologického materidlu je pomérné
slozity proces a v riznych studiich zabyvajicich se timto tématem je mozné nalézt Siroky
vybér metod, od téch méné narocnych, vyuZzivajicich zejména laboratorni vybaveni, aZ po
velmi sofistikované metody. Ve své praci jsem se pokusil pfinést uceleny pohled na metody,
které byly pouZity pro extrakci ergosterolu z jeCmene a sladu i ty metody, které by bylo
mozné pro tyto plodiny pouZit.

Stanoveni a kvantifikace ergosterolu se v soucCasnosti provddi pouZitim nekterych
chromatografickych metod: chromatografie na tenké vrstvé, plynové a kapalinové
chromatografie s detekci hmotnostnim spektrometrem a kapalinové chromatografie se
spektrofotometrickou detekci.



2 TEORETICKA CAST

2.1. Vlastnosti ergosterolu

Identifikace:
° Systematicky ndzev: (22E)-Ergosta-5,7,22-trien-3beta-ol
° Strukturni vzorec:

HO
Obr. ¢. 1: Strukturni vzorec ergosterolu

° Molekulovy vzorec: CpgH40

° Molekulova hmotnost: 396.65

o Registracni ¢islo CAS: 57-87-4
Fyzikélnéchemické vlastnosti:

o Bod tani: 156-158 °C

o Bod varu: 250 °C

° Rozpustnost ve vodé: PRAKTICKY NEROZPUSTNY
Bezpecnostni informace:

. Hazard Symbol: - T+

o R véty: R28
o S véty: S28,S36/37,545

Ergostrol ((22E)-ergosta-5,7, 22-trien-3p-ol) je bild krystalickd latka, za normadlnich
podminek stabilni, patfici do skupiny fytosterold. Je biologickym prekursorem
(provitaminem) vitaminu D,. Pisobenim ultrafialového zafeni se méni na viosterol, ktery je
dale preménén na ergokalciferol, ktery se ddle v jatrech méni na aktivni vitamin D. Vitamin D
md vliv na metabolismus vipniku a ve velkych ddvkich je toxicky. Naopak nedostatek
vitaminu D zapfiCifiuje poruchy v metabolismu védpniku a fosforu, coz ma za nésledek
meknuti a kiiveni kosti — kfivici [1].

2.1.1. Vyskyt ergosterolu

Ergosterol je hlavnim sterolem produkovanym mnoha druhy niz§ich i vysSich hub a jedna
se o specificky membranovy lipid téchto hub. Jde napfiklad o rody Fusarium, Alternaria,



Cladosporium, Mucor, Penicilium, Rhizopus, Aspergillus, Penicillium a Paecilomyces.
Mnoho z téchto hub mizZe byt izolovano ze zrn nebo jinych ¢asti obilnin. Zatimco nékteré
houby tvoii pfirozenou mikrofléru zrn, jiné mohou zpusobit plesnivéni a kontaminaci zrn
toxiny. Toto je spojeno s produkci mykotoxini be&hem rastu a skladovani sklizné a
s Skodlivymi ucinky u lidi i zvitat. Koncentrace téchto toxini casto velmi vyrazné
koresponduji s obsahem ergosterolu v kontaminovaném obili [2]. Vyskyt ergosterolu v jinych
organismech je velmi omezeny, pouze v né€kterych bakteriich a kvasinkdch byly nalezeny
zanedbatelné koncentrace ergosterolu v suSin€. Diky tomuto specifickému vyskytu je
ergosterol Casto pouzivdn jako indikdtor zaplisnéni zkoumaného vzorku, at’ uz se jedna
napiiklad o obilné zrno nebo jiny rostlinny materidl [3, 4].

2.2. Vyskyt ergosterolu v je¢meni a sladu

Existuje pomérné€ mnoho studii, které se zabyvaji stanovenim ergosterolu v riznych typech
biologického materidlu i piimo v je€meni a ve sladu. Hlavnim cilem u vétSiny téchto praci je
posouzeni vztahu mezi obsahem ergosterolu ve vzorku daného biologického materidlu a
kontaminaci tohoto materidlu plisnémi, piipadné mykotoxiny produkovanymi témito
plisnémi, a tedy snaha o vytvofeni pomérn€ jednoduché metody, jak ziskat informace o
zaplisnéni daného materidlu zpusobem, ktery je méné Casové ndaroCny, nez klasicky
mikrobiologicky zptsob kultivace mikroorganismil. Tyto informace mohou byt velice cenné
z hlediska posouzeni kvality produktd rostlinné vyroby i z hlediska technologie napiiklad pfi
uskladnovani téchto produktu.

Gawrysiak-Witulska a kol. (2008) [3], zjistovali vztah mezi obsahem ergosterolu a
kontaminaci plisnémi u sladovnického jeCmene uskladnéného v silu. Mira zaplisnéni byla
stanovovana mikrobiologickou analyzou a ergosterol byl izolovdan mikrovlnnou extrakci a
stanovovan na kapalinovém chromatografu. Z vysledkt téchto méfeni bylo zjiSténo, Ze obsah
ergosterolu pozitivné koreluje s mirou zaplisnéni — korelacni faktor €inil 0,92. Touto studii
bylo také dokazano, Ze analyzovany typ sladovnického jeCmene byl 1épe chranén vucéi tzv.
skladovym plisnim (napf. rody Aspergillus a Penicillium) a mykotoxiny, které mohou témito
plisnémi produkovédny (zejména ochratoxiny). Ze studie vSak zdroven vyplyvd, Ze je tieba
jisté opatrnosti pfi interpretaci vysledkt obsahu ergosterolu v souvislosti s mirou kontaminace
plisnémi a neni moZné brét obsah ergosterolu jako absolutni miru zaplisnéni, protoZe obsah
ergosterolu zavisi také na mezidruhovych rozdilech, stafi kultury, stupni vyvoje (rustova faze,
tvorbé hyf nebo sporulace) a podminkach rastu.

Dalsi studii Olssona a kol. (2000) [5], zabyvajici se vztahem mezi kontaminaci plisnémi
raznych druhl, obsahem mykotoxini produkovanych té€mito druhy, obsahem vody ve
vzorcich a obsahem ergosterolu v jeCmeni, byla zjiSténa silnd korelace mezi obsahem
ergosterolu ve vzorcich, hodnotami mnoZstvi Ochratoxinu A (OTA), celkovym poctem plisni
i poCty jednotlivych druht plisni, stejné tak jako s obsahem vody ve vzorcich. Bylo zjisténo,
7Ze zatimco obsahy ergosterolu a OTA spolu vzdjemné koreluji, obsahy ergosterolu a
deoxynivalenolu (DON, mykotoxin produkovany plisnémi rodu Fusarium) nikoliv. Nekteré
star$i studie sice ukazuji souvislost mezi obsahem ergosterolu, DON a stupném kontaminace
plisnémi rodu Fusarium, avSak v téchto pifipadech byly analyzované vzorky umeéle
naockovény (Perkowski a kol. (1995) [6], Boley and Miiller (1986) [7]). Vysledky této studie
tedy ukazuji na to, Ze co se tyce prirozen€ kontaminovaného materidlu, je nalezend korelace
mezi obsahem ergosterolu a OTA a naopak nizkd korelace mezi obsahem ergosterolu a DON



zpusobena faktem, Ze plisné€ produkujici OTA vice prispivaji k obsahu ergosterolu, nez plisné
produkujici DON [5].

K podobnému zavéru, co se tyCe obsahu ergosterolu a jeho vztahu k DON, se pfikldni i
studie Jezkové a kol. (2009) [8], zabyvajici se zménami obsahu ergosterolu a DON v je¢meni
a sladu v prubéhu procesu sladovani. Analyzovano bylo dvacet vzorkd jeCmene a z néj
ptipraveného sladu. Obsah ergosterolu po sladovani jeCmene vzrostl u 95 % vzorka. Vysledky
byly statisticky analyzovdny a bylo zjiSténo, Ze proces sladovdni md vyrazny efekt na
koncentraci ergosterolu. Oproti tomu efekt na obsah deoxynivalenolu nebylo moZzné po
statistické analyze vysledki potvrdit. Stejné tak nebyl zjistén pifimy vztah mezi obsahem
ergosterolu a deoxynivalenolu. Koeficienty linedrni korelace byly velmi nizké (je€men 0,02 a
slad 0,01). V pfirozené€ zaplisnénych vzorcich tedy nemiiZze byt obsah ergosterolu povazovan
za indikator kontaminace deoxynivalenolem [9].

2.3. Obsah ergosterolu a gushing

Jednou z moZnosti aplikace metod stanoveni ergosterolu, a to konkrétn€ v pivovarském
pramyslu, je uplatnéni ve sledovani takzvaného gushingu, neboli samovolného piepénovani
piva. Je to pomérné komplexni problém, ktery muze souviset s latkami obsazenymi
v pivovarskych surovinich i s technologickym postupem vyroby piva. Obecné je ale gushing
ddvan do souvislosti s mykotoxiny, pfimy vliv konkrétni latky nebo skupiny latek vSak nebyl
zatim zjiSteén.

Studie Jedlickové a kol. (2008) [10] zkoumala pfimou souvislost mezi gushingem a
obsahem ergosterolu v jeCmeni ze sklizn€ 2004 a z néj vyrobeném sladu a doSla k zdvéru, Ze
obsah ergosterolu a gushing spolu piimo nesouvisi.

NejcCast&jsim druhem plisni, ktery napada je€men a slad, jsou plisn€ rodu Fusarium, tedy
plisné produkujicich DON. Proto byla snaha o zjiSténi pfipadné souvislosti prdvé mezi
gushingem a kontaminaci plisnémi rodu Fusarium a obsahem DON. Ve studii
Schwarze a kol. z roku 1995 [11], zabyvajici se pravé vztahem mezi zamofenim jeCmene a
sladu plisnémi rodu Fusarium a potencidlem ke gushingu a zdroven obsahem ergosterolu,
bylo zjiSténo, Ze kontaminace metabolity plisni, ergosterolem nebo DON, je moZné povaZovat
za dobry indikator gushingu, protoZze hodnoty DON v jeCmeni a sladu a hodnoty obsahu
ergosterolu v jeCmeni vyrazné korelovaly s hodnotami pozorovaného gushingu. Co se naopak
neprokdzalo, byl vztah mezi gushingem a stupném zaplisnéni. Tim paddem by se dalo
predpoklddat, Ze kontrola mykotoxini a ergosterolu vjeCmeni a sladu muize slouzit
k vylou¢eni mnoha vzorkli, u kterych muZe v praxi dochdzet s problémy s gushingem.
Neékteré jiné studie vSak pfimou souvislost mezi DON a gushingem neprokdzaly. Takto tomu
bylo napftiklad v ptipadé¢ studie Sarlinové a kol. (2005) [12], kterd zabyvala souvislosti mezi
gushingem a pritomnosti plisiovych hydrofobind, malych proteinti produkovanych témito
mikroorganismy, a zdroven zkoumala i obsah DON. Co se naopak prokdzalo, byla souvislost
mezi piitomnosti plisni a gushingem.

Jak je patrné, tento problém je velmi slozity a jediné, co lze s jistotou prokdzat, je
souvislost mezi gushingem a samotnou kontaminaci plisnémi. Déle muze zdlezet mimo jiné
na samotném experimentu, napiiklad co se tyCe pouziti pfirozené kontaminovanych vzorka a
vzorku naoCkovanych piislusnou plisni, ale také na samotné interpretaci vysledka. Co se tyce
sledovani obsahu ergosterolu v souvislosti s gushingem, je tfeba byt v interpretaci vysledka
stejné opatrny, jako pfi posuzovani stupné zaplisnéni zkoumaného materidlu a brit v dvahu,
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Ze obsah ergosterolu v kontaminovanych plodindch zdvisi také na mezidruhovych rozdilech
kontaminujicich plisni, jejich staii a dalSich faktorech. Pokud tedy neexistuje pifimd umeéra
mezi mnoZstvim ergosterolu a mnozstvim DON a pfedpokldddme-li, Ze samotny ergosterol
piimou souvislost s gushingem nemd, neni moZzné nalézt souvislost mezi obsahem ergosrolu a
gushingem a je nutné brat obsah ergosterolu pouze jako dikaz zaplisnéni daného materidlu a
tedy pfedpoklad vzniku gushingu u piva vyrobeného z takovéto suroviny.

2.4. Extrakce

Nejpouzivan€jsi metody na izolaci ergosterolu z riznych biologickych matric vychazeji
zmetody popsané ve studii Seitze a kol. (1977) [13]. Zahrnuje extrakci methanolem,
alkalickou saponifikaci a extrakci organickym rozpoustédlem nemisitelnym s vodou (napf.
pentanem, hexanem nebo petroletherem). Dal$i moZnosti extrakce ergosterolu je napiiklad
extrakce na tuhou fazi, mikrovlnnd extrakce, extrakce urychlenym tokem (PLE, pressurised
liquid extraction), piipadné rizné modifikace a kombinace téchto metod. Metody popsané
niZe jsou vhodné zejména pro ndsledné stanoveni pomoci kapalinové chromatografie. Postupy
extrakce pfi ndsledném stanoveni plynovou chromatografii nebo chromatografii na tenké
vrstvé vychdzeji také z téchto metod, ale dochdzi zde k ur€itym zméndm, které jsou popsané
piimo u jednotlivych kvantifikacnich technik.

2.4.1. Klasicka metoda podle Seitze a kol.

Modifikace postupu Seitze a kol. [13] se nejCastéji objevuji ve starSich experimentech, ale
s uspéchem se pouzivaji dodnes. Vyhodou je mensi ekonomickd ndrocnost i pomerné snadny
postup. Na druhou stranu je ale tato metoda velmi Casové ndro¢na. Metoda byla puvodné
vyvinuta pro izolaci ergosterolu ze zrn ¢iroku, ale s drobnymi dpravami je mozZné ji pouZit k
analyze pomérné Siroky vybér biologického materidlu, véetn€ jeCmene a sladu.

24.1.1. Priprava materidlu

Tato metoda, i jeji dal§i podoby, je vhodna pro izolaci ergosterolu z rtznych typu
biologického materialu, at’ uz se jedna o analyzu pud, rozkladajictho se rostlinného materialu,
rostlinnych pletiv, krmiva, ovocnych $tdv, ryZe, lusténin, chmelu a samoziejmé i riznych
druhti obili. Co se tyCe pravé obili a konkrétné jeCmene a jemenného sladu, je v zdsade
mozné pouZzit dvé varianty. Bud’ pracovat piimo se zrny nebo srozemletym jeCmenem,
poptipadé sladem.

2.4.1.2. Extrakce ergosterolu ze vzorku

Extrakce ergosterolu ze vzorku methanolem, jak je popsdna ve star§ich studiich, muZze
probihat riiznymi zpUisoby: rozmixovani zrn s methanolem v mixéru a nasledné odstfedéni na
centrifuze a oddé€leni vrchni vrstvy [13, 14], pfim4 extrakce v methanolu [15] (zde se jednd o
extrakci ergosterolu z chmelovych pelet rozetfenych ve treci misce), extrakce v methanolu v
ultrazvukové lazni [16] (jedna se o analyzu pud, ale je mozné pouZzit i pro rozemletd obilna
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zrna a podobné€ upravené vzorky), pifipadn€ extrakce béhem zahiivdni pod zpétnym
chladicem.

2.4.1.3. Alkalickd saponifikace

Saponifikace, tedy alkalickd hydrolyza, je efektivni procedura k uvolnéni neutrilnich
lipida, zejména triglyceridd, z biologické matrice. Dochdzi k hydrolyze esterovych vazeb a
uvolnéni mastnych kyselin z glycerolu nebo glyceridi a fosfolipidi a z esterifikovanych
sterold a karotenoidu [15].

Extrakt je zfiltrovdn a po pfidani hydroxidu draselného [17] nebo smeési hydroxidu
draselného s ethanolem [13, 14, 16] zahfivdn pod zpétnym chladiCem. DalS§i moZnosti je
»studend” saponifikace methanolického extraktu s pfidavkem hydroxidu draselného,
probihajici pfes noc (nebo cca. 12 hodin) [15].

2.4.1A4. Extrakce rozpoustédlem

Po saponifikaci ndsleduje extrakce organickym rozpoustédlem, nemisitelnym s vodou.
Pred extrakci je mozné jeSté do smesi pfidat destilovanou vodu, je to proto, aby se dvé
nemisitelné fize od sebe snadnéji oddelily. Pro samotnou extrakci se jako vhodna
rozpoustédla pouzivaji napf. n-hexan [17, 16] , petrolether [13, 14, 16] nebo pentan. Smés je
nékolikrat (ve vétsiné piipadl tiikrat) vytiepana do pfiislusného organického rozpoustédla a
po rozdéleni nemisitelnych slozek je vrchni vrstva tohoto rozpoustédla odebrana. Po odebrani
vSech frakci je rozpoustédlo na rotacni odparce [15, 16] nebo pod mirnym proudem dusiku
[13, 14, 17] odpateno do sucha a odparek je znovu rozpustén ve vhodném rozpoustédle, napf.
cyklohexanu [17], methanolu [15, 16] nebo jiném.

2.4.1.5. Promyvdni v koloné

Moznosti, jak oddé¢lit z extraktu ruSivé latky, které by mohly rusit stanoveni, je promyti na
SPE koloné , jak je popsano v praci Abramsona a Smitha (2001) [17]. Odparek po extrakci je
rozpustén v cyklohexanu a nastiiknut do kolony se silikagelem a je promyvan dal§imi dvéma
dily cyklohexanu. Poté je kolona promyta tetrachlormethanem a odséta dosucha. Ergosterol je
eluovdn acetonem a eludt je ndsledné vysuSen v atmosféfe dusiku a znovu rozpustén
v pyridinu. Po acetylaci anhydridem kyseliny octové a dal§Sim vysuSeni v atmosfére dusiku je
vysledny extrakt rozpuStén v acetonitrilu [17].

2.4.2. Modifikace klasické metody podle Vargové a kol.

Tato metoda vychazi také z ptivodniho postupu pouzitého Seitzem a kol. [13], ovSem
s jednim zdsadnim rozdilem. Proces extrakce ergosterolu ze vzorku a alkalické saponifikace je
spojen do jednoho kroku. Vyhodou je zejména men$i Casovd ndroCnost, nez u puvodni
metody. Co se tyCe vytéZnosti, jsou vysledky obou metod podobné kvalitni a zdlezi predevsim
na materidlu ve kterém je ergosterol stanovovan.

12



24.2.1. Priprava materidlu

Stejn€ jako u klasické metody, je touto metodou mozné izolovat ergosterol z velkého
mnoZstvi biologickych matric. Co se tyce izolace z jeCmene a sladu, pouzivé se rozemletych
jecnych i sladovych zrn.

2.4.2.2. Extrakce ergosterolu ze vzorku a alkalickd saponifikace

Extrakce ze vzorku a saponifikace probihd zdroven. Jednou moznosti je zahfivini smesi
vzorku a roztoku 10 % KOH v methanolu [4, 9, 18] nebo smési KOH/ethanol/methanol [19],
na vodni lazni (80 — 85°C).

2.4.2.3. Extrakce rozpoustédlem

Po zchlazeni na laboratorni teplotu je stejné€ jako v predchozi metodé priddna voda, pro
snadngjsi deleni a poté je vytfepdna tfikrat do hexanu [4, 9, 18] nebo do pentanu [19]. Po
nasledném odpafeni rozpoustédla je odparek opét rozpusStén ve vhodném rozpoustédle:
methanol [19] nebo smés methanol/toluen [4, 9, 18].

2.4.3. Dalsi modifikace klasické extrakce podle Jambunathana a kol.

Dalsi metoda vychdzejici z puvodni metody podle Seitze a kol. [13] je metoda
Jambunathana a kol. (1991) [18]. Narozdil od pfedchozi metody je extrakce ergosterolu ze
vzorku provddéna samostatn€ (nejCastéji v methanolu) a v ndsledujicim kroku provadi
alkalickd saponifikace spojend zaroven s extrakci do rozpoustédla.

2.4.3.1. Priprava materidlu

Viz. ptedchozi metody.

2.4.3.2. Extrakce ergosterolu ze vzorku

Smeés vzorku a methanolu [10, 11, 20] je tfepana na tfepacce, pfipadné miZe byt vystavena
pusobeni ultrazvuku v ultrazvukové lazni.

2.4.3.3. Saponifikace a extrakce rozpoustédlem

V Cistém extraktu je rozpustén hydroxid draselny a po pfidani destilované vody a n-hexanu
je smes temperovéana na vodni 1dzni po dobu cca. 30 minut pfi teploté 55 — 65°C. Po ochlazeni
na laboratorni teplotu je odebrdna vrchni vrstva. Extrakce do n-hexanu je provedena celkem
trikrat. Spojené frakce jsou poté odpareny na vakuové odparce a odparek je znovu rozpustén
v methanolu [10, 11, 20].
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2.4.4. Extrakce na tuhé fazi

Extrakce na tuhé fazi (SPE, solid phase extraction) je dal§i vhodnou metodou k extrakci
ergosterolu z riznych biologickych materidli. Poprvé byla pouZita v experimentu Gessnerem
a kol. (1995) [21] pro stanoveni ergosterolu v Cerstvych a tlejicich listech. Déle byla pouzita
ke stanoveni ergosterolu v ryzi [22] a v pSenici [23] a dé se tedy predpoklddat, Ze by bylo
mozné ji vyuzit i v piipad€ jeCmene a sladu. Metoda se sklada ze tif dil¢ich kroku. Nejprve
dochdzi k extrakci lipidd a saponifikaci, poté je smés okyselena a nakonec je provedena
samotnd extrakce na SPE koloné.
extrakce kapalina-kapalina (LLE, liquid-liquid extraction). Tato metoda tedy muze byt
vhodnou alternativou ke klasickym metoddm popsanym vyse.

2.44.1. Extrakce lipidii a saponifikace

Smeés rozemletého vzorku a roztoku KOH v methanolu je zahfivdna pod zpétnym
chladi¢em po dobu cca. 30 min [22, 23].

2.44.2. Okyseleni

Extrakt je zchlazen na laboratorni teplotu je pH upraveno na hodnotu 4 — 6 a smés je
ziedéna destilovanou vodou [22, 23].

2.4.4.3. Extrakce na tuhé fdzi

SPE kolona je promyta methanolem a ndsledné promyvacim roztokem, o stejném sloZeni
jako okyseleny extrakt vzorku (roztok KOH v methanolu okyseleny kyselinou
chlorovodikovou. Vrchni vrstva extraktu je zavedena do kolony a je ddle promyvana smeési
KOH s methanolem. Poté je ergosterol z kolony vymyt smési KOH s isopropanolem do
vialky obsahujici smés KOH a methanol [22, 23].

2.4.5. Mikrovlnna extrakce

Tato metoda byla poprvé pouzita Youngem (1995) [24]. Byla vyvinuta a vyzkouSena na
hyféach hub, spordch, vyssich houbéch, filtrovaném vzduchu, uméle kontaminované kukufici,
obilném prachu a pudé [24]. V dalSich studiich vSak byla uspé€$né pouzita i pro analyzu
obsahu ergosterolu v obilnindch [2] i pfimo v jeCmeni a sladu [3]. Vychdzi také C4stené
zmetody pouZzité Seitzem a kol. [13], stim rozdilem, Ze extrakce ergosterolu ze vzorku
methanolem a alkalickd saponifikace probihd spole¢n€ v jednom kroku, a to za ozafovani
mikrovlnami.

Také mikrovinnd extrakce se ukdzala byt velice efektivni metodou izolace ergosterolu
z ruzného biologického materidlu a to i ve srovnani s klasickou metodou. Vyhodou je jesté
mensi ¢asovd ndrocnost, nez u modifikovanych metod klasické extrakce podle Seitze a kol

[13] a spotfeba mensiho mnozZstvi analyzovaného materidlu [24].
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2.4.5.1. Extrakce ergosterolu ze vzorku a alkalickd saponifikace

Vzorek je v kultivaéni zkumavce smichdn s methanolem a poté je ke smési pfidian vodny
roztok chloridu sodného a zkumavka je pevné uzaviena. Kultivacni zkumavka je umisténa do
plastové lahve a ta je opét pevné uzaviena. Plastova ldhev je poté umisténa do stfedu bézné
domdci mikrovlnné trouby. Vzorek je poté vystaven ozafovdni mikrovlnami po dobu
35 — 45 sekund pti vykonu 400 — 750 W [2, 3, 24].

2.4.5.2. Extrakce rozpoustédlem

Po vyjmuti z mikrovlnné trouby je kultivacni zkumavka zchlazena na teplotu laboratofe a
smé&s uvnitf je neutralizovdna vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové a poté extrahovana
tiikrdt pentanem (vSe probihd v kultivacni zkumavce). Spojené pentanové frakce jsou poté
odpafeny dosucha a odparek je znovu rozpustén v piisluSném mnozZstvi methanolu [2, 3, 24].

2.4.6. Superkriticka fluidni extrakce

Nové technika pro superkritickou fluidni extrakci (SFE, supercritical fluid extraction)
ergosterolu superkritickym oxidem uhli¢itym byla vyvinuta a vyzkouSena na vzorcich mouky,
plesnivého chleba a hub Youngem a Gamesem (1995) [25].

Superkritické kapaliny mohou byt definovdny jako slouceniny, které jsou ve stavu nad
jejich kritickym tlakem (Pc) a nad jejich kritickou teplotou (Tc). Mohou pronikat pevnymi
latkami, jako plyny a rozpoustét jiné latky, jako kapaliny. Superkritické kapaliny jsou vhodné
jako nahrada za organicka rozpousStédla v celé tadé pramyslovych i laboratornich
postupt [26].

ProtoZe rozpustnost ergosterolu v superkritickém oxidu uhli¢itém zdvisi na jeho hustoté, je
mozné, na zdkladé zmény hustoty, dosdhnout rozpusténi ergosterolu. JelikoZ u této metody
vzorek neprochdzi saponifikaci, je moZzné takto stanovovat pouze volny ergosterol. Ke
kvantifikaci se pouziva superkritickd fluidni chromatografie (SFE, supercritical fluid
chromatography), kde jako mobilni faze vystupuje kapalina v superkritickém stavu [25].

SFE s néslednou kvantifikaci SFC je velmi rychlou a efektivni metodou stanoveni volného
ergosterolu, kterd je pouzitelnd i pfi pouZziti menSich mnoZstvi analyzovaného vzorku.
Nevyhodou metody je, Ze neposkytuje idaje o vdzaném ergosterolu a také jeji znacnd financni
narocnost [25].

2.4.6.1. Extrakce

Vzorek v extrakéni patron€ z nerezové oceli je umistén do SFE modulu a ergosterol je
extrahovdn za nésledujicich podminek: teplota extrakéni komory, 40°C; extrakce je
provadéna superkritickym oxidem uhli¢itym o hustoté 0,90 g/ml a tlaku 281 barti po dobu
11,4 minut pfi pritoku 3,3 ml/min. Analyty z extrakéni kolony jsou zachycovany na
oktadecylsilylovou kolonu pfti teploté 40°C, kde dochézi k ohfevu na 50°C a postupnému
promyti 0,5, 1,0 a 1,5 ml methanolu. Tyto tfi frakce jsou poté odpafeny dosucha a znovu
rozpustény v dichlormethanu [25].
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2.5. Metody stanoveni ergosterolu

Pro kvantifikaci ergosterolu se pouZzivaji tfi chromatografické techniky. Nejvice rozSirené
je pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC, high-performance liquid
chromatography) s detekci pomoci UV detektoru s diodovym polem (DAD, diode-array
detection), ptipadné s detekci hmotnostnim spektrometrem (MS, mass spectrometer). Druhou
metodou, kterd je ovSem podstatné méné vyuzivdna pro stanoveni ergosterolu, je plynova
chromatografie (GC, gas chromatography), kterd taktéZ k tomuto stanoveni vyuZiva detekce
pomoci hmotnostniho spektrometru. Tteti, opét mén€ vyuZivanou metodou kvantifikace, je
chromatografie na tenké vrstvé (TLC, thin layer chromatography).

2.5.1. Stanoveni pomoci plynové chromatografie (GC)

Stanoveni pomoci GC/MS, kterému ptedchédzi pouze ,,jednokrokova* extrakce — kterd
zahrnuje saponifikaci ve smési KOH/MeOH, po které nasleduje pouze jedna extrakce do
organického rozpousStédla nemisitelného s vodou (pentan/hexan) — s ndslednou derivatizaci
trimethylsilyl reagentem, se ukdzalo byt velmi spolehlivou, citlivou a rychlou metodou pro
analyzu obsahu ergosterolu v jeCmeni i v jiném materidlu. Jedna osoba je schopna timto
zpusobem analyzovat az 40 — 80 vzork denné [27, 28]. Nevyhodou metody miiZze byt jeji
vy$si finan¢ni ndro€nost.

2.5.1.1. GC — popis metody

Plynova chromatografie je analytickd separani metoda, kde jako mobilni fdze vystupuje
plyn a jako staciondarni fize pevnd litka (polyethylenglykoly (Carbovax),
polypropylenglykoly (Ucon), polyestery, silikony, polysiloxany aj), pfipadné kapalina, ktera
je zakotvena bud’ na nosi¢i (u ndpliiovych kolon) nebo na vnitinim povrchu kapilary (u
kapilarnich kolon). Vzorek musi byt v plynném stavu, nebo se musi prevést do plynného
stavu za zvySené teploty (dostatecné tékavé latky) [29]. K déleni analytt dochazi na zakladé
jejich rizné afinity k sorbentu. Rizné analyty vykazuji riznou distribuci mezi sorbentem a
eluentem nebo adsorpci na sorbentu. Rozdilné analyty jsou rozdilné zadrZovédny a rozdilné
zpozdovany (retardovany) [30]. Aplikacni moZnosti GC lze rozsifit derivatizaci, ¢tj.
pfevedenim stanovovanych liatek na derivaty, které vyhovuji vySe uvedenym
podminkdm [31].

2.5.1.2. GC — Instrumentace

® zdroj nosného plynu — nosny plyn slouZi jako transportni médium pro plynnou smés,
kterd je analyzovdna a neinteraguje ani se staciondrni fazi, ani s analyzovanym
vzorkem (napfi. He, N, a dalsi) [29, 30]

e ddvkovaci zafizeni — ndstiik se provadi ru¢n€ nebo automaticky specidlni injek¢ni
stiikaCkou [29]

e kolona — pouzivaji se kolony napliiové (trubice o priméru 2 az 5 mm obsahujici
adsorbent nebo nosi¢ se zakotvenou kapalnou fézi) a kapilarni (vyrdbé&ji se
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z kfemeného skla, potazeného kvuli pevnosti filmem polyamidu, o maximéalnim
praméru 5 mm [29, 30]

e detektor — plameno-ionizacni (FID), tepelné vodivostni, detektor elektronového
zachytu (ECD): citlivy, vhodny pro detekci halogent, specifické detektory a
kombinované techniky: GC-AAS, GC-MS, aj. [29]

® rozvody, regulacni zafizeni, programétory gradientu, vyhodnocovaci zatfizeni [29]

2.5.1.3. Detekce — MS

Hmotnostni spektrometrie je fyzikdlné-chemickd metoda, kterd stanovuje hmotnosti
molekul a atomu po jejich prevedeni na ionty. Podstatou hmotnostni spektrometrie je separace
iontl produkovanych v iontovém zdroji pfistroje na zakladé jejich efektivni hmotnosti (m/z,
kde m-hmotnost iontu a z-ndbojové Cislo) a jejich ndslednd detekce. VSechny tyto procesy
probihaji v uzavieném prostoru, ve kterém je pomoci systému pump kontinudlné udrZzovano
vakuum [31].

2.5.14. Priprava vzorku — derivatizace

Derivatizace je cilend chemickd reakce pro urCity typ slouCenin. Cilem této reakce je
zlepSeni separacni ucinnosti, odstranéni neZadoucich vedlejSich interakci poldrnich skupin
analytl na koloné - symetrické vyss$i uzké piky - sniZeni meze detekce — redukce
potenciondlnich faleSné€ negativnich nalezi . Vhodnou derivatizaci se muze podpofit
selektivita a citlivost detekce [32].

Po extrakci do rozpoustédla (hexan [27], pentan [28]) a vysuSeni na vakuové odparce nebo
v atmosfére dusiku, je ergosterol v extraktu derivatizovan piidavkem trimethylsilyl (TMS)
reagentu. Doch4zi tak ke vzniku ergosterol-TMS derivatu, ktery jsou v hmotnostnim spektru
charakterizovdn tfemi fragmentovymi ionty s pomérem m/z = 337, 363 a 467 [27]. Po
derivatizaci TMS reagentem je do vialky pfidina smés isooktan/Mirex
(dodekachlorpentacyklodekan), smés je jemné protfepdna a poté je ke smési pfiddna voda,
aby bylo usnadnéno rozdéleni nemisitelnych fazi. Ergosterol-TMS derivit je extrahovédn do
horni isooktanové vrstvy a poté pifeveden do vialky vhodné do GC autosampleru [1]. Dalsi
moznosti je odpareni TMS reagentu na odparce, opétovné rozpusténi ergosterol-TMS derivatu
v toluenu a opét prevedeni do vialky vhodné do GC autosampleru [28].

25.2. TLC

Stanoveni obsahu ergosterolu na TLC je vhodnou alternativou k GC a HPLC, ktera
vyZaduje méné sofistikované a financné€ narocné vybaveni. Nevyhodou metody je jeji mensi
vyté€znost a nizsi citlivost, nicméné i tak miZe byt s dspéchem pouzita v béZném provozu
napfiiklad v laboratofich, které nejsou vybaveny GC nebo HPLC [33, 34].

2.5.2.1. TLC — popis metody

Chromatografie na tenké vrstvé je separacni analytickd metoda, kterd muZe byt typu
kapalina-kapalina nebo kapalina-tuhd latka. V obou pfipadech je mobilni fazi kapalina.
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Staciondrni fazi je v pfipadé TLC chromatografie bud’” kapalina zakotvend v tenké vrstvé na
podloZnim materidlu nebo pevnd latka (adsorbent) v podob& tenké vrstvy. V papirové
chromatografii (PC, paper chromatography) je mobilni fazi kapalina. Stacionarni fazi je v PC
také kapalina, kterd je ovSem zakotvena v chromatografickém papiru. PouZivanymi mobilnimi
fazemi jsou napiiklad: cyklohexan, isopropanol, aceton, voda, toluen a pod. Staciondrnimi
fazemi mohou byt: silikagel, oxid hlinity, iontoménice a pod. Jako podlozni materidl se pro
staciondrni faze pouZzivaji sklenéné desky nebo hlinikové f6lie [35].

2.5.2.2. Vyhodnoceni

Chromatogram je 1 v pfipadé této metody mozZno vyhodnocovat kvalitativné a
kvantitativné. Kvalitativni vyhodnoceni (o jakou litku se jednd) se provadi tak, Ze se
soucasné s analyzovanou smési o nezndmém sloZeni analyzuje na téZe tenké vrstvé pfedem
pfipravend smes o zndmém sloZeni (standard), ktery je nanesen na startovni pozici vedle
nezndmé smési. Pokud se na chromatogramu shoduji vzdélenosti jednotlivych sloZek od startu
v nezndmé smesi a ve smesi zndmé, pak se jednd o tytéZ litky. Kvantitativni vyhodnoceni se
provadi pomoci denzitometru nebo extrakci z chromatogramu. Denzitometr je pfistroj, ktery
zjednodusen¢ feCeno, dokdze zméfit intenzitu zabarveni skvrn na chromatogramu a z intenzity
vypocitat koncentraci latky. Pri extrakéni metod€ jsou jednotlivé skvrny litek extrahoviny
z chromatogramu do vhodného rozpoustédla a jejich koncentrace v rozpoustédle je pak urcena
vhodnou metodou [35].

2.5.2.3. Priprava vzorku a postup stanoveni ergosterolu na TLC

Extrakci ergosterolu ze vzorku, jak bylo popsano, lze provadét klasickym zpusobem,
vychdzejicim z metody podle Seitze a kol. [13] a v tomto pfipadé je vysuSeny extrakt znovu
rozpuStén v methanolu a nésledné, spoleCné se standardy ergosterolu, nanesen na folii
vysokoucinné chromatografie na tenké vrstvé (HPTLC, high performance thin layer
chromatography), kde je vyvijen smési toluen aceton. Po skonceni vyvijeni je f6lie vystavena
pusobeni par jodu a poté je koncentrace ergosterolu stanovena pod UV lampou [34].

U jiné metody je po saponifikaci provedena extrakce ergosterolu parafinovym olejem a
extrakt je nanesen na TLC desku. Deska je vyvijena pentanem a nisledné acetonem. Poté jsou
desky derivatizovdany smeési chloridu Zeleznatého, demineralizované vody, kyseliny octové a
kyseliny sirové a po vysuSeni je deska zahfatd na teplotu 120 °C a obsah ergosterolu je
stanovovan fluorodensitometricky [34].

“--e x

3lng 62mg 125mg  250ng  500ng 1000ng  #1 #2 #3 #4 g

Obr. ¢. 2: TLC folie fotografovand fluorescencni metodou. Standardy 31- 1000 ng a vzorky
riznych prirodnich substrdti # 1 — 5 [34].
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2.5.3. HPLC

Podstatné& nejrozsitenéjs$i metodou kvantifikace ergosterolu, kterd byla pouZita i v nasSem
experimentu, je HPLC se spektrofotometrickou detekci (UV-VIS, DAD) nebo MS detekci.
HPLC je velmi vhodnou a vysoce citlivou metodou pro stanovovani obsahu ergosterolu
v jeCmeni a sledu, ale i v Siroké Skale jinych materidl.

2.5.3.1. HPLC - popis metody

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie je separacni analytickd metoda, kde jako mobilni
faze slouzi kapalina a jako stacionarni faze slouZi pevny adsorbent, pfipadné kapalina
nemisitelnd s mobilni fazi, zakotvena na pevném nosiCi [36]. K separaci analyti dochdzi
raznymi mechanismy podle typu metody. Gelovd permeacni chromatografie (GPC),
vyuziva mechanického déleni molekul analyti v pdérech gelu na zdkladé jejich rozdilné
velikosti. Rozd€lovaci chromatografie (LLC) vyuZiva rozdilné rozpustnosti (a tudiz i rozdilné
distribuce) molekul analytd mezi dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami. Adsorpcni
chromatografie (LSC) vyuZiva rozdilné adsorpce molekul analyti na povrchu tuhé faze s
aktivnimi centry. Iontové vymeénnd chromatografie (IEC) vyuziv4 rozdilné vymeénné adsorpce
analyt (iont1) na povrchu iontového ménice [37].

2.5.3.2. HPLC — Instrumentace
CHREOMATOZRA B
E 13
T 1
pumpa "g N piky
. 'E 0q
mobﬂni[E) B T
fare mEninl dap [min]
[ ==
déwlov ac pocitac
lzohout se E;
smyclou separacni
kolona detelctor I

Obrdzek ¢. 3: Schéma kapalinového chromatografu [37]

e zisobniky mobilni faze — sklenéné zdsobni lahve s riznymi mobilnimi fazemi, které je
mozné navzdjem misit v piedem zvoleném pomeéru ( napf.: voda, methanol, acetonitril
a jiné) [35, 36]

e zfizeni pro tvorbu gradientu — pokud se je pouZzita gradientovd eluce, elu¢ni sila
mobilni faze vzrustd béhem analyzy. Tvorba gradientu je zajiSténa vysokotlakymi
Cerpadly. Pokud se jednd o izokratickou eluci, sloZeni mobilni faze (jeji elucni sila) se
b&hem analyzy nemeéni [35, 36]

e vysokotlaké Cerpadlo — musi zajistit konstantni (nebo programovatelny) bezpulsni
prutok (ca. 0,1 - 10 ml/min) davkovaci zafizeni pfi tlacich do ca. 60 mPa [36]
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e kolona — Zpravidla se jednd o nerezovou trubici o vnitinim praméru okolo 4 mm a
délce typicky 5-25 cm, kterd je napln€na staciondrni fazi. O schopnosti kolony
separovat urCité smesi na jednotlivé slozky opét rozhoduje zejména typ staciondrni
faze zakotvené na silikagelovém nosici [35, 36]

e detektor — metoda HPLC vyuziva tyto typy detektort: spektrofotometricky detektor
(UV-VIS, DAD), fluorescen¢ni detektor, hmotnostni spektrometr, refraktometricky
detektor a dalsi [36]

e registraCni zafizeni (zapisovac, integrator, PC) [36]

2.5.3.3. DAD

Vv

Jednd se o nejdokonalej$i typ spektrofotometrického detektoru. Na rozdil od jednodussich
detektord, které snimaji pouze zareni o urCité (pfedem zvolené) vinové délce, je tento typ
schopen snimat celé spektrum v redlném cCase bez pferuSeni chromatografické separace.
Zateni ze zdroje se po pruchodu S§térbinou, CoCkou, clonou a mérmou celou detektoru
spektralné rozklad4 holografickou mfiZkou, takZe na kaZdou z fotodiod dopada zérivy tok o
urCité vlnové délce zeslabeny absorpci v cele detektoru (viz. schéma na obrdzku . 4).
Fotoelektricky proud, ktery vznikd po dopadu zafeni na diodu pak vybije kondenzitor, je
umeérny intenzit¢ dopadajictho zéareni. Proud, ktery je nutny kopétovnému nabiti
kondenzatoru na piivodni droven. Velikost tohoto proudu se uklada do paméti fidici jednotky
a takto se zaznamendvaji idaje o absorbanci pfi kazdé vinové délce v kazdém okamzZiku [38].

7

Obrdzek ¢. 4: Schéma UV detektoru s diodovym polem: 1 — zdroj zdreni, 2 — stérbina, 3 —
c¢ocka, 4 — clona, 5 — mérnd cela detektoru, 6 — holografickda mrizka, 7 — fotodiody [38]

2.5.34. Priprava vzorku

Jak jiz bylo popsdno vySe, je extrakt odpafen dosucha a odparek je znovu rozpustén
v prislusném rozpoustédle (methanol, smé&s methanol/toluen, cyklohexan, dichlormethan) a
pfeveden do tmavé vialky, aby bylo zabrdnéno vystaveni ergosterolu UV zéifeni a pfeméné na
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ergokalciferol. Pfed samotnym stanovenim je pak roztok pfes PTFE filtr pfeveden do vialky
pro kapalinovou chromatografii a vialka je umisténa do autosampleru HPLC.

2.6. Kvantifikace a stanoveni vytéznosti extrakce

Vhodnym zptsobem kvantifikace je metoda kaibra¢ni kiivky, kterd spociva v pfiprave tzv.
standardnich roztoki o znamych rostoucich koncentracich a proméfeni jejich odezvy
piisluSnou méfici metodou. Vyté€Znost extrakce je mozné urcit tzv. metodou standardniho
pfidavku, kdy ke stanovovanému vzorku je jeSté pred extrakci pfiddno zndmé mnoZstvi
standardu stanovované latky.

2.6.1. Metoda kalibracni krivky

Ze standardu zkoumané latky je pomoci fedéni pripravena fada roztoki o znamych
rostoucich koncentracich. Takto pfipravené roztoky jsou promé&fovany piisluSnou metodou,
¢imZ jsou ziskdny vzdy dvojice hodnot signdlu a koncentrace. Z takto ziskanych dat je
sestrojen graf zdvislosti signdlu (S) na koncentraci (c¢), kde rovnice: S =a+b-c vyjadiuje
rovnice kalibracni pfimky. Konstanta a vyjadfuje dsek vytéeny piimkou na ose x a konstanta
b je smérnici pifimky. Vyneseme-li na ose y hodnotu signdlu pro vzorek (S,) ziskdme na ose x
hodnotu koncentrace analytu (c,) [39].

+
+
+
+
+

Cx c

Obrdzek ¢. 5: Kalibracni krivka [39]

2.6.2. Metoda standardniho pridavku

Metodu standardniho pfidavku je moZné pouZzit v piipadé, Ze mezi signdlem analytu a jeho
koncentraci plati pfimd umera a roztok o nulové koncentraci stanovované latky ma také
nulovy signdl. Navdzime dvakrat stejné mnozstvi zkoumaného vzorku a k jednomu vzorku
ptfiddme zndmé mnoZstvi standardu stanovované latky. Déle provddime extrakci a stanoveni
analytu stejnym zplsobem pro oba vzorky. Z rozdilu stanovené koncentrace analytu ve

vzorku s pfidavkem zndmého mnozstvi standardu a koncentrace vzorku bez pfidavku
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standardu je mozné vydélenim koncentraci plvodné pfidaného standardu vypocitat
procentudlni vytéznost extrakce. K vypoctu pouZijeme tento vzorec:

R= Cyz.spike ~ Cvz 100 [39]
CSPIKE
kde R vyjadiuje vytéZnost extrakce a cCvzispikes Cvzaspike, Cvzespike jsou jednotlivé

koncentrace [39].
Piidavek stanovované latky ve vzorku se nazyvd ,spike” a podle toho byvd metoda

standardniho pfidavku oznacovéna jako ,,spikovani".
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité pristroje

Analytické vahy Sartorius GMBH Géttingen
Tfepacka LT-2

Ultrazvuk TESLA, CR

Vodni lazen Memmert, M0O1, Némecko

Vakuova odparka IKA RV10

Kapalinovy chromatograf Dionex — Ultimate 3000
Detektor DAD Dionex — Ultimate 3000

Kolony:

WATREX Nucleosil 120 — 5 C18, 250 x 4 mm, 5 um
Ascentis express C18 (s pevnym jadrem), 150 x 3 mm, 2,7 pm
¢ Termostat MetaTherm™, HPLC Column Temperature Control
e Mlynek Biihler-Miag
e Beé&Zné laboratorni sklo a dalsi vybaveni

3.2. Software

Chromeleon client 6.80, SR6 Build 2491
Microsoft Office Word 2003

Microsoft Office Word 2003
ACD/ChemSketsch FREEW ARE, verze 10.0

3.3. Chemikalie

Methanol G Chromasolv®, for gradient elution 99,9 %, Sigma — Aldrich
Acetonitril Chromasolv®, for HPLC, gradient grade 99,9 %, Sigma — Aldrich
Hexane Chromasolv®, for HPLC, 95 %, Sigma — Aldrich

Hydroxid draselny (v pecickéch), purum, Lachema

3.4. Standard

¢ Ergosterol, purum 95 % (HPLC), Sigma

3.5. Pouzité vzorky

K analyze vzorkd byly vybrany jemeny z pokusné stanice BraniSovice (JiZzni Morava,
okres Pohoflice). Jednalo se o odridy Bojos, Jersey, Radegast, Sebastian a Tolar, v oSetfené i
neoSetiené varianté. OSetfend varianta zahrnuje postiik fungicidem proti plistovym
chorobam. Déle byly analyzovany chemicky neoSetfené vzorky je¢mene Bojos a Sebastian
z pokusnych stanic HrubCice (Olomoucky kraj, okres Prost&ov), Lednice (Jizni Morava,
okres Bfeclav) a Krasné Udoli (Karlovarsky kraj, okres Karlovy Vary). Byly analyzovény téz
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dva vzorky sladu vyrobenych z jeCmene odrudy Bojos z pokusné stanice BraniSovice a
z jeCmene odrudy Sebastian z pokusné stanice Lednice.

Vsechny pouzité odrudy patii do skupiny sladovnickych odrid jeCment jarnich. Tyto
odridy se vyznacCuji vysokym vynosem predniho zrna, dobrou odolnosti vici chorobam
napadajicim obilniny 1 proti poléhédni, dostupnosti osiva a jsou vysoce cenené ve sladafském
prumyslu [40].

Vzorky byly vybirdny s ohledem na namétené pozitivni hodnoty gushingu.

3.5.1. Odruda Bojos

Polopozdni sladovnicka odrada, kterd je Vyzkumnym udstavem pivovarskym a sladaiskym
doporucena pro vyrobu Ceského piva. Vynos piedniho zrna je v kukufiénych oblastech
sttedné vysoky az vysoky a v ostatnich oblastech je stfedné vysoky. Rostliny jsou stfedné
vysoké az vysoké a stiedn€ odolné proti poléhdni. Zro je stfedné velké. Riziko pro péstitele
pfedstavuje mens$i odolnost proti napadeni rhynchosporiovou skvrnitosti. Jedna se o chorobu,
kterd napadd zejména jeCmen, Zito a tritikale a projevuje se tvofenim podélnych bézovych
skvrn zejména na listech [40, 41].

3.5.2. Odruda Jersey

Polopozdni sladovnicka odruda, ktera je vzhledem k zdjmu sladoven zatrazena do kategorie
doporucenych odrid. Vynos predniho zrna je v feparské a obilndfské oblasti a v neoSetiené
variant¢ v brambordiské oblasti nizky, v kukuficné oblasti a v oSetfené varianté
v bramborafské oblasti je sttedné vysoky. Rostliny jsou stfedné vysoké az vysoké, nidchylné
k poléhani. Zrno je stfedné velké az malé. Rizikem pro péstitele je jeji nachylnost k napadeni
rzi je€nou. Tato choroba se na je¢meni projevuje vznikem malé oranZové krupicky — loZisek
letnich vytrusu [40, 41].

3.5.3. Odruda Radegast

Polopozdni sladovnicka odrada, kterd je Vyzkumnym udstavem pivovarskym a sladaiskym
doporucena pro vyrobu Ceského piva. Vynos piedniho zrna je ve viech oblastech stiedné
vysoky. Rostliny jsou stfedné vysoké az vysoké a stfedn€ odolné proti poléhdni. Zrno je
velké. Vyhodou pro péstitele je stfedni odolnost vic¢i napadeni hnédou skvrnitosti. Tato
choroba jeCmene se projevuje vznikem podélnych, nepravidelné tvarovanych, tmavé hnédych
skvrn na listech [40, 41].

3.5.4. Odruda Sebastian

Polopozdni odriida s vybérovou sladovnickou jakosti, kterd je preferovana nékterymi
sladovnami. Vynos predniho zrna je v bramborafské oblasti a v oSetfené varianté v fepaiské a
obilnérské oblasti vysoky, v kukufi¢né oblasti a v neoSetfené varianté v fepafské a obilnafské
oblasti je sttedn€ vysoky. Rostliny jsou nizké, sttedné odolné proti polehdni. Zrno je stfedné
velké. Odrada je stfedné odolna proti napadeni rzi jeCnou (viz. vySe), ale mén€ odolna proti
napadeni padlim travnim na listu. Choroba se projevuje vznikem malych malych, bélavych
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kupek micelia na spodnich listech, na kterych se pozd¢ji objevuji drobné Cerné tecky —
plodnice pohlavniho stadia houby [40, 41].

3.5.5.

Odruda Tolar

Polopozdni sladovnicka odrada, kterd je Vyzkumnym udstavem pivovarskym a sladaiskym
doporucena pro vyrobu Ceského piva. Vynos piedniho zrna je ve viech oblastech nizky.
Rostliny jsou stfedné vysoké az vysoké a stfedné az mén€ odolné proti poléhdni. Zrno je
stiedné velké. Odruda je méné€ odolnd proti napadeni padlim travnim na listu (viz. vyse) [40].

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

Postupy extrakce

Priprava vzorku

zrna jeCmene a sladu byla pomleta na mlynku a uzaviena v plastové krabicce, kterd
byla oznacena Cislem vzorku

oznacend plastovd krabicka se vzorkem byla uchovadvdna pfi laboratorni teploté na
tmavém miste

Postup extrakce

2 g namletého vzorku jeCmene nebo sladu byly navdZeny do vialky z Cirého skla o
objemu 40 ml (vzorky byly navaZovany duplicitng)

do vialky bylo pfiddno 20 ml 10 % roztoku KOH v methanolu

vialka byla uzaviena plastovym viCkem s PTFE (Polytetrafluorethylen, Teflon®)
septem a fadné protiepdna

vialka byla ddle vystavena pusobeni ultrazvuku v ultrazvukové vodni lazni po dobu
20 minut

ke smési vzorku a roztoku KOH v methanolu bylo pfidano 10 ml hexanu

vialka byla inkubovéna 30 minut na vodni 14zni o teploté 66 °C

po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfiddno 5 ml deionizované vody

horni hexanovd vrstva byla opatrné¢ odebrdna Pasteurovou pipetou a pfenesena do
odparovaci bariky o objemu 100 ml

ke smési bylo opét pfiddno 10 ml hexanu a po inkubaci 30 minut na vodni 14zni byla
opatrné odebrdna vrchni hexanova vrstva a znovu prenesena do odpafovaci baiiky o
objemu 50 ml

stejny postup byl jesté jednou zopakovan

spojené hexanové frakce v odparovaci barice byly vysuSeny na vakuové odparce pfi
teploté 55 °C

odparek byl rozpustén postupné ve dvakrdt 2 ml methanolu a preveden do tmavé
vialky o objemu 4 ml
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3.7.

Identifikace a kvantifikace analytu

Ziskané vzorky byly analyzovdny pomoci vysokoucinného kapalinového chromatografu
Dionex — Ultimate 3000 na koloné¢ WATREX Nucleosil 120-5 C18, 250 x 4 mm, 2,7 pm
s pouzitim DAD detekce. Kvantifikace byla provadéna metodou kalibracni kfivky a vytéZnost
byla ovéfena metodou standardniho pridavku.

3.7.1.

3.7.3.
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Priprava vzorku pro stanoveni na HPLC

cca. 1 ml vzorku z vialky (4 ml) byl nasét do injek¢ni stiikacky a ptes filtr o velikosti
péru 45 um pieveden do vialky ur¢ené pro HPLC

vialka byla pomoci specidlnich klesti uzaviena krimpovacim uzaveérem s PTFE septem
a vloZena do autosampleru kapalinového chromatografu

. Priprava roztoku pro kalibraci

do odmeérné barniky na 100 ml bylo navdZeno 50 mg standardu ergosterolu

odmérnd barika byla doplnéna po rysku methanolem

k dplnému rozpusténi ergosterolu v methanolu byla odmérnd barika vystavena 5 minut
pusobeni ultrazvuku v ultrazvukové vodni lazni

2 ml roztoku byly napipetovédny do vialky z tmavého skla

vialka byla doplnéna 2 ml methanolu a fddn€ promichdna

takto byla pripravena fada standardnich roztokli ergosterolu v methanolu o
nasledujicich koncentracich: 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,125 pg/ml,
1,5625 pg/ml

pripravené standardni roztoky byly, stejn€ jako v piipad€ vzorkl, pfevedeny do vialek
uréenych pro HPLC

Metoda standardniho pridavku

k navdZzce 2 g vzorku bylo ze standardniho roztoku ergosterolu v methanolu
napipetovdno mnoZzstvi odpovidajici 20 pg ergosterolu

ddle bylo postupovano stejnym zpusobem jako u vzorkd neobsahujicich pridavek
standardu ergosterolu

. Chromatografické podminky

Mobilni faze: 20 % acetonitril, 80 % methanol, isokraticka eluce
Prutok: 1 ml/min

Nastrik: 20 pl

Teplota: 35 °C

Detekce: 282 nm

Cas analyzy: 12 minut



4  VYSLEDKY A DISKUSE

Obsahy ergosterolu ve vsSech testovanych odridach byly stanoveny vyse uvedenou
metodou. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce. Tato metoda je co se tyCe vytéZnosti
extrakce testované ,,spikovanim® vybranych vzorka (vytéZnost kolem 100 %) i co se tyce
opakovatelnosti vysledki na vysoké trovni. Nevyhodou bohuZel je jeji sloZitost i vysoka
Casovd nédrocnost. Dal§i nevyhodou je, Ze pfi zahfivani smési s hexanem dochdzi k velkému
natlakovani vialek pfi varu smési a k unikdni hexanu, ¢imZ dochdzi nejen k jeho neZddoucimu
rozS8iteni v prostiedi laboratofe (pokud se vodni ldzen nenachdzi v digestofi), ale také
k naruSovani plastovych vrska a jejich odpadavani.

Tab. ¢. 1: Vysledky méreni

oblast: odruda: chemické oSetreni: | ¢ (mg/kg)
Bojos 11,99
Jersey 12,09
Radegast NEOSETRENE 11,35
Sebastian 13,31
BraniSovice Tolar 12,01
Bojos 11,69
Jersey 11,69
Radegast OSETRENE 11,05
Sebastian 10,95
Tolar 10,70
.. Bojos o . 8,43
Hrubdice Sebastian NEOSETRENE 9.82
) Bojos o . 8,76
Lednice Sebastian NEOSETRENE 12.64
i 1 Bojos R , 10,76
Krasné Udoli Sebastian NEOSETRENE 10.25

4.1. Nehomogenita vzorku

Pred stanovenim se vzorek jeCmene mele na mlynku na Castice o velikosti 0,2 mm, a to i
s pluchami (obalova vrstva jeCmene), které jsou, jak se dd predpokladat, vice kontaminovény
plisnémi, neZ vnitini endosperm, ktery je témito obalovymi vrstvami chranén. Pfi odvaZzovani
vzorku pak muzZe nastat situace, kdy je nabrano vice ¢i méné téchto pluch, coz se projevuje ve
vysledcich stanoveni. Je tfeba tedy brat v dvahu, Ze drobné odchylky mezi jednotlivymi
stanovenimi mohou byt zptsobeny pravé touto nehomogenitou vzorku.

4.2. Optimalizace extrakce

V ramci snahy o dosazeni co nejlepsich vysledkia a zaroven co nejjednodussi a nejrychlejsi
metody, byly testovany rizné zpusoby extrakce. Vysledky jsou uvedeny niZe.
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4.2.1. Poutziti trepacky

V puvodni metodé bylo namisto vystaveni vzorku puasobeni ultrazvuku v ultrazvukové
lazni (20 minut) pouZito tfepani na tfepaCce po dobu 30 minut. Dosazené vysledky jsou témé&r
shodné, nicméné z divodu o néco mensi Casové ndroCnosti byla ddle pouzivdna pouze
ultrazvukova lazen.

Tab. ¢. 2: Srovndni vysledku pri pouZiti trepacky a ultrazvuku

vzorek (oblast — odruda) ¢ (mg/kg)
trepacka BraniSovice — Tolar 11,72
ultrazvuk BraniSovice — Tolar 11,81

4.2.2. Snizeni poctu extrakci do hexanu

Dalsi testovanou zménou bylo sniZeni poctu extrakci do hexanu z ptavodnich tif na dvé. Jak
je ale patrné z tabulky, je rozdil ve stanoveném obsahu ergosterolu natolik vyznamny, Ze neni
mozné pocet extrakci snizit. Celd sada vzorku tedy byla extrahovdna do hexanu tfikrat.

Tab. ¢. 3: Srovndni vysledkii pri provedeni dvou a t7i extrakci do hexanu

pocet extrakci | vzorek (oblast — odruda) ¢ (mg/kg)
2 BraniSovice — Jersey 9,17
3 BraniSovice — Jersey 12,02

4.2.3. Zména postupu extrakce — vytirepani do hexanu bez zahrivani

Aby odpadlo zahfivani smési s hexanem na vodni 1dzni, kvali problémam popsanym vyse,
byla otestovana nasledujici metoda, vychazejici ze zpusobu stanoveni ergosterolu podle
Varga a kol. [24]. Po ¢4ste€né optimalizaci se zdd, Ze by mohla byt vhodnou alternativou
k metod¢€ pavodni.

4.2.3.1. Postup

— 2 g namletého vzorku jeCmene nebo sladu byly navdZeny do vialky z Cirého skla o
objemu 40 ml

— do vialky bylo pfiddno 20 ml roztoku 10 % KOH v methanolu

— vialka byla uzavfena plastovym vickem s PTFE septem a fddné protfepdna

— vialka byla inkubovéna 30 minut na vodni 14zni o teploté 60 °C

— po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfiddno 5 ml deionizované vody a 10 ml
hexanu

— smes ve vialce byla intenzivné protfepavana po dobu jedné minuty

— horni hexanovd vrstva byla opatrné¢ odebrdna Pasteurovou pipetou a pienesena do
odparovaci bariky o objemu 50 ml

— vytfepdvani do 10 ml hexanu bylo provedeno jesté dvakrat

— spojené hexanové frakce v odpafovaci barice byly vysuSeny na vakuové odparce pfti
teploté 55 °C
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— odparek byl rozpusStén postupné ve dvakrdt 2 ml methanolu a preveden do tmavé
vialky o objemu 4 ml

4.2.3.2. Optimalizace nového postupu — sniZeni poctu extrakci do hexanu

V ramci testovani této nové metody byly vyzkouSeny nékteré zmény oproti postupu. Prvni
zménou bylo sniZeni poctu extrakci do hexanu vytiepavanim z pavodnich tii na dvé. Byly
testovany vzdy dva vzorky od jedné odrady, z nichZ jeden byl ,,ospikovan‘ pfidavkem 20 pug
standardu ergosterolu.

Tab. ¢. 4: Srovndni vysledkii pri provedeni dvou a t7i tFepdni do hexanu

pocet extrakci | vzorek (oblast — odruda) ¢ (mg/kg) vytéznost (%)
3 BraniSovice — Tolar 9,71 106,1
2 Lednice — Sebastian 9,58 119,9

Oproti vysledkim ziskanym puvodni metodou jsou vysledné obsahy ergosterolu velmi
nizké (u odrudy Tolar z BraniSovic byla naméfena hodnota 12,01 mg/kg a u odrudy Sebastian
z Lednice 12,64 mg/kg). Hodnoty vytéZznosti jsou vSak vysoké, a to zejména u vzorku, ktery
byl extrahovdn pouze dvakrit. To by ukazovalo na to, Ze k nejvétSim ztratdm dochdzi pfti
izolaci ergosterolu ze vzorku, pravdépodobné& pfi saponifikaci. Na viné by mohla byt nizka
teplota pfi procesu saponifikace.

4.2.3.3. Pouciti cerstvé namletého jecmene

Stejnym postupem, ale opét se tfemi extrakcemi do hexanu, byly testovany dva vzorky
pouzité pfi poslednim stanoveni. V tomto piipadé vSak byl jeCmen pred extrakci Cerstveé
pomlet.

Tab. ¢. 5: Vysledky stanoveni u Cerstvé namletého jeCmene

vzorek (oblast — odruda) ¢ (mg/kg)
BraniSovice — Tolar 11,67
Lednice — Sebastian 10,41

Tento test prokdzal, Ze existuje souvislost mezi stdfim namletého vzorku a obsahem
ergosterolu, protoze u obou testovanych vzorkd z Cerstvé pomletého jeCmene vzrostly
vysledky oproti vysledkim ziskanym stejnou metodou (viz. predchozi kapitola). U vzorku
odridy Sebastian z pokusné stanice Lednice vSak nelze tento rozdil jednoznacné potvrdit,
protoZe byly provedeny pouze dvé extrakce do hexanu.

4.2.3.4. Optimalizace nového postupu — zvyseni teploty inkubace na vodni ldzni

Dalsi zménou oproti postupu bylo pouziti vyssi teploty pro inkubaci smé&si vzorku a
roztoku 10 % KOH v methanolu, a to 80 °C.
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Tab. ¢. 6: Vysledky za zvysené teploty inkubace

vzorek (oblast — odruda) ¢ (mg/kg)
BraniSovice — Tolar 13,31
Lednice — Sebastian 11,76

Ziskané hodnoty obsahu ergosterolu jsou v porovndni s vysledky se stejnou metodou,
ovSem pfi inkubaci pouze na 60 °C, pomérné vyrazné vyssi, coZ potvrzuje pifedpoklad, Ze pfi
vySssi teploté probihd saponifikace v roztoku 10 % KOH v methanolu d¢innéji. V porovnani
s vysledky ziskanymi pfi extrakci pavodni metodou je hodnota obsahu ergosterolu u vzorku

N 4

odrady Tolar z pokusné stanice BraniSovice o néco vyssi a naopak u vzorku odrudy Sebastian
z pokusné stanice Lednice niZ$i. Rozdily se vSak pohybuji v obou ptipadech kolem 10 %, coz
nepredstavuje nijak zdsadni rozdil a je mozné je pficitat nehomogenité vzorku. Tato metoda
vyZaduje jeSte dalsi testovani a ziskdni vétSiho objemu dat, ale osobné si myslim, Ze se jednd

o metodu, u které se da predpokladat uplatnéni i do budoucna.

4.24. Extrakce do diethyletheru

Zvoleny postup vychdzi z postupu pro stanoveni vitaminu E a karotenoidi (luteinu a
B-karotenu) v jeCmeni a sladu. JelikoZ se stejné jako v piipad€ ergosterolu jednd o latky
rozpustné v tucich, dalo by se uvaZovat o pouZiti této metody pro stanoveni jak vitaminu E a
karotenoidd, tak soucasné ergosterolu.

4.24.1. Postup

— do odparovaci bariky na 250 ml byly navdzeny 2 g vzorku

— bylo pfiddno 50 ml ethanolu (do dvou ban€k, do dalSich dvou smés ethanolu a
methanolu) a smés byla dikladné promichana

— vzorek se nechal lehce nabobtnat a poté bylo pfiddno 10 ml 50% KOH a na Spicku
noZze kyseliny askorbové

— smes byla opét promichdna, do baiiky byl napustén dusik a byla ponechdna pies noc
na tmavém misté

— smes se vzorkem byla pfelita do dé€lici bariky, bylo pfiddno 80 ml deionizované vody a
50 ml diethyletheru

— po protiepdni a rozdé€leni fazi byla spodni frakce prepusténa do odpatfovaci bariky a
horni Cistd frakce byla prepusténa do Cisté délicky

— spodni frakce byla ptelita do délicky a vytfepdna s dal$simi 50 ml diethyletheru

— (isté frakce byly spojeny a promyty v délicce dvakrat 80 ml vody

— extrakt byl prelit do Erlenmayerovy bariky a byly pfiddny dvé lzice bezvodého siranu
sodného

— dale byl extrakt pteveden do suché odpafovaci baiiky a odpafen na vakuové odparce
pii teploté 45 °C

— odparek byl rozpustén ve dvakrat 2 ml methanolu a pfeveden do tmavé vialky (4 ml)
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4.24.2. Vysledky

Jak je patrné z ndsledujici tabulky a po porovndni z hodnotou obsahu ergosterolu
stanoveném pro stejnou odridu pivodni metodou, kterd Cinila 8,76 mg/kg, tak vysledek
stanoveni po extrakce kterd byla provddéna do smési ethanol — methanol naprosto neodpovida
puvodné zjisténé hodnoté a i vyté€znost je v tomto piipadé velmi nizkd. Co se tyce druhého
vzorku, ktery byl extrahovdn pouze do ethanolu, tam se zjiSténd hodnota obsahu ergosterolu
bliZzi puvodné naméfené hodnoté a i vytéznost dosahuje pomérné akceptovatelné hodnoty.
Dal$im testovanim této metody a pfipadnym vylepSenim postupu by se tedy teoreticky mohlo
v budoucnu dosdhnout uspokojivych vysledk. Na druhou stranu je vSak tfeba dodat, Ze se
jednd o metodu pomérne dosti sloZitou a Casov€é ndroCnou a pro samostatné stanovovani
ergosterolu nepfili§ vhodnou. Pro soucasné stanoveni ergosterolu, vitaminu E a karotenoidti
ze stejnych vzorkd by vSak po urcité optimalizaci mohla byt tato metoda vhodna.

Tab. ¢. 7: Vysledky stanoveni po vytrepdni do diethyletheru

vzorek (oblast — odruda) ¢ (mg/kg) vytéznost (%)
EtOH Lednice - Bojos 8,20 75,7

EtOH/MeOH 5,77 49,3

4.3. Stanoveni ergosterolu ve sladu

Obsah ergosterolu ve sladu byl testovdn zjednodusenou metodou, tedy inkubovéani vzorku
s roztokem 10 % KOH v methanolu po dobu 30 minut na 60 °C a poté vytifepavani tfikrit do
hexanu.

Tab. ¢. 8: Srovndni vysledkit u stejnych odriid jeCmene a sladu

vzorek (oblast — odruda) ¢ (mg/kg)
Jlad BraniSovice — Tolar 11,71
Lednice — Sebastian 10,40 narust (%)
jecmen BraniSovice — Tolar 15,67 33,8
Lednice — Sebastian 15,19 46,1

V tabulce jsou spolu porovnany hodnoty obsahu ergosterolu ve dvou odrudach jemene a
znich pfipravenych sladl, stanovovanych stejnou metodou v Cerstvé namletych vzorcich.
Evidentni nartist obsahu ergosterolu u sladd oproti jeCmentm, ze kterych byly tyto slady
pfipraveny je patrné zpusoben oslabenim obalovych vrstev jeCcmene béhem sladovani a tedy
vyS$§i ndchylnosti zrna k infekci plisnémi.

4.4. Stanoveni ergosterolu na HPLC

4.4.1. Kalibrace

Podle postupu popsaného v experimentdlni ¢4sti byla sestavena kalibra¢ni kfivka a pfti
vypoctech obsahu ergosterolu se vychézelo z rovnice regrese této kalibracni kfivky.

31



Kalibraéni krivka

140000
120000 - y=4797,8x - 378,3
R” = 1,0000
100000 -
=
<
E 50000 |
=
=
=%
8 60000 -
(%]
<
[=3
40000 -
20000 -
0
0 5 10 15 20 25 30
¢ (pg/ml)
Obr. ¢. 6: Kalibracni krivka ergosterolu
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Obr. €. 7: Chromatogram standardu 25 pg/ml
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Obr. €. 8: Absorpcni spektrum standardu 25 pg/ml

Na obrédzku €. 6 je zobrazen chromatogram standardu ergosterolu o koncentraci 25 pg/ml a
na obrdzku ¢. 7 absorpni spektrum piku ergosterolu z tohoto chromatogramu. Porovndnim
spekter pikt z redlnych vzorkt a retencnich Casu s timto spektrem a retenénim ¢asem piku ze
stanoveni standardu ergosterolu byly identifikovany piky ergosterolu v redlnych vzorcich.

4.4.2. Vypocet koncentrace ergosterolu ve vzorku

Z rovnice regrese kalibracni kiivky y=a-x+b, kde a a b jsou koeficienty rovnice, y je

odezva signdlu (A) vypoclitime x, koncentraci vzorku stanovovaného na kapalinovém

chromatografu (c):

c= A-b [wg/ml] .
a

Tuto koncentraci poté prepocitime na hmotnostni zlomek vyjadfujici obsah ergosterolu
v miligramech na kilogram ptivodniho vzorku (w):

\%
w=c — [mg/kg] ,

vz

kde V,4, je objem znovu rozpusténého odparku po extrakci (4 ml) a m,, je piivodni navazka
vzorku.

4.4.3. Optimalizace metody

JelikoZ je extrakce provadéna z pfirodniho materidlu, obsahuje vyextrahovany vzorek
stanovovany na kapalinové chromatografii i velké mnoZstvi jinych latek, neZ pouze
ergosterol. Pro ziskdni pfesnych vysledki je tedy nutné provést optimalizaci
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chromatografickych podminek tak, aby piku ergosterolu byly tplné oddéleny od pikl dalSich
latek a zaroven, aby retencni Cas byl pokud mozno co nejkratsi.

4.4.3.1. Optimalizace mobilni fdze

Chromatografické podminky:

Mobilni fize: 10 % acetonitril, 90 % methanol, isokraticka eluce

— Pratok: 1 ml/min

— Nastiik: 20 pl

— Teplota: 35 °C

— Detekce: 282 nm

— Cas analyzy: 12 minut

0 ERGOSTEROL { vzore uv
mAU 4-7177 WVL:282 nm
|
0- 1
|
A
10' \‘ ‘
,0-
6 - 8,393
I
v | ||
0 | \/\‘ V| N’ |
i / \ ) \ |
\ [
J] \/ w - 8, 80
min
,0\\II|\\\\|II\\‘IIII‘\\II'\\\\'II\\III\‘\III‘\\\I|I\\\‘III\‘\Illl\\\Ill\\\lll\\‘llll‘\\ll\\\lll\\
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10,

Obr. ¢. 9: Chromatogram vzorku za vyse uvedenych podminek

Piku ergosterolu (€. 4) neni zcela oddélen. Tyto podminky tedy nejsou pro stanoveni

ergosterolu vhodné.

Chromatografické podminky:

Mobilni faze: 20 % acetonitril, 80 % methanol, isokraticka eluce

— Pratok: 1 ml/min

— Nastiik: 20 pl

— Teplota: 35 °C

— Detekce: 282 nm

— Cas analyzy: 12 minut
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Obr. ¢. 10: Chromatogram vzorku za vyse uvedenych podminek

Pik €. 5, ergosterol je dobte odde€len od piku €. 6. Tyto chromatografické podminku jsou
tedy vhodné a byly pro stanoveni ergosterolu ddle pouZzivany.

4.4.4. Pouziti kolony s pevhym jadrem

Do budoucna se pladnuje vyuZivat pro stanovovani ergosterolu (i pro jind stanoveni) kolonu
s pevnym jadrem Ascentis express C18 (s pevhym jaddrem), 150 x 3 mm, 2,7 pm. Prozatim
byla otestovdna na né€kolika vzorcich, pfi rozdilnych chromatografickych podminkéch.

Cistice, kterymi jsou plnény kolony s pevnym jadrem, jsou narozdil od &istic v b&Znych
kolonédch, které jsou celé porézni, sloZzeny z pevného jddra ze silikagelu, obklopeného
homogennim poréznim obalem. Diky Castecné porosité téchto Céstic se dochdzi ke sniZeni
axidlni disperse analytu a vysledkem jsou Stihlejsi piky a podstatné zkrdceni analyzy [41].

4.4.4.1. Optimalizace mobilni fdze

Chromatografické podminky:

— Mobilni faze: 30 % acetonitril, 70 % methanol, isokraticka eluce
— Pratok: 0,75 ml/min

— Nastrik: 10 pl

— Teplota: 35 °C

— Detekce: 282 nm

— Cas analyzy: 8 minut
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Obr. &. 11: Chromatogram vzorku za pouZiti kolony s pevnym jadrem za vyse uvedenych podminek
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Obr. &. 12: Absorpéni spektrum vzorku za pouZiti kolony s pevnym jadrem za vyse uvedenych
podminek

Jak je patrné z chromatogramu i ze spektra, tyto podminky nejsou pro stanoveni vhodné.
Pik ergosterolu (€. 2) neni zcela oddélen od piku ¢. 3.

Chromatografické podminky:

— Mobilni faze: 20 % acetonitril, 80 % methanol, isokraticka eluce
— Pratok: 0,75 ml/min

— Nastrik: 10 pl

— Teplota: 35 °C

— Detekce: 282 nm

— Cas analyzy: 8 minut
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Obr. ¢. 13: Chromatogram vzorku za pouZiti kolony s pevnym jadrem za vyse uvedenych podminek
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Obr. ¢&. 14: Absorpéni spektrum vzorku za pouZiti kolony s pevnym jadrem za vyse zminénych
podminek

Podle spektra se zd4, Ze by se mohlo jednat o vhodné chromatografické podminky. Tento
zavér by vsak bylo tieba potvrdit jesté dalSimi merenimi.

4.4.4.2. Optimalizace pritoku

Chromatografické podminky:
—  Mobilni faze: 20 % acetonitril, 80 % methanol, isokraticka eluce

— Prutok: 1 ml/min
— Nastiik: 10 pl
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— Teplota: 35 °C
— Detekce: 282 nm
— Cas analyzy: 8 minut
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Obr. &. 15: Chromatogram vzorku za pouZiti kolony s pevnym jadrem za vyse uvedenych podminek

Peak #3100% at 4.07 min

60,05, 50% at 4.03 min: 66441
1 -50% at 4.12 min: 995.64
1 2823
37,54
25,0
12,54
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Obr. &. 16: Absorpéni spektrum vzorku za pouZiti kolony s pevnym jadrem Zza vyse uvedenych
podminek

Pik ergosterolu (¢. 1) neni Uplné odde€len od piku €. 2 a i podle absorp¢niho spektra je
ziejmé, Ze v tomto Case nevystupuje pouze Cisty ergosterol.
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5 ZAVER

Na zéklad¢ studii vydanych na dané téma odbornymi Casopisy byla vypracovéna literarni
reSerSe, jejimzZ cilem je pfinést uceleny pohled na problematiku stanoveni ergosterolu zejména
v pivovarskych surovinach. Byly popsany divody stanovovani ergosterolu v pivovarskych
surovinach, déle byl vytvofen piehled pouzivanych zptusobt extrakci i moZnosti identifikace a
kvantifikace ergosterolu chromatografickymi metodami. V experimentdlni €asti bylo cilem
vytvofit vhodny metodicky postup pro stanovovani ergosterolu v pivovarskych surovindch
v podminkdch laboratofe Vyzkumného tstavu pivovarského a sladarského v Brn€. MoZnosti
raznych zpisobtu a variant stanoveni ergosterolu jsou vSak natolik Siroké, Ze je mozné
v hleddni optimélni metody i naddle pokracovat naptiklad v rdmci navazujici diplomové
préce.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HPLC.....oooviiie vysokoucinnd kapalinova chromatografie
GC.oiiiiiiieci, plynovéa chromatografie
TLC...ccoiiiiiiiiies chromatografie na tenké vrstvé
LLC. .o, rozdelovaci chromatografie
GPC..coovviiiiiie, gelové permeacni chromatografie
LSC..ooiiiiiiiiiii adsorp¢ni chromatografie
IEC....cooiiiiiiiie, iontov€ vymeénna chromatografie
MS.., hmotnostni spektrometrie
DAD.....ccceviiiniininnn detekce diodovym polem
SPE....ccoiiiiiieiee, extrakce na tuhé fazi
LLE.....ccoiiiiiniiinnns extrakce kapalina-kapalina
PLE.....ccooiiiiiiiiinnn. extrakce urychlenym tokem
SFE...cccoiiiiiinieeen, superkriticka fluidni extrakce
Pe.i kriticky tlak
TCoiiiiiiiii, kritickd teplota
OTA...ccoiieeee ochratoxin A
DON...cooviiiiiiiiien, deoxynivalenol
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