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Uvod

Je¢men je po staleti plodinou s mimofadnym vyzna-
mem pro vyzivu lidi' i vyrobu krmiv pro hospodatska zvi-
fata. Je kliCovou surovinou pro vyrobu sladu, piva
a whisky. Sladovani je biotechnologicky proces, spocivaji-
ci v maceni, kliceni a hvozdéni (suseni) zrna. V jeho pru-
béhu dochdzi k aktivaci enzymil, odbourani bilkovinné
slozky, rozkladu ulozenych polysacharidi na jednoduché
zkvasitelné cukry a tvorbé senzoricky vyznamnych latek.
Tento proces 1ze ovlivnit zménou podminek (obsah vody,
doba a teplota kliGeni, teplota suseni a podobn&)’. Slady
a sladové mouky jsou povazovany za zdravotné vyznamné
potravinové doplitky a v soucasné dobé se uplatiuji
i v pekarenstvi. Neobsahuji aditiva, barviva ¢i konzervacni
latky. Z nutricné prospésnych latek jsou v jecnych sladech
pfitomny zejména B-glukany, polyfenoly, vitamin B a E
a karotenoidy'.

Vitamin E a karotenoidy jsou latky syntetizované
vSemi vyS$8imi rostlinami a patii k nejdulezitéjSim ptirod-
nim antioxidantim. Dobfe zndmé a popsané jsou jejich
priznivé biologické ucinky, napf. schopnost lapat volné
kyslikové radikaly, pfevadét je na méné reaktivni nebo
nereaktivni formy a branit peroxidaci lipidickych fetézcti
v bunéénych membranach. Chrani tak rostliny pted oxida-
tivnim stresem. V lidském organismu piasobi proti starnuti
bungk, srde¢nim a cévnim chorobam a jsou prevenci vzni-
ku n&kterych druhi rakoviny®*. Karotenoidy jsou ptirodni
rostlinnd barviva ze skupiny tetraterpenoidil, nejcastéji
rozdélovana na karoteny (Cervend barviva, napt. a- a [-
karoten, nejvyznamnéjsi provitaminy A) a xantofyly (zluta
barviva, napt. lutein), které obsahuji v molekule kyslik.
Vitamin E se vyskytuje ve formé osmi isomert: o-, -, y-
a o-tokoferol (T) a a-, B-, y- a d-tokotrienol (T3). Jsou to
derivaty tokochromanolu s postrannim isoprenoidnim fyty-
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lovym hydrofobnim fetézcem. VSechny isomery vykazuji
biologickou aktivitu, ktera zavisi na jejich struktufe a fy-
ziologickych faktorech®. Ergosterol patfi mezi hlavni ste-
roly produkované nizSimi i vys$imi houbami. Je provita-
minem D,, ptisobenim ultrafialového zafeni prechazi na
vitamin D,, ktery se méni v jatrech na aktivni vitamin D.
Je slozkou bunéénych membran hub, kde ma podobnou
funkci jako cholesterol v Zivoéisnych bunkach. Muze byt
pfitomen na vSech Urovnich potravniho fetézce, od krmiva
¢i suroviny az po finalni vyrobek. Ergosterol se nevyskytu-
je v bunkach rostlin nebo Zivocichi, proto je prakticky
mozné spojit jeho nalez s pritomnosti plisni ve zkouma-
ném vzorku’.

Vsechny uvedené latky jsou rozpustné v tucich, ter-
molabilni a svétlocitlivé. Jednou z nejCastéji vyuzivanych
metod pro jejich stanoveni je vysokoucinna kapalinova
chromatografie. V literatufe je popsana fada HPLC metod
v separaCnich systémech norméalnich nebo obracenych
(reverznich) fazi. Pro stanoveni ergosterolu, a-tokoferolu
a karotenoidd v systému reverznich fazi je nejcastéji vyu-
zivana nejbézné&jsi stacionarni faze (SP) na bazi silikagelu
s oktadecylovou modifikaci (C18) (napt. cit.”). Stacionar-
ni faze s modifikaci triakontyl (C30) silikagel byla ptivod-
né vyvinuta pro rozliSeni polohovych a geometrickych
isomerii karotenoidi® a pozd&ji se zadala pouzivat i pro
dalsi latky. VSech 8 isomerii vitaminu E je mozno bézné
rozd&lit v systému normalnich fazi’. Pro analyzy v systé-
mech reverznich f4zi se vétSinou pouZzivaji rlizné modifi-
kace kolon se stacionarni fazi C18, kde nelze za béznych
podminek v rozumném cCase rozdélit B- a y-isomer a je
tedy mozné stanovit pouze jejich sumu'®. Jako mobilni
faze se pouzivaji acetonitril, methanol nebo jejich smési
s nizkym obsahem vody. Rozdé€leni &tyt tokoferold
v reverznim systému bylo popsdno pouze na méné béz-
nych stacionarnich fazich. Pentafluorofenyl silikagel
(PFPS)"" s mobilni fazi methanol:H,O (92:8), oktadeka-
noyl polyvinyl alkohol (ODPVA)? smobilni fazi
ACN:H,0O (85:15) a SG-Cholesterolic'® s mobilni fazi
100 % methanolu rozdé€li analyty veluénim potadi
d-tokoferol, [-tokoferol, vy-tokoferol a a-tokoferol.
V piipadé stacionarni faze triakontyl silikagel (C30)" se
100 % methanolu a nejnovéji vyvinuté Sil-poly-(ODA-alt-
OMI)"* s mobilni fazi methanol:H,O (90:10) je eludni po-
fadi tokoferoli d-tokoferol, y-tokoferol, p-tokoferol
a a-tokoferol.

Cilem nasi prace bylo provést charakteristiku je¢ného
sladu z hlediska obsahu zdravotné vyznamnych latek, vita-
minu E a karotenoidid a ergosterolu jako markeru houbové
kontaminace. Stanoveni téchto latek zahrnovalo pfipravu a
zmydelnéni vzorku, extrakci tukového podilu organickym
rozpoustédlem a vlastni stanoveni kapalinovou chromato-
grafii v reverznim modu. K tomuto ucelu jsme vyvinuli
novou analytickou metodu. K separaci jsme pouzili kolonu
nejnovéjsi generace Ascentis” Express RP-amide' s pev-
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nym jadrem, vyrobenou novou technologii. Tato kolona
vykazuje vysokou separacni Gi¢innost a dochazi k vyrazné-
mu zkraceni analyzy bez vysokého zpétného tlaku. Podle
naseho nejlepsiho védomi nebyla separace tokoferoli
a tokotrienolll na této stacionarni fazi doposud popsana.

Experimentalni ¢ast
Vzorky

Pro sladovéni byla pouZita bezplucha odriida jemene
AF Lucius ze sklizné roku 2011. Byly sladovany vzorky
je¢mene o hmotnosti 500 g v laboratorni mikrosladovné ve
ttech opakovanich. Teplota vody a vzduchu v priubéhu
vzdudnych pifestavek i teplota kliceni byla v prvnim poku-
su 14°C, ve druhém pokusu 18 °C. Délka sladovani
(maceni a kliceni) v obou pokusech byla celkem 4, 5 a 6
dni. Hvozdéni probihalo na jednoliskovém, elektricky
vyhtivaném hvozd€ 1 x 22 hodin, pfi teploté predsouSeni
55 °C po dobu 12 hodin a pfi dotahovaci teploté 80 °C po
dobu 4 hodin.

Standardy, chemikalie a pfiprava roztoki

Ke stanoveni byly pouzity standardy o-tokoferolu
Cistoty > 96% (Sigma-Aldrich, Némecko), B-, y-, o-
tokoferolu (Cistota neuvedena, Calbiochem Chemicals,
USA), a-, y-, d-tokotrienolu (Cistoty > 75%, > 80 %, >
65 %), luteinu, Cistoty > 75% a P-karotenu, Cistoty > 97%,
ergosterolu Cistoty > 95 %, tetrahydrofuran , methyl-terc-
butyl ether (MTBE), acetonitril a methanol pro HPLC (v§e
Sigma-Aldrich, Némecko), dale nedenaturovany ethanol
Cistoty 99,8 %, bezvody siran sodny Cistoty > 99 %, stabi-
lizovany diethylether Cistoty >99 %, kyselina askorbova
p. a., hydroxid draselny p. a. (vie Lach-Ner, Ceské repub-
lika) a dusik &istoty 5,5 ECD (Siad, Ceska republika).
Standardy tokoferolit byly rozpustény v methanolu o pfi-
blizné koncentraci 100 pg ml™ a jejich presna koncentrace
byla stanovena spektrofotometricky dle CSN 12822
(cit."”). Standardy a-, y- a 8-tokotrienold byly rozpustény
v methanolu o presnych koncentracich 1,25-4,0 mg ml .
Z uvedenych roztokd byl pfipraven zasobni roztok smés-
ného standardu, ze kterého byla postupnym fedénim pfi-
pravena pétibodova kalibracni kiivka. Standard luteinu byl
rozpuitén ve smési MTBE a methanolu (250 ugml™),
standard B-karotenu v tetrahydrofuranu (300 pg ml™),
standard ergosterolu v methanolu (500 ug ml™"). P&tibodo-
vé kalibracni kiivky byly pfipraveny postupnym fedénim
zasobnich roztokl. Koncentrace jednotlivych latek byly
voleny tak, aby odpovidaly pfedpokladanym koncentracim
ve vzorcich sladu. Rozsahy koncentraci pro kalibraci
vpgml™' byly nasledujici: a-tokoferol 0,72-28,69,
B-tokoferol 0,05-1,75, y-tokoferol 0,18-7,24, 3-tokoferol
0,02-0,94, a-tokotrienol 1,5-90, y-tokotrienol 0, 25-15,
d-tokotrienol 0,125-7,5, lutein 0,5-10,0, B-karoten 0,03-6,0,
ergosterol 2,0-40,0 pg ml™".
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Ptiprava vzork

Vzorek sladu byl homogenizovan na sladovém mlyn-
ku. Ke 2 g vzorku bylo pfiddano 50 ml ethanolu a 100 mg
kyseliny askorbové. Po 10 min bylo pfidano 10 ml 50%
vodného roztoku KOH, vzorek byl vyfoukdn dusikem
z tlakové lahve, zazatkovan a ponechén v inertni atmosféte
pri laboratorni teploté ve tmé po dobu 24 hodin.

Zmydelnéné vzorky byly poté extrahovany do 2x50
ml diethyletheru. Spojené etherové extrakty byly promyty
deionizovanou vodou, po oddé€leni vodné faze byly vysu-
Seny prefiltrovanim pies vrstvu bezvodého siranu sodného
a zbytek rozpoustédla byl odpafen na rotacéni vakuové
odparce. Odparky byly rozpustény ve 2x2 ml methanolu
a po prefiltrovani pfes 0,2um nylonovy filtr byly ptimo
analyzovany. Kazdy vzorek byl pfipravovan dvakrat.

Ptistroje a chromatograficka analyza

Chromatografické analyzy byly provedeny na pfistroji
HPLC Ultimate 3000 (Dionex, USA). Systém je vybaven
kvartérnim gradientovym cerpadlem s integrovanym vaku-
ovym odplynovacem, automatickym davkovaem vzorki
s nastiikovym blokem Rheodyne, programovatelnym ter-
mostatem kolon a dvéma programovatelnymi detektory,
detektorem s diodovym polem a za nim pfipojenym Ctyi-
kanélovym fluorescen¢nim detektorem. Ke sbéru a vyhod-
noceni dat byl pouzit program Chromeleon. Analyzy byly
provedeny na kolon& Ascentis® Express RP-Amide
(150 x 3 mm s velikosti ¢astic 2,7 um), mobilni fazi byl
100% acetonitril pii priitoku 0,75 ml min'. Teplota kolony
byla 30°C, objem nastiiku 5pl. Pro ergosterol
a karotenoidy byl pouZit detektor diodového pole pfi
282 nm, resp. 450 nm a pro tokoferoly a tokotrienoly flu-
orescen¢ni detektor s excitacni a emisni vinovou délkou
290 nm a 330 nm.

Vysledky a diskuse
Chromatografické stanoveni

Jednotlivé isomery vitaminu E jsou v tradi¢nim systé-
mu s oktadecylovou stacionarni fazi a mobilni fazi aceto-
nitril (methanol) separovany v poradi, v jakém roste jejich
hydrofobicita. Elu¢ni poradi je nasledujici: d-tokotrienol, B-
+ y-tokotrienol, a-tokotrienol, d-tokoferol, B- + y-tokoferol
a o-tokoferol. Skupina méné hydrofobnich nenasycenych
tokotrienold je tak separovana pied nasycenymi tokofe-
roly'®. Tato skute¢nost byla popséna i pro systémy se staci-
onarni fazi ODPVA a s mobilni fazi ACN:H,O 70:30, kde
elucni pofadi analytil bylo d-, B-, y- a a-tokotrienol a &-, -,
v- a a-tokoferol'®, a triakontyl silikagel s mobilni fazi
100% methanolu, kde je elu¢ni pofadi analytd 8-, v-, B-
a a-tokotrienol a 8-, y-, B- a a-tokoferol'”.

Eluéni pofadi jednotlivych isomert vitaminu E v na-
Sich experimentalnich podminkach se stacionarni fazi RP-
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amide a mobilni fazi 100% acetonitrilu bylo nasledujici:
a-tokotrienol, d-tokotrienol, B-tokotrienol a y-tokotrienol
a o-tokoferol, &-tokoferol, p-tokoferol a 7y-tokoferol
(obr. 1). Potadi piku je tedy odlisné od vSech dosud popsa-
nych separaci v systému reverznich fazi, kdy byly rozd¢le-
ny 4, resp. viech 8 isomerd vitaminu E (cit.""">'®1%). Pik
B-tokotrienolu (standard nebyl k dispozici) byl identifiko-
van na zakladé jeho ptitomnosti ve vzorku je¢ného sladu
(obr. 1, 2). Tokotrienoly za uvedenych experimentélnich
podminek neslo rozdé€lit az na zakladni linii. Byly zkouse-
ny binarni (acetonitril/methanol, acetonitril/voda) i ternar-
ni (acetonitril/methanol/voda, acetonitril/methanol/dichlor-
methan) mobilni faze. Obecné pridani i malého procenta
jiného rozpoustédla do mobilni faze zpisobilo zvySeni
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reten¢niho Casu o-isomertl a jejich splyvani s piky ostat-
nich tokoferolti (tokotrienold), separace se tedy podstatné
zhorsila. Jako optimalni mobilni faze byl nakonec pone-
chan 100% acetonitril. Dale byl testovan vliv teploty kolo-
ny. Separace byla zkouSena pfi teplotach kolony 25, 30, 35
a 40 °C. Nejlepsiho rozliseni d- a B-isomert bylo dosazeno
pri teploté 25 °C, velmi dobré separace bylo dosazeno i pfi
30 °C a tato teplota byla z diivodu prace v neklimatizované
laboratofi vybrana jako optimalni pro analyzu vzorki.
Postupné zvySovani teploty kolony sice snizovalo zpétny
tlak a zkracovalo dobu analyzy, ale rovnéz zptsobilo zhor-
Seni rozliSeni 6- a B-isomeri vitaminu E.

Kolona Ascentis® Express RP-Amide rozd&li ve
100% acetonitrilu bézné karotenoidy v pofadi asthaxantin,
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Obr. 1. Chromatogram vitaminu E. Standard o-, 8-, y-T3 a -, 8-, B- y- T (Sedy chromatogram) a realny vzorek je¢ného sladu (Cerny
chromatogram). Ascentis® Express RP-Amide, 100% ACN, 0,750 ml min ", fluorimetricka detekce, excitaéni vlnova délka 290, emisni
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Obr. 2. Chromatogram vitaminu E. Standard o-, -, y-T3 (Sedy chromatogram) a realny vzorek je¢ného sladu (Cerny chromatogram).
Ascentis® Express RP-Amide, 100% ACN, 0,750 ml min 1, fluorimetricka detekce
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Obr. 3. Chromatogram realného vzorku je¢ného sladu. Ascentis® Express RP-Amide, 100% ACN, 0,750 ml min ', detekce diodo-

vym polem, 450 nm — karotenoidy
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Obr. 4. Chromatogram realného vzorku je¢ného sladu. Ascentis® Express RP-Amide, 100% ACN, 0,750 ml min ! detekce diodo-

vym polem, 282 nm — ergosterol

lutein, zeaxanthin, lycopen, o-karoten a B-karoten®®. Ve
vzorcich sladu byly identifikovany karotenoidy lutein
a B-karoten, coz odpovida nasim predchozim vysledkam?',
a také ergosterol (obr. 3, 4).

Kvalitativné byly porovnany retencni ¢asy a spektra
latek ve vzorcich s certifikovanymi standardy, kvantifiko-
vany byly metodou externich standardt s vyuzitim kalib-
racnich kiivek. Obsah B-tokotrienolu byl uréen s vyuzitim
standardu y-tokotrienolu. Aktivita vitaminu E byla potom
vyjadiena v mg a-tokoferol-ekvivalentu, coz ptedstavuje
soucet obsahu jednotlivych isomerti se zohlednénim jejich
biologické aktivity. Podle autort McLaughlina a Weihrau-
cha” jsou pro a-tokoferol, B-tokoferol, y-tokoferol,
d-tokoferol, o-tokotrienol, B-tokotrienol a ty-tokotrienol
piitazeny biologické aktivity 1,0; 0,4; 0,1; 0,01; 0,3; 0,05;
0,01.
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Vytéznost metody byla zjiStena metodou piidavku
externich standardt. Ke vzorku sladu o zndmé koncentraci
sledovanych latek bylo pfiddno zndmé mnoZzstvi standardi
v koncentraci pfiblizné 3x vyssi, nez byla znama koncen-
trace sledovanych latek v daném vzorku. Stanoveni bylo
provedeno tiikrat. Standardy byly pfidany pred zmydelné-
nim vzorkl, aby postihovaly cely extrakéni krok. Mez
detekce a mez stanovitelnosti byly vyjadfeny jako trojna-
sobek, resp. desetindsobek Sumu zakladni linie. Parametry
metody jsou shrnuty vtab.l. Pfesnost metody
(opakovatelnost) byla vyjadfena jako hodnota relativni
smérodatné odchylky z péti stanoveni t¢hoz vzorku usku-
te¢nénych v jednom dni. Z tabulky je ziejmé, ze hodnota
RSD byla maximalné 6,53 %.



Chem. Listy 108, 961-966 (2014)

Tabulka I

Parametry metody. Jednotlivé isomery vitaminu E jsou
uvadény v elucnim potradi (100% ACN). T — tokoferoly,
T3 — tokotrienoly

Isomer LOD LOQ VytéZznost RSD
[mg kg '] [%] [%]
o-T3 0,027 0,090 82,3 5,45
5-T3 0,008 0,025 98,3 6,53
B-T3 4,47
v -T3 0,011 0,037 94,1 1,35
o-T 0,038 0,128 79,2 5,8
5-T 0,007 0,023 98,5 1,47
B-T 0,013 0,044 108,8 0,66
v-T 0,014 0,047 92,2 1,91
Lutein 0,045 0,151 114,4 4,03
[-caroten 0,077 0,259 88,9 3,62
Ergosterol 0,320 1,065 89,6 2,65

Analyza vzorki sladu

Metoda byla aplikovana na vzorky sladu vyrobeného
z jeCmene jarniho. VSechny vysledky jsou uvadény
vmg kg sudiny” a jsou shrnuty v tab. II. Z vysledkd je
patrné, ze jak teplota, tak délka sladovani maji jen velmi
maly vliv na obsah vitaminu E, jehoz aktivita byla
v priméru vyssi pii teploté 18 °C. Obsahy jednotlivych
isomerd jsou s vyjimkou d-tokoferolu ve sladu nepatrné
vyssi, nez byly hodnoty vjeCmeni dané odrady
v predchozich letech®. Obsah luteinu a B-karotenu byl
pozitivné ovlivnén jak teplotou, tak i délkou sladovani.
Obsah P-karotenu se s teplotou i délkou sladovani zvySo-
val, obsah luteinu se pii teploté 14 °C nepatrné snizil, pfi

Tabulka II
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teploté 18 °C se rovnéz zvysoval. Celkove byl obsah karo-
tenoid@i nizsi, neZ uvadi literatura®!, kde $lo oviem o slad
vyrobeny z pluchatych odrid je¢mene. Vyhodou bezplu-
chych odrud jeCmene je, Ze pti vyrobé sladové mouky je
zrno zuzitkovano bez vétsich technologickych uprav prak-
ticky celé”. Pfi konzumaci celych obilek je také vyuzit
podstatné vyssi podil cennych latek, které jsou obsazeny
hlavné¢ v povrchovych vrstvach obilky. Obsah nutricné
cennych latek také zavisi kromé technologie sladovani na
konkrétni odriid¢ a zejména ro¢niku péstovani.

Obsah ergosterolu byl v priméru mirn¢ vyssi pii tep-
loté sladovani 18 °C, v jednotlivych vzorcich se s dobou
sladovani vyrazné neménil, zcehoz usuzujeme, zZe
v pribéhu sladovani nedoslo k vyraznému rozvoji plisiové
kontaminace. Literatura uvadi obsah ergosterolu ve sladu
v §irokém rozmezi 2,63-131,1 mg kg ' (cit.***"). Hodnoty,
které jsme stanovili, patfi spiSe k niz§im, coz pfisuzujeme
zpuisobu extrakce. Autoti ***’ provedli zmydelnéni vzorku
pri zvysené teploté a extrakci do hexanu, ktera je pro ergo-
sterol obvykle pouzivand. V tomto srovnani mohla byt
nase extrakce méné u¢inna.

Zaveér

Byla vyvinuta analytickd metoda pro spolecné stano-
veni vitaminu E, vybranych karotenoidii a ergosterolu
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. K vyhoddm
metody patii zejména jednoducha mobilni faze, relativné
kratky ¢as analyzy a rozdéleni vSech osmi isomert vitami-
nu E. Reverzni separacni systém se stacionarni fazi Ascen-
tis® Express RP-amide a mobilni fazi tvofenou &istym ace-
tonitrilem mutze byt alternativou k bézné pouzivanému
normélnimu syst¢ému HPLC. Metoda byla aplikovdna na
vzorky je¢ného sladu. Ten v soucasné dobé ziskava kromé
tradi¢niho vyuZiti v pivovarstvi i dalsi uplatnéni v podobé
potravinovych dopliiki. Upravou sladovacich podminek je
mozné obsah nutri€n€ cennych latek vyznamné ovlivnit,
coz bude predmétem naseho vyzkumu v dalsich letech.

Stanoveny obsah tokoferolt, tokotrienold, karotenoidl a ergosterolu ve sladu. Jednotlivé isomery vitaminu E jsou uvadény
v poradi, ve kterém eluuji z kolony. T — tokoferoly, T3 — tokotrienoly

Maceni a kli¢eni

Obsah ve sladu [mg kg ™' susiny]

celkem
teplota doba o-T3  o-T3 B-T3 y-T3 o-T 6T PB-T y-T  aktivita lutein P-karoten ergosterol
[°C] [dny] vit. E
14 4 19,16 0,56 3,88 3,73 6,52 0,14 040 1,49 12,81 1,60 0,30 7,96
5 17,80 0,52 3,88 3,70 6,07 0,11 038 1,33 11,93 1,59 0,51 8,05
6 19,54 0,54 4,12 428 6,83 0,08 041 147 13,26 1,58 0,80 8,11
Pramér 18,83 0,54 396 391 647 0,11 040 1,43 12,67 1,59 0,54 8,04
18 4 22,64 0,58 443 472 6,86 0,09 038 1,50 14,23 1,71 0,91 10,06
5 21,57 0,54 430 453 698 0,09 039 1,52 14,02 1,73 1,12 10,27
17,03 0,52 434 434 645 0,08 042 1,52 12,15 1,95 1,44 9,98
Pramér 20,41 0,55 436 453 6,76 0,09 040 1,51 13,47 1,80 1,16 10,10
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Vysledkiit bylo dosazeno v rdmci projektu NAZV
QI111B053 — Nové postupy pro vyuziti zemédélskych suro-
vin a produkci hlavnich druhii potravin zvySujici jejich
kvalitu, bezpecnost, konkurenceschopnost a vyzivovy bene-
fit spotrebiteli.
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K. BeneSova, I. Hartman, S. Bélakova, and
R. Mikulikova (Malting Institute, Brno): Characteristics
of Barley Malt by HPLC

A fast and sensitive HPLC for simultaneous determi-
nation of vitamin E, carotenoids and ergosterol was elabo-
rated. The method includes alkaline hydrolysis, extraction
with an organic solvent, chromatographic separation and
detection with a photodiode-array and fluorescence detec-
tor. The analytes were separated by HPLC using acetoni-
trile as a mobile phase. The method was validated and
applied to malt analysis.



