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ABSTRAKT

PredloZend bakatdka prace je zatbena na stanoveni obsahu ergosterolm@ni a ve
sladu. V teoretickécasti je zpracovan vyskyt ergosterolu vrjeeni a sladu, cile jeho
stanoveni, podrobnyiehled dive pouZitych zpsohi extrakce ze vzorkjecmene a sladu i
jinych biologickych materidil a metody stanoveni. Praktickast je ¥novana optimalizaci
extrakce a stanoveni ergosterolu metodou vystikoé kapalinové chromatografie s
pouzitim detekce diodovym polem (HPLC — DAD).

ABSTRACT

Presented bachelor’s thesis is focused on detetioinaf ergosterol content in barley and
malt. In theoretical part the presence of ergosiarbarley and malt has been elaborated, the
purposes of its determination, detailed overviewm@viously applied methods of extraction
from samples of barley and malt as well as othelolgical materials and methods of
quantification. Practical part is focused on opzimg of extraction and determination of
ergosterol by high performance liquid chromatogsaplith diode array detection (HPLC —
DAD).
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1 UvoD

Ergosterol pedstavuje specificky membranovy lipid vySSich &tk hub a jako takovy je
vyznamnym indikatorem fffomnosti &€chto organism v riznych biologickych materialech.
Pokud se jedna o plodiny majici upkathv potravindském ptimyslu, mize mit zkoumani
piitomnosti ergosterolu a stanovovani jeho mnozstelkyw vyznam pi zjiStovani
kontaminace &chto materidl nékterymi druhy neZzadoucich hub, které mohou mit vias
lidské zdravi, technologii zpracovani v potravsi@em pamyslu, zgisoby skladovani nebo
nagiklad @i hodnoceni nachylnosti pouzivané rostlinnéadgr k napadeni nezadoucimi
mikroorganismy. Hmy vliv na lidské zdravi mohou mit toxické latkgoplukované ékterymi
druhy €chto hub zvané mykotoxiny. Je tedy nezbytné oniexitaminaci potravin houbami,
které produkuji mykotoxiny, na minimum. Pokud jdepivovarsky pémysl, zkouma se
mozny vliv napadeniémito organismy v souvislosti s tzv. gushingem, @hezadouci jev
ozna&ovany jako spontannii@pinovani piva pi oteweni lahve. | zde by tedy stanoveni
ergosterolu jako indikatoru napadegito organismy mohlo najit své praktické vyuzitatd
problematika je vSak pa¥mé slozita a tebaze se ma za to, Ze jednou z moznyigtinp
gushingu je fitomnost mykotoxif, konkrétni latky zpsobujici tento jev zatim nebyly
nalezeny.

Extrakce ergosterolu ziznych druli zkoumaného biologického materiédlu je pond
slozity proces a viznych studiich zabyvajicich se timto tématem je méowalézt Siroky
vybér metod, od &ch mérk nérainych, vyuZivajicich zejména laboratorni vybavedi,pa
velmi sofistikované metody. Ve své praci jsem skusd prinést uceleny pohled na metody,
které byly pouZzity pro extrakci ergosterolu Zrjeene a sladu i ty metody, které by bylo
mozné pro tyto plodiny pouZzit.

Stanoveni a kvantifikace ergosterolu se v ¢asnosti provadi pouZzitim ékterych
chromatografickych metod: chromatografie na tenkétw, plynové a kapalinové
chromatografie s detekci hmotnostnim spektromet@nkapalinové chromatografie se
spektrofotometrickou detekci.



2 TEORETICKA CAST

2.1. Vlastnosti ergosterolu

Identifikace:
. Systematicky nazev: (22E)-Ergosta-5,7,22-trien-Slwét
. Strukturni vzorec:

HO
Obr. ¢. 1: Strukturni vzorec ergosterolu

. Molekulovy vzorec: GgH40

. Molekulova hmotnost: 396.65

. Registr&ni ¢islo CAS: 57-87-4

Fyzikalnéichemické vlastnosti:

. Bod tani: 156-158 °C

. Bod varu: 250 °C

. Rozpustnost ve vaéd PRAKTICKY NEROZPUSTNY
Bezpe&nostni informace:

. Hazard Symbol: T+
. R wty: R28
. S Wty: S28,536/37,545

Ergostrol ((22E)-ergosta-5,7, 22-trief-8l) je bila krystalicka latka, za normalnich
podminek stabilni, p#&ti do skupiny fytosterél Je biologickym prekursorem
(provitaminem) vitaminu P Pisobenim ultrafialového ¥@ni se mini na viosterol, ktery je
dale gemenén na ergokalciferol, ktery se dale v jatrecénima aktivni vitamin D. Vitamin D
ma vliv na metabolismus vapniku a ve velkych dakk@e toxicky. Naopak nedostatek
vitaminu D zapicinuje poruchy v metabolismu vapniku a fosforu, coZz maanasledek
meknuti a Kiveni kosti — Kivici [1].

2.1.1. Vyskyt ergosterolu

Ergosterol je hlavnim sterolem produkovanym mnotdoy nizSich i vysSich hub a jedna
se o specificky membranovy lipidchto hub. Jde néiklad o rodyFusarium Alternaria,



Cladosporium Mucor, Penicilium Rhizopus Aspergillus Penicillum a Paecilomyces
Mnoho z &chto hub niZe byt izolovano ze zrn nebo jiny@asti obilnin. Zatimco &které
houby tvdi ptirozenou mikrofléru zrn, jiné mohou &gobit plesni¢ni a kontaminaci zrn
toxiny. Toto je spojeno s produkci mykotokilbchem fstu a skladovani sklizn a

s Skodlivymi &inky u lidi i zvirat. Koncentrace éthto toximi c¢asto velmi vyrazé
koresponduji s obsahem ergosterolu v kontaminovasi@in[2]. Vyskyt ergosterolu v jinych
organismech je velmi omezeny, pouzecktarych bakteriich a kvasinkach byly nalezeny
zanedbatelné koncentrace ergosterolu v susibiky tomuto specifickému vyskytu je
ergosterol¢asto pouzivan jako indikator zaplésih zkoumaného vzorku,tfauz se jedna
nagiklad o obilné zrno nebo jiny rostlinny material {3.

2.2. Vyskyt ergosterolu v je&meni a sladu

Existuje ponérné mnoho studii, které se zabyvaji stanovenim ergalst® nmiznych typech
biologického materialu ifimo v j&meni a ve sladu. Hlavnim cilem «t$iny €chto praci je
posouzeni vztahu mezi obsahem ergosterolu ve vzdaného biologického materialu a
kontaminaci tohoto materialu plisni, piipadé mykotoxiny produkovanymi émito
plisrémi, a tedy snaha o vyt¥eni ponérné¢ jednoduché metody, jak ziskat informace o
zaplisgni daného materidlu apobem, ktery je meén ¢aso¥ narany, nez klasicky
mikrobiologicky zpisob kultivace mikroorganisim Tyto informace mohou byt velice cenné
z hlediska posouzeni kvality produktostlinné vyroby i z hlediska technologie bi&tad (i
uskladiovani €chto produki.

Gawrysiak-Witulska a kol. (2008) [3], z{idvali vztah mezi obsahem ergosterolu a
kontaminaci plistmi u sladovnického jenene uskladmého v silu. Mira zapligmi byla
stanovovana mikrobiologickou analyzou a ergosténdlizolovan mikrovinnou extrakci a
stanovovan na kapalinovém chromatografu. Z vysidééhto meéteni bylo zjiSéno, Ze obsah
ergosterolu pozitivé koreluje s mirou zapligni — korel&ni faktor ¢inil 0,92. Touto studii
bylo také dokazano, Ze analyzovany typ sladovnickémene byl I1épe chrén vici tzv.
skladovym plisnim (nap rody Aspergillusa Penicillium) a mykotoxiny, které mohowmito
plisreémi produkovany (zejména ochratoxiny). Ze studiekvdarove vyplyva, Ze je ieba
jisté opatrnosti p interpretaci vysledk obsahu ergosterolu v souvislosti s mirou kontangna
plisrimi a neni mozné brat obsah ergosterolu jako absotiru zapliséni, protoZze obsah
ergosterolu zavisi také na mezidruhovych rozdilstdi, kultury, stupni vyvoje (istova faze,
tvorbe hyf nebo sporulace) a podminkadistu.

DalSi studii Olssona a kol. (2000) [5], zabyvagei vztahem mezi kontaminaci pHeri
raiznych druli, obsahem mykotoxin produkovanych &mito druhy, obsahem vody ve
vzorcich a obsahem ergosterolu &neni, byla zji&na silna korelace mezi obsahem
ergosterolu ve vzorcich, hodnotami mnozstvi OckwatoA (OTA), celkovym pétem plisni
i pocty jednotlivych druli plisni stejré tak jako s obsahem vody ve vzorcich. Bylo jist
Ze zatimco obsahy ergosterolu a OTA spolu vzagerkoreluji, obsahy ergosterolu a
deoxynivalenolu (DON, mykotoxin produkovany plem rodu Fusarium nikoliv. Nékteré
starSi studie sice ukazuji souvislost mezi obsabrgosterolu, DON a stupm kontaminace
plisifmi rodu Fusarium avSak vdchto gipadech byly analyzované vzorky &
naa:kovany (Perkowski a kol. (1995) [6], Boley and Miil(1986) [7]). Vysledky této studie
tedy ukazuji na to, Ze co segypirozert kontaminovaného materialu, je nalezena korelace
mezi obsahem ergosterolu a OTA a naopak nizkaaweahezi obsahem ergosterolu a DON



zpisobena faktem, Ze plisprodukujici OTA vice fispivaji k obsahu ergosterolu, nez péisn
produkujici DON [5].

K podobnému zavru, co se tye obsahu ergosterolu a jeho vztahu k DON, iddami i
studie Jezkové a kol. (2009) [8], zabyvajici se&zami obsahu ergosterolu a DON vrjeeni
a sladu v pibéhu procesu sladovani. Analyzovano bylo dvacet Mzgekmene a z §
piipraveného sladu. Obsah ergosterolu po sladovémigjee vzrostl u 95 % vzaik Vysledky
byly statisticky analyzovany a bylo zg#ipo, Ze proces sladovani ma vyrazny efekt na
koncentraci ergosterolu. Oproti tomu efekt na obdabxynivalenolu nebylo mozné po
statistické analyze vysledkpotvrdit. Stejg tak nebyl zji&n primy vztah mezi obsahem
ergosterolu a deoxynivalenolu. Koeficienty linedorelace byly velmi nizké (jenen 0,02 a
slad 0,01). V firozere zaplisgnych vzorcich tedy neiize byt obsah ergosterolu povazovan
za indikator kontaminace deoxynivalenolem [9].

2.3. Obsah ergosterolu a gushing

Jednou z moznosti aplikace metod stanoveni erghstea to konkrété v pivovarském
praimyslu, je uplaténi ve sledovani takzvaného gushingu, neboli sanmnébal gepsnovani
piva. Je to porrné komplexni problém, ktery fiZe souviset s latkami obsazenymi
v pivovarskych surovinach i s technologickym postuapvyroby piva. Obeenje ale gushing
davan do souvislosti s mykotoxinykimy vliv konkrétni latky nebo skupiny latek vSakoge
zatim zjisen.

Studie Jedtikové a kol. (2008) [10] zkoumalafimou souvislost mezi gushingem a
obsahem ergosterolu jaeni ze skliza 2004 a z & vyrobeném sladu a dosla k zéw, Ze
obsah ergosterolu a gushing spalimm nesouvisi.

NejcasgjSim druhem plisni, ktery napad&neen a slad, jsou pligmrodu Fusarium tedy
plisné produkujicich DON. Proto byla snaha o st pfipadné souvislosti prévmezi
gushingem a kontaminaci pl&ni rodu Fusarium a obsahem DON. Ve studii
Schwarze a kol. z roku 1995 [11], zabyvajici sevpné&ztahem mezi zanienim j&mene a
sladu plisimi rodu Fusarium a potencialem ke gushingu a zambedsahem ergosterolu,
bylo zjiS€no, Ze kontaminace metabolity plisni, ergosteraletvo DON, je moZzné povazovat
za dobry indikator gushingu, protoZze hodnoty DOe&meni a sladu a hodnoty obsahu
ergosterolu v jemeni vyrazi korelovaly s hodnotami pozorovaného gushingu. €oaopak
neprokazalo, byl vztah mezi gushingem a staprzaplisgni. Tim padem by se dalo
piedpokladat, Ze kontrola mykotoxina ergosterolu v jf@meni a sladu iive slouzit
k vylou¢eni mnoha vzork u kterych nize v praxi dochazet s problémy s gushingem.
Nekteré jiné studie vSakifmou souvislost mezi DON a gushingem neprokazadktd tomu
bylo nagiklad v pipact studie Sarlinové a kol. (2005) [12], ktera zab@vsabuvislosti mezi
gushingem a ifitomnosti pligovych hydrofobird, malych proteifi produkovanych émito
mikroorganismy, a zaroviezkoumala i obsah DON. Co se naopak prokazalo, sxylavislost
mezi @itomnosti plisni a gushingem.

Jak je patrné, tento problém je velmi slozity ainéd co Ize s jistotou prokazat, je
souvislost mezi gushingem a samotnou kontaminasi¥phi. Dale mize zélezet mimo jiné
na samotném experimentu, tigad co se e pouZiti pirozere kontaminovanych vzortka
vzorka naakovanych pislusnou plisni, ale také na samotné interpretgaledki. Co se tye
sledovani obsahu ergosterolu v souvislosti s ggenm je teba byt v interpretaci vysledk
stejré opatrny, jako fi posuzovani stugnzaplisgni zkoumaného materialu a brat v Gvahu,
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Ze obsah ergosterolu v kontaminovanych plodinactiszéaké na mezidruhovych rozdilech
kontaminujicich plisni, jejich stda dalSich faktorech. Pokud tedy neexistujenp Uungra
mezi mnozstvim ergosterolu a mnoZzstvim DONredpokladdme-li, Ze samotny ergosterol
piimou souvislost s gushingem nema, neni mozné nedéxislost mezi obsahem ergosrolu a
gushingem a je nutné brat obsah ergosterolu pakoedikaz zaplis#éni daného materialu a
tedy gedpoklad vzniku gushingu u piva vyrobeného z takmgéroviny.

2.4. Extrakce

NejpouzivajSi metody na izolaci ergosterolu iznych biologickych matric vychazeji
z metody popsané ve studii Seitze a kol. (1977)].[Z&ahrnuje extrakci methanolem,
alkalickou saponifikaci a extrakci organickym rompgdlem nemisitelnym s vodou (nap
pentanem, hexanem nebo petroletherem). DalSi mtZzexisakce ergosterolu je nidklad
extrakce na tuhou fazi, mikrovinna extrakce, exteakrychlenym tokem (PLE, pressurised
liquid extraction), pipadré rizné modifikace a kombinacéchto metod. Metody popsané
nize jsou vhodné zejména pro nasledné stanovervgdwpalinové chromatografie. Postupy
extrakce pi nasledném stanoveni plynovou chromatografii nebmmatografii na tenké
vrstw vychazeji také zthto metod, ale dochazi zde Kitym zménam, které jsou popsané
piimo u jednotlivych kvantifikénich technik.

2.4.1. Klasickd metoda podle Seitze a kol.

Modifikace postupu Seitze a kol. [13] se dasEji objevuji ve starSich experimentech, ale
s usgchem se pouzivaji dodnes. Vyhodou je menSi ekod@mér@nost i ponérné snadny
postup. Na druhou stranu je ale tato metoda veéhsd¥ nara@na. Metoda byla jvodns
vyvinuta pro izolaci ergosterolu ze z¢moku, ale s drobnymi Gpravami je mozné ji pouzit k
analyze por&rné Siroky vyler biologického materialu,éetre jecmene a sladu.

2.4.1.1. Priprava materialu

Tato metoda, i jeji dalSi podoby, je vhodna prolaep ergosterolu ztznych tym
biologického materialu,tauz se jedna o analyzuigh rozkladajiciho se rostlinného materialu,
rostlinnych pletiv, krmiva, ovocnychtdv, ryze, ludinin, chmelu a samégjme i riznych
druhi obili. Co se tye pra¥ obili a konkrétd jeémene a jgmenného sladu, je v zasad
mozné pouzit dv varianty. B’ pracovat pimo se zrny nebo s rozemletyméngenem,
popipad: sladem.

24.1.2. Extrakce ergosterolu ze vzorku

Extrakce ergosterolu ze vzorku methanolem, jak gpspna ve starSich studiichjize
probihat iznymi zpisoby: rozmixovani zrn s methanolem v mixéru a rmdeodstedEni na
centrifuze a odéleni vrchni vrstvy [13, 14],ifima extrakce v methanolu [15] (zde se jedna o
extrakci ergosterolu z chmelovych pelet réeeych ve iteci misce), extrakce v methanolu v
ultrazvukové lazni [16] (jedna se o analyzidpale je mozné pouZit i pro rozemleta obilna
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zrna a podobh upravené vzorky), fijpadré extrakce Bhem zahivani pod zptnym
chladiem.

2.4.1.3. Alkalicka saponifikace

Saponifikace, tedy alkalickd hydrolyza, je efekiiyorocedura k uvokni neutralnich
lipida, zejména triglyceritl, z biologické matrice. Dochazi k hydrolyze estgabvvazeb a
uvolréni mastnych kyselin z glycerolu nebo glycérid fosfolipidi a z esterifikovanych
steroh a karotenoid [15].

Extrakt je zfiltrovan a po idani hydroxidu draselného [17] nebo é&in hydroxidu
draselného s ethanolem [13, 14, 16] ipadn pod zptnym chladéem. DalSi moznosti je
.Studend” saponifikace methanolického extraktu fidgvkem hydroxidu draselného,
probihajici pes noc (nebo cca. 12 hodin) [15].

2.4.1.4. Extrakce rozpougtllem

Po saponifikaci nasleduje extrakce organickym razgdlem, nemisitelnym s vodou.
Pred extrakci je mozné j&Sdo snési pridat destilovanou vodu, je to proto, aby se dv
nemisitelné faze od sebe sn&dnoddelily. Pro samotnou extrakci se jako vhodna
rozpoustdla pouZzivaji nap n-hexan [17, 16] , petrolether [13, 14, 16] n@lentan. Si&s je
n¢kolikrat (ve &tSine pripadi tiikrat) vytrepana do fislusSného organického rozpotdib a
po rozaleni nemisitelnych slozek je vrchni vrstva tohaippoustdla odebrana. Po odebrani
vSech frakci je rozpouXtlo na roténi odparce [15, 16] nebo pod mirnym proudem dusiku
[13, 14, 17] odp&eno do sucha a odparek je znovu rozpuste vhodném rozpoustle, nap.
cyklohexanu [17], methanolu [15, 16] nebo jiném.

2.4.1.5. Promyvani v kolo#

MozZnosti, jak oddit z extraktu ruSiveé latky, které by mohly rusiasoveni, je promyti na
SPE kolo® , jak je popsano v praci Abramsona a Smitha (2004]) Odparek po extrakci je
rozpusén v cyklohexanu a nasinut do kolony se silikagelem a je promyvan dai&iméma
dily cyklohexanu. Poté je kolona promyta tetraamiethanem a odsata dosucha. Ergosterol je
eluovan acetonem a eluat je naskedrysuSen v atmosfé dusiku a znovu rozpuést
v pyridinu. Po acetylaci anhydridem kyseliny o&avdalSim vysuSeni v atmasélusiku je
vysledny extrakt rozpu&t v acetonitrilu [17].

2.4.2. Modifikace klasické metody podle Vargové a kol.

Tato metoda vychazi také aywdniho postupu pouzitého Seitzem a kol. [13], ovSe
s jednim zasadnim rozdilem. Proces extrakce emgstee vzorku a alkalické saponifikace je
spojen do jednoho kroku. Vyhodou je zejména meiasSiova narénost, nez u jvodni
metody. Co se tie vykznosti, jsou vysledky obou metod podétkvalitni a zaleZi fedevsSim
na materialu ve kterém je ergosterol stanovovan.
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2.4.2.1. Priprava materiélu

Stejre jako u klasické metody, je touto metodou mozndowat ergosterol z velkého
mnoZstvi biologickych matric. Co secyizolace z jgmene a sladu, pouziva se rozemletych
jeénych i sladovych zrn.

2.4.2.2. Extrakce ergosterolu ze vzorku a alkalicka sapkade

Extrakce ze vzorku a saponifikace probiha zatodednou moznosti je zamani sngsi
vzorku a roztoku 10 % KOH v methanolu [4, 9, 18baentsi KOH/ethanol/methanol [19],
na vodni lazni (80 — 85°C).

2.4.2.3. Extrakce rozpougtllem

Po zchlazeni na laboratorni teplotu je stgpko v fedchozi meto#l pfidana voda, pro
snadrjSi ckleni a poté je vyepanaitkrat do hexanu [4, 9, 18] nebo do pentanu [19h P
nasledném odpani rozpousdla je odparek afi rozpusén ve vhodném rozpoutle:
methanol [19] nebo s&s methanol/toluen [4, 9, 18].

2.4.3. DalSi modifikace klasické extrakce podle Jambunathaa a kol.

DalSi metoda vychazejici Zpodni metody podle Seitze a kol. [13] je metoda
Jambunathana a kol. (1991) [18]. Narozdil dddghozi metody je extrakce ergosterolu ze
vzorku provadna samostatn (negastji v methanolu) a v nasledujicim kroku provadi
alkalicka saponifikace spojena zardseextrakci do rozpouitla.

2.4.3.1. Priprava materiélu

Viz. pitedchozi metody.

2.4.3.2. Extrakce ergosterolu ze vzorku

Smes vzorku a methanolu [10, 11, 20] fepana narépace, gipadre mizZze byt vystavena
pusobeni ultrazvuku v ultrazvukové lazni.

2.4.3.3. Saponifikace a extrakce rozpogdiem

V cistém extraktu je rozpudt hydroxid draselny a paigani destilované vody a n-hexanu
je snes temperovana na vodni lazni po dobu cca. 30 npifntéplot 55 — 65°C. Po ochlazeni
na laboratorni teplotu je odebrana vrchni vrstudardkce do n-hexanu je provedena celkem
tiikrat. Spojené frakce jsou poté odpay na vakuové odparce a odparek je znovu rozpust
v methanolu [10, 11, 20].
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2.4.4. Extrakce na tuhé fazi

Extrakce na tuhé fazi (SPE, solid phase extractiergalsi vhodnou metodou k extrakci
ergosterolu ziiznych biologickych material Poprvé byla pouZita v experimentu Gessnerem
a kol. (1995) [21] pro stanoveni ergosteroltevstvych a tlejicich listech. Déle byla pouzita
ke stanoveni ergosterolu v ryzi [22] a v pSeni@][a d& se tedyipdpokladat, Ze by bylo
mozné ji vyuZzit i v pipact jeémene a sladu. Metoda se skladaizaliicich kroki. Nejprve
dochéazi k extrakci lipidl a saponifikaci, poté je sfm okyselena a nakonec je provedena
samotna extrakce na SPE kaion

Jak bylo zjis&no, SPE extrakce iimasSi podob& uspokojivé vysledky jako klasicka
extrakce kapalina-kapalina (LLE, liquid-liquid ex¢tion). Tato metoda tedy ke byt
vhodnou alternativou ke klasickym metodam popsanyse.

24.4.1. Extrakce lipid: a saponifikace

Smes rozemletého vzorku a roztoku KOH v methanolu @¥izana pod zgtnym
chladicem po dobu cca. 30 min [22, 23].

2.4.4.2. Okyseleni

Extrakt je zchlazen na laboratorni teplotu je pHaupno na hodnotu 4 — 6 a &nje
ziedtna destilovanou vodou [22, 23].

2.4.43. Extrakce na tuhé fazi

SPE kolona je promyta methanolem a nasigghomyvacim roztokem, o stejném slozeni
jako okyseleny extrakt vzorku (roztok KOH v methknookyseleny kyselinou
chlorovodikovou. Vrchni vrstva extraktu je zavedeimakolony a je dale promyvana &sn
KOH s methanolem. Poté je ergosterol z kolony vymytsi KOH s isopropanolem do
vialky obsahujici sis KOH a methanol [22, 23].

2.4.5. Mikrovinna extrakce

Tato metoda byla poprvé pouzita Youngem (1995).[B4Ja vyvinuta a vyzkouSena na
hyfach hub, sporach, vysSich houbach, filtrovanedughu, unile kontaminované kukici,
obilném prachu atme [24]. V dalSich studiich vSak byla &§peé pouzita i pro analyzu
obsahu ergosterolu v obilninach [2] fipo v j&meni a sladu [3]. Vychazi tak&ste&ns
z metody pouzité Seitzem a kol. [13], stim rozadileze extrakce ergosterolu ze vzorku
methanolem a alkalickd saponifikace probiha spgler jednom kroku, a to za oavani
mikrovinami.

Také mikrovinna extrakce se ukazala byt velice wfak metodou izolace ergosterolu
z nizného biologického materialu a to i ve srovnaniasikkou metodou. Vyhodou je jest
mensSicasova narénost, nez u modifikovanych metod klasické extragodle Seitze a kol
[13] a spateba mensiho mnoZstvi analyzovaného materiélu [24].
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2.4.5.1. Extrakce ergosterolu ze vzorku a alkalicka sapkade

Vzorek je v kultiv&gni zkumavce smichan s methanolem a poté je Ksigoidan vodny
roztok chloridu sodného a zkumavka je peuzavena. Kultiv&ni zkumavka je umisha do
plastové lahve a ta je &ppevré uzawena. Plastova lahev je poté uraist do stedu &zné
doméci mikrovinné trouby. Vzorek je poté vystavemarovani mikrovinami po dobu
35 — 45 sekundipvykonu 400 — 750 W [2, 3, 24].

2.4.5.2. Extrakce rozpougtllem

Po vyjmuti z mikrovinné trouby je kulti¢ai zkumavka zchlazena na teplotu labaiata
smés uvnit je neutralizovana vodnym roztokem kyseliny chladikové a poté extrahovana
tiikrat pentanem (vSe probiha v kulttvé zkumavce). Spojené pentanové frakce jsou poté
odpdeny dosucha a odparek je znovu rozgu$tprislusném mnozstvi methanolu [2, 3, 24].

2.4.6. Superkritick& fluidni extrakce

Nova technika pro superkritickou fluidni extrak@HRE, supercritical fluid extraction)
ergosterolu superkritickym oxidem ukitym byla vyvinuta a vyzkouSena na vzorcich mouky,
plesnivého chleba a hub Youngem a Gamesem (198§) [2

Superkritické kapaliny mohou byt definovany jakouskniny, které jsou ve stavu nad
jejich kritickym tlakem (Pc) a nad jejich kritickoieplotou (Tc). Mohou pronikat pevnymi
latkami, jako plyny a rozpouftjiné latky, jako kapaliny. Superkritické kapalipgou vhodné
jako nahrada za organicka rozpa@d& v celé radk pramyslovych i laboratornich
postup [26].

ProtozZe rozpustnost ergosterolu v superkritickémdwxhlicitém zavisi na jeho hustytje
mozné, na zakladzmeny hustoty, dosahnout rozp&st ergosterolu. Jelikoz u této metody
vzorek neprochazi saponifikaci, je mozné takto astamat pouze volny ergosterol. Ke
kvantifikaci se pouziva superkritickd fluidni chratografie (SFE, supercritical fluid
chromatography), kde jako mobilni faze vystupujpdtaa v superkritickém stavu [25].

SFE s naslednou kvantifikaci SFC je velmi rychloefektivni metodou stanoveni volného
ergosterolu, ktera je pouzitelna fippouziti menSich mnoZzstvi analyzovaného vzorku.
Nevyhodou metody je, Ze neposkytuje Udaje o vazasréasterolu a také jeji z&raa finargni
nara:nost [25].

2.4.6.1. Extrakce

Vzorek v extrakni patrog z nerezové oceli je umét do SFE modulu a ergosterol je
extrahovan za nasledujicich podminek: teplota kstia komory, 40°C; extrakce je
provadna superkritickym oxidem ukiitym o husto 0,90 g/ml a tlaku 281 barpo dobu
11,4 minut pi pratoku 3,3 ml/min. Analyty z extraki kolony jsou zachycovany na
oktadecylsilylovou kolonu ip teplo# 40°C, kde dochazi k éévu na 50°C a postupnému
promyti 0,5, 1,0 a 1,5 ml methanolu. Tyt frakce jsou poté odpeny dosucha a znovu
rozpusény v dichlormethanu [25].
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2.5. Metody stanoveni ergosterolu

Pro kvantifikaci ergosterolu se pouzivdji thromatografické techniky. Nejvice roi&iié
je pouziti vysokotinné kapalinové chromatografie (HPLC, high-perfoneca liquid
chromatography) s detekci pomoci UV detektoru daligm polem (DAD, diode-array
detection), pipadreé s detekci hmotnostnim spektrometrem (MS, masdrgpeeter). Druhou
metodou, ktera je ovSem podstatméré vyuzivdna pro stanoveni ergosterolu, je plynova
chromatografie (GC, gas chromatography), kteréétakttomuto stanoveni vyuziva detekce
pomoci hmotnostniho spektrometruefi, ogt méré vyuzivanou metodou kvantifikace, je
chromatografie na tenké vrst¢TLC, thin layer chromatography).

2.5.1. Stanoveni pomoci plynové chromatografie (GC)

Stanoveni pomoci GC/MS, kterémiiegchazi pouze ,jednokrokova“ extrakce — ktera
zahrnuje saponifikaci ve sisi KOH/MeOH, po které nasleduje pouze jedna exta#to
organického rozpouidla nemisitelného s vodou (pentan/hexan) — s ndslederivatizaci
trimethylsilyl reagentem, se ukazalo byt velmi giivou, citlivou a rychlou metodou pro
analyzu obsahu ergosterolu ¥npeeni i vjiném materidlu. Jedna osoba je schopmdoti
zpisobem analyzovat az 40 — 80 vzodlenr [27, 28]. Nevyhodou metody e byt jeji
vySSi finani nar@nost.

2.5.1.1. GC — popis metody

Plynova chromatografie je analytickd segafametoda, kde jako mobilni faze vystupuje
plyn a jako stacionarni faze pevna latka (polyethglykoly (Carbovax),
polypropylenglykoly (Ucon), polyestery, silikonyplysiloxany aj), pipadré kapalina, ktera
je zakotvena hdi na nosii (u naphovych kolon) nebo na vititim povrchu kapilary (u
kapilarnich kolon). Vzorek musi byt v plynném staviebo se musiipvést do plynného
stavu za zvySené teploty (dostate tekavé latky) [29]. K dleni analyti dochazi na zaklad
jejich rizné afinity k sorbentu. &né analyty vykazujitznou distribuci mezi sorbentem a
eluentem nebo adsorpci na sorbentu. Rozdilné anmgtl rozdilg zadrzovany a rozdin
zpoafovany (retardovany) [30]. Aplikmi moznosti GC Ize roz$i derivatizaci, tj.
pievedenim stanovovanych latek na derivaty, které owji vySe uvedenym
podminkam [31].

25.1.2. GC - Instrumentace

e zdroj nosného plynu — nosny plyn slouZzi jako tramsp médium pro plynnou sig,
kterd je analyzovana a neinteraguje ani se stagiorfazi, ani s analyzovanym
vzorkem (nap He, N a dalSi) [29, 30]

» davkovaci z#izeni — nagik se provadi rtné nebo automaticky specialni injak
stiikackou [29]

* kolona — pouzivaji se kolony n#éphé (trubice o prmeéru 2 az 5 mm obsahuijici
adsorbent nebo ndsise zakotvenou kapalnou fazi) a kapilarni (vyjiakse
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z kiemeného skla, potazenéhoukvpevnosti filmem polyamidu, o maximalnim
praméru 5 mm [29, 30]

» detektor — plameno-ionizai (FID), tepelg vodivostni, detektor elektronového
zachytu (ECD): citlivy, vhodny pro detekci halogenspecifické detektory a
kombinované techniky: GC-AAS, GC-MS, aj. [29]

* rozvody, regulani za&izeni, programatory gradientu, vyhodnocovatizami [29]

2.5.1.3. Detekce — MS

Hmotnostni spektrometrie je fyzik&themicka metoda, ktera stanovuje hmotnosti
molekul a ator po jejich gevedeni na ionty. Podstatou hmotnostni spektroengtiseparace
ionta produkovanych v iontovém zdrojiiptroje na zéklatjejich efektivni hmotnosti (m/z,
kde m-hmotnost iontu a z-nabojo¥islo) a jejich nasledna detekce. VSechny tyto mwce
probihaji v uzakeném prostoru, ve kterém je pomoci systému pumpirkainé udrZzovano
vakuum [31].

2.5.1.4. Priprava vzorku — derivatizace

Derivatizace je cilena chemicka reakce proityrtyp slowenin. Cilem této reakce je
zlepSeni sepakai innosti, odstraéni nezadoucich vedlejSich interakci polarnichpgku
analyti na kolo — symetrické vysSi uzké piky - snizeni meze daetek redukce
potencionalnich fale$n negativnich nalez . Vhodnou derivatizaci se tbe podpéit
selektivita a citlivost detekce [32].

Po extrakci do rozpouitla (hexan [27], pentan [28]) a vysuSeni na vakumigarce nebo
v atmosfée dusiku, je ergosterol v extraktu derivatizov&idgvkem trimethylsilyl (TMS)
reagentu. Doché&zi tak ke vzniku ergosterol-TMSwdu, ktery jsou v hmotnostnim spektru
charakterizovaniémi fragmentovymi ionty s pofrem m/z = 337, 363 a 467 [27]. Po
derivatizaci TMS reagentem je do \vialky fighna smis isooktan/Mirex
(dodekachlorpentacyklodekan), &nje jemri prottepana a poté je ke s$mi pridana voda,
aby bylo usnadimo rozdleni nemisitelnych fazi. Ergosterol-TMS derivatejgrahovan do
horni isooktanové vrstvy a potéepeden do vialky vhodné do GC autosampleru [1]SDal
moznosti je odgeni TMS reagentu na odparcegtmyné rozpudni ergosterol-TMS derivatu
v toluenu a oft prevedeni do vialky vhodné do GC autosampleru [28].

2.5.2. TLC

Stanoveni obsahu ergosterolu na TLC je vhodnounalteou k GC a HPLC, ktera
vyZzaduje meéa sofistikované a finatné narané vybaveni. Nevyhodou metody je jeji mensi
vytéZznost a nizSi citlivost, nicmén tak miZze byt s Usgchem pouzita vé&ném provozu
nagiklad v laboratéich, které nejsou vybaveny GC nebo HPLC [33, 34].

2.5.2.1. TLC — popis metody

Chromatografie na tenké vrstye separéni analytickd metoda, kterautude byt typu
kapalina-kapalina nebo kapalina-tuha latka. V olpbipadech je mobilni fazi kapalina.
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Stacionérni fazi je vifpact TLC chromatografie hil kapalina zakotvena v tenké vrstaa
podloznim materidlu nebo pevna latka (adsorbenpodolE tenké vrstvy. V papirové
chromatografii (PC, paper chromatography) je moliézi kapalina. Stacionarni fazi je v PC
také kapalina, ktera je ovSem zakotvena v chromaficgém papiru. Pouzivanymi mobilnimi
fazemi jsou nafiklad: cyklohexan, isopropanol, aceton, voda, telaepod. Stacionarnimi
fazemi mohou byt: silikagel, oxid hlinity, iontamice a pod. Jako podlozni material se pro
stacionarni faze pouzivaji skieré desky nebo hlinikové folie [35].

2.5.2.2. Vyhodnoceni

Chromatogram je i vijpact této metody mozno vyhodnocovat kvalitativra
kvantitativre. Kvalitativni vyhodnoceni (o jakou latku se jedirge provadi tak, Ze se
souwasreé s analyzovanou stei 0 neznamém slozeni analyzuje na téze tenkécvpsddem
piipravend sms 0 znamém sloZeni (standard), ktery je nanesestartovni pozici vedle
neznamé sisi. Pokud se na chromatogramu shoduji vzdaleraxsbtigitlivych slozek od startu
vV nezndmé siisi a ve smisi znamé, pak se jedna o tytéz latky. Kvantitatiwyhiodnoceni se
provadi pomoci denzitometru nebo extrakci z chrograimu. Denzitometr jeifstroj, ktery
zjednodusenieceno, dokaze z#fit intenzitu zabarveni skvrn na chromatogramu atenzity
vypccitat koncentraci latky. # extrakeni meto@d jsou jednotlivé skvrny latek extrahovany
z chromatogramu do vhodného rozpédEt a jejich koncentrace v rozpotdie je pak utena
vhodnou metodou [35].

2.5.2.3. Priprava vzorku a postup stanoveni ergosterolu na TLC

Extrakci ergosterolu ze vzorku, jak bylo popsaree provadt klasickym zgisobem,
vychazejicim z metody podle Seitze a kol. [13]tamto gipac je vysuSeny extrakt znovu
rozpusén v methanolu a nasleéinspoléné se standardy ergosterolu, nanesen na folii
vysokoinné chromatografie na tenké vstyHPTLC, high performance thin layer
chromatography), kde je vyvijen ggi toluen aceton. Po skiani vyvijeni je folie vystavena
pusobeni par jodu a poté je koncentrace ergostetanogena pod UV lampou [34].

U jiné metody je po saponifikaci provedena extrakegosterolu parafinovym olejem a
extrakt je nanesen na TLC desku. Deska je vyvipEmanem a nasledliacetonem. Poté jsou
desky derivatizovany s&si chloridu Zeleznatého, demineralizované vodyglyg octové a
kyseliny sirové a po vysuSeni je deskaiath na teplotu 120 °C a obsah ergosterolu je
stanovovan fluorodensitometricky [34].

#3 4 i

3l ng 62mg 125mg 250 ng 500ng 1000 ng #1 #2
Obr. ¢. 2: TLC folie fotografovana fluorescém metodou. Standardy 31- 1000 ng a vzorky
ruznych pirodnich substrat # 1 — 534].
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2.5.3. HPLC

Podstatd nejrozsfensjSi metodou kvantifikace ergosterolu, ktera bylaizta i v naSem
experimentu, je HPLC se spektrofotometrickou ddtékd/-VIS, DAD) nebo MS detekci.
HPLC je velmi vhodnou a vysoce citlivou metodou m@mtanovovani obsahu ergosterolu
v jeémeni a sledu, ale i v Siroké Skéle jinych matérial

2.5.3.1. HPLC — popis metody

Vysoko&inna kapalinova chromatografie je segaizanalyticka metoda, kde jako mobilni
faze slouzi kapalina a jako stacionarni faze slqueitny adsorbent, fjpadré kapalina
nemisitelnd s mobilni fazi, zakotvena na pevnémi¢ng36]. K separaci analyt dochazi
raznymi mechanismy podle typu metody. Gelova petmiachromatografie (GPC),
vyuziva mechanickéhoébbni molekul analyt v pérech gelu na zakladejich rozdilné
velikosti. Rozdlovaci chromatografie (LLC) vyuZziva rozdilné rozmesti (a tudiz i rozdilné
distribuce) molekul analyt mezi d¥ma zcela nemisitelnymi kapalinami. Adsémp
chromatografie (LSC) vyuziva rozdilné adsorpce kudlenalyti na povrchu tuhé faze s
aktivnimi centry. lonto¥ vyménna chromatografie (IEC) vyuZziva rozdilné wWmé adsorpce
analyti (iontd) na povrchu iontového énice [37].

2.5.3.2. HPLC - Instrumentace
CHREOMAIOTRA M
R
a1
pumpa gm piky
. )
mobﬂni[E) R e SRR
fareo mErir dae [1min]
i ==
dawlovact pocitac
lzohout se i:?;
smyclou separacni
ltolona detelrtor -

Obrazeke. 3: Schéma kapalinového chromatogrggid]

» zasobniky mobilni faze — skl&mé zasobni lahve §znymi mobilnimi fazemi, které je
mozné navzajem misit wgdem zvoleném potru ( hag.: voda, methanol, acetonitril
a jiné) [35, 36]

e zfizeni pro tvorbu gradientu — pokud se je pouzitadgntova eluce, etai sila
mobilni faze vziistd hem analyzy. Tvorba gradientu je zajita vysokotlakymi
cerpadly. Pokud se jedna o izokratickou eluci, shdzeobilni faze (jeji eleéni sila) se
béhem analyzy nesmi [35, 36]

» vysokotlakécerpadlo — musi zajistit konstantni (nebo prograrteug) bezpulsni
pratok (ca. 0,1 - 10 ml/min) davkovaciizzeni ¥ tlacich do ca. 60 mPa [36]
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» kolona — Zpravidla se jedna o nerezovou trubicingimim ptiméru okolo 4 mm a
délce typicky 5-25 cm, ktera je napiha stacionarni fazi. O schopnosti kolony
separovat wité snesi na jednotlivé slozky ap rozhoduje zejména typ stacionarni
faze zakotvené na silikagelovém rio$s5, 36]

» detektor — metoda HPLC vyuzZiva tyto typy detekimpektrofotometricky detektor
(UV-VIS, DAD), fluorescerni detektor, hmotnostni spektrometr, refraktomkfric
detektor a dalSi [36]

* registr&ni zdizeni (zapisovg integrator, PC) [36]

2.5.3.3. DAD

Jedna se o nejdokonalejSi typ spektrofotometriclditektoru. Na rozdil od jednodussich
detektofi, které snimaji pouze &ni o utité (piredem zvolené) vinové délce, je tento typ
schopen snimat celé spektrum v realné&mse bez feruSeni chromatografické separace.
Zareni ze zdroje se po jwhodu Srbinou, ¢ockou, clonou a rrnou celou detektoru
spektralg rozkladda holografickou i¢kou, takZze na kazdou z fotodiod dopadévgatok o
urcité vinové délce zeslabeny absorpci v cele detek{wiz. schéma na obrazku 4).
Fotoelektricky proud, ktery vznika po dopadurerd na diodu pak vybije kondenzator, je
ameérny intenzié dopadajiciho Z&ni. Proud, ktery je nutny Kk &vnému nabiti
kondenzatoru nagvodni Grové. Velikost tohoto proudu se uklada do paintidici jednotky
a takto se zaznamenavaji Udaje o absorbankapdé vinoveé délce v kazdém okamziku [38].

7

Obrazeke. 4: Schéma UV detektoru s diodovym polem: 1 - zdreni, 2 — Sirbina, 3 —
cocka, 4 — clona, 5 — #in& cela detektoru, 6 — holografick&tika, 7 — fotodiod{38]

2.5.3.4. Priprava vzorku

Jak jiz bylo popsano vyse, je extrakt ofga dosucha a odparek je znovu rozgust
v prislusném rozpou&tle (methanol, sis methanol/toluen, cyklohexan, dichlormethan) a
pieveden do tmavé vialky, aby bylo zabfan vystaveni ergosterolu UV ighi a pemsné na
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ergokalciferol. Fed samotnym stanovenim je pak rozté&spPTFE filtr peveden do vialky
pro kapalinovou chromatografii a vialka je undingt do autosampleru HPLC.

2.6. Kvantifikace a stanoveni vygznosti extrakce

Vhodnym zgisobem kvantifikace je metoda kaitma kiivky, ktera spoiva v gipraw tzv.
standardnich roztdék o znamych rostoucich koncentracich a pifi@ni jejich odezvy
piisluSnou mifici metodou. VywiZnost extrakce je mozné ditrtzv. metodou standardniho
piidavku, kdy ke stanovovanému vzorku je depted extrakci idano znamé mnoZstvi
standardu stanovované latky.

2.6.1. Metoda kalibraéni k¥ivky

Ze standardu zkoumané latky je pomdetkni pripravenatfada roztok o znamych
rostoucich koncentracich. Taktéigravené roztoky jsou proftovany gislusSnou metodou,
¢imz jsou ziskany vzdy dvojice hodnot signalu a lemiace. Z takto ziskanych dat je
sestrojen graf zavislosti signél®)(na koncentracid), kde rovnice:S=a+blc vyjadtuje
rovnice kalibr&ni pfimky. Konstanta vyjadiuje Usek vyteny gimkou na ose a konstanta
b je snernici piimky. Vyneseme-li na osghodnotu signalu pro vzorelj ziskame na ose
hodnotu koncentrace analyity)([39].

+
+
+
+
+

Cx

Obrazeke. 5: Kalibracni kiivka [39]

2.6.2. Metoda standardniho pfidavku

Metodu standardnihaoffdlavku je mozné pouzit wipack, Ze mezi signadlem analytu a jeho
koncentraci plati fdfma Ungra a roztok o nulové koncentraci stanovovaneé latly take
nulovy signal. Navadzime dvakrat stejné mnoZstviunkaného vzorku a k jednomu vzorku
piidame znamé mnozstvi standardu stanovované latie provadime extrakci a stanoveni
analytu stejnym zjsobem pro oba vzorky. Z rozdilu stanovené konceetmanalytu ve
vzorku s pidavkem znamého mnoZstvi standardu a koncentracekwzbez pidavku
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standardu je moZzné w§eénim koncentraci gvodné pridaného standardu vypivat
procentualni vygZznost extrakce. K vygitu pouzijeme tento vzorec:

R= Cuz+spike ~ Gz 100 [39]

CSPIKE

kde R vyjadiuje vyi&znost extrakce acyz+spike Cvz+spike Cvz+spike JSOU jednotlivé
koncentrace [39].

Pridavek stanovované latky ve vzorku se nazyva ,Spkepodle toho byva metoda
standardnihoifidavku ozn&ovana jako ,spikovani".
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité pristroje

* Analytické vahy Sartorius GMBH Gattingen

o Tiepa&ka LT-2

 Ultrazvuk TESLA,CR

» Vodni l&zé Memmert, MO01, Nmecko

* Vakuova odparka IKA RV10

» Kapalinovy chromatograf Dionex — Ultimate 3000

» Detektor DAD Dionex — Ultimate 3000

* Kaolony:
WATREX Nucleosil 120 — 5 C18, 250 x 4 mmuin
Ascentis express C18 (s pevnym jadrem), 150 x 3 Bjiiym

* Termostat MetaTherm™, HPLC Column Temperature @bntr

» Mlynek Buhler-Miag

» Bézné 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 FREEWARE, verze 10.0

3.3. Chemikalie

« Methanol G ChromasoR for gradient elution 99,9 %, Sigma — Aldrich

«  Acetonitril Chromasol%, for HPLC, gradient grade 99,9 %, Sigma — Aldrich
« Hexane Chromasofy for HPLC, 95 %, Sigma — Aldrich

* Hydroxid draselny (v pe¢kach), purum, Lachema

3.4. Standard

» Ergosterol, purum 95 % (HPLC), Sigma

3.5. Pouzité vzorky

K analyze vzork byly vybrany j€émeny z pokusné stanice BraniSovice (Jizni Morava,
okres Pohtlice). Jednalo se o ailty Bojos, Jersey, Radegast, Sebastian a Tolaetkeo$ i
neoSetené variant. OSetend varianta zahrnuje pt&t fungicidem proti pligovym
chorobam. Dale byly analyzovany chemicky nei@$et vzorky jémene Bojos a Sebastian
z pokusnych stanic Hrdlwe (Olomoucky kraj, okres Pr@gtv), Lednice (Jizni Morava,
okres Beclav) a Krasné Udoli (Karlovarsky kraj, okres Kast Vary). Byly analyzovany téz
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dva vzorky sladu vyrobenych =zjeene odidy Bojos z pokusné stanice BraniSovice a
Z jeémene odiidy Sebastian z pokusné stanice Lednice.

VSechny pouZzité oddy pati do skupiny sladovnickych ofill jeémeni jarnich. Tyto
odridy se vyznéuji vysokym vynosem igdniho zrna, dobrou odolnostii¢v chorobam
napadajicim obilniny i proti poléhani, dostupnastiva a jsou vysoce c&me ve sladisském
pramyslu [40].

Vzorky byly vybirany s ohledem na na&fané pozitivni hodnoty gushingu.

3.5.1. Odruada Bojos

Polopozdni sladovnicka atlta, ktera je Vyzkumnym dstavem pivovarskym a disidan
doporwena pro vyrobuCeského piva. Vynos ipdniho zrna je v kuKitnych oblastech
stredré vysoky az vysoky a v ostatnich oblastech jedst vysoky. Rostliny jsou s&edre
vysoké az vysoké aisdreé odolné proti poléhani. Zrno jerstire velké. Riziko pro pstitele
piedstavuje menSi odolnost proti napadeni rhynchaspmr skvrnitosti. Jedna se o chorobu,
kterd napada zejménacigen, Zito a tritikale a projevuje se feaim podélnych bézovych
skvrn zejména na listech [40, 41].

3.5.2. Odrida Jersey

Polopozdni sladovnicka oittfa, ktera je vzhledem k zajmu sladoverazana do kategorie
doporienych odéd. Vynos gedniho zrna je vepdské a obilngské oblasti a v neogenhe
varian€ v brambor&ské oblasti nizky, v kukitné oblasti a v oSgné variant
v bramboréské oblasti je sédre vysoky. Rostliny jsou seédre vysoké az vysoké, nachylné
k poléhani. Zrno je gdre velké az malé. Rizikem pra:gtitele je jeji nachylnost k napadeni
rzi jeénou. Tato choroba se naieeni projevuje vznikem malé oranzoveé kkiky — lozisek
letnich vytrus [40, 41].

3.5.3. Odruda Radegast

Polopozdni sladovnicka atlta, ktera je Vyzkumnym dstavem pivovarskym a disidan
doporwena pro vyrobuCeského piva. Vynosipdniho zrna je ve vSech oblastectedits
vysoky. Rostliny jsou sédre vysoké az vysoké aisdre odolné proti poléhani. Zrno je
velké. Vyhodou pro ¢stitele je stedni odolnost &i napadeni hédou skvrnitosti. Tato
choroba jémene se projevuje vznikem podélnych, nepravidelarovanych, tmayvhnedych
skvrn na listech [40, 41].

3.5.4. Odrida Sebastian

Polopozdni odrda s vylrovou sladovnickou jakosti, kterd je preferovargkterymi
sladovnami. Vynosiedniho zrna je v brambdské oblasti a v oS&né variant v repdaske a
obiln&'ské oblasti vysoky, v kukitné oblasti a v neo&ené variant v iepaské a obilngské
oblasti je stedre vysoky. Rostliny jsou nizké,isdre odolné proti polehani. Zrno jefetre
velké. Odfida je stedrg odoln& proti napadeni rziggou (viz. vySe), ale ménodoln& proti
napadeni padlim travnim na listu. Choroba se pojgevznikem malych malych,¢kavych
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kupek micelia na spodnich listech, na kterych sed§oobjevuji drobnécerné teky —
plodnice pohlavniho stadia houby [40, 41].

3.5.5. Odrida Tolar

Polopozdni sladovnicka ailta, ktera je Vyzkumnym Gstavem pivovarskym a disidan
doporwena pro vyrobuCeského piva. Vynosipdniho zrna je ve v3ech oblastech nizky.
Rostliny jsou gedre vysoké az vysoké aisdrée az még odolné proti poléhani. Zrno je
stredrg velké. Odaida je mén odolna proti napadeni padlim travnim na listu.(vige) [40].

3.6. Postupy extrakce

3.6.1. Priprava vzorku

- zrna jémene a sladu byla pomleta na mlynku a ieaa v plastové kratie, kterd
byla ozn&enacislem vzorku

- ozn&ena plastova kratka se vzorkem byla uchovavané faboratorni teplat na
tmavém mist

3.6.2. Postup extrakce

— 2 g namletého vzorku §enene nebo sladu byly navazeny do vialk§iréeho skla o
objemu 40 ml (vzorky byly navazovany duplicijn

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

— vialka byla uzaiena plastovym vkem s PTFE (Polytetrafluorethylen, Teffon
septem &adre protepana

- vialka byla dale vystavenaigobeni ultrazvuku v ultrazvukové vodni lazni po aob
20 minut

— ke sngsi vzorku a roztoku KOH v methanolu byléiggno 10 ml hexanu

- vialka byla inkubovana 30 minut na vodni lazni plogs 66 °C

— po ochlazeni na laboratorni teplotu bytadano 5 ml deionizované vody

— horni hexanova vrstva byla opatrodebrana Pasteurovou pipetou i@nesena do
odpdovaci baky o objemu 100 ml

— ke sn#si bylo ogt pridano 10 ml hexanu a po inkubaci 30 minut na vddmnii byla
opatrré¢ odebrana vrchni hexanova vrstva a znokenpsena do odf@vaci baky o
objemu 50 ml

— stejny postup byl je8tjednou zopakovan

— spojené hexanové frakce v odipaaci bace byly vysuSeny na vakuové odparde p
teplot 55 °C

— odparek byl rozpuh postupg ve dvakrat 2 ml methanolu agveden do tmavé
vialky o objemu 4 ml
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3.7. ldentifikace a kvantifikace analytu

Ziskané vzorky byly analyzovany pomoci vysok&oaého kapalinového chromatografu
Dionex — Ultimate 3000 na kolériWATREX Nucleosil 120-5 C18, 250 x 4 mm, 2yh
s pouzitim DAD detekce. Kvantifikace byla pro¢ad metodou kalibgani kiivky a vytznost
byla owiena metodou standardnihidgavku.

3.7.1. Piiprava vzorku pro stanoveni na HPLC

— cca. 1 ml vzorku z vialky (4 ml) byl naséat do injak stikacky a pes filtr o velikosti
poru 45um preveden do vialky wené pro HPLC

- vialka byla pomoci specialnich klesti utawva krimpovacim uz&em s PTFE septem
a vloZzena do autosampleru kapalinového chromatograf

3.7.2. Priprava roztoku pro kalibraci

— do odngrné baky na 100 ml bylo navazeno 50 mg standardu erguster

— odmérna baika byla doplgna po rysku methanolem

— k uplnému rozpushi ergosterolu v methanolu byla o&ma baika vystavena 5 minut
pusobeni ultrazvuku v ultrazvukové vodni lazni

— 2 ml roztoku byly napipetovany do vialky z tmavédida

- vialka byla doplgna 2 ml methanolu &dre promichana

- takto byla pipravena fada standardnich roztibk ergosterolu v methanolu o
nasledujicich koncentracich: 2gg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,125 ug/ml,
1,5625ug/ml

- pripravené standardni roztoky byly, stejako v gipact vzorki, prevedeny do vialek
uréenych pro HPLC

3.7.3. Metoda standardniho pfidavku

- knavédice 2g vzorku bylo ze standardniho roztokgosterolu v methanolu
napipetovano mnozstvi odpovidajici 2§ ergosterolu

— dale bylo postupovano stejnymtmmbem jako u vzokk neobsahujicich fidavek
standardu ergosterolu

3.7.4. Chromatografické podminky

— Mobilni faze: 20 % acetonitril, 80 % methanol, isaticka eluce
- Pratok: 1 ml/min

— Nastik: 20 pl

— Teplota: 35 °C

— Detekce: 282 nm

— Cas analyzy: 12 minut
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Obsahy ergosterolu ve vSech testovanychuddébh byly stanoveny vySe uvedenou
metodou. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabul€ato metoda je co secgyvyiznosti
extrakce testované ,spikovanim“ vybranych vZoikytéZnost kolem 100 %) i co secsy
opakovatelnosti vysledkna vysoké arovni. Nevyhodou bohuzel je jeji slodiiti vysoka
¢asova narénost. DalSi nevyhodou je, zdi gatrivani sngsi s hexanem dochéazi k velkému
natlakovani vialek b varu sngsi a k unikani hexandjmz dochazi nejen k jeho nezadoucimu
rozSteni v prostedi laboratte (pokud se vodni la#enenachazi v digesip ale také
k naruSovani plastovych vi§la jejich odpadavani.

Tab.¢. 1: Vysledky @reni

oblast: odrida: chemickeé oSateni: | ¢ (mg/kg)
Bojos 11,99
Jersey 12,09
Radegast NEOSETRENE 11,35
Sebastian 13,31
BraniSovice To!ar 12,01
Bojos 11,69
Jersey 11,69
Radegast OSETRENE 11,05
Sebastian 10,95
Tolar 10,70
. Bojos < . 8,43
Hrubxice Sebastian NEOSETRENE 9.82
. Bojos < . 8,76
Lednice Sebastian NEOSETRENE 1264
ST Bojos o : 10,76
Krasné Udoli Sebastian NEOSETRENE 10,25

4.1. Nehomogenita vzorku

Pred stanovenim se vzorekiigene mele na mlynku ri@stice o velikosti 0,2 mm, a to i
s pluchami (obalova vrstvagmene), které jsou, jak se déedpokladat, vice kontaminovany
plisnémi, nez vnitni endosperm, ktery jérmito obalovymi vrstvami chram. i odvazovani
vzorku pak niZe nastat situace, kdy je nabrano \diceénre téchto pluch, coz se projevuje ve
vysledcich stanoveni. Jéeba tedy brat v Uvahu, Ze drobné odchylky mezi gdohymi
stanovenimi mohou byt aApobeny pra¥ touto nehomogenitou vzorku.

4.2. Optimalizace extrakce

V rdmci snahy o dosaZeni co nejlepSich vysiealizarové co nejjednodussi a nejrychlejsi
metody, byly testovanyiené zmisoby extrakce. Vysledky jsou uvedeny nize.
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4.2.1. Pouziti trepatky

V puvodni metod bylo namisto vystaveni vzorkuigobeni ultrazvuku v ultrazvukoveé
lazni (20 minut) pouZitorépani naiepace po dobu 30 minut. Dosazené vysledky jsowtém
shodné, nicmén z divodu o rco menSicasové narénosti byla dale pouzivana pouze
ultrazvukova laze.

Tab.c¢. 2: Srovnéni vysledkpri pouZiti #epa‘ky a ultrazvuku
vzorek (oblast — odiida) ¢ (mg/kg)
trepaka BraniSovice — Tolar 11,72
ultrazvuk BraniSovice — Tolar 11,81

4.2.2. SniZeni p@tu extrakci do hexanu

DalSi testovanou zénou bylo sniZzeni pitu extrakci do hexanu Zipodnich ti na d¥. Jak
je ale patrné z tabulky, je rozdil ve stanovenésabh ergosterolu natolik vyznamny, Ze neni
mozné poet extrakci snizit. Cela sada vzoitedy byla extrahovana do hexatilrat.

Tab.¢. 3: Srovnani vysledkpri provedeni dvou ait extrakci do hexanu

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

4.2.3. Zména postupu extrakce — vyfepani do hexanu bez zativani

Aby odpadlo zativani sn¢si s hexanem na vodni lazni,ttvproblémim popsanym vyse,
byla otestovana nasledujici metoda, vychazejicizaesobu stanoveni ergosterolu podle
Varga a kol. [24]. Paast&éné optimalizaci se zda, Ze by mohla byt vhodnoarmiétivou
k metod pavodni.

4.2.3.1. Postup

— 2 g namletého vzorku ¢enene nebo sladu byly navazeny do vialk§ireho skla o
objemu 40 ml

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

- vialka byla uzaiena plastovym ¥kem s PTFE septemiadre prottepana

— vialka byla inkubovana 30 minut na vodni lazni pléés 60 °C

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

- smes ve vialce byla intenzivnprotrepavana po dobu jedné minuty

— horni hexanova vrstva byla opatrodebrana Pasteurovou pipetou i@ngsena do
odpd&ovaci baky o objemu 50 ml

- vytiepavani do 10 ml hexanu bylo provedencejestikrat

— spojené hexanové frakce v odipaaci bace byly vysuSeny na vakuové odparde p
teplot 55 °C

28



— odparek byl rozpuh postupi ve dvakrat 2 ml methanolu agveden do tmavé
vialky o objemu 4 ml

4.2.3.2. Optimalizace nového postupu — snizertpextrakci do hexanu

V rdmci testovani této nové metody byly vyzkouSaékteré znény oproti postupu. Prvni
zmeénou bylo sniZzeni pbu extrakci do hexanu vgpavanim z fvodnich ti na dw. Byly
testovany vzdy dva vzorky od jedné adly, z nichz jeden byl ,ospikovan‘figdavkem 2Qug
standardu ergosterolu.

Tab.¢. 4: Srovnani vysledkpri provedeni dvou ai tepani do hexanu

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

Oproti vysledkm ziskanym fpivodni metodou jsou vysledné obsahy ergosterolu ivelm
nizké (u odidy Tolar z BraniSovic byla natfena hodnota 12,01 mg/kg a u @dly Sebastian
z Lednice 12,64 mg/kg). Hodnoty ¥ynosti jsou vSak vysoké, a to zejména u vzorkuykte
byl extrahovan pouze dvakrat. To by ukazovalo nazek nejétSim ztratam dochazixip
izolaci ergosterolu ze vzorku, prajmbdobré pii saponifikaci. Na via by mohla byt nizka
teplota i procesu saponifikace.

4.2.3.3. Pouziticerstw namletého jgmene

Stejnym postupem, ale &pse temi extrakcemi do hexanu, byly testovany dva vzorky
pouzité @i poslednim stanoveni. V tomtatipad vSak byl j€men ged extrakcic¢erstw
pomlet.

Tab.¢. 5: Vysledky stanoveniderstw namletého jémene

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

Tento test prokazal, Ze existuje souvislost medadiirat namletého vzorku a obsahem
ergosterolu, protoZze u obou testovanych véodcerst& pomletého j&mene vzrostly
vysledky oproti vysledkm ziskanym stejnou metodou (viziedchozi kapitola). U vzorku
odridy Sebastian z pokusné stanice Lednice vSak nel#® tozdil jednozrimé potvrdit,
protoze byly provedeny pouzedegxtrakce do hexanu.

4.2.3.4. Optimalizace nového postupu — zvySeni teploty ext@iba vodni lazni

DalSi zngénou oproti postupu bylo pouziti vySSi teploty prikubaci smisi vzorku a
roztoku 10 % KOH v methanolu, a to 80 °C.
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Tab.¢. 6: Vysledky za zvySené teploty inkubace

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

Ziskané hodnoty obsahu ergosterolu jsou v porovisanisledky se stejnou metodou,
ovSem pi inkubaci pouze na 60 °C, pém¢ vyrazre vySSi, coz potvrzujeipdpoklad, Ze i
vySSi teplot probiha saponifikace v roztoku 10 % KOH v methan@inngji. V porovnani
s vysledky ziskanymiip extrakci pivodni metodou je hodnota obsahu ergosterolu u wzork
odrady Tolar z pokusné stanice BraniSovicessmvysSi a naopak u vzorku ady Sebastian
z pokusné stanice Lednice niZ8i. Rozdily se vSalimagi v obou pipadech kolem 10 %, coz
negredstavuje nijak zasadni rozdil a je moznéfjéitat nehomogenitvzorku. Tato metoda
vyZaduje jest dalSi testovani a ziskandtgiho objemu dat, ale osabsi myslim, Ze se jedn&a
0 metodu, u které se dégdpokladat uplatmi i do budoucna.

4.2.4. Extrakce do diethyletheru

Zvoleny postup vychazi z postupu pro stanovenmiita E a karotenoid(luteinu a
B-karotenu) v jémeni a sladu. JelikoZz se sté&jjpko v gipact ergosterolu jednd o latky
rozpustné v tucich, dalo by se uvazovat o pougiti metody pro stanoveni jak vitaminu E a
karotenoidi, tak sodasre ergosterolu.

4.2.4.1. Postup

— do odpd#ovaci baky na 250 ml byly navazeny 2 g vzorku

- bylo pridano 50 ml ethanolu (do dvou hk#n do dalSich dvou sés ethanolu a
methanolu) a sis byla dikladné promichana

— vzorek se nechal lehce nabobtnat a poté bjildapo 10 ml 50% KOH a na
noze kyseliny askorbové

— snes byla ogt promichana, do sy byl napusn dusik a byla ponechan&ep noc
na tmavém mist

— snes se vzorkem bylarplita do @lici baiky, bylo gridano 80 ml deionizované vody a
50 ml diethyletheru

— po protepani a rozéleni fazi byla spodni frakcergpuséna do odpsovaci baky a
hornicista frakce byla fepustna docisté dlicky

— spodni frakce bylaiglita do d@lic¢ky a vytepana s dalSimi 50 ml diethyletheru

— cisté frakce byly spojeny a promyty ¥léce dvakrat 80 ml vody

- extrakt byl gelit do Erlenmayerovy hiky a byly gidany d |Zice bezvodého siranu
sodného

— dale byl extrakt feveden do suché odjpaaci baiky a odp#en na vakuové odparce
pii teplog 45 °C

- odparek byl rozpush ve dvakrat 2 ml methanolu #épeden do tmaveé vialky (4 ml)
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42.4.2. Vysledky

Jak je patrné z nasledujici tabulky a po porovnamiodnotou obsahu ergosterolu
stanoveném pro stejnou adu pivodni metodou, kter&inila 8,76 mg/kg, tak vysledek
stanoveni po extrakce ktera byla prodral do smisi ethanol — methanol naprosto neodpovida
puvodrg zjisttné hodnat a i vyZznost je v tomto fipadt velmi nizka. Co se & druhého
vzorku, ktery byl extrahovan pouze do ethanolu, tnzjiSéna hodnota obsahu ergosterolu
blizi pavodré nantiené hodnat a i vytZznost dosahuje po¥mé akceptovatelné hodnoty.
DalSim testovanim této metody #gadnym vylepSenim postupu by se tedy teoretickiglono
v budoucnu dosahnout uspokojivych vyskedika druhou stranu je vSakeba dodat, Zze se
jedna o metodu po¥m¢ dosti slozitou ataso¥ nar@nou a pro samostatné stanovovani
ergosterolu nefliS vhodnou. Pro salasné stanoveni ergosterolu, vitaminu E a karoténoid
ze stejnych vzork by vSak po uifité optimalizaci mohla byt tato metoda vhodna.

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

vzorek (oblast — odiida) ¢ (mg/kg) vygzZnost (%)
EtOH Lednice - Bojos 8,20 5,7

EtOH/MeOH 5,77 49,3

4.3. Stanoveni ergosterolu ve sladu

Obsah ergosterolu ve sladu byl testovan zjednoduseretodou, tedy inkubovani vzorku
s roztokem 10 % KOH v methanolu po dobu 30 minu6®&C a poté vyepavaniiikrat do
hexanu.

Tab.¢. 8: Srovnani vysledku stejnych odid jemene a sladu

vzorek (oblast — odfida) ¢ (mg/kqg)
slad BraniSovice — Tolar 11,71 i
Lednice — Sebastian 10,40 narast (%)
jecmen BraniSovice — Tolar 15,67 33,8
Lednice — Sebastian 15,19 46,1

V tabulce jsou spolu porovnany hodnoty obsahu éegolsl ve dvou odrdach j€mene a
z nich gipravenych sladl stanovovanych stejnou metodowerstw namletych vzorcich.
Evidentni nalst obsahu ergosterolu u stadproti j&menim, ze kterych byly tyto slady
pfipraveny je patré zpisoben oslabenim obalovych vrstevngne hem sladovani a tedy
vySSi nachylnosti zrna k infekci pligni.

4.4. Stanoveni ergosterolu na HPLC

4.4.1. Kalibrace

Podle postupu popsaného v experimentdhsti byla sestavena kalittrd kiivka a (Fi
vypoctech obsahu ergosterolu se vychazelo z rovnicesegéto kalibrai kiivky.
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Obr. ¢. 6: Kalibracni kfivka ergosterolu
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Obr.¢. 7: Chromatogram standard5 pg/ml
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30 OErgosterdlDO% at 7.54 min
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Obr. ¢. 8: Absorpini spektrum standard®b pg/ml
Na obrazkut. 6 je zobrazen chromatogram standardu ergosterktincentraci 2pig/ml a
na obrazkw. 7 absorpni spektrum piku ergosterolu z tohoto chromatograRarovnanim

spekter pik z realnych vzork a retednich ¢adi s timto spektrem a ret&mim ¢asem piku ze
stanoveni standardu ergosterolu byly identifikovaiky ergosterolu v realnych vzorcich.

4.4.2. Vypoéet koncentrace ergosterolu ve vzorku

Z rovnice regrese kalibéai kiivky y=alx+b, kdea a b jsou koeficienty rovnicey je
odezva signalu A) vypctitame X, koncentraci vzorku stanovovaného na kapalinovém
chromatografud):

c =A—_b [ug/ml] .
a

Tuto koncentraci poté ippcitame na hmotnostni zlomek vyjagici obsah ergosterolu
v miligramech na kilogramgwodniho vzorku\):

VM
w =c[3—[mg/kqg] ,
m,

z

kde Vogp je objem znovu rozpusiteho odparku po extrakci (4 ml)na, je pivodni navazka
vzorku.

4.4.3. Optimalizace metody

JelikoZz je extrakce provéda z girodniho materialu, obsahuje vyextrahovany vzorek
stanovovany na kapalinové chromatografii i velké oastvi jinych latek, nez pouze
ergosterol. Pro ziské&ni fgsnych vysledk je tedy nutné provést optimalizaci
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chromatografickych podminek tak, aby piku ergostebyly Uplrg oddtleny od piki dalSich
latek a zarovig, aby retenini ¢as byl pokud mozno co nejkratsi.

4.4.3.1. Optimalizace mobilni faze

Chromatografické podminky:

— Mobilni faze: 10 % acetonitril, 90 % methanol, isaticka eluce
- Pratok: 1 ml/min

— Nastik: 20 pl

— Teplota: 35 °C

— Detekce: 282 nm

— Cas analyzy: 12 minut

0ERGOSTEROL 1 vzore uv_

" mAU WVL:282 nm
4-7,177

0 min
I} TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ T T 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ T T 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T ‘ TT 1T
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 odten. Tyto podminky tedy nejsou pro stanoveni
ergosterolu vhodné.

Chromatografické podminky:

— Mobilni faze: 20 % acetonitril, 80 % methanol, isaticka eluce
— Pratok: 1 ml/min

— Nastik: 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 ddb oddlen od pikué. 6. Tyto chromatografické podminku jsou
tedy vhodné a byly pro stanoveni ergosterolu daie vany.

4.4.4. Pouziti kolony s pevnym jadrem

Do budoucna se planuje vyuZzivat pro stanovovardstegolu (i pro jina stanoveni) kolonu
s pevnym jadrem Ascentis express C18 (s pevnynefddrl50 x 3 mm, 2,4am. Prozatim
byla otestovana natkolika vzorcich, pi rozdilnych chromatografickych podminkach.

Castice, kterymi jsou ptmy kolony s pevnym jadrem, jsou narozdil &ibtic v EZnych
kolonach, které jsou celé porézni, sloZzeny z pewngtira ze silikagelu, obklopeného
homogennim poréznim obalem. Dikgist&né porosi téchto castic se dochazi ke snizeni

71 7

axiélni disperse analytu a vysledkem jsou Stih[@Ely a podstatné zkraceni analyzy [41].

4.4.4.1. Optimalizace mobilni faze

Chromatografické podminky:

— Mobilni faze: 30 % acetonitril, 70 % methanol, isaticka eluce
- Pritok: 0,75 ml/min

— Nastik: 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 jaddrem za vySe uvedenych podminek
Peak #3.00% at 4.07 min

% 50% at 4.03 min: 664.41
1 -50% at 4.12 min: 995.64
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Obr. ¢. 12: Absorpcni spektrum vzorku za pouziti kolony s pevnym jadrem za vySe uvedenych
podminek

Jak je patrné z chromatogramu i ze spektra, tytimioky nejsou pro stanoveni vhodné.
Pik ergosterolug( 2) neni zcela odten od pikwe. 3.

Chromatografické podminky:

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

— Nastik: 10 pl

— Teplota: 35 °C

— Detekce: 282 nm

- Cas analyzy: 8 minut
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Obr. ¢. 13: Chromatogram vzorku za pouZziti kolony s pevnym jadrem za vySe uvedenych podminek

300 Peak #200% at 3.84 min
% 50% at 3.80 min: 989.87

-50% at 3.88 min: 975.24

282.0
70

37,54
25,0

12,54

10,04 nm
O T T T
190 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480  50C

Obr. ¢. 14: Absorpéni spektrum vzorku za pouZiti kolony s pevnym jadrem za vySe zminénych
podminek

Podle spektra se zda, Ze by se mohlo jednat o ¥hodromatografické podminky. Tento
zawr by vSak byloiteba potvrdit jegtdalSimi nérenimi.

4.44.2. Optimalizace pitoku

Chromatografické podminky:

— Mobilni faze: 20 % acetonitril, 80 % methanol, isaticka eluce
— Prnatok: 1 ml/min
— Nastik: 10 pl
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— Teplota: 35 °C
— Detekce: 282 nm
— Cas analyzy: 8 minut

1ERGOSTEROL_1 10¢ uv
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Obr. ¢. 15: Chromatogram vzorku za pouZiti kolony s pevnym jadrem za vySe uvedenych podminek
Peak #3100% at 4.07 min

1% 50% at 4.03 min: 664.41)
1 -50% at 4.12 min: 995.64
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Obr. ¢. 16: Absorpéni spektrum vzorku za pouZziti kolony s pevnym jaddrem za vySe uvedenych
podminek

Pik ergosterolu¢ 1) neni Upla odctlen od pikué. 2 a i podle absotmiho spektra je
ziejmeé, Ze v tomt@dase nevystupuje pouzesty ergosterol.
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5 ZAVER

Na zaklad studii vydanych na dané téma odbornyasopisy byla vypracovana literarni
reSerSe, jejimz cilem jdgipést uceleny pohled na problematiku stanovenistegolu zejména
v pivovarskych surovinach. Byly popsanyivddy stanovovani ergosterolu v pivovarskych
surovinach, dale byl vytwen ehled pouzivanych #igohi extrakci i moznosti identifikace a
kvantifikace ergosterolu chromatografickymi metodam experimentalni¢asti bylo cilem
vytvorit vhodny metodicky postup pro stanovovani ergadter pivovarskych surovinach
v podminkéach laborate Vyzkumného Ustavu pivovarského a stakého v Brg. Moznosti
raiznych zmisohi a variant stanoveni ergosterolu jsou vSak natéiikké, Zze je mozné
v hledani optimalni metody i nadale paloaat napiklad v ramci navazujici diplomové
prace.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HPLC...cccooiiiieeeeeeeeee vysokditna kapalinova chromatografie
GCi e plynova chromatdie

TLC. oo, chromatografieteaké vrst¥

[ O roZtbvaci chromatografie
GPC..ooiiiieieiei, gelova perr@achromatografie
LSC.iiiiiiieies adsorp chromatografie

= O iontdwymeénna chromatografie
MS.. hmotnostni spekietrie
DAD....ciiieiiieeeeeeeeee detekce diodovynigra
SPE..iiiiiis extrakce na ti#ze

LLE. ., extrakce kapatikepalina
PLE...., extrakce urychjlentokem
SFE..., superkritickaidini extrakce
PCeiiii e kriticky tlak

TCiiicer e, kritick& tepdot

OTA.. ochratoxin A

[DI0] ) R deoxynivalenol
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