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Uvod

UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography)
je relativné novou separacni technikou v oblasti vysoko-
Gginné kapalinové chromatografie'. Kratké chromatogra-
fické kolony (100 mm) se zmenSenym vnitinim primérem
(2,1 mm) jsou plnény sorbenty o malém priméru (1,7 pum)
pfipravenymi patentovanou technologii ,,bridged hybrid
particle?, které vynikaji svoji mechanickou pevnosti
a mimotadnou separacni Gc¢innosti, proto mize separacni
proces probihat za velmi vysokych tlakid (az 15 000 psi,
vice nez 1000 bartt). UPLC pfinasi fadu ptednosti oproti
klasické HPLC: zvyS8eni separa¢ni u¢innosti, sniZzeni meze
detekce, zvyseni citlivosti, zkraceni doby analyzy a celko-
vé snizeni nakladii vzhledem k mensi spotfebé rozpouste-
del. Jde o techniku vhodnou zejména pro rutinni analyzy
v laboratofich  zpracovavajicich velkd mnozstvi vzorku.
UPLC nasla velké uplatnéni v fad¢ aplikaci zejména ve
farmaceutickych oborech® nebo v analyze antioxidantt® &i
mykotoxina™® v obilovinach a dalsich potravinovych ma-
tricich. V neposledni fad€ je UPLC vyuZivana ve spojeni
s modernimi citlivymi hmotnostnimi spektrometry pro
analyzu Sirokého spektra kontaminantli ve stopovych kon-
centracich, napf. rezidui pesticidt’ nebo 16&iv® vyskytuji-
cich se v potravinach nebo v zivotnim prostedi’.
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antioxidantd'’. Je velmi dobie rozpustny v tucich. V orga-
nismu pusobi jako ochrana proti poSkozeni nenasycenych
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lipidi biologickych membran agresivnimi kyslikovymi
radikaly a pravdépodobné se podili pfimo na membranové
struktuie''. Nejvice se vyskytuje v membranach bundk
vystavenych pulsobeni kysliku, v dychacim systému,
v membranach Cervenych krvinek a v plasmé. Plsobi pre-
ventivné proti vzniku kardiovaskularnich chorob a rakovi-
ny. Nachazi se pfedev§im v potravinach rostlinného ptivo-
du, napt. v oleji z pSeni¢nych klicku, burskych ofiscich,
s0ji, salatu, obilovinach a rostlinnych olejich, dale potom
v masle, mléce a v mensi mife i v zivoc¢isnych tucich. Vita-
min E se vyskytuje ve formé osmi isomert, ¢tyf tokoferoll
a Ctyf tokotrienolil. Jsou to derivaty 6-hydroxychromanu
s nasycenym (o-, B-, y-, d-tokoferol) nebo nenasycenym
(a-, B-, v-, o-tokotrienol) isoprenoidnim postrannim fetéz-
cem. Jednotlivé tokoferoly a tokotrienoly se 1isi polohou
a poctem methylovych skupin v chromanovém kruhu.
Vsechny isomery vitaminu E vykazuji biologickou aktivi-
tu. Je¢men je jedind z béznych obilovin, v jejiz obilce je
obsazeno viech osm isomerd vitaminu E (cit.'?). Obilku
jeCmene chrani také béhem skladovani a kliceni, coz je
dilezité pro vyrobu sladu.

Stanoveni vitaminu E v potravinovych matricich vcet-
né obilovin zahrnuje pfipravu a zmydelnéni vzorku, ex-
trakci nezmydelnitelného podilu nepolarnim rozpousté-
dlem a vlastni stanoveni kapalinovou chromatografii na
normalni nebo na reverzni fazi'’. Pfi analyze na normalni
fazi se rozdeli vSech 8 tokoferolli a tokotrienolll v isokra-
tickém modu'®. V piipadé analyzy na reverzni fazi docha-
zi ke koeluci y- a B- tokoferolu a y- a B-tokotrienolu. Roz-
poustédla pouzivand k chromatografii na normalni fazi
(hexan, cyklohexan, ethylacetat, tetrahydrofuran) jsou
vSak velmi citliva na vlhkost, toxicka, silné se odpaiuji
a nizky tlak v systému mize zptisobovat problémy s repro-
dukovatelnosti vysledku, proto v nasi laboratofi pro dlou-
hodobé sledovéani pouzivame stanoveni vitaminu E meto-
dou HPLC na reverzni fazi'>'®. V poslednich letech jsme
z diivodu Casové a ekonomické Uspory zavedli chromato-
grafickou techniku UPLC.

Experimentalni ¢ast
Vzorky

K analyze byly vybrany vzorky zrna osmi odrdd jec-
mene, vypéstované v pokusné stanici skolniho zemeédel-
ského podniku v Zabgicich Mendelu v Brng. Slo o dvé
pluchaté sladovnické odriidy (Annabel a Xanadu) a Sest
bezpluchych (Abyssinian, Nudimelanocrithon, Wanubet,
AF Lucius a linie KM 1057 a KM 2283). Vzorky pochéze-
ly z pokusi sklizenych v letech 2009 a 2010.

Standardy, chemikalie a pfiprava roztok
Ke stanoveni byly pouzity jednotlivé standardy a-, -,

v-, o-tokoferolu a a-, B-, y-, 8-tokotrienolu a methanol pro
HPLC, (Sigma-Aldrich, Némecko), dale nedenaturovany
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ethanol Cistoty 99,8%, dusik cistoty 5,5 ECD, bezvody
siran sodny, stabilizovany diethylether, kyselina askorbova
p. a. a hydroxid draselny p. a. (Lach-Ner, Ceské republi-
ka). Standardy -, B-, y-, d-tokoferolu byly rozpustény
v methanolu o pfiblizné koncentraci 100 pg ml' a jejich
pfesna koncentrace byla stanovena spektrofotometricky
dle CSN EN 12822 (cit.'’). Standardy a-, B-, y-, o-
tokotrienold byly rozpustény v methanolu o presnych kon-
centracich 1,25-4,0 mgml™. Z uvedenych roztokii byl
pripraven zasobni roztok smésného standardu, ze kterého
byla postupnym fedénim piipravena Sbodova kalibra¢ni
ktivka. Koncentrace jednotlivych isomerti byly voleny tak,
aby jejich odezvy odpovidaly predpokladané koncentraci
ve vzorcich. 50% roztok hydroxidu draselného byl pfipra-
ven rozpusténim 100 g tuhého KOH ve 100 ml deionizo-
vané vody.

Piiprava vzorku

Vzorek zrna jeémene byl zhomogenizovan na slado-
vém mlynku. Byly odvazeny 2 g vzorku, dale bylo ptida-
no 100 mg kyseliny askorbové a 50 ml ethanolu. Poté byl
vzorek tfepan na tfepacce 1 min a 10 min stél ve tmé. Po
10 min bylo pfidano 10 ml 50% vodného roztoku KOH.
Nakonec byl vzorek vyfoukdn dusikem z tlakové ldhve,
zazatkovan a ponechan v inertni atmosféfe pfi laboratorni
teploté ve tmé po dobu 24 hodin.

Zmydelnéné vzorky byly poté extrahovany 2 x 50 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 rozpousStédla byl odpafen na rotacni vakuové
odparce. Odparky byly rozpustény ve 4 ml methanolu a po
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prefiltrovani byly ptimo analyzovany. Kazdy vzorek byl
pfipravovan ve dvou opakovénich.

Pristroje a chromatografick4 analyza

K mleti a homogenizaci vzorkll byl pouZit sladovy
mlynek Super Jolly SJ 500, Mezos, CR. Odpateni diethy-
letheru ze vzorkll bylo provedeno vakuovou odparkou
Stuart RE 300. Standardy i vzorky byly analyzovany na
chromatografickém systému Acquity UPLC (Waters,
USA). Systém je vybaven binarnim vysokotlakym gradi-
entovym cerpadlem s degasserem, autosamplerem s nastfi-
kovym blokem Rheodyne, termostatem kolon a programo-
vatelnym fluorescencnim detektorem. Je ovladan pocita-
¢em se softwarem Empower. K chromatografické analyze
byla pouzita kolona ACQUITY BEH C18 (Waters) o roz-
mérech 2,1 X 100 mm a velikosti ¢astic 1,7 um, chranéna
predkolonou C18. Mobilni fazi byla smés methanol:voda
v poméru 98:2, isokraticka eluce. Pritok mobilni faze byl
0,250 ml min', teplota kolony byla 40 °C, nastiik vzorku
2 ul. Analyza trvala celkem 3 min. Byla pouzita flu-
orescencni detekce nasledujicimi vinovymi délkami: A =
290 nm, A, = 330 nm.

Vysledky a diskuse
Chromatografické stanoveni

Chromatografickd metoda byla pfevedena z HPLC na
UPLC (cit."). Po zohlednéni velikosti kolony byl upraven
pritok mobilni faze, objem nastfiku vzorku a doba analy-
zy. Oproti dfive pouzivané HPLC metod&'>'® byla do mo-
bilni faze ptidana 2 % H,0, protoze takto systém lépe dr-
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Obr. 1. UPLC chromatogram vzorku je¢mene jarniho
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Tabulka I
Porovnani vybranych parametrd UPLC a HPLC metody
Parametr HPLC UPLC
Nucelosil C18, ACQUITY BEH
Kolona 250%4 mm, 5 pm C18 2,1x100 mm,
(Watrex) 1,7 pm (Waters)
P}'u tok mobilni 1,0 ml min™! 0,250 ml min~!
faze
Teplota 30°C 40 °C
kolony
Objem
nastiiku 20l 2ul
Mez detekce 1 1
(LOD) 0,04-0,29 mg kg 0,02-0,06 mg kg
Mez stanovi- 4 15 90 mg kg™ 0,07-0,20 mg kg
telnosti (LOQ) » = -7~ MEXe HITULU e KE

zel tlak, nez se 100 % methanolu. Nedoslo ke zméné
v poradi eluce jednotlivych isomerd, stejné jako v HPLC
se separovaly v pofadi 4-tokotrienol, y- + B-tokotrienol,
a-tokotrienol, d-tokoferol, y- + B-tokoferol a o-tokoferol
(obr. 1).

V ptipad€ analyzy na reverzni fazi nelze rozdélit iso-
mery V- a B-tokoferol a y- a B-tokotrienol, proto byl stano-
ven pouze celkovy soucet téchto isomert. Aktivita vitami-
nu E byla potom vyjadiena v mg a-tokoferol-ekvivalentu
dle McLaughlina a Weihraucha'®, coz predstavuje soucet
jednotlivych isomerti se zohlednénim jejich biologické
aktivity. Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti
(LOQ) a dalsi parametry metody jsou shrnuty v tab. I.
Miizeme fici, ze analyza metodou UPLC ma niz§i meze
detekce 1 meze stanovitelnosti a je vice nez trikrat rychlejsi
a spotieba pouzité mobilni faze vice nez 12,5krat niz§i nez
u puvodni metody HPLC.

Kalibracni ktivka kazdého isomeru byla vynesena
jako zavislost plochy piku na koncentraci standardu. Iden-
tifikace isomert vitaminu E ve vzorcich byla provedena
porovnanim jejich retencnich ¢ast s certifikovanymi stan-
dardy, jejich kvantifikace byla provedena metodou exter-
nich standardl s vyuzitim kalibra¢nich kiivek. V ptipadé
tokotrienolti byly jesté vysledky piepoCteny na Cistotu
standardd, ktera se pohybovala od 65 do 80 %. Vysledky
jsou uvadény v mg kg™ susiny".

Metoda pro stanoveni vitaminu E byla validovana®.
Pro validaci byl pouzit vzorek kontrolniho sladu z roku
2009. Kontrolni slad je charakteristicky pro kazdou sezo-
nu, je vybiran s ohledem na primérné hodnoty sladovnic-
kych parametrt a slouzi béhem analyz jako kontrolni vzo-
rek. Validované parametry byly vyhodnoceny softwaro-
vym programem Effi Validation 3.0. Pro jednotlivé isome-
ry vitaminu E a pro jeho celkovou aktivitu byly vypocteny
rozsitené nejistoty. Uvedené nejistoty méfeni jsou souci-
nem standardnich nejistot méfeni a koeficientu rozsireni
k=2, coz pro normalni rozd€leni odpovida pravdépodob-
nosti pokryti 95 %. Nejistoty jsou vyjadieny v relativnich
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procentech vuci naméfené hodnoté. Hodnoty byly vypoc-
teny z 10 extrakei a 20 analyz vzorku kontrolniho sladu
a byly nasledujici: pro d-tokotrienol 30,17 %, pro y- + B-
tokotrienol 28,23 %, pro o-tokotrienol 28,78 %, pro o-
tokoferol 60,08 %, pro y- + B-tokoferol 22,62 % , pro -
tokoferol 20,28 % a pro celkovou aktivitu vitaminu E
23,74 %. Vysoka hodnota rozsifené nejistoty pro -
tokoferol je pravdépodobné zplsobena jeho malou kon-
centraci ve vzorcich a nizkou odezvou.

Stanoveni tokoll v je¢meni

Metoda byla aplikovana na vybrané vzorky zrna jec-
mene jarniho. Celkova aktivita vitaminu E se pohybovala
v rozmezi 6,78-11,94 mg kg’1 v roce 2009 a 7,29-13,58
mg kg™' vroce 2010. V roce 2010 byl obsah vitaminu E
celkové vyssi u vSech odrud s vyjimkou odrad Abyssinian
a Wanubet, kde byl nalezen nepatrné¢ vyssi obsah v roce
2009 (obr. 2).

U jednotlivych odrid je¢mene byla urCena procenta
jednotlivych isomerd z celkového obsahu tokoll. V zrnech
jeCmene byly nejméné zastoupeny 6-tokotrienol (1,01 az
3,13 %) a d-tokoferol (1,52-6,58 %), nasleduji y- a B-
tokoferol (3,42-15,70 %) a y- a B-tokotrienol (6,92-28,29
%), o-tokoferol (12,63-25,83 %) a nejvice byl zastoupen
a-tokotrienol (35,91-59,03 %). Nejvyssi obsah a-toko-
trienolu mély pluchaté odridy Annabel a Xanadu a bez-
plucha odrida Wanubet v roce 2009, nejvyssi obsah o-
tokoferolu, isomeru s nejvyssi biologickou aktivitou, mély
linie KM 1057 a odridy Annabel a AF Lucius v roce
2010. U odridy AF Lucius byl nalezen nejvyssi rozdil
v obsahu o-tokoferolu mezi ro¢niky (4,10 mg kg™ v roce

2009 a 7,43 mg kg™ vroce 2010). Nejnizéi obsah viech
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Obr. 2. Celkovy obsah vitaminu E v mg kg™ v zrnu vybranych
odriid jeémene, 2009, m2010
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Tabulka IT

Obsah isomert vitaminu E ve vybranych odridach je¢mene jarniho
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Rok  Odrida 5-tokotrienol ~ P+y- o-tokotrienol  8-tokoferol ~ P+y- a-tokoferol ~ Celkovy
tokotrienol tokoferol obsah
tokoll
[mg kg™'] [mgkg™] [mgkg™] [mgkg™] [mgkg'] [mgke'] [mgkg]

KM 2283 0,50 3,94 13,10 0,97 0,76 2,92 22,19
AF Lucius 0,41 3,83 13,35 0,48 1,45 4,10 23,62
Annabel 0,34 434 18,12 135 2,37 6,01 32,54
Xanadu 0,80 5,57 16,41 1,13 1,95 3,99 29,85

2009 Ij(:‘i‘lg‘lzf 0,20 1,18 8,69 1,12 2,01 3,83 17,03
Abyssinian 0,36 3,37 12,94 1,11 2,53 4,01 24,33
KM 1057 0,95 5,47 13,01 1,64 2,25 7,24 30,57
Wanubet 0,58 5,67 20,53 1,81 2,52 5,05 36,16
KM 2283 0,68 8,02 13,41 0,43 1,38 443 28,35
AF Lucius 0,69 7,62 17,89 0,93 3,72 7,43 38,27
Annabel 0,41 8,38 19,33 0,74 4,95 6,60 40,40
Xanadu 0,77 10,16 16,46 0,69 435 5,10 37,54

2010 Ijﬁﬁzﬁ‘ 0,22 1,93 7,79 0,37 2,63 451 17,46
Abyssinian 0,40 5,56 14,01 0,61 4,84 5,39 30,82
KM 1057 0,92 7,39 10,54 0,59 3,16 6,75 29,35
Wanubet 0,60 8,53 16,65 0,52 2,88 422 33,40

isomerd s vyjimkou a-tokoferolu byl nalezen v odridé
s ¢ernym typem zrna Nudimelanocrithon, nejnizsi obsah
a-tokoferolu byl nalezen v odridé KM 2283 v roce 2009.
Je zajimavé, Ze celkové mély odriidy vroce 2010
v priméru vysSi obsah (- a y-tokotrienolt a B- a v-
tokoferolti oproti roku 2009. Také celkovy obsah tokoll
byl vyssi v roce 2010. Vysledky jsou shrnuty v tabulce II.
Lze fici, Ze obsah jednotlivych isomerli a celkova
aktivita vitaminu E vzrnech jeCmene se pohybuje
v §irokém rozmezi*'. Velmi zavisi nejen na konkrétnim
genotypu, ale zejména na ro¢niku péstovani, pocasi a po-
vétrnostnich podminkéach v dané péstebni lokalité, coz je

v souladu se zavéry predchozich studii'>'**"*.

Vysledkit bylo dosazeno v ramci projektu NAZV QH
91053.
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K. BeneSova®, H. Pluhatkova”, S. Bélakova®,
K. Vaculova®, R. Mikulikova®, J. Ehrenbergerova”, and
N. Biezinova Belcredi® (“Malting Institute Brno, "Mendel
University Brno, Czech Republic, “Agricultural Research
Institute, Kromériz, Czech Republic): Utilization of Ultra
Performance Liquid Chromatography (UPLC) — Mo-
dern Separation Technique for Determination of Vita-
min E in Barley Cereals

A new UPLC method for the determination of vita-
min E in barley cereals is proposed. The method shows
higher sensitivity and lower limits of detection and quanti-
fication than the previous HPLC methods. The method
was applied to various spring barley varieties. Although it
was not possible to separate all vitamin E isomers due to
the reverse phase used, the rapid and inexpensive method
is suitable for a long-term monitoring of vitamin E in bar-
ley and other cereals.



