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Anotace

Cilem prace bylo elektrochemické stanoveni ergosterolu a zavedeni vhodné upravy vzorku pro
méieni pomoci extrakce stanovované latky. V teoretické Casti jsou shrnuty obecné informace o
ergosterolu, jeho funkce v souvislosti svitaminem D a korelace jeho obsahu s pfitomnosti
nékterych mykotoxind. V dalSich kapitolach jsou popsany zplsoby extrakce ergosterolu ze vzorku,
z nichz vybrané byly nasledn€ vyuzity v experimentalni ¢asti prace. Dale jsou popsany vybrané
typy elektrod, které byly pouzity pro detekci ergosterolu a porovnany. Prakticka ¢ast je vénovana
optimalizaci nékterych podminek elektrochemické detekce pro pouzité elektrody porovnani
vybranych extrakénich postupli. Optimalizace a stanoveni vytéznosti extrakci bylo provedeno
s pomoci standardu ergosterolu. Extrakce s nejvyssi vytéznosti byla pouzita pro stanoveni readlnych
vzorku Cistych plisni narostlych na médiu a uméle kontaminovanych vzorkl potravin. V zavére¢né

¢asti prace jsou popsany a diskutovany ziskané vysledky.
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The goal of the work was the electrochemical determination of ergosterol and the introduction of a
suitable preparation of the sample for measurement using the extraction of the determined
substance. The theoretical part summarizes general information about ergosterol, its function in
connection with vitamin D and the correlation of its content with the presence of some mycotoxins.
In other chapters there are descriptions of methods of extracting ergosterol from the sample, some

of which were subsequently used in the experimental part of the work. In next chapters there are



descriptions and comparisons of selected types of electrodes that were used for the detection of
ergosterol. The practical part is devoted to the optimization of some conditions of electrochemical
detection for used electrodes and the comparison of selected extraction procedures. Optimization
and determination of the extraction yield was carried out with the help of the ergosterol standard.
The extraction with the highest yield was used for the determination of real samples of pure fungi
grown on media and artificially contaminated food samples. In the final part of the thesis, the

obtained results are described and discussed.
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UvVoD

Ergosterol je latka, ktera se primarn¢ vyskytuje v bunéénych sténach hub a plisni. Jedna se o

dulezity prekurzor vitaminu D, jehoZ nedostatek miize ptsobit velmi negativné na lidské télo.

Vzhledem k tomu, Ze se ergosterol skoro vyluéné nachazi v plisnich, je tuto latku mozné vyuzit jako
ukazatel kontaminace potravin a ovzdusi. Plisné plisobi negativné na kvalitu napadenych produktd,
at’ uz se jednd o barvu, viini nebo strukturu. Zarovein mohou produkovat mykotoxiny, jako je
naptiklad ochratoxin A, nebo aflatoxin B1. Tyto toxiny jsou nebezpecné pro zdravi ¢loveka a jsou
potencialni karcinogenny. Produkce ergosterol je v korelaci s produkci toxinti a mlze tak slouzit

jako v€asny varovny ukazatel pro jejich pfitomnost.

Diplomova prace je zaméfena na alternativni stanoveni ergosterolu, ktery je v soucasnosti
stanovovan zejména pomoci chromatografickych a spektrofotometrickych metod. Zminéné metody
jsou ale relativné ndkladné a vyzaduji finanné narocné pfistrojové vybaveni. Moznym ndstupcem
téchto metod by mohlo byt elektrochemické stanoveni, které je finanéné dostupnéjsi.
Elektrochemické metody maji také relativné vysokou senzitivitu a nizky detekéni limit. Tyto

vlastnosti z nich €ini efektivni néstroj pro prakticky screening.

Cilem prace bylo vyzkousSet rizné typy elektrod a jejich schopnost detegovat obsah ergosterolu v
prostiedi organického rozpoustédla. Zaroven byly otestovany vybrané extrakce a porovnana jejich

vytéznost a praktické vyuziti u redlnych vzorkd.
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1 ERGOSTEROL

1.1 Zakladni informace

Ergosterol se fadi mezi hlavni steroly produkované niz$imi a vys$§imi houbami. Jedna se o latku,
ktera je stavebni jednotkou bunécnych membran hub (Luchini et al, 2020). Steroly urcuji v ramci

bunécné membrany jeji permeabilitu, fluiditu a tuhost (Guan et al., 2009; Nowak et al., 2022).

Je to lipofilni bila krystalicka latka témeéf nerozpustna ve vod¢. Strukturné je velmi podobna
cholesterolu (viz. Obrdzek 1), ktery zastava podobné funkce jako ergosterol, ale v rdmci bunéénych
membran zivocichl. Latky se li§i pfitomnosti methylové skupiny na uhliku C-24 a dvojnymi

vazbami lokalizovanymi mezi uhliky 7-8 a uhliky 22-23 (Dohnal et al., 2008).

HLC
328
ab 22 24 CH4
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1z_ {8 ’ ‘ wh CH
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Obrazek 1: Strukturni vzorec ergosterolu. Prevzato z: (Dohnal et al., 2008).

1.2 Objev ergosterolu

Poprvé byl ergosterol vyizolovan z palickovice nachové, taktéz znamé jako ,,namel“, ktera
paraziticky rostla na Zité. Izolace byla provedena Charlesem Tanretem v roce 1889. Nazev vychazi
Z nazvu nemoci ,.ergotismu®, kterou namel vyvolava u lidi po jeho pozieni (Dohnal et al., 2008;
Grzybowski et al. 2021). Pii onemocnéni (oznaCovaném také jako ohen svatého Antonina) ve
sttedoveéku, lidé, ktefi konzumovali kontaminované obili, pfichazeli o prsty, udy a jiné Casti téla.

Koncetiny nejdiive z€ernaly a posléze odpadly (Gupta, 2019; Vandamme et al., 1989).
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Vyskyt ergosterolu byl potvrzen ve kvasinkach a plisnich. V susiné plisni najdeme koncentrace
okolo 0,6 % a u kvasinek se obsah pohybuje v desetinach procent (Vandamme et al., 1989).
Geneticky modifikované kvasinky Saccharomyces cerevisae jsou v sou€asnosti pouzZivany pro

biosyntézu ergosterolu (He, 2007).

Membrany nékterych bakterii také obsahuji ergosterol, nicméné velmi vzacné. Jeho vyskyt
v potravinach je tak mozné spojovat témét vyhradné s kontaminaci parazitickymi houbami (Dohnal

etal., 2007).

Vroce 1977 Seitz a kol. zkoumali souvislost mezi koncentraci ergosterolu a mnozstvim plisni
v ceredliich. Popsali prvni jednoduchou metodu extrakce a stanoveni ergosterolu za pomoci

kapalinové chromatografie (Seitz et al., 1977).

1.3 Ergosterol jako prekurzor vitaminu D

Nedostatek vitaminu D patfi mezi obvyklé problémy svétové populace. Je tomu tak predev§im
vramci obyvatel Severni Ameriky, Evropy a Stfedniho vychodu, kde nejsou lidé vystaveni
v dostatecné mife slune¢nim paprskim ptevazné v zimnim obdobi. U déti se projevuje
onemocnénim kfivice, zatimco star$i lidé trpi na osteomaldcii v disledku naruSené¢ mineralizace
kosti (Holick et al., 2010). Nedostatek vitaminu D mtlize byt problematicky i diky vlivu na imunitni
systém a funkci slinivky bfisni (Wu et al., 2020). Dle nékterych studii také mize zvySovat riziko
rozvoje rakoviny (Messaritakis et al., 2020), diabetes mellitus (Mirzavandi et al., 2020; Zhang et
al., 2020), neuropsychiatrickych problémt (Kim et al., 2020) a srde¢nich chorob (Mokhtar et al.,
2019).

Pravé jedlé houby jsou zdrojem vitaminu D,. Samy o sob& ho neobsahuji vysoké mnozstvi, nebot’
obvykle vyriistaji vtemném prostiedi. Ale jsou velmi bohaté na ergosterol, ktery je zndmym
prekurzorem vitaminu D. K pfeméné dochazi za pomoci pfirodniho ¢i umélého ultrafialového svétla

(viz. Obrazek 2) (Jiang et al., 2020).

Pfeména ergosterolu na vitamin D je ovlivnéna nejen délkou ozareni ale i teplotou. Cim vyssi je
teplota v dobé vystaveni zafeni, tim vice ergosterolu se pfeméni na vitamin D. Proto je odporuceno

vzorky obsahujici ergosterol udrZzovat v temném a chladném prostiedi (Villares et al, 2014).
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Obrazek 2: Pfeména ergosterolu na aktivni formu vitaminu D v houbéch. Prevzato a upraveno z:
(Papoutsis et al., 2020).

1.4 Ergosterol u vyssSich hub

Cerstvé houby, které jsme zvykli konzumovat, obvykle neobsahuji vyznamna mnoZstvi ergosterolu,
kromé né€kterych vyjimek. Mezi ty patii houzevnatec jedly, spiSe znamy pod japonskym nézvem
shiitake, pecarka dvouvytrusa, neboli Zampidn, hliva ustficna a penizovka sametonohd (Jasinghe et

al, 2005).

Obvykle se v houbach nachazi pouze stopové mnozstvi vitaminu D. Jeho obsah se vyznamné zvysi,
kdyZ je dand houba vystavena slune¢nimu ¢i ultrafialovému zareni. Spole¢né s jeho nartstem klesa
koncentrace ergosterolu, coz potvrzuje roli ergosterolu jako prekursoru vitaminu D (4An, 2018; Hu

et al, 2020).

Obsah ergosterolu neni rovnomérné rozprostien v ramci zkoumané houby. Ve tieni se nachdzi mén¢
ergosterolu nez ve spodni ¢asti klobouku, kde je koncentrovan v rourkéach, lupenech, ostnech ¢i

listach (Jasinghe et al, 2005).

V houbovém primyslu je za rok vygenerovano velké mnozstvi ,houbového odpadu®. Jedna se

ptiblizné o 20 % celkové produkce. (Aguilo-Aguayo et al., 2017). Vitamin D a ergosterol, které se
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nachdzi v téchto odpadech, by mohly byt dodatecné zpracovany ve farmaceutickém pramyslu a

potravinafstvi do jinych vyrobki (Papoutsis et al., 2020).

Pokud je zapotiebi méfit ergosterol u hub, pak je dilezité zaznamenat, jakym zpisobem byly
vzorky pfed méfenim zpracovany. Houby mohou do laboratofe dorazit bud’ Cerstvé, nebo suSené.
Studie naznacuji, ze existuji vyznamné rozdily mezi obsahem ergosterolu u jednotlivych typt
suSeni. Velky vliv na cely proces ma ptevazné teplota. Je pravdépodobné, Ze stejné rozdily budou
patrné i v pfipad€ susenych potravin jiného druhu, které byly pfed suSenim kontaminovany plisnémi

(4hn, 2018; Won et al., 2018).

1.4.1 Obsah ergosterolu v susenych houbach

Samotna ptiprava vzorku pted extrakci je pro obsah ergosterolu stejné dilezita jako pozdé€ji vybrana
metoda extrakce. Ergosterol mize byt degradovan nejenom slune¢nim zafenim, ale i pfiliSnou
vlhkosti. Studie, které se vénuji vyzkumu ergosterolu u hub, obvykle pracuji s cerstvymi nebo
suSenymi vzorky. Metoda suSeni je u hub velice dilezitd, nebot’ miize velmi negativné nebo
pozitivné ovlivnit kone¢ny obsah ergosterolu. Taktéz je nutné dodat, ze dokonald metoda suSeni
neexistuje a jak jiz bylo zminéno, kazdy druh houby obsahuje jiné mnozstvi ergosterolu (Papoutsis

etal., 2020).

Houby nevydrzi dlouhy transport, coZ je hlavné v potravinaiském, ale 1 farmaceutickém priimyslu,
feseno jejich suSenim. Pokud tedy budeme stanovovat ergosterol u vyssich hub, je nutné pocitat
s fluktuaci jeho koncentrace nejenom s ohledem na druh dané houby, ale i typ suSeni, kterym houba
prosla. To je dulezité v ptipadé€, ze bychom chtéli ergosterol pouzit jako ukazatel napadeni plisnémi
u vySich hub a potravin vyrobenych z hub. SuSeni mize byt provadéno nékolika riznymi zplsoby.
Prvni z nich je suSeni horkym vzduchem (hot-air drying) metoda. Jedna se o techniku, ktera vyuziva
proudu horkého vzduchu k vysuSeni vzorkti. Mezi dalsi hojné vyuzivané techniky se fadi lyofilizace
(freeze-drying), coZ je sublimacni suSeni za nizké teploty a tlaku. V neposledni fad¢ je nutné zminit
mikrovinné suSeni (microwave-drying), coZ je metoda, kterd vyuziva schopnosti mikrovin pfeménit
se na teplo, které postupné vysuSuje vzorek, dale také vakuové suSeni (vacuum-drying), které
vyuziva vakua pro snizeni bodu varu vody, coz vede k jejimu rychlejSimu odpatovani (Ggsecka et

al., 2019).

1.4.2  Rozdily mezi zpiisoby suSeni

Cilem studie Slawinska a kol. (2016) bylo urceni stability vitaminu D v suSenych houbach Agaricus

bisporus,Pleurotus ostreatus a Lentinula edodes. Prace se také zabyvala moznosti uméle vyvolat
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preménu ergosterolu na vitamin D za pomoci UV zafeni. Jeden kus od kazdého exemplare byl
vystaven horkému vzduchu. Druhy kus od kazdého exemplafe byl naopak lyofilizovan (,.freeze-
drying®). U vSech vzorkli byl zmé&fen obsah ergosterolu a vitaminu D pfed i po samotném suSeni.
Co se tyce ergosterolu, u lyofilizovanych vzorkl bylo dosazeno mirn¢ lepsiho vysledku, a to pouze
u Agaricus bisporus. Vitamin D byl stanoven spektrofotometricky. Latka byla viditelné zastoupena
ve veétsim mnozstvi ve vSech lyofilizovanych vzorcich. Vysledky byly naopak horsi u exemplait
suSenych horkym vzduchem. To potvrzuje, ze vitamin D negativné reaguje na teplo a degraduje za

ptitomnosti kysliku rychleji (Slawinska et al., 2016).

V roce 2017 Bernas a kol. navazali na predchozi studii Slawinske a kol. (2016). Na zaklad¢
piechozich vysledki rozsitili testovani pro Agaricus bisporus. Potvrdili, ze zminéna kultura je
vyznamn¢ citlivda na metodu suSeni. Znovu provedli suSeni za pomoci lyofilizace a horkého
vzduchu. Rozdil v koncentraci ergosterolu mezi vzorky, které byly vysusené lyofilizaci a horkym
vzduchem, dosahoval az 30%, z toho vyplyva, ze ergosterol degraduje za zvysené teploty (Bernas

etal., 2017).

Vzhledem k hojnému zastoupeni hub shiitake v jidelnicku asijskych zemi byla v roce 2016
provedena studie, kterd méla za cil vyzkousSet tii typy suSeni a vybrat takové, které je nejvice Setrné
k obsahu ergosterolu, nutrientl a neptimo vitaminu D v téchto houbach. Tym Tian a kol. (2016) ve
své praci vyzkouseli metodu mikrovinného suSeni (539 W po 18 min), vakuového suseni (-90 kPa
pti 60 °C 15 h) a horkovzdusného suseni (60—70 °C). Pak bylo provedeno vzajemné porovnani
ziskanych vysledkd. Nejmensi obsah vitaminu D byl zjistén ve vzorcich, které podstoupily
mikrovinné suSeni a horkovzdu$né suseni. Vysledky tak nadale stvrzuji domnénku, ze vitamin D

podléhé degradaci za vysoké teploty a ptistupu kysliku (7ian et al., 2016).

Vroce 2018 Nolle at al. provedl experiment zahrnujici n¢kolik druhtt hub. Mimo jiné houby
shiitake (Lentinula edodes), hlivy ustiicné (Pleurotus ostreatus) a zampiony (Agaricus bisporus).
Jeho cilem bylo zjistit, zda existuje rozdil v obsahu vitaminu D mezi Cerstvymi a horkovzdusné
suSenymi vzorky hojné vyhledavanych a konzumovanych hub. VSechny exemplafe byly ozareny
UV zéafenim (1.5 J/ecm 2). V pfipadé hlivy Ustfi€né a Zampionii byl zaznamenan podstatny vliv
suseni na obsah vitaminu D. Naopak houby shiitake nevykazovaly zddné vyznamné zmény
v koncentraci. Studie tedy naznacuje, ze jednotlivé druhy hub mohou vyzadovat jiné druhy suseni

k tomu, aby v sob¢ uchovaly, co nejvetsi mnozstvi ergosterolu a vitaminu D (Nolle et al., 2018).

V jedné z nejnovéjsich studii, které se vénuji vztahu mezi koncentraci ergosterolu a typem suseni,

byly k ptipravé vzorku pouzity dvé kultury Hericium erinaceus a Leccinum scabrum. Autofi
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sledovali nejdiive obsah ergosterolu u Cerstvych vzorkd. Ten porovnali s vysledky, které ziskali
poté, co vystavili houby zvySujici se teploté 20°-70°C. Obsah ergosterolu v Cerstvych houbach byl
vy$§i nezZ naméteny obsah ergosterolu v houbach, které byly vysusSené timto zplisobem (Ggsecka et

al., 2019).

1.5 Ergosterol v plisnich

Ergosterol je biochemickym markerem pfitomnosti plisni v potravinach nebo napiiklad 1 ve
vzduchu. Plisné ovliviiuji velmi negativné kvalitu potravin, at’ uz se jedna o chut’, barvu nebo vini.
Navic mohou produkovat toxiny, které zptisobuji zdravotni potize rizné zadvaznosti. Ackoliv latku
muzeme najit v membranach nckterych bakterii, vyskytuje se zde natolik vzacné, Ze v piipadé
potravinach je mozné piitomnost ergosterolu spojovat téméf vyhradné s kontaminaci plisnémi

(Dohnal et al., 2007; Wilkes, 2023).

Plisn¢ obsahuji nejvice ergosterolu ve svych sporach. Ostatni morfologické formy ergosterol taktéz
obsahuji, ale v men$im mnoZstvi. Ergosterol je mozné uplatnit i jako marker kontaminace ve
vnitfnich prostorach. V pfipadé, Ze jeho koncentrace ptekro¢i hodnotu Ing na 1 m’, je mozné

konstatovat, ze prostor je nadmérn¢ zamoten plisnémi (Gutarowska et al., 2015).

Zéajem o latku, ktera koreluje s pfitomnosti plisni je vysoky. Proto vyznam ergosterolu pro
hodnoceni kvality potravin postupné roste. Tomu odpovida i1 fakt, ze byl ergosterol dokonce uz
v roce 2004 navrzen jako novy parametr hodnoceni kvality rajcat a rajéatovych produktii. Vedouci
studie potvrdili, ze obsah ergosterolu v rostlinach a bakteriich je v podstaté¢ zanedbatelny a tim

padem Ize ergosterol piimo umérné spojovat s obsahem plisni v rajcatech (Kadakal et al, 2004).

O rok pozd¢ji, vroce 2005, Kadakal a kol. zkoumal tlejici jablka, ktera byla periodicky
monitorovana pro svij obsah ergosterolu a patulinu. Na obrazku 3 je uveden graf korelace
koncentrace ergosterolu i patulinu v zavislosti na stupni rozkladu. Stupen rozkladu jablek je

uréovan procentualné na zdklad€ zasazeného povrchu.
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Obrazek 3: Korelace mezi obsahem patulinu, ergosterolu a stupni rozkladu jablek. Prevzato z:
(Kadakal et al, 2005).

Domnénka, se kterou studie pracovala, tedy ze koncentrace ergosterolu se zvysuje v zavislosti na
stupni zasaZeni jablka, byla potvrzena. Ergosterol lze proto pouzit i jako ukazatel kvality jablek

(Kadakal et al, 2005).

Nejenom ovoce a zelenina, ale 1 obiloviny jsou velmi nachylné k plishovym onemocnénim.
V dnes$ni dobé nam jiz v civilizované casti svéta skoro nehrozi otrava namelovymi alkaloidy, ale
plisné€ jsou schopné stejn¢ dobte znicit chut, barvu i nutri¢ni kvalitu obilovin a jejich vyrobkt. Mezi
ruznymi druhy obili jako je pSenice, jeCmen a oves jsou patrné rozdily v odolnosti proti napadeni

plisnémi (Perkowski et al., 2008; Super-Szablewska et al., 2017).

Kontaminované vzorky obili, které jsou mechanicky semlety na mouku, by teoreticky nemély
ztracet obsazeny ergosterol. Koncentrace se ale méni na zéklad€ Gispésnosti predchozi purifikace a
slozeni mletého vyrobku. Stupeni napadeni pivodniho zrna je mozné zjistit ze zpracovaného
vyrobku pouze vyjimecné. Idedlné by totiz mouka musela obsahovat vSechny ptivodni ¢asti obilky.
Plisn¢ se chytaji na vné&jsi ¢asti obili, proto mouky, které neobsahuji pfimés vnéjSich obala,
nemuseji obsahovat ergosterol, anebo jenom jeho velmi malé mnozstvi, i kdyz bylo ptivodni zrno

zvnéjSku napadeno (Thammawong et al., 2011).

Perkowski et al. (2008) se zabyval rozdily mezi obsahem ergosterolu v napadenych obilovinach a
vybranych moukach, které byly zakoupeny v obchodé€. Pro ptipravu vzorki byly vyuzity kultury
Fusarium culmorum, Fusarium avenaceum, Fusarium sporotrichioides a Fusarium poae. Kultury
byly naockovany do obilovin a jejich rust a vyvoj byl sledovan. V pribéhu studie byly také
prabézné testovany vzorky pSenice po 2,4 a 6 tydnech (Perkowski et al., 2008).
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Z vysledki bylo mozné vyvodit hned nékolik zavéri. Obiloviny obsahovaly mnohem vét§i obsah
ergosterolu nez zakoupené zpracované vyrobky. Jednalo se o ptfedpokladany vysledek, nebot
vyrobky prodavané v obchodé¢ by nemély byt napadené plisnémi. I pifesto vnich bylo
chromatograficky stanoveno stopové mnozstvi ergosterolu, konkrétné okolo 3mg/kg. Takové
mnozstvi je vSak povazovano za zdravi nezavadné (Perkowski et al., 2008; Schniirer & Jonsson,

1992).

Nejveétsi mnozstvi ergosterolu vykazoval oves naockovany Fusarium sporotrichioides, coz
poukazuje na rozdilnou schopnost kultur infikovat obiloviny. Pribézné sledovana koncentrace
ergosterolu u psenice rostla zpocatku méné (4,74 mg/kg), po dvou tydnech byl pozorovan
vyznamny narust (45,46 mg/kg) a v 6. tydnu doslo k dalSimu nariistu koncentrace (76,19 mg/kg).
Bylo tedy potvrzeno, Ze koncentrace ergosterolu kopiruje rist a Siteni plisné (Perkowski et al.,

2008).

Pro svou jednoduchost ve stanoveni a relativni ptesnost byl ergosterol vybran jako vhodny marker
plisiiové kontaminace i v Ceské Republice. Vyzkum, ktery vedl k tomuto zavéru, provedl Dohnal a
kol. vroce 2008 u vybranych druhti trav na konci vegetaéniho obdobi. Za pomoci
chromatografickych a spektrofotometrickych metod sledoval obsah ergosterolu. Vysledky ukazaly,
ze jednotlivé druhy trav jsou rizn€ nachylné k plisnim, nebot” obsahovaly rozdilné koncentrace

ergosterolu. (Dohnal et al, 2008).

Novéjsi studie provadénd na ergosterolu nasla pfimou souvislost mezi mnozstvim ergosterolu a

poctem plistiovych kolonii (Kadakal et al, 2019).

1.6 Ergosterol a mykotoxiny

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity produkované plisnémi. Prave jejich pfi¢inénim dochazi ke
zménam vlastnosti napadené potraviny. V piipadé, Ze je ¢loveék mykotoxinim vystaven, hrozi mu
rizna onemocnéni véetné problému s ledvinami, jatry ¢i imunitnim systémem. Mykotoxiny mohou
mit teratogenni, kancerogenni nebo mutagenni efekty jak pro lidské, tak i zvifeci konzumenty

(Ekwomadu et al., 2022).

Aflatoxiny jsou velmi vyznamné mykotoxiny pievazné produkované rodem Aspergillus. Aflatoxin
B1 byl roku 1993 klasifikovan jako kancerogenni toxin Mezinarodni agenturou pro vyzkum
rakoviny (IARC). Ostatni aflatoxiny jsou spojovany se zloutenkou, krvacenim, otokem,

imunosupresi a rakovinou jater (Nabizadeh et al., 2018, Speijers & Speijers, 2004).
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Patulin je mykotoxin, ktery se objevuje v syrech, zelenin€ a ovoci, prevazné v mostu (Kadakal et al,
2005), obili (Super-Szablewska et al., 2017) a mekkysich (Carreon-Palau et al., 2020). Dileziti
producenti patulinu jsou Penicillium patulum a Penicillium expansum. Mezi producenty ale takeé
fadime rody Aspergillus, Byssochlamys a nékteré dalsi zéstupce rodu Penicillium. Ackoliv nebyly
prokazany zadné negativni vlivy patulinu na zdravi Cloveéka, Svétova zdravotnickd organizace
(WHO) stanovila limit koncentrace patulinu v potravinidch na 0,4 mg/kg t€lesné vahy (Pattono et

al., 2013; Kadakal, 2020).

Ochratoxin A byl vroce 1993 Kklasifikovan jako mozny lidsky karcinogen (skupina 2B)
Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC). Jedna se o mykotoxin, ktery je pievazné
produkovan zastupci rodu Aspergillus (A. ochraceus, A. niger, A. alliaceus, A. auricomus, A.
carbonarius, A. glaucus, A. melleus) a Penicillium (P. nordicum, P. verrucosum). Obvykle jej
najdeme v obili (je¢men, oves, pSenice, zito), ovoci (fiky, rozinky) a v kakakovych a kavovych
zrnech (Dall’Asta et al., 2008). OTA je spojovan s vyskytem nadorG v urinarnim traktu a
s onemocnénim ledvin, které je v Bulharsku, Recku a Rumunsku oznagovano jako ,,Balkénska

endemicka nefropatie* (Pavlovic¢, 2013).

Alternariol, alternariol monomethyl ether a kyselina tenazuova jsou mykotoxiny produkované
Alternaria alternata zéstupcem rodu Alternaria. Tato plisen hlavné postihuje rajcata v obdobi
sklizné a po ni. Pfimo u rajcat zptsobuje ¢ernou hnilobu, ale je také schopna napadat rajéatové
ketiky, u kterych zplsobuje skvrnitost. Kromé rajcat také mulZe postihovat obili, olejnd semena,
ovoce a zeleninu. Tyto mykotoxiny maji velmi pravdépodobné genotoxické, mutagenni,

karcinogenni a cytotoxické efekty (Nizamlioglu, 2022).

Vztah mezi obsahem mykotoxinl a koncentraci ergosterolu byl zkouman mimo jiné u kukufi¢énych
zrn, a to pro aflatoxiny B1 a B2 (Castro et al., 2002), u jablek pro patulin (Kadakal, 2005), u
kukufice pro ochratoxin, zearalenon a aflatoxin B1 (Hossain et al, 2015), u syrt pro patulin a
ochratoxin A (Kadakal, 2020) a u rajcat, konkrétné u rajcatového pyré a dzusu, pro alternariol,

alternariol monomethyl ether a kyselinu tenazuovou (Nizamlioglu, 2022).

Kukuftice, hlavni péstovana plodina v Brazilii, je velmi nadchylné k napadeni plisnémi. Je tomu tak
prevazné kvili pocasi, které je v Brazilii teplé a vlhké po vétSinu roku. Vyzkum provadény na
kukufici varianty Taitba se stal urcitou snahou nahradit stavajici metody pro stanoveni a detekci
aflatoxind. Cilem préace bylo najit ¢i vyvratit korelaci mezi koncentraci ergosterolu a aflatoxint.
Vyzkum byl provadén s pomoci Aspergillus flavus. Zkoumany byly dvé skupiny vzorki varianty

Taiuba, dvé skupiny varianty Cargill hybrid 606 a dvé uméle kontaminované sady vzorkt Taiuba.
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Monitorované piirodni vzorky neobsahovaly aflatoxiny a zaznamenany byly pouze minimalni
hodnoty ergosterolu. Aflatoxin B1 byl detekovan devaty den experimentu v obou setech uméle
kontaminovanych vzorkll, zatimco aflatoxin B2 byl pfitomen az den dvanacty, taktéz pro oba dva
sety. Koncentrace aflatoxinu B1 rostla spole¢né s koncentraci ergosterolu. Ve chvili, kdy plisen
dosahla svého ristového maxima aflatoxin B1 zacal postupné degradovat a koncentrace ergosterolu
se prestala zvySovat. Vzhledem ke korelaci nariistu aflatoxinu B1 a koncentrace ergosterolu bylo
konstatovano, Ze ergosterol je moznym indikdtorem pfitomnosti aflatoxinu B1. Spojitost mezi

ergosterolem a aflatoxinem B2 nebyla zaznamenana (Castro et al., 2002).

V roce 2015 Hossain a kol. zkoumali spojitosti mezi koncentraci ergosterolu, aflatoxiny B1, B2,
G1, ochratoxinem A (OTA) a zearalenonem (ZEA). Vzorka kukufice bylo celkové 139. Byly
nashromazdény mezi lety 2011 a 2013 laboratoii v Singapuru z celého svéta. PouZity byly vzorky
z Jizni (24), Severni Ameriky (76), Evropy (7) i Asie (32). Evropské vzorky pochazely z Ukrajiny,
Ruska a Azerbajdzanu. Americké z USA, Brazilie a Argentiny. Mezi asijskymi vzorky byly vzorky
z Thajska, Tchaj-wanu, Kambodzi, Indonésie, Filipin, Indie a Pakistdnu. Autofi méli také
k dispozici né€kolik vzorkdl z Australie. Ke zjisteni koncentrace ergosterolu byla pouzita
vysokoucinna kapalinovd chromatografie s UV a fluorescenéni detekci. Ergosterol byl v riznych
koncentracich pfitomen ve vSech 139 vzorcich. Nejmensi obsah mykotoxini byl ve vzorcich z
Evropy, které zaroven obsahovaly nejmensi mnozstvi ergosterolu. VSechny se drzely pod limitem 3
mg/kg, coz je zdravi nezdvadné mnoZstvi ergosterolu (Schniirer & Jonsson, 1992). U téchto vzorka
byl obsah mykotoxinli zanedbatelny. Naopak jakmile se vzorky dostaly nad 8 mg/kg ergosterolu

pravdépodobnost pfitomnosti mykotoxint se velmi zvySila (Hossain et al., 2015).

U aflatoxinu Bl a ergosterolu byla nalezena slaba spojitost (r’=0,253) ovSem mezi zbylymi
aflatoxiny (B2, G1) a ergosterolem nebyla pozorovana zadna souvislost. Vzhledem k tomu, ze mezi
vzorky byl pfitomen pouze jeden obsahujici OTA, studie nehodnotila vztah mezi koncentraci
ergosterolu a OTA. Koncentrace zearalenonu a ergosterolu dosahovaly velmi vysoké vzajemné
korelace hodnot (r*=0,82). Ergosterol byl oznacen jako mozny Casny indikator produkce ZEA a
aflatoxinu B1 (Hossain et al., 2015).

V roce 2005 probehla studie vedena Kadakal a kol. zaméfend na souvislost mezi koncentraci
ergosterolu, patulinu a ochratoxinu A a to v né€kolika odli§nych vzorcich syrt. V zadném ze vzorki
nebyl nalezen patulin. Tento jev byl zdivodnén nevhodnym substratem pro tvorbu toxinl typu
patulin a kyselina penicilova, a jejich nestabilitou v prosttedi syrt (Kokkonenet al., 2005; Kadakal

et al., 2005). Mezi ergosterolem a ochratoxinem A byla pozorovana silna korelace (r’=0,98). Autofi
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zminuji, ze stanoveni ergosterolu je jednodussi a rychlejsi nez stanoveni patulinu a OTA. Zaroven
byli schopni s vyuzitim vysokoucinné kapalinové chromatografie detekovat ergosterol i u syra, kde
nebylo napadeni plisnémi zfetelné viditelné. Tyto skutenosti naznacuji, Ze ergosterol by mohl

v budoucnu slouzit jako varovny indikator produkce OTA (Kadakal, 2020).

Vzhledem k nachylnosti rajéat k plisnovému napadeni, obvykle zastupcem rodu Alternaria, zde byl
urCity predpoklad vyskytu mykotoxinti. V roce 2022 proto Nizamlioglu provedl experiment, ve
kterém porovnal alternariol, alternariol methyl ether a kyselinu tenazuovou s obsahem ergosterolu
v rajcatovém protlaku a dzusu. K experimentu bylo pouZito patnact riznych odrtd raj¢at z Turecka.
Vsechny vzorky obsahovaly pouze stopova mnozstvi ergosterolu nebo viibec zadny. Alternariol
methyl ether nebylo mozné v rajCatech detegovat. Alternariol a kyselina tenazuova se zde nachazely
a jak je vidét na obrazcich dole (Obrdzek 44, B), oba mykotoxiny vykazovaly vyznamnou korelaci

s koncentraci ergosterolu, (*=0,91; r’=0,95) (Nizamlioglu, 2022).
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Obrazek 4: Korelace mezi koncentraci ergosterolu a alternariolu (A) a kyseliny tenazuové (B).
Prevzato z: (Nizamlioglu, 2022).
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2 METODY EXTRAKCE ERGOSTEROLU

2.1 Extrakce

Mezi prvni extrakce ergosterolu pravdépodobné patii experimentalni studie z roku 1977, ve které
byl ergosterol poprvé oznacen za mozny vyznamny marker pro sledovani ristu a vyvoje hub (Seitz
et al, 1977). Jimi popsana metoda extrakce na pevné fazi je s urCitymi upravami pouzivana a

citovana dodnes.

Metody extrakce ergosterolu lze rozdé€lit na konvencni a nekonvencni (Obrazek 5). Citovana
literatura se 1i8i v definovani danych pojmii. Dle Barba et al. (2017) patii mezi konvencni metody
takové, které pro své provedeni vyzaduji konvencni rozpoustédla, coz jsou latky toxické
k Zivotnimu prostfedi a lidskému zdravi. Naopak dle Heleno, Prieto et al. (2016) konvencni
extrakce jsou takové, které jsou Casové narocné a vyzaduji velké mnoZstvi nebezpecnych
rozpoustédel. Jako nekonvencni jsou oznaceny extrakce, které vyzaduji nizsi teploty a kratsi dobu
zpracovani nez extrakce konvencni (Barba et al. 2017; Heleno & Prieto et al., 2017, Rosello-Soto

etal., 2016).

Z tohoto pravidla ovSem existuji vyjimky. Coz je napf. pouziti nekonvencni extrakéni metody za
soucasného vyuziti methanolu, ktery se fadi mezi organickd rozpoustédla, a proto cely proces
nemtiize byt oznacen jako nezdvadny pro zivotni prostiedi, coz se jinak zda byt hlavnim rozdilem
mezi obéma skupinami extrakci. Nekonvencni extrakce by teoreticky mély byt ,.zelené®. To
znamena, ze by mély spliiovat urcita kritéria, mezi kterd fadime nizkou spotiebu energie, pouziti

-----

extrakty vysoké kvality (Chemat et al., 2012; Rosello-Soto et al., 2016).
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Obrazek 5: Grafické vyjadieni prubéhu konvencni a nekonvencéni extrakce. Prevzato a upraveno z:
(Papoutsis et al., 2020).

2.2 Saponifikace

Saponifikace je hydrolytickd reakce, ve které volny hydroxid narusi esterovou vazbu mastnych
kyselin a glycerolu v triacylglycerolu. Vysledkem je volny glycerol a mastné kyseliny (Prabu et al.,
2015). Kdyz jsou konjugované steroly hydrolyzovany, jsou pfeménény do podoby volnych sterolt,
které maji podobnou polaritu, coz ndm umoziluje steroly extrahovat jedinym rozpoustédlem.
V ptipadé ergosterolu a vitaminu D, je mozné saponifikaci provést bud’ na vzorcich, nebo na
vyslednych extraktech. Pokud je saponifikace provedena na vzorcich hub, jejim vysledkem je
rozbiti komplexnich struktur houby, coz vede k pfesnéjSimu stanoveni ergosterolu a vitaminu D>

z okolni matrix (Han & Zhou, 2015).

31



Saponifikace se obvykle provadi pii teplotdich mezi 60° a 80°C v rozmezi 15 az 60 minut (Heleno &
Diz, et al., 2016). V prubéhu hydrolyzy je obvykle pouzita kyselina askorbova, aby se piedeslo
degradaci sterolll zptisobené zvySenou teplotou. V nedavnych studiich bylo prokédzano, ze 1ze krok
saponifikace zcela preskocit u nékterych nekonvencnich metod extrakce (Heleno & Diz, et al.,

2016, Heleno & Prieto et al., 2016).

2.3 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce patfi mezi konvenéni metody. Casto byva pouzita pied saponifikaci a extrakci.
Princip je uveden na obrdzku 6. Na spodu aparatury je umisténa baika, ve které je zvolené
rozpousStédlo. Na ni je napojena soxhletova extrakéni patrona, kterd je naplnéna vzorkem
s analyzovanou latkou. Stanovovany analyt musi byt rozpustny ve zvoleném rozpoustédle.
Extrakéni patrona muze byt papirova nebo sklenénd. Na vrchni zabrus extrakéni patrony je

umisténa kondenzacni ¢ast s chladiem (Weggler at al., 2020).

A : Analyte @ : Matrix

Obrazek 6: Soxhletova extrakce 1. Ohfati analytu, 2. Kondenzace analytu a naplnéni soxhletovy
komory, 3. Opakovani extrakce, 4. Vysledny extrakt obsahujici analyt. Prevzato z: (Weggler at al.,
2020).

Extrakce je zalozena na opakovaném odpafovani a kondenzaci rozpoustédla, které postupné
napliuje Soxhletovu patronu. Kdyz je naplnéna, rozpoustédlo s ¢asti analytu protece zpét do spodni
baiiky, odkud se cely proces znovu zopakuje. Principem extrakce je postupné vymyvani analytu

z extrakéni patrony do spodni baniky, dokud neni vzorek vyCerpan (Weggler at al., 2020).
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2.4 Extrakce kapalinou (LLE)

V soucasnosti je tato tradi¢ni extrakce z velké ¢asti nahrazena extrakci na pevné fazi. Je tomu tak
hlavné proto, ze extrakce na pevné fazi nabizi mnohem rychlejs$i zpracovani vzorki a zaroven je
mnohem vice specifickd. Velikou nevyhodou extrakce LLE je také bézné uzivani toxickych

rozpoustédel (Papoutsis et al., 2020).

Extrakce kapalinou je zaloZena na principu dvou nemisitelnych kapalnych fazi (Obrdzek 7).
Obvykle se jednd o vodny vzorek a organické rozpoustédlo. Volba extrakéniho ¢inidla vyznamné
ovliviiuje selektivitu a uc¢innost extrakce. Analyt je rozpustén v rizném poméru v obou fazich na
zakladé své rozpustnosti v danych rozpoustddlech. Cim vétsi je rozdil mezi rozdélovacimi
koeficienty extrahované latky, tim dokonalejsi je oddéleni. Extrakt je obvykle preferovan ve vice
t€kavé fazi, nebot’ po extrakci nasleduje odpafovani rozpoustédla v koncentratoru (Tsenang et al.,

2022).

Liquid-liquid extraction (LLE)
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Obrazek 7: Schématické znazornéni principu extrakce LLE.

Prevzato z: Tsenang et al., 2022).

2.4.1 Priklady extrakceergosterolu kapalinou

Extrakce kapalinou je velmi jednoduché a u¢inna metoda extrakce, kterou lze pouzit pro extrakci
ergosterolu z riznych vzorkl. Vzhledem k jednoduchosti provedeni metody byla také vybrana pro

experimentalni Cast prace.

Vroce 2010 Matya$ v ramci své diplomové prace extrahoval ergosterol zje¢mene a sladu za
pomoci 10 % roztoku KOH v methanolu, ve kterém byla rozpusténa rozdrcend smés zminénych

obilovin ptfidavkem hexanu pfi teploté¢ 60°. Po ochlazeni byla pfidana destilovand voda, odebrana
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organickd a postup byl opakovan trikrat. Konecny obsah ergosterolu byl stanoven pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie s pouzitim detekce s diodovym poélem. Vytéznost byla

stanovena na 106,1 % (Matyas, 2010).

Heleno, Diz a kol provedli v roce 2016 extrakci ergosterolu u hub. Proces byl zapocat saponifikaci s
2M KOH v methanolu s 0,1M kyselinou askorbovou. Vzorky byly saponifikovany 45 minut pii 60°.
Ke vzorkiim poté byla piidana destilovana voda a cyklohexan. Celd smés byla vortexovana (3500
rpm, 5 minut) a po dokonalém oddéleni fazi z ni byla odebrana hexanové vrstva, kterd byla
odpafena na koncentratoru. Obsah ergosterolu byl stanoven pomoci HPLC (Heleno, Diz, et al.,

2016).

Pro extrakci ergosterolu z ptidy Davis a kol. pouzili v roce 1992 smés n-hexan a methanol 1:4 v/v,
ktera byla smichdna se smési a ponechédna v tfepacce 16 hodin. Poté byla ptida odfiltrovdna pomoci
vakuové filtra¢ni aparatury se sklenénymi vlakny. Ke zbylé smési byla pfidana voda. Lahvicka byla
ponechana stat, aby se odd¢lila vodna a hexanova frakce. Organicka ¢ast byla odebrana a odparena

v koncentratoru. Extrahovany ergosterol byl zméfen gravimetricky pomoci vah (Davis et al., 1992).

Extrakci ergosterolu z picnin zapocal Dohnal a kol. v roce 2007 smisenim analyzované picniny z 10
% KOH v methanolu. Poté byla smés 30 sekund intenzivn€ promichdvana na michacce, a
ponechana na 90 minut v termobloku pii 80°C. Po ochlazeni byla ke vzorku ptiddna destilovana
voda a hexan. Cely obsah byl centrifugovan (4000 ot./min) a organickd frakce byla odd¢€lena.
Postup byl opakovan ttikrat, a nakonec byly hexanové frakce odpafeny v koncentratoru. Finalni
odparek byl rozpustén ve smési methanol/toluen 75:25 v/v a analyzovdn pomoci kapalinové

chromatografie s UV detekci (Dohnal et al., 2007).

2.5 Extrakce na pevné fazi (SPE)

V praxi je extrakce na pevné fazi prevazné vyuzivana pii separaci parazitickych hub rostoucich
v ramci rostlinnych pletiv. Odd€lovani parazitickych hub a kontaminaci tohoto typu je obzvlasté

sloZité, nebot’ oba materialy jsou vzajemné prorostlé (Newell, 1992; Newell, 1994; Gessner, 1996).

SPE metoda je obvykle pouzivana pro extrakci kapalnych latek, zejména t€kavych a stiedné
tékavych, které v sobé maji n¢jaké piimeési, které by mohly ovlivnit nasledna analyticka stanoveni.
Principem extrakce je interakce mezi pevnou fazi a protékajicim vzorkem. Molekuly vzorku by

mély byt zachyceny na tuhém sorbentu (Obr. 8), ktery je néplni extrak¢nich kolonek rtznych
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velikosti. Extrakce vyuziva chemickych vlastnosti molekul vzorku, které pak v disledku

mezimolekulovych interakci ulpivaji na sorbentu (Otles et al., 2016).

Obrazek 8: Obvyklé Ctyti kroky SPE extrakce. Prrevzato z: (www.gilson.com)

Mezi vyhody SPE se urcit¢ tadi, ze pii ni neni potfeba pouzivat vysoce toxické latky jako je
naptiklad hexan nebo pentan, coZ jsou latky, které jsou obvykle pouzivany v LLE. Nevyhodou je
citlivost metody na Spatné vysuSeni kolony po projiti vzorku a v pfipadé ergosterolu rozklad jeho
chemické struktury po eluci, coz je zpusobeno nedostate¢né nizkym pH v kone¢ném extraktu

(Gessner et al., 1996).

SPE metoda je hojné vyuZzivana i pro extrakci jinych steroidnich latek a jejich derivath. Jako ptiklad
muzeme uvést vitamin D, ktery je navic ergosterolu strukturné velmi podobny (Hartwig, 1995;

Pluscec et al., 1987).

2.5.1 Molekulove imprintované polymery (MIP)

Mezi experimentdlni verze extrakce na pevné fazi, které jsou v soucasnosti na vzestupu, mizeme
zatadit pravé MIP. Jedna se o struktury, v podstat¢ umélé receptory, které jsou vyrobené na miru
hledané molekule, na zéklad¢ jejich chemickych, fyzickych a geometrickych vlastnosti. K jejich

vyrobé je vyuzito tzv. templatové molekuly, kterd vlastnostmi odpovida hledané molekule. S jeji
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pomoci jsou vyrobeny molekuldrné imprintované polymery (z anglického molecular imprinted
polymers), které¢ uchovavaji v paméti tvar a vlastnosti templatové molekuly (Obrazek 9). Je mozné
je vyuzit opakované bez toho, Ze by ztratily svou schopnost vazat ur€enou molekulu (Oktay et al,

2021).

Molekulové imprintované polymery byly poprvé zminény jiz ve studiich v roce 1930, ale az
nedavno byly pouzity v praxi pro ergosterol. Stalo se tak pro medicinské ucely, kdy byly Erg-MIP
kolony pouzity pro extrakci ergosterolu v Ganoderma tsugae, coz je houba studovand pro své
protinadorové ucinky, kvantifikace obsazeného ergsosterolu byla provedena pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie s obracenymi fazemi (Hashim et al, 2016).

(U] (i) (iii) (iv)

Obrazek 9: Schématické znazornéni tvorby molekulové imprintovanych polymert Prevzato z:
(Hashim et al, 2016).

2.6 Extrakce ultrazvukem

Extrakce ultrazvukem (UAE) je konven¢ni metoda, ktera je zaloZzena na vysokoenergetickych,
nizkofrekvencnich ultrazvukovych vinach. Tyto vlny generuji stfidani vysokotlakych a
nizkotlakych cykll. B&hem nizkotlakych cykli se vytvareji mikrobubliny v kapaling, které se
postupné zvétsuji, az nakonec v prubéhu vysokotlakého cyklu prasknou. Tomuto jevu se fika
kavitace. Mista kavitace jsou horkd a mikrobubliny pfi svém prasknuti vytvareji relativné rychly
proud kapaliny. Takto uméle vyvolané¢ extrémni podminky jsou schopné mechanicky poskodit
buiiky, u kterych se nachdzeji. Tim dojde k vyliti jejich obsahu (Chemat et al., 2017). Intenzivni
nizkofrekvencni zvukové viny maji frekvenci ptiblizné20-65 kHz (Heleno & Diz, et al., 2016). Lidé
je tedy nemohou slySet (Papoutsis et al., 2020).

V roce 2016 byly porovnany dvé metody extrakce ergosterolu a to UAE metoda se Soxhletovou
extrakci. Zatimco Soxhletova extrakce trva pfiblizné 4 hodiny a je potieba ji spojit se saponifikaci,
ultrazvukova extrakce byla hotova po optimalizaci podminek (375 W) za 15 minut. Vysledné
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hodnoty ergosterolu se ukazaly byt vyznamné zavislé na druhu pouzitého rozpoustédla. V ptipadé
pouzitin-hexanu a limonenu byly vysledky obou typt extrakci stejné, ackoliv UAE neptedchazela
saponifikace. Kdyz byl pouzit jako rozpoustédlo ethanol, vysledny extrakt nebyl tak Cisty jako u
druhého typu se saponifikaci. Tento vysledek byl odiivodnén vyssi polaritou ethanolu, ktera mohla
zpisobit, ze se do extraktu dostalo kromé ergosterolu vice latek (Heleno & Diz, et al., 2016;

Papoutsis et al., 2020).

2.7 Superkriticka fluidni extrakce (SFE) a tlakova extrakce (PLE)

Extrakce tohoto typu se pouzivaji pro riizné bioaktivni latky véetné sterolti, pigmentti, riznych oleji
a polyfenolt. Jak jiz nazev napovidd principem superkritické fluidni extrakce je pouziti
superkritické kapaliny k extrakci analytu. Metoda muaze byt pouzita jak pro tekuty vzorek, tak i
pevny. Nejbéznéjsi superkritickou kapalinou je CO, (Gallego, Bueno, & Herrero, 2019).

Metoda SFE byla vroce 2017 pouzita uhub shiitake pro extrakci ergosterolu. Kvantifikace
ziskaného ergosterolu byla provedena za pomoci plynového chromatografu ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem. Oba zkoumané parametry, teplota a tlak, vyznamné ovliviiovaly
vysledné koncentrace ergosterolu. Doporucend teplota SFE pro ergosterol byla stanovena na 70 °C

a tlak na 350 bar (Morales et al., 2017).

Tlakova kapalinova extrakce vyuziva specialni nerezové cely, ve které je udrzovana zvysSena teplota
a tlak. Diky podminkdm se zvySuje rozpustnost pfitomnych latek v rozpoustédle, které je do cely
davkovano. Vzorek je obvykle smichédn s inertni hmotou, jako je napft. pisek nebo jil, aby byla cela
pln€ vyplnéna. Po uréeném case je rozpoustédlo s analytem odcerpano do odbérné barky za pomoci

proudu dusiku (Bogialli et al., 2007).

Cilem vyzkumu proveden¢ho v roce 2013 byla optimalizace podminekPLE pro ergosterol. Mezi
sledované parametry patfil pocet cykll, extrakéni ¢as, pomér mezi vzorkem a piskem v cele a
teplota. Jako rozpoustédlo byl pouzit ethanol, ktery byl davkovan pod tlakem o hodnoté 10,7MPa.
Vysledné optimalizované podminky bylo 5 cykli ddvkovani ethanolu za 5 min, pomér vzorku proti

pisku 1:4 a teplota 50 °C (Gil-Ramirez et al., 2013).

Mezi obéma extrakénimi metodami SFE a PLE byly nalezeny rozdily. SFE byla vice selektivni a
schopna technického rozsiteni, které ji umoznilo pojmout i vzorky o vétSim objemu. PLE je naopak
metoda, kterd je omezena svou kapacitou cely a je proto vhodna pouze pro vzorky o dostatecné

malém objemu (Papoutsis et al., 2020).
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2.8 Mikrovinna extrakce (MAE)

MAE vyuziva mikrovln, coZ jsou ve své podstaté elektromagnetické signaly, které se pohybuji
v rozmezi mezi 300Mhz a 300GHz. Mikroviny ohfivaji rozpoustédlo, ve kterém je vzorek. Analyt
ptechazi do rozpoustédla. Vysledna smés je odebrana a odpafena na koncentratoru. Mikrovinna
extrakce byla v minulosti pouZzita pro extrakci polyfenold, polysacharidl, mastnych kyselin a tuki

(Maeng et al., 2017).

Taofiq et al. (2019) optimalizoval podminky pro extrakci ergosterolu za vyuZziti MAE. Doba
extrakce se pohybovala mezi 2-25 minutami pfi teploté 60°-150°C (Taofiq et al., 2019).
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3 METODY STANOVENI ERGOSTEROLU

Pro stanoveni ergosterolu je pouzivana cela fada chromatografickych a spektrofotometrickych
metod. Radime mezi né tenkovrstvou chromatografii (Larsen, 2004), plynovou chromatografii
s hmotnostni detekci (Nielsen, 2000), a mezi nejpouzivangjs$i patii vysokoucinnd kapalinova
chromatografie s UV detekci (Lohr et al, 2017). Nedostatek finan¢n¢ dostupnych a méné
nakladnych alternativ podnitilo vyzkumy, které se zabyvaji studiem a moznym uplatnénim
alternativnich metod stanoveni ergosterolu (Vukojevic et al, 2018). Dal§si moznosti jsou
elektrochemické metody stanoveni ergosterolu, které se vyznacuji ptedev§im svou nizkou cenou a
prostorovou nenaro¢nosti. Zaroven se jedna o metody pomérné citlivé a presné. Experimentalni cast
prace je zaméfena praveé na elektrochemické stanoveni, a proto mu budou vénovéany nasledujici

kapitoly.

3.1 Elektrochemické metody

Elektrochemické metody jsou nedilnou soucéasti analytické chemie a zdkladniho fyzikalng-
chemického vyzkumu. K identifikaci latek a jejich stanoveni se v elektrochemii vyuziva vztahu
mezi mefenou elektrickou veli¢inou a chemickymi vlastnostmi analyzovaného roztoku. Piikladem
meétenych elektrickych veli¢in mize byt elektrodovy potencidl, elektricky néboj, proudova odezva,
elektricky odpor a jiné. Na rozdil od jinych analytickych metod, elektrochemie méfi na rozhrani

mezi roztokem a elektrodou (Francis et al., 2022).

Pro vyuziti elektrochemickych metod je nutné, aby métena latka byla schopna pienéset elektricky
naboj. Hlavnim principem elektrochemie je totiz pfenos elektronli v rdmci redoxni reakce na
povrchu elektrody. Méteny analyt je oxidovan nebo redukovan za specifického potencialu. Ziskana
proudovd odezva je umérna koncentraci analytu v méfeném roztoku. Mezi metody fadime
konduktometrii, potenciometrii, voltametrii, ampérometrii, coulometrii a elektrogravimetrii

(O’Mullane, 2013).

Elektrochemické metody umoziuji citlivou a selektivni detekci elektrochemicky aktivnich latek.
Pravé diky témto vlastnostem je mozné fici, ze jsou levnéjsi alternativou mnoha separacnich a
spektrofotometrickych metod. Mezi vyhody patfi nejenom nizkd pofizovaci cena vybaveni
pottebného k méteni, ale také velikost a mnohem mensi naklady na nésledny provoz (Vukojevié et

al,, 2018).
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Metody méfeni délime na rovnovazné a dynamické. Mezi rovnovazné fadime takové metody, které
vyuzivaji studia latek za rovnovaznych podminek. Jako ptiklad Ize uvést potenciometrické metody.
Naopak pfi dynamickych méfenich nejsou v systému rovnovdzné podminky a tim padem se méfi
bud’ za konstantniho potencidlu, ¢ehoz vyuzivaji potenciostatické metody, nebo za konstantniho

proudu, coz je vyuZito v galvanostatickych metodach (Suljkanovié¢ et al., 2019).

Zminéné typy méteni vyzaduji ke svému fungovani nejméné dvé elektrody ponotfené ve vodivém

roztoku (elektrolytu) s analyzovanou latkou. (O 'Mullane, 2013).

3.2 Voltametrie

Voltametrie je elektrochemickd metoda, pfi které jsou sledovany zmény v proudové odezvé
v zévislosti na ménicim se potencidlu. Vyjadienim zavislosti mezi témito veli¢inami je
voltametrickd kiivka (voltamogram), kterd nam poskytuje informace o zkoumaném analytu. Pod
voltametrické metody patifi cyklickd voltametrie, stejnosmérnd voltametrie a obdobné
elektrochemické techniky, mezi které fadime napiiklad staircase voltametrii, square-wave
voltametrii a fast-scan voltametrii. Ve vSech piipadech se vyuziva tiielektrodového systému, ktery
bude blize popsan v nasledujicich kapitolach spolecné s druhy voltametrie, které byly soucasti

praktické Casti prace (Hussam, 20006).

3.2.1 Cyklicka voltametrie

Jedna se o metodu, ktera je zalozena na dopfedném, tzv. forward skenu a zpétném tzv. reverse
skenu. Vysledny graf tedy vypada jako série trojuhelnikovych potencidlovych cykli, kdy je kazdy
cyklus sloZzen ze dvou skend. Cyklicka voltametrie je v praxi hojné vyuzivana pro zkoumdéni
termodynamiky redoxnich procesl, energetickych hladin elektrolytu a kinetice elektron-

transferovych reakci (Francis et al., 2022).

Pti pribéhu cyklické voltametrie je vyuzivano potenciostatu, ktery vkladd do systému potencial
mezi pracovni a referentni elektrodu. Jakmile potenciostat dojde ke svému pfednastavenému limitu,
zacne vkladat potencidl opacny. Tento zpisob vkladani vede ke charakteristickému grafu
zaznamenanych proudovych zmén, ktery ma tvar kachny (duck-shaped plot) a je oznacovan jako
cyklicky voltamogram. ZjednoduSenou verzi je voltametrie s linearnim skenem (linear sweep
voltammetry), kterd obsahuje pouze jeden ze skeni, na zaklad¢ toho, jestli dana latka oxiduje nebo
redukuje na pracovni elektrod€. Tato metoda je velmi uzitecnd v piipad¢ ireversibilnich systémt, u

kterych by opacny sken neposkytl zddné nové informace (Azam, 2022).
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3.2.2 Square-wave voltametrie (SWV)

Square-wave voltametrie je jednou z nejrychlejSich a nejvice citlivych metod pulzni voltametrie.
Jeji detekeni limity mohou byt pfirovnany ke chromatografickym a spektroskopickym metodam. Za
typicky tvar SWV mohou aplikace potencidlli o riizné vysce (pulzni amplitud€), ktera je zavisla na
potencidlovém kroku (Eg,) a €asu (t). Proud je méfen na konci kazdého pulzu a do grafu je
zaznamenan rozdil dvou po sob¢ zmétenych hodnot. Potencial vkladany na elektrodu je modulovan
sttidavym napétim pravouhlého tvaru. Kromé amplitudy a potencidlového kroku je méfeni
vyznamné ovlivnéno frekvenci. Vysledny graf ma podobu piku. Mezi vyhody SWV patii maly

nabijeci proud, rychlost méfeni a moznost optimalizace mnoha parametrt (Simoes et al., 2017).
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4 TYPY PRACOVNICH ELEKTROD

Pro elektrochemickd méfeni jsou pouzivany rizné typy elektrod. Mezi nejcastéji pouzivané patii
elektrody ze skelného uhliku. Jako dalsi Ize jmenovat borem dopované diamantové elektrody, nebo
kovové elektrody. Do své vlastni kategorie spadaji pastové elektrody, které 1ze namichat ptimo v
laboratofi. V soucasnosti jsou velmi oblibené tisténé elektrody vzhledem ke své miniaturni velikosti
a skladnosti. V nasledujicich kapitolach budou podrobné popsany pracovni elektrody, které byly

posléze vyuzity v rdmci praktické ¢asti diplomové prace.

4.1 Elektroda ze skelného uhliku (GCE)

Elektroda ze skelného uhliku patii mezi nejcastéji pouzivané uhlikové elektrody. Uhlik, ze kterého
je vyrobena ma vlastnosti podobné sklu, to znamena, Ze neni propustny pro vétSinu kapalin a plynt.
Skelny uhlik tohoto typu vznika za extrémnich podminek (1000 °C pod tlakem) z negrafitického
uhliku a to pyrolyzou vhodného polymeru jakou je napf. fenolova pryskytice. GCE je v praxi
pouzivana pro svoji tvrdost, Siroky potencialovy rozsah, dobrou vodivost a nizky elektricky odpor

(Youngmi Yi, 2017).

Elektroda je pied méfenim aktivovana mechanickym leSténim, které mize byt také pouzito
v pribéhu méfeni pro odstranéni adsorbovanych latek na povrchu elektrody. Pii ¢isténi se obvykle
vyuziva n-hexan nebo destilovand voda, ve spojeni s lestici ploskou, na které je nasypano malé

mnozstvi oxidu hlinitého (Lii et al., 1999).

Vroce 2018 byla elektroda ze skelného uhliku pouzita pro méfeni cholekalciferolu v ¢istém
acetonitrilu a smési ethanolu s vodou. Cilem prace bylo sledovani oxidacniho mechanismu latky.
Bylo vyuzito diferenéné pulzni voltametrie. Detekéni limit ziskanych vysledkt byl 8,0x107M.
Prace dospéla k zavéru, ze GCE je vhodnym nastrojem pro analyzu potravin a 1ékt (Nallbani et al.,

2018).

4.2 Borem dopovana diamantova elektroda (BDDE)

Diamant je ve své podstaté nejtvrdSi piirodni krystalickou formu uhliku. Jeho struktura je
usporadana v krychlové miiZce, ktera je tvofena sp® vazanymi hybridizovanymi uhliky. Uspofadani
proptjcuje diamantu vlastnosti, které jsou velmi zadané — chemicka inertnost, odolnost vii¢i korozi,

vysoka tepelna vodivost a opticka transparentnost (Stankovié et al., 2017).
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Samotny diamant je obvykle dopovéan dal$imi latkami, nebot’ sam o sob¢ je vyborny izolator, ktery
ma velmi vysoky elektricky odpor. Castou piimési je bor, pro svou nizkou aktivaéni energii naboje.
K vyrobé borem dopovaného diamantu je obvykle pouzita plynna smes methanu a vodiku, ve které
je zéaroven ptitomen oxid bority nebo diboran jako zdroj boru. Na rozdil od vétSiny ostatnich
elektrod dochéazi na povrchu BDDE k minimalni adsorpci, coZz znamena, Ze elektrodu neni tieba

pravideln¢ lestit. Elektroda by ovSem méla projit uréitym oSetienim pied métenim (Pleskov, 2002).

V roce 2018 Vukojevi¢ a kol. stanovovali ergosterol s pomoci BDDE. Cilem jejich prace bylo
optimalizovat podminky elektrochemického stanoveni ergosterolu a jeho porovnani se sou¢asnymi
spektrofotometrickymi metodami. Prace stanovila jako nejvhodnéjsi elektrolyt 0,1M smés
acetonitrilu s hexafluorofosfatem tetrabutylamonnym. Me¢éfeni probéhlo za optimalizované
amplitudy 70 mV a frekvence 110 Hz. Pulvlnny potencial se pfi méteni pohyboval okolo 1,17
V s pouzitim bezvodé Ag/Ag" referentni elektrody. V zavéru prace byly porovnany vysledky
ziskané pomoci elektrochemické metody square wave voltametrie a spektrofotometrické metody.
Na obrazku 10 je patrné, ze hodnoty byly skoro totozné, a proto bylo elektrochemické stanoveni

oznaceno za vhodnou alternativni metodu stanoveni ergosterolu (Vukojevic et al., 2018).

Sample Developed method mg/kg Spectrophotometric method mg/kg

1 1240 £ 22 1233
2 860 + 15 850
3 400 £ 9 406

Obrazek 10: Vysledky zisakané pti elektrochemickém a spektrofotometrickém stanoveni
ergosterolu ve ttech odlisnych houbovych extraktech. Prevzato z: (Vukojevié et al., 2018)

4.3 Pastové elektrody

Pastové elektrody se poprvé objevily v roce 1958, kdy s nimi ptisel americky elektroanalytik Ralph
Norman Adams. Pivodni pastova elektroda je smési uhlikového prasku a ve vodé nerozpustnych
pojidel — oleju. Jako uhlikovy prasek mize velmi dobfe slouzit obycejny grafitovy prasek, prasek ze
skelného uhliku, shungitovy prasek nebo prasek z uhlikovych nanotrubic. Pojidlem celé smési je
obvykle minerdlni nebo silikonovy olej, ale mizeme se setkat i s vazelinou, parafinem a
trikresylfosfatem. Obycejna uhlikova pasta ovSem nevydrzi organické prostiedi. Nedavno proto
vznikla studie, kterd upravuje ptivodni pastové elektrody a piidava do nich povrchové aktivni latky,
tenzidy, které do urcité miry chrani povrch pasty pfed desintegraci. Mezi takové latky fadime

dodecylsulfat  sodny  (SDS), cetylpyridin  chlorid, cetyltrimethyl amonny, bromid
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didodecyldimethylamonny a dal$i. Pasty jsou homogenizovany v tieci misce s tlouckem. Na
zaklad¢ zkuSenosti autort je doporuceno nejdiive smichat povrchové aktivni latku s olejem a az
pot¢ do smési pfimichat uhlikovy prasek. Kdyz je pasta hotova, je umisténa do prazdného
teflonového téla elektrody se zavitovym vodivym pistem. Velikou vyhodou téchto elektrod je
moznost vytlaceni kusu pasty po kazdém méteni, coz feSi mozné problémy s adsorpci analytu na

povrch elektrody (Jashari et al., 2022).

Vroce 2021 byla vramci diplomové prace Mgr. Katefiny Netikové pouzita nevodnd pastova
elektroda pro elektrochemické stanoveni cholekalciferolu s pouzitim diferenéné pulzni voltametrie.
Anodicky pik byl pfitomen okolo potencidlu 1,14 V. Pro méfeni byla nastavena amplituda o
velikosti 60 mV a potencidlovy krok o velikosti Eg, = 2,5 mV. Jako elektrolyt byl pouzit 0,1 M
LiClO4 v MeCN. Pastova elektroda byla porovnana s klasickou z elektrody ze skelného uhliku. Na
zaklad¢ srovnani limitu detekce a kvantifikace, LOD pastové elektrody = 5,350 uM a LOQ =
17,834 uM a LOD skelné uhlikové elektrody = 17,924 uM a LOQ = 59,747 uM, bylo v zavéru
prace urceno, Zze nevodnd pastova elektroda je citlivéjsi, nez-li elektroda ze skelného uhliku

(Netikova, 2021).

4.4 Tisténé elektrody

Tisténé elektrody jsou mnohem mensi nez jejich protéjsky. Jedind tiSténa elektroda obvykle
obsahuje celé tfielektrodové usporadani, tedy pracovni, referencni i pomocnou elektrodu. Vzhledem
k jejich velikosti je mozné méfit i ve velmi malych objemech. Elektrody se mezi sebou 1isi svym
slozenim, které ptedurcuje jejich vlastnosti a odolnost. Obvyklé komeréné pouzivané tisténé
elektrody jsou uhlikové (screen-printed carbon electrodes). V roce 2018 byla vytvofena tiSténa
elektroda s pouzitim borem dopovaného diamantového prasku (BDDP). Tento prasek je mozné
pfipravit vrstvenim borem dopované diamantové vrstvy na povrch komeréné prodéavaného
diamantového prasku. Vzhledem ktomu, Ze elektrodé mohou slouzit rGzné materidly jako
substratovy podklad, je mozné pouzit takové, které jsou lehké, levné a pruzné. Timto zpisobem
dostaneme elektrody, které jsou relativné snadno nahraditelné a zaroven disponuji schopnosti
vysoce citlivé elektrochemické detekce. V ramci studie bylo zjisténo, ze BDDP tisténa elektroda je

odolngjsi a vykazuje mensi Sum pozadi nez obvykla tisténa uhlikova elektroda (Kondo et al., 2018).

V roce 2022 Matvieviev a kol. méfili senzitivu tisténych borem dopovanych diamantovych elektrod

rrrrr

chemického depozi¢niho systému. Elektrody poskytuji velké potencidlové okno, minimdalni Sum
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pozadi a jsou velmi odolné vici pasivaci. Zaroven se vyznacuji svou nizkou cenou. Testovani

elektrod probéhlo s pomoci cyklické voltametrie a redoxnich sond (Matvieiev et al., 2022).
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Seznam pouzitych pristroji, pomitcek, chemikalii a pracovnich roztoki

5.1.1 Chemikalie a roztoky

Pro ptipravu elektrolytii a pouzitych standard byly pouzity chemikalie s Cistotou pro analytické
ucely. Pro elektrolyt o koncentraci 0,05M-0,5M byl pouzit bezvody acetonitril (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) a chlornan lithny LiClO4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Jako standard
byl pouZit ergosterol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), ze kterého byly pfipraveny zasobni
roztoky 2mM a 5mM) rozpuSténim v acetonitrilu. Pro extrakce byl pouzit bezvody methanol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a dichlormethan (J.T. Baker, Randor, Pensylvanie, USA).

Ethanol (Lach-Ner s.r.o, Neratovice, Ceska republika) byl pouzit pro oplachovani mé¥ici cely.

Pro ptipravu tenzidovych elektrod byl pouzit Sigradur G skelny uhlik (od HTW Hochtemperatur-
Werkstoffe, Némecko), jako surfaktant dodecylsulfat sodny (SDS od Aldrich Chemical Company,
Inc., USA) a parafinovy ole;.

5.1.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Seznam pouzitych piistroji a pomicek je uveden v nésledujici tabulce (Tabulka 1) v abecednim

usporadani.
Tabulka 1: Ptistroje a pomucky pouzité v diplomové praci.

Piistroje a pomticky Vyrobce
AUTOLAB PGSTAT 30 —
potenciostat Metrohm Autolab Utrecht Nizozemi
HI 190M - magnetické michadlo Hanna Instruments Smithfield USA
Lestici set na elektrody Metrohm Herisau Svycarsko
Membranova vakuova pumpa Vacuubrand Wertheim  Némecko
Mgfici cela Metrohm Herisau Svycarsko
NOVA - software Metrohm Autolab Utrecht Nizozemi
PalmSens2 — potenciostat Palm Instrument Eindhoven Nizozemi
PSTrace — software Palm Instrument Eindhoven Nizozemi
Rotina 420R — centrifuga Schoelle Instruments s.r.o. Praha CR
RVC 2-18 CDplus CHRIST —
vakuovy koncentrator Martin Christ Némecko
Scaltec SBC 32 - analytické vahy Scaltec Instruments Gottingen  Némecko

46



5.1.3 Priprava standardu

V pribéhu experimentii doslo ke zjiSténi, ze ergosterol je nutné pfipravovat Cerstvy vzdy pied
kazdym méfenim. Proto byly upraveny podminky ptipravy standardniho roztoku. Zpocatku byl
pouzivan bezvody 100 % acetonitril, a pro rozpusténi bylo potieba zvysené teploty a homogenizace
v ultrazvukové lazni. Protoze je ergosterol Spatné rozpustny v acetonitrilu 1 za téchto podminek,
bylo zkouseno rozpousténi ve smési aceton/acetonitril 1:9 v/v. Ergosterol je rozpustén v acetonu a
doplnén acetonitrilem. Tato metoda piipravy standardniho roztoku se osvédcila, nebot’ zkratila dobu
ptipravy standardniho roztoku bez toho, Ze by naru$ila voltamogramy vysledné¢ koncentrace

ergosterolu.

5.1.4 Pouzité elektrody

Pro méfeni byly pouzity tisténé elektrody (Obrazek 10), konkrétn¢ SP-BDDE s borem dopovanou
diamantovou pracovni elektrodou, stiibrnou referentni elektrodou a pomocnou diamantovou
elektrodou (plocha pracovni elektrody 7,07 mm?) z Ustavu fotoniky a elektroniky (SP-BDDE Pt),
Slovenské technické univerzity v Bratislave, Slovensko, komeréné dostupné tisténé elektrody SP-
BDDE s borem dopovanou diamantovou pracovni elektrodou, stfibrnou referentni elektrodu, ale
pomocnou elektrodu uhlikovou (plocha pracovni elektrody 10,18 mm?) od firmy Metrohm, Herisau,

Svycarsko (SP-BDDE Metrohm).

V tiielektrodovém usporadani s klasickymi elektrodami byly pouzity: elektroda ze skelného uhliku
(GCE) s plochou pracovni elektrody 7,07 mm? (Metrohm, Herisau, Svycarsko), borem dopovana
diamantova elektroda (BDD) s plochou 7,07 mm? (Windsor Scientific, Slough, UK). Jako pomocna
elektroda byla pouzita platinova elektroda (Elektrochemické Detektory s.r.o., Trnov, Ceska
republika) a referentni argentchloridova Ag/AgCl (Metrohm, Herisau, Svycarsko).

V neposledni fadé byly pouzity pastové elektrody s plochou 7,07 mm?®, které byly pfipraveny
smichanim skelného uhliku Sigradur G (HTW Hochtemperatur-Werkstoffe, Némecko),
parafinového oleje a tenzidu SDS (dodecylsulfat sodny, Aldrich Chemical Company, Inc., USA).
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5.2 Podminky elektrochemické detekce

5.2.1 Elektrochemicke cisteni (aktivace) cyklickou voltametrii

Pii méfeni s GCE a nevodnymi pastovymi elektrodami bylo pfed vlastnim méfenim provedeno
elektrochemické Cisténi v roztoku zakladniho elektrolytu (0,1M LiClO4 v bezvodém acetonitrilu 95
% v/v) pomoci cyklické voltametrie. Bylo provedeno deset skenli za podminek uvedenych v tabulce
2. Pastové elektrody prosly tolika skeny, dokud nebylo dosazeno reprodukovatelné odezvy. Pro

tisténé elektrody nebylo elektrochemickeé ¢isténi pouZito.

Tabulka 2: Podminky elektrochemické aktivace

Tew 8s
Epoc ov
Evertex 1 ov
Evertex 2 1,6V
Exrok 0,0025V
Rychlost skenu 0,1V/s
Pocet skenli 10

GCE elektroda byla mezi jednotlivymi kroky méfeni vzdy lesténa praSkem oxidu hlinit¢ho za
mokra. Tento krok nebyl provadén pro BDDE elektrodu, nebot’ zde nedochazi k pasivaci povrchu

elektrody. SPE-BDDE byly v pfipad¢ potieby Cistény v ultrazvukové 1azni v n-hexanu (1 min).

5.2.2 Priprava pastovych elektrod

V nasem piipad¢ byly pfipraveny nevodné pastové elektrody, a to smichanim uhlikového prasku,
oleje a tenzidu. Vzhledem ke zkuSenostem pana doktora Syse byl jako nejlepsi hmotnostni pomér
vybran 7:2:1 w/w/w, skelny uhlik Sigradur G o velikosti ¢astic 10-20 pm (HTW Hochtemperatur-
Werkstoffe, Némecko), parafinovy olej a tenzid C12 SDS (dodecylsulfat sodny, Sigma-Aldrich, St.
Luis, USA) Byly pfipraveny rozmélnénim tenzidu v oleji a naslednym piidanim uhlikového prasku.
Piipravend pasta byla homogenizovana ve tfeci misce, dokud smés neméla pastovitou strukturu.

Nasledné byla pasta napéchovana do teflonového drzaku (pramér 3 mm) (Obrdzek 11). Samotné

meéteni bylo provadéno az druhy den, nebot’ Cerstvé pasty nejsou elektrochemicky stabilni. Métfeni
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probihalo v tfielektrodovém usporadani s argentchloridovou referentni elektrodou (Metrohm,
Herisau, Svycarsko) a pomocnou platinovou elektrodou (Elektrochemické Detektory s.r.o., Trnov,
Ceska republika). Pracovni elektroda byla mezi kazdym méfenim vyle§téna jemnym oto¢enim pistu

a vytlaCeni kousku pasty na filtracni papir.

o

Obrazek 11: Teflonové télo elektrody, tfeci miska, zasobni lahvicky s olejem, uhlikem a
tenzidem. (foto autorka)

5.2.3 Elektrochemicka detekce square-wave voltametrii

Meérici cela byla naplnéna 0,1M LiClO4 v bezvodém acetonitrilu, ktery byl pouzit jako elektrolyt.
Tento elektrolyt byl vybran na zaklad¢ vysledkii pfedchozi diplomové prace. Métfeni probihalo
v objemu 10 nebo 15 ml pro klasické ttielektrodové uspotadani a v 5 ml pro tisténé elektrody. Do
cely s elektrolytem byl pfidavan zasobni roztok ergosterolu (5 mM nebo 2 mM) v objemu pro
dosazeni pozadované koncentrace. Zasobni roztok ergosterolu byl udrzovan ve tm¢ kvili stabilité.
Roztok byl pfed méfenim michan nejméné 60 s pomoci mechanického michadla. Pro méteni byl
pouzit potenciostat PalmSens2 a software PSTrace, pro méfeni s tenzidovymi elektrodami byl
pouzit software 1.11 NOVA Autolab. Méfeni probihalo square-wave voltametrii za podminek

uvedenych v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Square-wave voltametrie — pouzité detekéni podminky

Exond. -0,15V
Eep. 0,6 V
taep. 150 s
Lekvil. 8s
Epoz. 04V
Exonc. 1,2V
Eirok 0,005V
Amplituda | 0,045 V
Frekvence | 10 Hz

5.3 Obecny postup extrakce

Byly testovany a postupné upraveny Ctyfi odlisné extrakéni postupy, které vychazely z informaci
uvedenych v literatuie a byly upraveny pro naSe podminky. V prvni fazi byly vyzkouSeny
vytéznosti jednotlivych extrakci za pomoci standardu ergosterolu o hmotnosti 2,1 a 2,3 mg, které
byly rozpustény v 5 ml 10 % KOH v methanolu. Po vybrani dvou nejlepSich extrakci byly jejich
pomoci zpracovany realné vzorky Ccistych kultur plisni Penicillium chrysogenum, Fusarium
tricinatum, Mucor racemosus, Cladosporium herbarum a Aspergillus brasiliensis a vzorky peciva
naockované stejnymi kulturami plisni (Obrazky 14-18). U vzorkl plisni na médiu bylo opatrné
odsato médium. VSechny vzorky plisné o hmotnosti 2 g byly homogenizovany v 10 ml 10 % KOH

v methanolu.

Prvni extrakéni postup

Vzorek ve zkumavce byl rozpustén v 10 ml 10 % KOH v methanolu. 15 minut byl tfepan pfi
laboratorni teploté a poté byl umistén na 10 minut do ultrazvukové 1azn€. Poté k nému bylo pfidano
5 ml hexanu a zkumavka byla inkubovéana 15 minut pfi 60°C. Nésledné byly ke smési pfidany 2 ml
deionizované vody a hexanova vrstva byla odebrana do ¢isté zkumavky. Hexan byl do smési ptidan
celkem tfikrat v pribéhu celé extrakce. Odebrané hexanové frakce byly smichany a odpafeny ve
vakuovém koncentratoru pii 55 °C. Vysledny odparek byl rozpustén v elektrolytu (0,1M LiClO./95
% ACN v/v).
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Druhy extrakcni postup

Ve druhé extrakci byla misto hexanu pouzita smés n-hexan/methanol v poméru 1:4 (v/v).
Ergosterol byl rozpustén v 10 ml této smési a 30 minut tfepan. Po této dobé byly do zkumavky
pfidany 2 ml 10 % KOH a roztok byl znovu tfepan (15 minut). Pak byly ke smési pfidany 2 ml
ultracisté¢ vody, smes byla rucné¢ 30 sekund tfepana. Po oddéleni organické a vodné faze byla
organicka vrstva odebrana do centrifuga¢ni zkumavky. Po odebrani organické frakce bylo do smési
znovu pfiddo 5 ml n-hexan/methanol 1:4 (v/v) a byl opakovan stejny postup do odebrani organické
faze. Tento postup byl zopakovan v celém extrakénim postupu celkem tiikrat. Odebrané hexanové
frakce byly smichany a odpatfeny ve vakuovém koncentratoru pii 55 °C. Vysledny odparek byl
rozpustén v elektrolytu (0,1M LiCl04/95 % ACN v/v).

Treti extrakcni postup

Vzorek byl rozpustén ve smési methanol/dichlormethan (v/v). Smés byla vzdy 30 minut tfepana,
pak do ni bylo znovu pfiddno 5 ml smési rozpoustédel. Tento postup byl tiikrat zopakovan.
V zavéru byla ze zkumavky odebréna organicka frakce, kterd byla odpatena v koncentratoru pii 55

°C. Vysledny odparek byl rozpustén v elektrolytu (0,1M LiCl04/95 % ACN v/v).

Ctvrty extrakcni postup

Vzorek byl rozpustén v 10 ml 10 % KOH v methanolu. Smés byla 30 sekund tfepana a posléze
inkubovana 30 minut v 80 °C. Po ochlazeni byl do zkumavky ptidan 1 ml deionizované vody a 5 ml
hexanu. Smés byla 30 sekund tfepana v ruce. Po tfepani byla smés ponechana v klidu, aby doslo
k oddéleni vodné a organické faze. Hexanové frakce byly odebrany do samostatné zkumavky.
Ptidavek hexanu a nasledné tfepani bylo takto opakovano v rdmci celé extrakce tfikrat. Ziskané
hexanové frakce byly odpafeny na koncentratoru pii 55 °C. Vysledny odparek byl rozpustén
v elektrolytu (0,1M LiClO4/95 % ACN v/v).
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Obrazek 12: Realny vzorek Fusarium tricinatum, narostly na
kontaminovaném pecivu, ktery byl homogenizovan v 10 ml 10 % KOH v
methanolu a byl k nému ptfiddn 1 ml deionizované vody a 5 ml hexanu.
(foto autorka)

Obrazek 13: Realny vzorek Penicilium chrysogenum, narostly

na kontaminovaném pecivu, ktery byl homogenizovan v 10 ml 10 %

KOH v methanolu a byl k nému pfidan 1 ml deionizované vody a 5
ml hexanu. (foto autorka)
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Obrazek 14: Realny vzorek Mucor racemosus narostly na médiu,
ktery byl homogenizovan v 10 ml 10 % KOH v methanolu a byl k nému
pfidan 1 ml deionizované vody a 5 ml hexanu. (foto autorka)

Obrazek 15: Realny vzorek Cladosporium herbarum, narostly na
kontaminovaném pecivu, ktery byl homogenizovan v 10 ml 10 % KOH
v methanolu a byl k nému ptidan 1 ml deionizované vody a 5 ml hexanu.
(foto autorka)
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Obrazek 16: Realny vzorek Aspergillus brasiliensis narostly na
médiu, ktery byl homogenizovan v 10 ml 10 % KOH v methanolu a byl k
nému piidan 1 ml deionizované vody a 5 ml hexanu. (foto autorka)
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace se zabyvala elektrochemickym stanovenim ergosterolu ve vzorcich
¢istych kultur plisni a vzorka potravin umeéle kontaminovanych vybranymi plisnémi. Cilem bylo
porovnat vybrané metody extrakce ergosterolu ze vzorkd a optimalizovat podminky pfipravy

vzorku. Pro méfeni byly také porovnavany rizné pracovni elektrody.

V praci bylo pouzito nékolik druht pracovnich elektrod, kontrétn¢ elektroda ze skelného uhliku
(GCE, Metrohm, Herisau, Svycarsko), borem dopovana diamantova elektroda (BDDE, Windsor
Scientific, Velka Britanie) a uhlikova pastova elektroda s pfimési tenzidu. Vedle klasickych
elektrod byly pro stanoveni ergosterolu testovany i tisténé ttielektrodové senzory, konkrétné tisténé
tiielektrodové senzory s borem dopovanou diamantovou pracovni elektrodou, referentni
argentchloridovou a pomocnou diamantovou elektrodou, které byly poskytnuty z Fakulty
Elektrotechniky a informatiky, Slovenské technické univerzity v Bratislavé (SP-BDDE, tym Dr.
Mariana Vojse) a komercni tisténé tiielektrodové senzory s borem dopovanou diamantovou
pracovni, referentni stfibrnou a uhlikovou pomocnou elektrodou (SP-BDDE, Metrohm, Svycarsko).
Prace navazovala na piredeslou diplomovou préci, proto byly pro méfeni pouzity jiz zavedené
podminky elektrochemické detekce ergosterolu. Vyjimku tvofily nové pouzité uhlikové pastové
elektrody s pfimési tenzidu (tzv. nevodné pastové elektrody), pro které¢ byla dodate¢né
optimalizovana frekvence pulzu a amplituda. Zvolenou detekéni metodou pro stanoveni ergosterolu

byla square-wave voltametrie.

Cilem experimentll bylo vybrat nejvhodnéjsi z testovanych extrakénich postupli a s jeho pomoci

zpracovat a proméfit redlné vzorky.
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6.1 Tisténé tiielektrodové senzory s borem dopovanou diamantovou pracovni

elektrodou

Mezi vyzkouSené tisténé tiielektrodové senzory pattily komeréné dostupné tisteéné SP-BDD
elektrody od firmy Metrohm (Svycarsko), které obsahuji borem dopovanou diamantovou pracovni
elektrodu, stfibrnou referentni elektrodu a uhlikovou pomocnou elektrodu (dale oznacovany jako
SP-BDDE Metrohm). Pro méfeni ergosterolu square-wave voltametrii byly pouzity podminky

uvedené v Tabulce 3 kap. 5.2.3.

Voltamogram nema standardni pribéh (Obrazek 19). Je tomu tak zfejmé z diivodu uhlikové
pomocné elektrody, ktera neni stabilni v prostfedi organického rozpoustédla, ve kterém byla méteni
provadéna. Kazda vyzkousena komeréni elektroda tohoto typu vydrzela maximalné pét meéfeni.
Navic, ziskané voltamogramy nebyly reprodukovatelné, dochazelo k posunu potencidlu maxima
piku, pfi kterém byla odecitdna proudova odezva. Zarovein se pii potencialu 1,1 V zacal objevovat

paraziticky pik, pravdépodobné zplisobeny poskozenim referentni elektrody (Obrazek 17).
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i 1 pM

0 v ' : r '
0,8 0,9 1,0 Xl Tk

ElV

Obrazek 17: SW-voltamogram standardu ergosterolu v rozmezi 1-100 pM koncentrace

Meéreno na elektrode SP-BDDE Metrohm. Méreni probihalo v 0,1M LiCIO, ve 100%
bezvodem acetonitrilu.
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I ptes Spatnou reprodukovatelnost byly vysledky zaznamendny a byla z nich vytvotena kalibra¢ni
kiivka. Kazd4 z hodnot byla naméiena tiikrat a ze ziskanych primérnych hodnot byla sestavena

kalibra¢ni kiivka (Obrdzek 18).

- R2 = 0.‘9943
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Obrazek 18: Kalibracni kiivka zavislosti proudové odezvy na koncentraci ergosterolu v
roztoku.

Mereno pro SP-BDDE Metrohm elektrodu. Pouzity elektrolyt 0,IM LiCIO, ve 100 %
acetonitrilu. Hodnoty jsou priimérem tri mereni.

ProtoZe byla proudovéa odezva odecitana pii rozdilnych potencidlech, je kiivka uvedena pouze pro
uplnost. Elektrody nebyly dale pouzivany ve striktné organickém prostiedi.
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Diky spolupréci se slovenskym Ustavem fotoniky a elektroniky jsme méli k dispozici tiielektrodové
tiSténé senzory s borem dopovanou diamantovou pracovni elektrodou, stiibrnou referentni a
pomocnou diamantovou elektrodou (dale oznacovany jako SP-BDDE Pt). Pro méfeni byly pouZity
podminky uvedené v kap. 2.5.3. Pfi méfeni jsme nastavili frekvenci na 50 Hz, nebot’ poskytovala
lepsi vysledky (Obrazek 19). Zaroven byl upraven depozi¢ni ¢as na 10 s, u kterého byly totozné
vysledky s ¢asem 150 s. V nasledujicich métfenich s témito elektrodami byly pouzivany takto

upravené podminky méfeni.
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Obrazek 19: SW voltamogram pro optimalizaci frekvence.

Meéreno na SP-BDDE Pt. Pouczity elektrolyt 0,IM LiCIO, ve 100 % bezvodém acetonitrilu.
Proudova odezva byla odecitana pri potencialu 0,95 V. Koncentrace ergosterolu v roztoku byla 50
uM
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6.1.1 Optimalizace elektrolytu — primes vody

Vzhledem k agresivité organického prostiedi, které siln¢ poSkozovalo pouzivané komercni tisténé
elektrody SP-BDDE Metrohm, jsme vyzkouSeli pozménit pouZzivany elektrolyt. Porovnany mezi

sebou byly roztoky 0,1M LiClO4v 60 %, 90 %, 95 % a 100 % acetonitrilu (Obrazek 20).
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Obrazek 20: SW voltamogram zavislosti proudové odezvy na potencidlu pii pouziti odlisnych
pomerii acetonitrilu s destilovanou vodou.

Meéreno na SP-BDDE Pt. Proudova odezva byla odecitana pri potencialu maxima piku.
Koncentrace ergosterolu v elektrolytu byla 50 uM.

Rozdily mezi elektrolytem s obsahem 95 % acetonitrilu a 100 % acetonitrilu nebyly pro proudovou
odezvu pfili§ vyznamné. Elektrolyt s piimési vody byl ovSem mnohem Setrnéjsi k tiSténym

elektrodam, a proto byl pouzit pro dal$i méteni.
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6.1.2 Optimalizace elektrolytu — koncentrace chloristanu

V praci byly vyzkouSeny tii koncentrace chloristanu v pouzivaném elektrolytu. Byly zkouSeny
koncentrace 0,05 M, 0,1 M a 0,5 M LiClO, v acetonitrilu. Bylo zkouseno, jestli jiné koncentrace

nemohou pozitivné ovlivnit proudovou odezvu (Obrdzek 21).
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Obrazek 21: SW voltamogram pro koncentrace 0,05-0,5 M chloristanu lithného v
95 % acetonitrilu.

Meéreni bylo provedeno pro tri rozdilné koncentrace chloristanu a to pro 0,05M, 0,IM a
0,5M. Pouzita koncentrace ergosterolu byla 100 uM. Jako elektroda byla vyuzita SP-BDDE Pt.

cwwvr

nema pozitivni vliv na vysledny pik. Nasledujici experimenty byly proto nadéle provadény s 0,1 M

koncentraci chloristanu.
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6.1.3 Kalibracni krivka pro kvantifikaci ergosterolu s SP-BDDE Pt

Po optimalizaci podminek méfeni a prizptisobeni elektrolytu byla zméfena koncentrace
0-1300 uM pro tistenou SP-BDD Pt elektrodu. Méfeni bylo provedeno Sestkrat pro kazdou
koncentraci ergosterolu. U vysokych koncentraci dochdzelo ke zlomu kalibracni kiivky a lze

pozorovat dva linearni Useky (Obrdzek 22).

1 y=0,0183x + 10,669
R*=0,9923

y = 0,0368x - 0,1696
R*=0,9989
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Obrazek 22: Kalibracni zavislost mezi proudovou odezvou a koncentraci ergosterolu 0-1300
uM.

Meéreno pomoci tistené SP-BDDE Pt elektrody. Pouczity elektrolyt 0,1 M LiClO4 v
95 % acetonitrilu. Maxima pikit byla zaznamendana pvi potencialu 0,95 V.

Protoze realné vzorky neptesahly hranici 500 uM, druha spojnice trendu nebyla pouzita.
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Mg¢fteni bylo provedeno znovu pouze pro koncentrace 0-500 uM (Obrazek 23). Chybové usecky

byly vypocitany na zakladé studentova t-testu pro Sest méteni dle rovnice:

5*tgos

—
Vi

kde x je primérna hodnota, s smérodatna odchylka, toos 95% stupeit volnosti pro n-1

a n pocet métenti.

Pii méfeni byly pouzity optimalizované podminky zkap. 5.2.3, supravenou frekvenci
50 Hz a depozi¢nim ¢asem 10 s. Pro méfeni byl pfipraven vzdy Cerstvy roztok ergosterolu ve smeési

aceton/acetonitril 1:9 (v/v).
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Obrazek 23: Kalibracni kiivka zavislosti proudové odezvy na koncentraci v rozmezi 0-500
uM koncentrace ergosterolu.

Mereno na SP-BDDE Pt. Jedna se o zavislost proudové odezvy na koncentraci ergosterolu.
Pouzity elektrolyt 0,1 M LiCIO, v 95 % acetonitrilu. Maxima piku, ktera byla do této krivky
zanesena se nachdzela pri potencialu 0,95 V.
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6.2 Nevodné pastové elektrody

Pro stanoveni ergosterolu byly vedle obvykle pouzivanych elektrod zkouSeny i uhlikové pastové
elektrody s ptfidavkem tenzidu, tzv. nevodné pastové elektrody. Vyhodou téchto elektrod je
obnovitelnost jejich povrchu a zcela upravitelné slozeni. Je mozné ptipravit a upravit elektrodu
podle konkrétnich pozadavkli na méfeni. Nevodné pastové elektrody jsou slozeny z tenzidu a
uhlikového prasku. Na zakladé publikace od Jashari a kol. byl pouzit hmotnostni pomér mezi
uhlikovym praskem, parafinovym olejem a tenzidem C12-SDS 7:2:1 (Jashari et al., 2022). Pro
ptipravu byl vyzkouSen silikonovy a parafinovy olej. LepSich vysledki bylo dosazeno
s parafinovym olejem, ktery byl proto pouzit pro vSechny dalsi experimenty.

Tenzid obsazeny v pasté chrani elektrodu pfed pfimym pisobenim organické faze, kterd je pouzita
jako elektrolyt, v naSem piipadé 0,1M LiClO, v bezvodém acetonitrilu.

Bylo provedeno pét métfeni standardu ergosterolu o koncentraci 50 uM. Méfeni probihalo nejprve
s jednou elektrodou bez jejiho Cisténi mezi jednotlivymi méfenimi. Protoze postupné rostla

proudova odezva, bylo potvrzeno, ze povrch elektrody pasivuje a je potieba jej obnovovat mezi

jednotlivymi méfenimi (viz. Tabulka 4).

Tabulka 4: Porovnani péti méteni provedenych pro neménény a lestény povrch elektrody.

stejny povrch  vidy novy

n I,/ pA I,/ pA
1 2,800 2,800
2 3,416 2,926
3 3,605 2,789
4 3,695 2,986
5 3,890 3,092
6 3,962 3,182
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6.2.1 Optimalizace amplitudy pro nevodnou pastovou elektrodu

Pro méfeni s nevodnymi pastovymi elektrodami byly optimalizovany parametry elektrochemické
detekce, amplituda a frekvence. Ostatni parametry byly stejné (viz. Kap. 5.2.3.- Tabulka 3) pro
vSechny pouzité elektrody a vychazely z predeslé prace. Amplituda byla v kazdém méfeni ménéna

po 10 mV (Obrazek 24).
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Obrazek 24: UrCeni omptimalni amplitudy pro nevodnou pastovou
elektrodu.

Zavislost proudové odezvy na amplitude. Uvedené hodnoty jsou
prumérem dvou mereni. Pouzity elektrolyt 0,IM LiCIO,ve 100 % bezvodém
acetonitrilu. Celkova koncentrace ergosterolu v roztoku byla 50 uM.

Na zakladé vysledk méfeni byla jako optimalni amplituda pro dal$i méfeni s nevodnou pastovou

elektrodou stanovena amplituda 40 mV.
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6.2.2 Optimalizace frekvence pulzu nevodné pastové elektrody

Pro stanoveni frekvence pulzu elektrody byla pouzita neménna amplituda z piedchozi optimalizace,
tedy 40 mV. Jinak byly pouzity pivodni hodnoty (viz. Kap. 5.2.3 Tabulka 3). Frekvence byla

zvySovana po 10 Hz.
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Obrazek 25: Urceni optimalni frekvence pulzu pro nevodnou pastovou elektrodu. Zavislost
proudové odezvy na frekvenci. Uvedené hodnoty jsou prumérem dvou meéreni. Elektrolyt 0,IM
LiClO, ve 100% bezvodém acetonitrilu. Koncentrace ergosterolu v elektrolytu 50 uM.

Podle vysledkt uvedenych na obrazku 25 se jako optimalni frekvence jevi 80 Hz. Tato frekvence

proto byla pouzita v nasledujicich méfenich s nevodnou pastovou elektrodou.
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6.2.3 Kalibracni krivka pro kvantifikaci ergosterolu s nevodnou pastovou elektrodou

Za optimalnich podminek byla prométena kalibracni fada standardu ergosterolu v koncentra¢nim
rozmezi 1-100 uM. Mé&feni prob&hlo v 0,1 M LiCIO4 ve 100 % bezvodém acetonitrilu. Pro kazdou
koncentraci byla provedena dvé méfeni. Vysledny voltamogram je uveden na obrazku 26, na
obrazku 27 pak vysledna kalibracni zavislost proudu na koncentraci ergosterolu. Hodnoty proudu

byly odecitany pfi potencialu maxima piku, tj. 1,075 V.
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Obrazek 26: SW voltamogram zavislosti proudové odezvy na potencialu pro standard
ergosterolu v rozmezi koncentraci 1-100 uM. Méfeni pro nevodnou pastovou elektrodu.

Pouzity elektrolyt 0,1M LiClO,ve 100 % acetonitrilu. Maximum piku zaznamendno pri
potencialu 1,075 V. jako referentni byla pouzita argentchloridova elektroda s pomocnou platinovou
elektrodou.
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Obrazek 27: Kalibra¢ni kiivka zavislosti proudové odezvy na koncentraci ergosterolu pro
nevodnou pastovou elektrodu.

Pouzity elektrolyt 0,1M LiClO, ve 100 % bezvodém acetonitrilu. Jednd se o prumeér ze dvou
meéreni, proudova odezva odecitana pri potencialu maxima piku, 1,075 V.

Pii opakovanych méfenich bylo zjisténo, Ze je potfeba vzdy pfipravovat Cerstvy zasobni roztok
standardu ergosterolu, protoze pii dlouhodobém skladovani neni méteni reprodukovatelné, coz je

dano omezenou stabilitou ergosterolu.
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6.3 Elektroda ze skelného uhliku a borem dopovana diamantova elektroda

Meéieni s elektrodou ze skelného uhliku a borem dopovanou diamantovou elektrodou probihalo v
tiielektrodovém zapojeni. Jako referentni elektroda byla pouzita argentchloridovéa elektroda a
platinova pomocna elektroda. Pfi méfeni byly pouzity optimalizované podminky (viz. Kap. 5.2.3).
Ptesto byla znovu pfeméiena frekvence pro skelnou uhlikovou elektrodu (Obrazek 28), a nakonec
bylo méifeno s frekvenci 50 Hz a depozi¢nim ¢asem 10 s.
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Obrazek 28: SW voltamogram optimalizace frekvence.

Meéreni bylo provedeno se skelnou uhilkovou elektrodou ve spojeni s referentni
chloridostribrnou elektrodou a pomocnou platinovou elektrodou. Maximum piku bylo zaznamenano
pri potencialu 1,2 V. Pouzity elektrolyt byl 0,1M LiCIO, ve 100 % bezvodém acetonitrilu.

6.3.1 Kalibracni krivka pro kvantifikaci ergosterolu pomoci elektrody ze skelného uhliku

U skelné uhlikové elektrody byla proméiena kalibracni fada koncentrace ergosterolu od
0-600 pM. Méfeni bylo provedeno celkem pétkrat. Z vyslednych hodnot byla vynesena kalibra¢ni
zavislost (Obrazek 29), do které byly zaneseny chybové usecky, jejichz hodnoty byly vypocteny za

pomoci studentova T-testu.
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Obrazek 29: Kalibra¢ni zavislost mezi koncentraci ergosterolu 0-600 uM a proudovou
odezvou.

Meéreno pro skelnou uhlikovou elektrodu. Hodnoty byly ziskany jako primer péti méreni. Jako
referentni elektroda byla pouzita argentchloridova a jako pomocna platinova elektroda. Méreni
probihalo v elektrolytu 0,1M LiClO,v 95 % acetonitrilu.

BDD elektroda nakonec byla testovana pouze okrajové, nebot’ neposkytovala vysledky lepsi nez
ostatni elektrody. Jeji citlivost byla velmi nizkd a nebyla schopna zachytit mensi koncentrace

ergosterolu.
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6.4 Proudova hustota

Zminéné elektrody nemaji stejnou geometrickou plochu. Aby je bylo mozné porovnat, byla
vypocitana proudovéa hustota na zékladé aktivni plochy elektrod a proudové odezvy. Jednotlivé
geometrické plochy pro elektrody jsou uvedeny v kap. 5.1.3. Proudové hustoty byly vypocitany na

zakladé rovnice:

»
f‘A

kde J je proudova hustota, I proudova odezva a A aktivni plocha elektrody.

Na zakladé téchto hodnot byly sestaveny kalibracni zavislosti, které byly zaneseny do stejného

grafu (Obrazek 30).
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Obrazek 30: Kalibracni zavislost proudové hustoty a koncentrace ergosterolu
0-200 puM.

Mereni bylo provedeno s elektrodou ze skelného uhliku, nevodnou pastovou elektrodou, SP-
BDDE Pt a komercni SP-BDDE Metrohm.
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Na obrazku 30 jsou vidét kalibracni zavislosti jednotlivych elektrod. NejlepSich vysledkti dosahuje
nevodna pastova elektroda a druhou nejlepsi je elektroda ze skelného uhliku. Komeréni SP-BDDE

Metrohm nevykazuje kvalitni vysledky méfeni ve 100 % organickém prostiedi.
6.5 Vypocet LOD a LOQ

Limit detekce a limit kvantifikace byly vypocitany na zakladé nasledujicich vzorci:

_ 3,3 xSMODCH
N k

LOD

_ 10 xSMODCH
=—

kde LOD je limit detekce, SMODCH je smérodatnéd odchylka, k je smérnice pifimky a LOQ je limit

kvantifikace.

méfitelnou koncentraci ergosterolu pro jednotlivé elektrody. V piipadé tenzidové elektrody se
jednalo o 5 uM, pro tisténou SP-BDDE Pt elektrodu se jednalo o 3 uM, u komeréni SP-BDDE
Metrohm to bylo 20 uM a pro elektrodu ze skelného uhliku 3 pM. Vysledky byly zaznamenany do
Tabulky 5.

Tabulka 5: Limit detekce a limit kvantifikace pro pouzité elektrody.

Meéreno se standardnim roztokem ergosterolu.

LOD (uM) LOQ (uMm)
Nevodna pastova 7,955 24,106
SP-BDDE Pt 0,678 2,054
SP-BDDE Metrohm 3,310 10,032
GCE 4,199 12,723
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6.6 Extrakce ergosterolu

Pro ovéfeni ucinnosti extrakce byly nejprve vSechny zvolené postupy pouzity pro extrakci
s vyuzitim standardu ergosterolu o koncentraci 50 pM. Postupy popsané v kap. 5.3 byly takto
vyzkouSeny a modifikovany pro nase potieby.Pii extrakcich bylo pouzito rozpoustédlo n-hexan,
smés methanol/n-hexan v poméru 1:4 (v/v) a smés methanol/dichlormethan (v/v). Zminéna
rozpoustédla byla krom¢ smeési methanol/dichlormethan (v/v) pouzita v kombinaci s 10 % KOH
v methanolu. Pro méfeni vysledné koncentrace extrahovanych vzorkid byla pouzita SP-BDDE Pt

elektroda, nebot’ je nejcitlivéjsi z porovnavanych elektrod.

Pro ur€eni vytéznosti modifikovanych extrakci v kap. 5.3 jsme pfipravili samostatné¢ vzorky, ve
kterych bylo rozpusténo 2,1 mg a 2,3 mg standardniho ergosterolu a porovnali s vysledkem méfeni
extrahovaného ergosterolu. Kazdy extrakéni postup byl vyzkousen celkem dvakrat. Pouze v piipadé
tietiho extrakéniho postupu byl vysledek druhé extrakce kontaminovan parazitickym pikem, ktery

nebylo mozné rozeznat od ergosterolu a proto neni vysledek uveden.
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Obrazek 31: Prehledovy graf zndzornujici jednotlivé vytéznosti u vSech ¢tyt vyzkouSenych
extrakei s 2,1 mg a 2,3 mg standardniho ergosterolu.

Méreno pomoci SP-BDDE Pt.

Vzhledem k vysoké vytéznosti prvniho postupu bylo zvazovano jeho pouziti pro extrakci realného

vzorku.
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Jako vybrany extrakéni postup byl nakonec zvolen extrakéni postup ctvrty, ktery (jak vyplyva

z obrazku 31) vykazoval nejvetsi vytéznost.

6.7 Stanoveni ergosterolu v realnych vzorcich

Pouzitelnost ¢tvrté extrakéni metody byla vyzkouSena na realnych vzorcich dEistych kultur
Penicillium chrysogenum, Fusarium tricinatum, Mucor racemosus, Cladosporium herbarum a
Aspergillus brasiliensis. Kultury byly bud’ soucdsti média, nebo byly pouzity pro cilenou
kontaminaci vzorku peciva. Po extrakci byly sbirané hexanové frakce obsahujici ergosterol
odpateny a pro méteni byl odparek rozpustén v roztoku elektrolytu a analyzovan s pouzitim BDDE,

GCE a obou SP-BDDE elektrod. Vysledky jsou uvedeny na obrdazku 32.
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Aspergillus Cladosporium Fusarium Mucor racemosus Peniciliom
brasiliensis herbarum tricinatum chrysogenum

SP_BDDE Pt SP-BDDE Metrohm GCE BDDE

Obrazek 32: Sloupcovy graf vyjadiujici proudové odezvy jednotlivych elektrod u kultur
narostlych na médiu, ze kterych byl ergosterol extrahovan za pomoci ¢tvrtého extrakéniho postupu.

Meéveni probihalo v 0,IM LiClO, v 95% acetonitrilu v/v.

U Z vysledkt je patrné, ze kazda kultura obsahovala jiné mnozstvi ergosterolu. Nejvice ergosterolu
obsahoval vzorek Penicilium chrysogenum a Mucor racemosus. Vysledky ukazuji, Ze nejvyssi

proudové odezvy byly ziskany z elektrody ze skelného uhliku.

V tabulce 6 byly jednotlivé proudové odezvy pro GCE piepocitany do redlnych koncentraci na
zaklad¢ kalibracni kiivky v kap. 6.4.1.
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Tabulka 6: Koncentrace ergosterolu u nao¢kovaného média, prepocitano z rovnice kalibracni

piimky pro elektrodu ze skelného uhliku.

GCE I/ pA c/uM
Aspergillus

brasiliensis 2,666 23,70
Cladosporium

herbarum 2,804 25,36
Fusarium tricinatum 2,027 16,00
Mucor racemosus 6,13 65,43
Penicilium

chrysogenum 6,519 70,12

Kultury byly také extrahovany zuméle kontaminovaného peciva, které bylo ptfed extrakci

mechanicky homogenizovano v 10 ml 10 % KOH v methanolu.

I/nA
S = N W Bk Oy -] 0

wod il

Aspergillus Cladosporium Fusarium Mucor racemosus Penicilum
brasiliensis herbarum tricinatum chrysogenum

= SP BDDE Pt = SP-BDDE Metrohm GCE BDDE

Obrazek 33: Souhrnny graf proudovych odezev pro jednotlivé elektrody u vzorki uméle

kontaminovaného peciva.
Meéreno v 0,1M LiCIlO,v 95 % acetonitrilu v/v.

Na obrdzku 33 je viditelné, Ze nejvEétsi mnozstvi ergosterolu obsahoval vzorek kontaminovany

Aspergillus brasiliensis. Rozdilnd koncentrace ergosterolu u kultur narostlych na médiu a u kultur

narostlych na kontaminovaném pecivu mohla byt ovlivnéna rozdilnou dobou ristu. Z ¢asovych

divodt se nepodarilo nastavit realné¢ vzorky tak, aby byly méfeny ve stejny den od naockovani.
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Jako nejlepsi elektroda vypada SP-BDDE Pt a elektroda ze skelného uhliku, které vykazuji nejvyssi

proudovou odezvu.

V tabulce 7 byly jednotlivé proudové odezvy pro GCE piepocitany do redlnych koncentraci na
zakladé kalibra¢ni kiivky v kap. 6.4.1.

Tabulka 7: Koncentrace ergosterolu pro kontaminované pecivo, ptepocitano z rovnice
kalibra¢ni ptimky pro elektrodu ze skelného uhliku.

GCE I/pA c/uM
Aspergillus 3.989| 39,637
brasiliensis

Cladosporium 1329 7,589
herbarum

Fusarium tricinatum 3,154 29,577
Mucor racemosus 3,374 32,228
Penicilium 5.956| 63.336
chrysogenum
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanoveni ergosterolu pomoci elektrochemické detekce jako
alternativni metoda k obvykle pouzivanym metodam, jako je napiiklad HPLC. Zaroven byly
vyzkouSeny a porovndny Ctyfi vybrané extrakce, s cilem najit nejvhodnéjsi pro nase ucely. Postupy
byly v priabéhu experimenti modifikovany do své konecné podoby, kterd byla vyzkouSena u

realnych vzorki.

V pribéhu prace bylo celkové vyzkouseno pét typt elektrod. A to elektroda ze skelného uhliku,
borem dopovanid diamantova elektroda, vlastnoruéné namichana nevodna pastova elektroda
s pomérem latek 7:2:1 (uhlikovy prasek, parafinovy olej, tenzid C12-SDS), komer¢ni tisténa BDD
elektroda s pomocnou uhlikovou elektrodou, a nakonec tiSetéend BDD elektroda s diamantovou
pomocnou elektrodou, kterd nam byla zaptijéena z Ustavu fotoniky a elektroniky v Bratislavé. Pro
jednotlivé elektrody byly zméfeny kalibracni zavislosti standardu ergosterolu, porovnany z pohledu
jejich citlivosti. Byly vypocitany limity detekce a kvantifikace. Jako elektrolyt byl pouzit 0,1M
LiCIO4#/ACN. V prubéhu meéteni byl elektrolyt modifikovan a byla do néj ptfidana piimés vody
ACN/H,O 95:5 v/v. Tento elektrolyt se ukazal jako Setrnéjsi pro komercni tisténé SP-BDDE

Metrohm elektrody, jejichz zivotnost byla v Cisté organickém prostedi velmi nizka.

Pro méfeni byla pouzita metoda SWV. Pro nevodnou pastovou elektrodu byla optimalizovana
amplituda 40 mV a frekvence 80 Hz a pro tisténé¢ SP-BDDE Pt elektrody byl optimalizovan
depozic¢ni ¢as 10 s a frekvence 50 Hz. Zaroven byla upravena frekvence pro GCE, u které byla pfi

50 Hz zaznamenana lepsi proudova odezva, nez-1i u pitvodni pouzité frekvence.

Jako nejcitlivéjsi se ukdzala SP-BDDE Pt s diamantovou pomocnou elektrodou s LOD = 0,678 pM
a LOQ = 2,054 uM.

V zavéru byly provedeny a porovnany Ctyfi razné extrakce, ze kterych byla jako nejlepsi
vyhodnocena extrakce ¢tvrta, ve které je ergosterol vytfepavan do hexanu, s primérnou vytéznosti
97 %. Za pomoci tohoto extrakéniho postupu byly preméfeny koncentrace ergosterolu u realnych
plistovych vzorkt Aspergillus brasiliensis, Cladosporium herbarum, Fusarium tricinatum, Mucor
racemosus a Penicilium chrysogenum narostlé na Cistém médiu a na uméle kontaminovaném
pecivu. Méfeni probihalo za optimalizovanych podminek v 0,1M LiClO4 95 % ACN, pomoci
elektrody ze skelného uhliku, SP-BDDE Pt, BDDE a SP-BDDE Metrohm. Pro realné vzorky
nejlepsi proudovou odezvu vykazovala elektroda ze skelného uhliku a SP-BDDE Pt.
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Diky vysledklim jsme byli schopni ovéfit, Ze metoda alternativniho elektrochemického stanoveni

ergosterolu funguje a je mozné ji pouzit pro realné vzorky.
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