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Abstract

Ergosterol is a fungal-specific membrane sterol, whose amount correlates with fungal growth.
Therefore, it could be used as biochemical marker of fungal contamination of food raw
materials or products. This work aimed at implementation and optimization of square-wave
voltammetric method for detection of ergosterol as simple screening method instead of tim-
consuming microbiological methods or liquid chromatography. Three different working
electrodes, glassy carbon electrode, boron doped diamond electrode and screen-printed boron
doped diamond electrode, were used and compared. Conditions of electrochemical detection
were optimized. Finally, real samples represented by fungal mycelium and grain were analyzed.
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Uvod

Ergosterol (provitamin D, ergosta-5,7,22-trien-33-ol) je hojné rozsifenou latkou, strukturné
podobnou cholesterolu !. Je pfitomny v bunéénych membranach, kde reguluje jeji permeabilitu
2, Jeho nazev byl odvozen od ergotismu, mykotoxikézy vyvolané obvykle kontaminovanymi
potravinami °. Typicky je vyskyt ergosterolu v butikich hub a plisni 2. Ty jsou &astymi
kontaminanty obili, ofechil, susenych a dalSich potravin, coz vede nejen ke snizeni kvality
potravin, ale vzhledem k produkci sekundarnich metaboliti (mykotoxinil), k riziku zdravi
nebezpecénych otrav 4.

Mikrobiologické metody stanoveni pfitomnosti plisni a mykotoxind v potravinach jsou asové
naro¢né. Proto je snaha hledat jednodu$si a rychlejSi screeningové metody stanoveni
kontaminace potravin. Bylo prokazano, Ze existuje korelace mnozstvi produkovaného
ergosterolu s ristem dané plisné "8, Proto mlize byt ergosterol biochemickym markerem
kontaminace plisnémi.

Ergosterol lze, vedle bézné vyuzivanych metod, kterymi jsou zejména vysokoucinna
kapalinovd chromatografie (HPLC) *!°, plynova chromatografie (GC) !!, nebo pro vzorky
potravin e-nose '2, stanovit elektrochemicky. Z detekénich metod Ize vyuzit diferenéné pulzni
voltametrii (DPV) nebo square-wave voltametrie, jako pracovni elektrody jsou v literatute
zmihovany elektroda ze skelného uhliku (GCE) nebo borem dopovan4 elektroda (BDDE) 315,

Cilem naSi prace bylo optimalizovat parametry elektrochemické detekce a porovnat
vyuzitelnost tiSténych tiielektrodovych senzorti s pracovni borem dopovanou diamantovou
elektrodou (SPE-BDDE) s GCE a BDDE. Po optimalizaci metody byl proveden pilotni



experiment se vzorky znamého mnozstvi smési plisni.

Experimentalni ¢ast

Chemikalie

Ergosterol (3p-Hydroxy-5,7,22-ergostatriene), chloristan lithny (LiCLO4), Tetrabutylamonium
hexafluorofosfat (BusNPFs), acetonitril bezvody, methanol bezvody, ethanol, izopropanol,
dichlormethan (DCM) a N,N-dimethylformamid byly zakoupeny od firmy Merckgroup
(Darmstadt, Némecko). Ostatni chemikalie byly &istoty p.a (PENTA, Chrudim, CR).

Pristroje

Pro elektrochemickd méieni byl pouzivan kompaktni potenciostat PalSens2 se software
PSTrace5 (PalmSens BV, Houten, Nizozemsko). Méfeni probihala v tiielektrodovém
usporadani, kdy jako pracovni elektroda byla pouzita elektroda ze skelného uhliku (GCE)
(Metrohm, Herrisau, Svycarsko) nebo borem dopovana diamantova elektroda BDDE (Windsor
Scientific, Velka Britanie), jako referentni argentchloridova (Metrohm, Herrisau, Svycarsko) a
jako pomocna platinova (Elektrochemické detektory, CR). Vedle toho byla pouzita i ti§téna
elektroda (SPE-BDDE) s pracovni BDDE elektrodou, referentni stfibrnou a pomocnou
uhlikovou elektrodou (Metrohm, Herrisau, Svycarsko). GCE elektroda byla pfed méfenim
lesténa suspenzi Al,O3 prasku.

Podminky elektrochemické detekce

Me¢fteni probihalo v roztoku elektrolytu (0,1 M ACN/LiCLO4). BDDE elektroda byla pted
méfenim aktivovana prométenim 10 cyklickych voltamogramil v rozsahu potencialu od -1,5 do
+1,6 V. Méfeni probihalo za optimalizovanych podminek: potencialové okno od +0,4 do +1,2
V, potencidlovy krok 5 mV, depozi¢ni ¢as 150 s, depozi¢ni potencial +0,6 V, ekvilibra¢ni Sas 8
s, amplituda pulzu 45 mV, frekvence pulzu 10 Hz. Oxidac¢ni pik ergosterolu byl odecitan
v maximu piku (+0,92 V)

Vysledky a diskuse

Pro stanoveni ergosterolu byla jako detekéni metoda zvolena square-wave voltametrie SWV a
pro méfeni byly testovany tfi typy elektrod, dvé béZzné elektrody, konkrétné elektroda ze
skelného uhliku (GCE, Windsor Scientific, Velka Britdnie) a borem dopovana diamantova
elektroda (BDDE, Metrohm, Svycarsko), Vedle toho byly testovany i komeréni ti§téné
tiielektrodové senzory s borem dopovanou diamantovou pracovni elektrodou (SPE-BDDE,
Metrohm, Svycarsko). Tisténé elektrody byly vybrany s ohledem na zamyslenou vyuzZitelnost
dané¢ metody jako screeningové metody pro detekci kontaminace potravinovych surovin
plisnémi.

Me¢éfteni probihala v prostfedi organickych rozpoustédel s pfidavkem chloristanu lithného
(LiCLOs) nebo Tetrabutylamonium hexafluorofosfatu (BusNPFs). Byly testovany: bezvody
acetonitril, methanol, ethanol, izopropanol a N, N-dimethylformamid. S ohledem na cenu SPE
byly analyzy provedeny s GCE a BDDE elektrodami. NejlepSich vysledkii bylo dosaZeno
meéfenim v prostiedi acetonitrilu, methanolu. V prostfedi ethanolu doslo k posunu oxida¢niho
piku k pozitivnéjsimu potencialu. Nejlepsi vysledky byly ziskany ve smési ACN/LiCLOg4 jako
elektrolytu, a to pro oba typy elektrod (vysledky métené s BDDE jsou uvedeny na obrazku 1).
V dalich experimentech byly optimalizovany parametry SWV, depozi¢ni ¢as, amplituda pulzu
a frekvence pulzu. Optimalizované podminky jsou uvedeny v experimentalni ¢asti. Nasledn¢
byly porovnany vsSechny tfi vySe uvedené elektrody proméienim kalibracnich zévislosti
standardu ergosterolu v rozmezi koncentraci 7,5 — 320 uM. Vysledky jsou uvedeny na obrazku



2. Bylo opakovan¢ ovéteno, ze v piipadé SPE-BDDE lze jednu elektrodu pouzit pro ptiblizné
4 méfeni. Pro vSechny tii elektrody byl kalkulovan limit detekce (LOD) mez stanovitelnosti
(LOQ), kde nizsich hodnot bylo dosazeno pro BDDE a SPE-BDDE v porovnani s GCE.

Pro ovéteni praktické vyuzitelnosti metody byl analyzovan realny vzorek obsahujici zndmé
mnozstvi (2,6x10" cfu/g) plisni rodu Mucor, Cladosporium, Alternaria, Fusarium, Aspergillus
brasiliensis a Penicillium. Ergosterol byl ze vzorku extrahovan smési MetOH/DCM
(75:25,v/v), pomér pevné a kapalné faze Cinil 1:25 (w/w). Extrakce byla opakovana 3x
s naslednym odpaienim frakci a rozpusténim v elektrolytu (ACN/LiClO4). Pfi méfeni byl
zaznamenan oxidac¢ni pik ergosterolu na GCE a SPE-BDDE. Nejvyssi proudova odezva byla
ziskana na GCE. Na BDDE byla na hran¢ hodnotitelnosti v porovnani se signalem cistého
elektrolytu. V piipad¢ redlného vzorku se jednd o prvni experimenty, kde zplsob extrakce
vychazel z literatury !°. Bude nasledovat Giprava podminek extrakce ergosterolu ze vzorku pro
dosazeni vyssi u€innosti.
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Obr. 1. SW voltamogram ergosterolu (500 pM) v riznych elektrolytech (Acetonitril
(ACN)/LiClO4;  Acetonitril  (ACN)/BusNPFg;  Ethanol (EtOH)/ LiClO4;  Ethanol
(EtOH)/BusNPFs; Methanol (MetOH)/LiClO4; Methanol (MetOH)/BusNPF¢. BDDE elektroda.
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Obr. 2. Kalibracni zavislosti proudové hustoty na koncentraci ergosterolu naméfené na
elektrodach: BDDE — borem dopovand diamantova elektroda (windsor Scientific); GCE —
elektroda ze skelného uhliku (Metrohm); SP-BDDE - tisténa borem dopovana diamantova
elektroda (Metrohm).

Zavér

Vramci experimenti byly pro stanoveni ergosterolu testovany tii typy elektrod a
optimalizovany podminky elektrochemického stanoveni. Jako nejvhodnéjsi elektrolyt pro
vSechny tii typy elektrod byl zvolen acetonitril s pfidavkem LiClOas. V prvnich experimentech
s realnym vzorkem, ktery byl tvofen smési plisni, byl zaznamenan pik ergosterolu. Metoda se
jevi jako vyuzitelna pro screening kontaminace vzorki potravin, a to i s vyuzitim SPE-BDDE,
nicméné je nutné nalézt nejvhodnéjsi zplisob extrakce ergosterolu pro zvySeni citlivosti
stanoveni.
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