Zavérecna zprava projektu specifického vyzkumu - zakazka ¢. 2107

Nazev projektu: Analyza ergosterolu vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s detekci
fluorescencniho zareni.

Specifikace resitelského tymu.
Odpoveédny resitel: doc. RNDr. Vlastimil Dohnal, Ph.D. et Ph.D.
Spolutesitel: Ing. Karel Musil

Anotace:

Cilem projektu je vyvoj rychlejsi, spolehlivéjsi a levnéjsi metody pro stanoveni ergosterolu
prostfednictvim vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci absorpce ve viditelné a
ultrafialové oblasti a detekci fluorescenéniho zareni. Prace se zaméfi na moiné sméry
derivatizace ergosterolu pro zajisténi schopnosti vysledného produktu fluoreskovat. Detekce
fluorescence ve srovnani s detekci absorpce ve viditelné a ultrafialové oblasti ma potencial
zvysit citlivost metody. Rovnéz Uprava postupu analyzy ma potencidl snizit ¢asovou a
finan¢ni ndro¢nost analyzy. Ergosterol je specifickym indikatorem pritomnosti plisni, jeho
analyza tedy poskytuje moznost spolehlivé detekce zaplisnéni v biologickych vzorcich (silaze
aj.).

Celkova castka pozadované dotace (na celé obdobi FeSeni projektu):
259763 K¢

Cile feSeni a pfinos projektu:

Rychlejsi, spolehlivéjsi a levnéjsSi metoda pro stanoveni ergosterolu prostfednictvim
vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci absorpce ve viditelné a ultrafialové
oblasti a detekci fluorescenéniho zareni. Pokrok v detekci zaplisnéni v biologickych vzorcich
(silaze aj.).

Strucny popis fesené problematiky vcetné metodiky a ¢asového planu reseni:

Ergosterol, téZ zvany provitamin D2, patfi mezi hlavni steroly produkované nizsimi i vysSimi
houbami. Je slozkou bunéénych membran hub a ma podobnou funkci jako cholesterol v
zivoCiSnych bunkach. Jeho vyskyt v ostatnich organismech je velmi omezeny, pouze v
nékterych bakteriich a kvasinkach byly nalezeny zanedbatelné koncentrace ergosterolu v
suSiné. Diky tomuto specifickému vyskytu je prakticky mozné spojit nalez tohoto sterolu s
pritomnosti plisni ve zkoumaném vzorku.

Toho se vyuziva pfi analytickém stanoveni pritomnosti plisni a hub v biologickych vzorcich,
protoZe mira zaplisnéni biologickych vzorkd podava duleZitou informaci z hlediska kvality



biologického materidlu. Naprosto dominantnimi obory vyuZitelnosti analyzy miry zaplisnéni
jsou potravinarstvi a zemédélstvi (sildZe, sendze, picniny, obilniny aj.).

Samotny ergosterol se plusobenim ultrafialového zareni transformuje na vitamin D3, neboli
ergokalciferol, ktery je v jatrech biotransformovdan na vitamin D. Vitamin D ma vliv na
metabolismus vapniku a ve vyssich ddvkach je toxicky.

Pro stanoveni ergosterolu je pouzivana cela fada zejména chromatografickych metod, a to
bud tenkovrstvd chromatografie, plynova chromatografie s hmotnostni detekci nebo
vysokoucinna kapalinovd chromatografie s hmotnostnim detektorem ¢&i s detekci v UV
oblasti.

Nejcastéji se vyuzivd pravé vysokoucinnd kapalinovd chromatografie. Klasicky postup
stanoveni ergosterolu narazi v prvnim kroku na problém prevodu ergosterolu vazaného
v bunécné sténé plisni a hub do roztoku, ktery bude nastfiknut jako vzorek do
chromatografické kolony pro separaci pred detekci. To se provadi nejcastéji zmydelnénim
10% roztokem hydroxidu sodného v metanolu. Do metanolu uvolnény ergosterol je posléze
extrahovan do nepoldrniho rozpoustédl|a. JelikoZ se separace na kapalinovém chromatografu
provadi nejcastéji na obracenych fazich, je nutné toto rozpoustédlo odpafit a usazeny zbytek
rozpustit v rozpoustédle polarnim. Teprve takovy roztok vzorku je mozné nastfiknout do
vysokoucinného kapalinového chromatografu k separaci a ndsledné detekci mérenim Gbytku
ultrafialového zareni pfi vinové délce 282 nm. Namérené hodnoty absorbanci se posléze
dosadi na kfivku sestavenou z absorbanci kalibracnich roztok(i ergosterolu o znamé
koncentraci. Ziskané hodnoty predstavuji koncentrace ergosterolu v roztocich vzorka. Ty
jsou posléze prepocteny na hmotnosti ergosterolu v celkové hmotnosti pevnych vzorku
pouzitych k extrakci.

Tento projekt specifického vyzkumu si klade v prvnim kroku za cil prozkoumat potencidlni
sméry derivatizace ergosterolu ve fazi pfipravy vzorku v autosampleru vysokoucéinného
kapalinového chromatografu. Prace bude probihat na vysokouéinném kapalinovém
chromatografu Agilent 1260 Infinity se separaci na obracenych fazich. Detekce bude pobihat
mérenim absorpce ultrafialového zareni v pfipadé srovnavacich méreni klasickym zplUsobem
a paralelné i prostrednictvim méreni fluorescen¢niho zareni emitovaného derivatizovanym
vzorkem. Pro préci s derivatizacnimi Cinidly a biologickymi vzorky je nutné provést vyménu
kovovych casti kapalinového chromatografu za nekorodujici a biologicky kompatibilni
materidly (Biocompatibility Kt). Cilem je vyvinout citlivéjSi metodu pro stanoveni ergosterolu
pfi zachovani vyse nakladd na méreni.

V pfipadé potvrzeni derivatizacniho potencialu nékterych cinidel bude dalSim moznym
krokem vyvijet metodu detekce ergosterolu pfimou reakci s derivatizacnim c¢inidlem bez
nutnosti separace na koloné vysokouc¢inného kapalinového chromatografu. Rovnéz postup
extrakce pro tuto metodu ma potencial byt vyrazné jednodussi a existuji naznaky, Ze lze
v nasledném vyzkumu dosahnout aZz in situ detekce pritomnosti zaplisnéni obilnin
prostrednictvim stanoveni spdr zachycenych na filtrech ventilacnich zafizeni v silech. Tato
potencidlni metoda nenabizi moznost prfesného urceni koncentrace ergosterolu v sildzi,
avsak rychlou detekci prfitomnosti plisné bez nutnosti provadéni laboratornich méreni.



Prace je planovana na jeden rok. Prvnich Sest mésicl je vyhrazenych pro vyvoj metody
separace derivatizovanych vzork( na vysokoucinném kapalinovém chromatografu s detekci
méreni fluorescenéniho zareni. Zbylych Sest mésicl bude vyhrazeno pro prlzkum dalSich
potencidlnich vyuZiti derivatizacnich reakci z hlediska moZnosti snizeni ndro¢nosti extrakce,
vynechdni separace na koloné kapalinového chromatografu, nebo rychlych in situ detekci.

Kontrolovatelné vysledky reseni.

Jako vystup byl planovdn odborny ¢lanek v casopise simpakt faktorem. Vzhledem
k rekonstrukci budovy C a nemoznosti experimentalné pracovat v obdobi 6-10/2014 nebylo
dosaZzeno predpokladanych vysledku. Byly provedeny pouze screeningové experimenty, na
zakladé jejichz vysledk( by mélo byt pokracovano ve vyzkumu. Vysledky jsou uvedeny
v Pfiloze 1.

Do OBD nebyl zaddn Zadny zaznam.

Tab. 1 Sumar vystupl fesSeni projektu

Typ vystupu Plan 1. | Skutec¢nost Poznamka
rok

Pocet dizertacnich praci

Pocet diplomovych praci

Zarazeno do kategorie excelnce

Jimp - vystup v impaktovaném ¢asopisu 1 0

Jsc —vystup v databazi Scopus

Jneimp — vystup v databazich Scopus a WOS

Jrec — vystup v recenzovaném casopisu

B — odborna kniha

C — kapitola v odborné knize

D — ¢lanek ve sborniku

Pocet vysledkl celkem 1 0

Tab. 2 Cerpani finanénich prostiedk v K&

Polozka Plan Zadost 0 zménu [Skuteénost
rozpoctu
Pocet ¢lenl fesitelského tymu cerpajicich 0 0 0

mzdové prostiedky

Pocet studentll cCerpajicich mzdové 0 0 0
prostiedky




Stipendia 0 0 0
Odmeény a DPP, DPC 0 0 0
Zakonné zdravotni a socialni pojisténi 0 0 0
Celkem osobni naklady 0 0 0
Spotieba materialu celkem 44404 79963 79960,38
Drobny hmotny majetek 35592 35592 28736,00
Sluzby celkem 0 0 0
Cestovné celkem 0 0 0
Celkové naklady 79796,00 | 79 796,00 79 960,38

a) Investi¢ni naklady

Hmotny majetek byl vysoutézen v ramci DNS 21-2014 a 32-2014.

Multimetr pro méfeni pH/ISE/Cond vcetné elektrod.

VysoutéZzend cena za pH metr 74 117,40 K¢ bez DPH (ze SV hrazeno 69 967 K¢).
Tento pfistroj umozZni pfimé méreni uvedenych veli¢in a on-line sbér dat do pocitace
tak, aby bylo mozno diky nim fidit/monitorovat pribéh analyz.

Pripravna ultracisté vody

Cena 140 000 K¢ (ze SV hrazeno 110 000 K¢) — skutecna cena 110 727 K¢ bez DPH.

ZdlGvodnéni: Pro nékteré velmi citlivé a stopové analyzy na modernich pfistrojich HPLC
jiz nestaci pro rozpousténi vzorkl voda svlastnostmi Ccistoty destilované nebo
demineralizované vody. Je proto nezbytné destilovanou vodu podrobit druhému stupni

precisténi.

Datum: 27.12.2014

Podpis odpovédného fesitele




Ptiloha 1. Vysledky screeningovych experimentu

Zasadnim faktorem ovliviiujicim kvalitu a Uplnost vysledk( screaningovych experimentt bylo
omezeni efektivni laboratorni prace na projektu specifického vyzkumu. Po doruceni
komponent zakoupenych v ramci SV bylo nutné zakonzervovat laboratore a pfistroje
instrumentalni analyzy pfesunout k uskladnéni z dvodu rekonstrukce budovy Pedagogické
fakulty. Po obnoveni provozu laboratore instrumentalni analyzy byla zaznamendna porucha
Fluorescencéniho spektrofotometru pravdépodobné zplsobena stéhovanim. Porucha byla
odstranéna servisnim zasahem pfivolaného technika po vybaleni pfistroje v prosinci roku
2014. Z vyse uvedenych divodl byla doba realné laboratorni prace na projektu znac¢né
omezena a Uplnost ziskanych vysledkd nedosahuje Urovné umoZziujici publikaci.

Samotné vysledky screeningovych experimentl naznacuji slibné tendence dalsi progrese
vyzkumu. V planovaném priizkumu derivatizacniho potencialu ergosterolu byla nalezena
unikatni derivatizacni reakce, jez dosud nebyla z hlediska analytického vyuziti publikovana.
Reakce poskytuje derivatizovany produkt ergosterolu s moznosti fluorescenéni detekce.
Obrazek €. 1 predstavuje 3D fluorescencni spektrum derivatizovaného ergosterolu. Pro
méreni bylo pouzito rozpéti vinovych délek 200 aZ 465 nm excitace a emise byla snimana v
rozpéti 200 az 798 nm. V rozmezi excitace vinovych délek 300 az 430 nm a emise 380 az 560
nm je po 30 vtefindch reakce zaznamendna velmi vyrazna fluorescence derivatizovaného
produktu.

Obrazek 1 3D Fluorescen¢ni spektrum derivatizovaného ergosterolu (30 s)
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Vyrazna intenzita fluorescence naznacuje velky potencial citlivosti metody zalozené na
prezentované derivatizacni reakci ergosterolu. Pfedmétem dalSiho vyzkumu mohou byt
razné predpokladané sméry dalSiho zjednoduseni instrumentace metody v porovnani s
méné citlivou a nakladnéjsi metodou analyzy HPLC.

Vyvoj metody vSak naddle skryva néktera uskali ve snaze o analytické vyuZiti, optimalizaci a
zefektivnéni reakce. Jednou z potvrzenych vlastnosti reakce je proménlivost produktu v
zavislosti na Case. Kinetika reakce ma pravdépodobné nelinearni pribéh a po urcitém case
intenzita fluorescence produktu klesa. Na obrazku €. 2 je vyobrazeno 3D fluorescenéni
spektrum shodné reakce s obrazkem €. 1 avSak po 20 minutach reakce. Na obrazku €. 3 je
vynesena samotnad kfivka kinetiky reakce.

Obrazek 2 3D Fluorescenc¢ni spektrum derivatizovaného ergosterolu (1200 s)
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Obrazek 3 Krivka Kinetiky derivatiza¢ni reakce
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DalSim uskalim metody se zda byt pravdépodobné nelinearni zavislost intenzity fluorescence
a prlibéhu kinetiky reakce na pomérech ergosterolu a derivatizacniho ¢inidla a
pravdépodobné i jejich koncentraci v rozpoustédle. Toto Uskali m(iZze predstavovat
vyznamnou piekazku na cesté k analytickému vyuziti reakce a bude vyZadovat podrobné;si

Setreni v dalSich fazich vyzkumu.



Pfiloha 2. Vysledovka z Magionu — vyuctovani dotace

Dne: 19.12.2014

Univerzita Hradec Krdlové 10:24:01
Strana l
Vysledovka po uctech
obratova
Obdobi: 01 -12 /2014
Pracovisté: HAAkK VSechny vybrané analytiky
Cinnost: Hk Ak Vsechny vybrané analytiky
Fullcost: kel VSechny vybrané analytiky
Zakazka: Hok kA Vsechny zakazky
Podzakazka: *HK VSechny podzakazky
Uéet Nazev uctu Na poc. obdobi Ma dati Dal Zistatek
50 00
1 8 Spotfeba materidlu DHIM DU 0,00 28736,00 0,00 28 736,00
50 09
1 9 Spotfeba materidlu ostatni DU 0,00 51 224,38 0,00 51 224,38
501 Spotieba materialu 0,00 79960,38 0,00 79 960,38
Naklady celkem 0,00 79960,38 0,00 79 960,38
69 00 Provoz.dotace véda MSMTspecificky 79
1 6 vyzkum 0,00 0,00 796,00 79 796,00
79
691 Prijaté pfis. mezi zuct.mezi org.sloz. 0,00 0,00 796,00 79 796,00
79
Vynosy celkem 0,00 0,00 796,00 79 796,00
HOSPODARSKY VYSLEDEK: -164,38
Celkem naklady za vybrané: 0,00 79960,38 0,00 79 960,38
79
Celkem vynosy za vybrané: 0,00 0,00 796,00 79 796,00
Hospodarsky vysledek za vybrané: -164,38

Vybérova kritéria (omezeni sestavy se fidi pravy uzivatele herrmmal (uvedena v

zavorce))

Pracovisté: 04450 (0445*|0447%*)
Cinnost: (***|1210)

Fullcost:

Zakazka: 2107  (*|*)

Podzakazka:



