Stanovení ergosterolu









Ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-3(-ol, provitamin D2) je primárně složkou membrán hub, chybí naopak u cévnatých rostlin a mnohobuněčných živočichů. Jeho stanovení se používá pro odhad živé biomasy hub ve vzorcích půd, sedimentů či organické hmoty.

1. Předem zamražený (-70 oC) a lyofilizovaný vzorek (200 -1000 mg pro detritové frakce) je refluxován 30 minut v 25 ml 0.14 M hydroxidu draselného (8 g l-1) v čistém metanolu při 80 oC na vodní lázni (tj. saponifikace ergosterolu z esterů)

2. Po ochlazení převést vzorek (zfiltrovat) do zásobníku SPE kolony; varnou baňku promýt metanolem (2 x 2.5 ml), který je následně přidán do zásobníku. Přidat 5 ml 0.75 M HCl ke zvýšení polarity rozpouštědla a snížení pH na hodnotu ~ 2

3. Kondiciování SPE kolonek (C18, 500 mg) provést 3x 2.5 ml metanolu a poté 3x 2.5 ml kondičního rozpouštědla (6 dílů 0.12 M KOH rozpuštěného v čistém metanolu a 1 díl 0.75 M HCl)

4. Přidat vzorek na kolonku (průtok cca 1 ml/min) a poté promýt kolonku 2.5 ml 0.4 M KOH v 60 % metanolu (vymytí polárnějších látek) a vysušit proudem vzduchu po dobu 1-2 hodin

5. Přídavkem 1.4 ml isopropanolu eluovat ergosterol do tárované vialky a bezprostředně přidat 0.3 ml KOH v čistém metanolu, vialku poté opět zvážit a určit objem objem eluátu (hustota izopropanolu = 0.785 gcm-3)

6. Vialky uložit v temnu a chladu (-75 oC) do doby analýzy

7. Stanovení ergosterolu kapalinovou chromatografií s reverzní fází s UV detekcí, mobilní fází je isokraticky vyvíjený 100 % metanol; měření prováděno za lab. teploty, rychlost průtoku 1.2 ml/ min (tlak 160 ~ bar), nástřik 10 (l, absorbce UV detektoru při 280 nm, retenční čas ~ 10 minut

8. Standard připraven rozpuštěním 5 mg ergosterolu (Sigma, 90 % čistota) v 50 ml čistého metanolu, rozsah lineární kalibrace 1-10 (g/ml

9. Pro výpočet biomasy hub ze známé koncentrace ergosterolu použít konverzního faktoru 182, odpovídají průměrné koncentraci 5.5 mg ergosterolu na 1 g hub

