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Abstract
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Ergosterol is a natural compound with steroidic structure produced mainly by fungi. Due to this, it is
considered as a marker of fungal spoilage. In this work, the content of ergosterol was monitored in sam-
ples of three forage crops (Festuca arundinacea x Lolium multiflorum, Dactylis glomerata, Arrhenathe-
rum elatius) during period October—December 2005 and different term of summer harvesting (June
or July). There were adapted and applied liquid chromatographic method with fotometric detection in
ultraviolet region for determination of this compound. It was found, that the content of ergosterol stron-
gly increased in all december’s samples with small variations between all three forage crops. Samples,
where the summer harvest was performed in July had significantly lower content of ergosterol. Obtained

results showed that level of monitored compounds was under limits in all samples.

ergosterol, Festulolium, Dactylis glomerata, Arrhenatherum elatius, liquid chromatography

Ergosterol, t€z zvany provitamin D, (Obr. 1), patii
mezi hlavni steroly produkované niz$imi i vys$$imi
houbami. Je slozkou bunéénych membran hub a ma
podobnou funkcei jako cholesterol v zivo¢isnych bun-
kach. Jeho vyskyt v jinych organismech je velmi
omezeny, pouze v nékterych bakteriich a kvasinkach
byly nalezeny zanedbatelné koncentrace ergosterolu
v susiné. Diky tomuto specifickému vyskytu je prak-
ticky mozné spojit nalez tohoto sterolu s pfitomnosti
plisni ve zkoumaném vzorku. Tato skuteCnost byla
ovétena napiiklad u napadeni pekarenskych vyrobku
plisnémi Eurotium, Aspergillus a Penicillium, kde se
podatilo detekovataz 96 % plisnémi kontaminovanych
vyrobkt (Marin, 2007). Bylo prokazano, ze ptitom-
nost ergosterolu v jable¢ném dzusu (Kadakal, 2005)
¢i vyrobeich z rajcat (Hippelein, 2004) svéd¢i o kon-
taminaci téchto potravin houbami. Obsah ergosterolu
ve vzduchu lze téz vyuzit ke sledovani ptitomnosti
plisni v méstskych zastavbach (Gors, 2006) ¢i v pra-
chu (Parsi, 2006) a tak v¢as potencialné zabranit kon-

taktu lidi s toxickym sekundarnimi metabolity nékte-
rych plisni — s mykotoxiny.

Pro stanoveni ergosterolu je pouzivana celd fada
zejména chromatografickych metod, a to bud’ ten-
kovrstva chromatografie (Larsen, 2004), plynova chro-
matografie s hmotnostni detekci (Nielsen, 2000) nebo
vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnost-
nim detektorem (Varga, 2006) nebo s detekci v UV
oblasti (Gomis, 2000).

Ergosterol, obdobné¢ jako mykotoxiny, se muze
vyskytovat na vSech urovnich potravniho fetézce,
od krmiv az po hotova jidla. Detekovan mize byt
také v pastevni pici. K rozvoji hub dochazi v trav-
nim porostu zvIasté na podzim (Opitz von Boberfeld,
1996). Z fyziologického pohledu je podstatné, ze
pusobenim ultrafialového zateni pfechazi na vitamin
D, (ergokalciferol) a ten se pfeménou v jatrech méni
na aktivni vitamin D. Vitamin D ma vliv na metabo-
lismus vapniku a ve velkych davkach je toxicky.
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Cilem prace bylo vyuziti obsahu ergosterolu jako
charakteristického udaje pro hodnoceni miry fungal-
niho napadeni picnin v pribéhu obdobi podzim/zima
v zavislosti na intenzité vyuziti v 1ét¢€. Sledovany byly
ozim¢ druhy trav Festulolium a Dactylis glomerata
schopné rlst pii nizkych teplotach a jarni druh Arrhe-
natherum elatius.

CHsyy, CHa

CH,
CH,

HO

1: Strukturni vzorec ergosterolu

MATERIAL A METODY
Piistroje

Pro stanoveni ergosterolu byl pouzit kapalinovy
chromatograf HP1100 (Agilent Technologies, Palo
Alto, USA) sestavajici z vakuové odplynovaci jed-
notky (model G1322A), kvartérniho ¢erpadla mobilni
faze (G1311A), automatického davkovace vzorku
(G1313A), UV-VIS detektoru s proménlivou vino-
vou délkou (G1314A), fluorescencniho detektoru
(G1321A) a hmotnostniho detektoru (G1946VL). K
separaci ergosterolu a jeho stanoveni byla zvolena
s malymi upravami metodika publikovana v praci
(Varga, 2006). Na rozdil od ptvodni prace, kde byla
detekce hmotnostni, v nasi praci jsme pouzili detekci
v UV oblasti (282 nm).

Chemikalie

VSechny pouzité chemikalie byly chromatogra-
fické cistoty. Methanol, hydroxid draselny a stan-
dard ergosterolu byly zakoupeny u firmy Sigma-
Aldrich, s. r. o. (Praha, Ceska republika). Toluen
a n-hexan byly dodany firmou Labicom, s.r.o. (Olo-
mouc, Ceska republika).

Vzorky

Obsah ergosterolu byl sledovan ve tfech riznych
picninach, a to festulolium (Festuca arundinacea x
Lolium multiflorum) odrida Felina, srha lalo¢nata
(Dactylis glomerata) odrida Vega, ovsik vyvyseny
(Arrhenatherum elatius) odrida Median. Maloparcel-
kovy polni pokus byl zalozen metodou délenych dilct
ve tfech opakovanich. V 1été byl porost vyuzivan jako

jednoseény (pocatek ¢ervna) nebo jako dvousecény
(pocatek Cervena a konec Cervence). Vzorky pro ana-
lyzy byly odebirany v fijnu, listopadu a prosinci. Ode-
brané vzorky o hmotnosti 1 kg byly ususeny pii 60 °C
a homogenizovany na velikost ¢astic 1 mm.

Extrakce ergosterolu

Do 4ml sklenénych vialek se Sroubovym uzavé-
rem bylo na analytickych vahach navazeno 250 mg
vzorku homogenizované picniny a pfidany 2 ml 10%
roztoku hydroxidu draselného v methanolu. Vialky
byly poté uzavieny vickem s teflonovym septem.
Obsah byl poté¢ 30 sekund intenzivné promichavan
na michacce (MS2 Minishaker IKA, USA) a vialka
ponechana v termostatu (Evaterm, Labicom, CR)
po dobu 90 minut pti 80 °C. Po ochlazeni na labora-
torni teplotu bylo ke vzorku ptidano 0,5 ml destilo-
vané vody, 1 ml hexanu a obsah vialky promichavan
30 sekund. Pro dikladné odd¢leni vodné a organické
faze byl obsah centrifugovan (Universal 32R, Hettich,
Némecko) pti 4000 ot./min po dobu 5 minut. Horni,
organicka, vrstva byla prevedena do 1,8ml vialky
a odparena pod proudem dusiku. Ke zbylé vodné fazi
byl opét ptidan 1 ml hexanu a cely proces extrakce
opakovan jeste 2%, aby bylo dosazeno kvantitativniho
vytézku ergosterolu. Spojené extrakty byly odpatreny
do sucha. Odparek byl finalné rozpustén ve 400 pl
smési methanol/toluen (75:25, v/v) a analyzovan
pomoci kapalinové chromatografie.

HPLC stanoveni obsahu ergosterolu

Vlastni stanoveni ergosterolu probéhlo na vyse
popsaném kapalinovém chromatografu na reverzni
fazi. Byla pouzita kolona Zorbax SB-C18 o rozmé-
rech 4,6 x 30 mm a velikosti ¢astic 1,8 pm (Agilent
Technologies, USA). Separace byla provadéna pfi
laboratorni teploté isokratickou eluci mobilni fazi
o slozeni methanol/voda (97,5:2,5, v/v) pii objemové
priatokové rychlosti 0,6 ml/min. Ergosterol byl dete-
kovan v ultrafialové oblasti pfi 282 nm. Dévkovany
objem extraktu €inil 2 pl.

Kalibrace

Pro méfeni kalibra¢ni kiivky byla zvolena metoda
standardniho pfidavku. Do sedmi vialek byla vpra-
vena rtizna mnozstvi standardniho roztoku ergoste-
rolu odpovidajicich po pfepoc¢tu rozmezi od 0,1 do
1000 pg/g picniny. Poté byl obsah vialek odpatfen
proudem dusiku. Do kazdé vialky bylo navazeno
250 mg picniny. Do osmé vialky byla vpravena pic-
nina bez pfidavku standardu. Dalsi postup probéhl jiz
stejné jako u bézného vzorku. Kazdy bod kalibrac-
niho setu byl provadén ve tfech opakovanich.
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Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky byly vyhodnoceny vicefaktoro-
vou analyzou variance (ANOVA) a naslednym tes-
tovanim Tukeyovym testem za pomoci statistického
programu Statistica 6.0 CZ.

VYSLEDKY A DISKUSE

Ukazka typického chromatogramu pii stanoveni
ergosterolu je na obrazku 2. Kalibrace zalozena na
metodé standardniho pfidavku fesi prakticky veskeré
problémy, které stanoveni analytu ve slozité matrici
ptirodniho ptivodu skyta. Byla zjisténa linearita kali-

brace v pozadovaném rozsahu koncentraci ergoste-
rolu. Z toho lze odvodit, Ze vytéZznost extrakce je
v celém rozsahu koncentraci stejna. Kalibracni kiivka,
prolozena v§emi naméfenymi body, prochazi po ode-
¢teni slepého pokusu prakticky poc¢atkem (obrazek 3).
Nebyla tedy nalezena Zadna systematicka chyba, ktera
by zptisobila posun pfimky v ose y.

Koncentrace ergosterolu ve vzorcich se pohybovala
od 0,44 po 473 pg.g”!' susiny pice. Ziskané vysledky
uspotadané dle druhu picniny a doby sklizné jsou
uvedeny v Tab. I. Vliv intenzity vyuziti v 1ét¢ na
nasledny obsah ergosterolu v fijnu, listopadu a pro-
sinci je v Tab. II.

0,8 1
A[mAU]
0,6 1

0,4

0,2
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eas [min]

2: Chromatogram redlného vzorku

I: Obsah ergosterolu ve vzorcich pice [ug.g”'] Festulolium, Dactylis glomerata a Arrhenatherum elatius na

konci vegetacniho obdobi

fijen listopad prosinec
Festulolium 40,94 + 10,68 30,29 + 4,46 212,04 +15,92
Dactylis glomerata 52,02 £ 13,01 59,29 + 7,32 339,63 + 33,94
Arrhenatherum elatius 39,70 £ 9,04 49,43 £4,71 314,05 + 48,19

Il: Obsah ergosterolu ve vzorcich pice [ug.g”'] Festulolium, Dactylis glomerata a Arrhenatherum elatius na
konci vegetacniho obdobi v zavislosti na intenzité vyuziti v lété

Vyuziti v 1été

picnina meésic . 5 .
Cerven Cerven a Cervenec
Festulolium fijen 59,90+ 12,14 21,98 +7,97
listopad 38,76 £ 0,75 21,82 +5,21
prosinec 210,71 £10,22 213,36 + 34,07
Dactylis glomerata fijen 72,92 + 19,93 31,11 £ 3,46
listopad 69,75 +4,42 48,82 £ 11,78
prosinec 342,36 £ 56,23 336,90 + 50,89
Arrhenatherum elatius fijen 52,53 +10,07 26,86 + 11,93
listopad 4,53 £ 4,65 54,33 £ 8,08
prosinec 216,35+ 27,08 411,75 + 36,52
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1I: Vysledky analyzy variance pro obsah ergosterolu na konci vegetacniho obdobi

Suma ctverct VS(;[Fri) nsii P?;l\rllgzzy F p

Druh 29846,6 2 14923,3 8,7603 0,000794
Léto 582,5 1 582,5 0,3419 0,562365
Podzim 710357,1 2 355178,5 208,4975 0,000000
Druh*Léto 19220,3 2 9610,1 5,6414 0,007393
Druh*Podzim 27996,1 4 6999,0 4,1086 0,007632
Léto*Podzim 23908,8 2 119544 7,0175 0,002670
Druh*Léto*Podzim 20613,8 4 51534 3,0252 0,030013
Chyba 61326,5 36 1703,5

Druh — vysety druh; Léto — termin vyuziti v 1ét€; Podzim — termin vyuziti na konci vegetacniho obdobi

IV: Statisticky pritkazné rozdily (P < 0,05) mezi obsahem ergosterolu v rijnu, listopadu a prosinci

Vyuziti na podzim Ergosterol
Rijen 44,222
Listopad 46,34*
Prosinec 288,57°

V: Statisticky pritkazné rozdily (P < 0,05) mezi obsahem ergosterolu u Festulolium, Dactylis glomerata a Arrhe-
natherum elatius

Vyuziti na podzim Ergosterol
Festulolium 94,42°
Dactylis glomerata 134,39*
Arrhenatherum elatius 150,31°
1600 -
é 1200 -|
S
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3: Kalibracni kifivka a regresni rovnice pro stanovent ergosterolu v picninach

Ze ziskanych vysledkli vyplyva, ze obsah ergoste- v 1ét¢ nemél prikazny vliv na obsah ergosterolu na
rolu se od fijna do prosince zvySoval. Statisticky pri- nasledném podzimim, resp. zimnim vyuziti. Z nasled-
kazny vliv (P<0,05) na obsah ergosterolu mél neje- ného testovani Tukeyovym testem (Tab. IV) je ziejmé,
nom termin vyuziti na konci vegetacniho obdobi, Ze v prosinci byl u sledovanych druhti trav statisticky
ale také vysety druh (Tab. III). Vliv intenzity vyuziti prikazné vyss§i obsah ergosterolu (288,57 pg.g™') nez
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v tijnu a listopadu (44,22 pg.g™', resp. 46,34 ug.g™).
Zvysovani obsahu ergosterolu s pokracujici zi-
mou v dasledku nachylnosti travniho porostu k one-
mocnéni potvrzuji také Opitz von Boberfeld (1996)
nebo Opitz von Boberfeld a Wolf (2002). Rozdilna
je ovSem nachylnost jednotlivych druht k onemoc-
néni. Mezi méné nachylné druhy patii Festuca arun-
dinacea (Bartholomew et al., 1997; Achilles, 2002).
Odolnost rodu Festuca a kvalitu rodu Lolium kombi-
nuji kiizenci téchto dvou rodt (Speer et al., 1983). Jak
vyplyva z vysledkti nasledného testovani (Tab. V),
obsahovalo Festulolium prikazné¢ méné ergosterolu
(94,42 ng.g ") nez Dactylis glomerata (134,39 ng.g™)
nebo Arrhenatherum elatius (150,31 ug.g™). Nizsi

obsah ergosterolu indikuje zvySenou odolnost vici
houbovym chorobam. Piestoze Dactylis glomerata
je povazovana za druh vhodny pro prodlouzeni pas-
tevniho obdobi na podzim (Klapp, 1971), byl obsah
ergosterolu u tohoto druhu srovnatelny s obsahem
ergosterolu u Arrhenatherum elatius. Piestoze ter-
min (intenzita) vyuziti v 1ét€ neméla statisticky pra-
kazny vliv na obsah ergosterolu na konci vegeta¢niho
obdobi, je z vysledkt patrné (Tab. II), ze u dvousec-
nych porostt (¢erven a ¢ervenec) byl obsah ergoste-
rolu nizsi nez u porostu jednoseéného. Vliv intenzity
vyuziti v 1ét¢ je patrny zvlasté na nasledném vyuziti
v fijnu a listopadu.

SOUHRN

V této praci byl sledovan obsah ergosterolu ve vzorcich picnin sklizenych v obdobi fijen—prosinec ve
vztahu k jejich druhu a vyuziti v 1été. Z vysledkl vyplyva, ze nejvétsi obsah ergosterolu byl nalezen
v prosincovych vzorcich, a to sestupné v potadi Dactylis glomerata, Arrhenatherum elatius a Festulo-

v

nemélo letni vyuziti prakticky zadny dopad. Naproti tomu v fijnu a listopadu vykazoval porost fyzio-
logicky mladsi (vyuzivany v ¢ervnu a ¢ervenci) nizs$i obsah ergosterolu nez porost fyziologicky starsi
(vyuzivany pouze v ¢ervnu), ale uvadéné rozdily nejsou statisticky prukazné.

ergosterol, Festulolium, Dactylis glomerata, Arrhenatherum elatius, kapalinova chromatografie
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