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Uvod

Soucasné znalosti o mikrobidlnich spolecenstvech
v pudé naznacuji, ze z celkového mnozstvi mikroorganis-
mu v pfirodnich vzorcich je obvykle mozné kultivovat
méné nez 1 % vsech mikroorganismil'. Pro detekci a iden-
tifikaci vSech mikroorganismtl, vcetné nekultivovatelnych,
byly vyvinuty metody zaloZené na detekci bunéénych mar-
kerli, z nichz n¢které jsou specifické pro urcité skupiny
mikroorganismi®>. Ergosterol se povaZzuje za jeden
z vhodnych markeri biomasy Zivych saprotrofnich hub?,
protoze je hlavnim strukturnim sterolem fosfolipidické
dvojvrstvy houbové bunéené stény*”’. Stanoveni ergoste-
rolu jako bunééného markeru pro uréeni biomasy hub bylo
pfijato jako spolehlivd, robustni a relativné levna metoda
sledovani biomasy hub v padnich ekosystémech®"*.

Ergosterol, stejn¢ jako dalsi lipidické latky, je snadno
extrahovatelny z piirodnich vzorkd pomoci nepolarnich
organickych rozpoustédel'. Koncentrace ergosterolu se
dosud nejéastéji stanovovala metodou HPLC®. Bé&hem
HPLC mohou ale spolecné¢ s ergosterolem koeluovat
i dalsi latky, které znesnadiuji vlastni stanoveni ergostero-
u'*'>1% Novgji zavedené metody GC-MS analyzy fesi
tyto problémy diky vysoké ucinnosti separace zkouma-
nych latek modernimi kapilarnimi kolonami a nabizeji tak
lepsi selektivitu pti detekci biomarkert v pfirodnich mate-
rialech a vzorcich'.
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Cilem prace bylo nalézt citlivou metodu pro stanoveni
ergosterolu a tuto metodu porovnat v ramci metod pouzi-
vanych v mikrobidlni ekologii — GC-FID, GC-MS-MS,
HPLC a vyvinutou metodu nésledné pouzit pro stanoveni
biomasy hub v putdnich vzorcich podhorské pastviny
ovlivnéné skotem.

Material a metody
Pouzité chemikalie a pfistroje

Zasobni roztok ergosterolu (Sigma-Aldrich, Praha)
o koncentraci 500 ng ul™' byl pfipraven vzdy t&sn& pred
analyzami navazenim a rozpu§ténim v n-hexanu, ptipadné
v methanolu. Oba typy standardu byly nafedény piislus-
nym rozpouStédlem pro ziskani kalibra¢ni kiivky
v rozsahu 1 az 200 ng pl™'. Roztok nederivatizovaného
ergosterolu o koncentraci 100 ng pl™' v n-hexanu byl pou-
zit jako vnéjsi standard pro GC-FID a GC-MS-MS meéfeni,
zatimco roztok ergosterolu o koncentraci 100 ng pl™'
v methanolu byl pouZit jako vnéjSi standard pro HPLC
analyzu. Pouzita rozpoustédla méla stupen kvality LiChro-
solv® a &istotu > 99.8 % (methanol, acetonitril), resp. >
98 % (n-hexan) (Merck KGaA, Némecko).

Linearita odpovédi na rtizné koncentrace standardu
ergosterolu v ramci kalibracni kiivky byla testovana na
trech pfistrojich:

1) GC-FID (HP 5890 series II) — plynovy chromatograf
s plamenové-ionizacnim detektorem a kapilérni kolo-
nou Zebron ZB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum;
Phenomenex, USA) s t€émito parametry analyz: nosny
plyn helium o konstantnim vstupnim tlaku 150 kPa,
pocatecni teplota kolony 60 °C (1 min), dale teplotni
program 15 °C min~' do 200 °C a nasledné 2,5 °C min ™'
do 275 °C, na této teploté prodleva 15 min. Vyhodno-
ceni analyz bylo provadéno softwarem Clarity™
(Data APEX).

Finnigan GCQ®™ (ThermoQuest) — plynovy chromato-
graf v kombinaci s hmotnostnim detektorem typu
iontové pasti a kapilarni kolonou Zebron ZB-5ms
(30 m x 0,25 mm X 0,25 pm, Phenomenex, USA)
s témito parametry: nosny plyn helium s konstantni
vstupni rychlosti 40 cm s™', teplota nastiiku 250 °C,
pocatecni teplota kolony 60 °C, dale teplotni program
20 °C min~' do 200 °C, poté 4 °C min~' do 275 °C
a na této teploté prodleva 20 min. Hmotnostni spekt-
rometr pracoval ve dvou rezimech: skenovani
v plném rozsahu m/z 50-500 Da (,,full scan“) a rezim
MS-MS, pfi kterém byl vybran jako prekurzorovy ion
molekulovy ion ergosterolu o m/z 396 Da. Vyhodno-
ceni analyz bylo provadéno softwarem Xcalibur
(Finnigan Corp.).

HPLC s detektorem s diodovym polem (DAD)
(Agilent 1100 Series G1315B) a kolonou Gemini
C18, 110A (5 pm, 2 x 150 mm; Phenomenex, USA).
Jako mobilni faze byla pouZzita smés acetonitril : voda

2)

3)
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(90:10) o konstantnim priitoku 0,41 ml min™', DAD
detektor pracoval v rozsahu vilnovych délek 200 az
600 nm. Ergosterol byl detegovan pii vlnové délce
282 nm. Vyhodnoceni analyz bylo provadéno soft-
warem ChemStation (Hewlett Packard).

Piiprava vzorku a chemicka analyza

Pidni vzorky byly odebrany v kvétnu 2008
z podhorské pastviny pouzivané jako zimovisté skotu
(Borova u Chvalgin, Jihogesky kraj)'’. Zimovité skotu
predstavuje ekosystém silng ovlivnény aktivitou dobytka'®.
V ramci vybraného zimovisté byly zkoumany pudy na
plochéch s riiznou mirou zatéze pasenym skotem, tj. silné
ovlivnéna (S) a stfedné ovlivnéna (M) puda, které byly po-
rovnany s neovlivnénou pidou podhorské pastviny (C)"°.
Pudni vzorky byly z kazdé plochy odebrany ve tfech neza-
vislych opakovanich. Kazdé opakovani sestavalo ze tii
podvzorkl, které byly zhomogenizovany pfesatim (sito
4 mm) a smichany. Pudy byly do analyzy skladovany pfi
4 °C. Koncentrace celkového dusiku (Ny) byla stanovena
Kjeldahlovou mineralizaéni metodou®', koncentrace orga-
nického uhliku (C,y) metodou spalovémi22 a koncentrace
dostupného P (P,,) metodou Mehlich III (cit. ).

Extrakce ergosterolu

Celkovy ergosterol byl extrahovan z 250 mg pady
pouzitim modifikované metody mikrovlnné extrakce
(MAE, microwave assisted extraction) podle Montgome-
ryho a spol.'’. K piidé ve zkumavce se §roubovacim uzavé-
rem byly pfidany 2 ml methanolu a 0,5 ml 2M-NaOH.
Naplnéné zkumavky byly zahfivany v mikrovinné troubg
po dobu 2 x 20 s na stiedni vykon (cca 500 W) s 10minu-
tovou pauzou mezi zahfivanimi. Nasledné byly zkumavky
ochlazeny pod tekouci vodou a obsah zkumavek byl zne-
utralizovan 1 ml 1M-HCI; byly pfidany dalsi 2 ml metha-
nolu a ergosterol byl extrahovan n-hexanem (3 x 2 ml).
Celkovy extrakt byl odpatren do sucha dusikem a rozpustén
v 200 pl n-hexanu.

Klasickd metoda extrakce ergosterolu'® spo&ivala
v promichani 8 g ptdy s 30 ml methanolu (2x), vysledny
extrakt byl smichan s 50 ml ethanolu a 1,6 g KOH a na-
sledn¢ zahtivan po dobu 30 min. Po ochlazeni byl ergoste-
rol extrahovan 3 x 50 ml hexanu, vysledny extrakt byl
odpafren do sucha na rota¢ni odparce a odparek byl rozpus-
tén v 1 ml hexanu. Vzorky byly derivatizovany acetanhyd-
ridem pfi teplot¢ 60 °C po dobu 60 min za pfitomnosti
suchého pyridinu'.

Pfed samotnymi analyzami byl vzorek ziskany meto-
dou MAE rozdélen na dvé poloviny. Z prvni poloviny byl
1 pl vzorku v hexanu nanesen do injektoru GC-FID nebo
GC-MS-MS. Pro HPLC byl n-hexan z druhé poloviny
vzorku odfoukan proudem dusiku a nahrazen stejnym ob-
jemem methanolu; 5 pl vzorku v methanolu bylo naneseno
do injektoru HPLC.

1054

Laboratorni pfistroje a postupy

Statistické analyzy

Ziskana data byla analyzovana softwarem STATISTI-
CA6 (StatSoft, Inc., USA). Pro hodnoceni statistické vy-
znamnosti rozdilu mezi pidami byla pouzita jednocestna
analyza variance (ANOVA) s Tukey HSD post-hoc srov-
nanim. Pearsonova korelace (Pearson r) byla pouzita pro
definici zavislosti koncentrace ergosterolu na vybranych
chemickych parametrech. Hladina vyznamnosti byla o <
0,05.

Vysledky a diskuse
Ptiprava vzorkl

V ramci predbézného pokusu bylo zjisténo, ze deriva-
tizace nepfinesla zlepSeni vlastnosti ergosterolu pro detek-
ci metodou GC-MS-MS, a to jak u vnéjsiho standardu, tak
v pfipadé analyzovaného pudniho vzorku. Derivatizace se
bézné vyuziva pro chemickou upravu molekul analytu za
ucelem zlepSeni vlastnosti analyzovanych latek. Timto
postupem lze zvysit separacni ucinnost, rozliSeni a citli-
vost pii detekei biomarkera'*'’. Nicméné v tomto ptipads
byly chromatografické piky standardu i hledaného analytu
v pudnim vzorku i pfi vynechani derivatizacniho kroku
soumérné a dobie separované. Zaroven u derivatizovanych
vzorkil nebylo dosazeno zvySeni citlivosti detekce.

Oproti klasické metod¢ extrakce, pfi niZ je navratnost
ergosterolu z pidnich vzorku 70 az 95 %, vykazala metoda
mikrovinné extrakce (MAE) jak vyssi navratnost ergoste-
rolu (90 = 6 %), tak zaroven niz§i variabilitu. Variacni
koeficient (CV) byl v pfipadé MAE 13 %, zatimco u kla-
sické metody témer trojnasobny (CV =36 %).

Metoda MAE je také ekonomictéjsi a méné zatézuje
Zivotni prostfedi. Pti pouZziti MAE se pouziva pouze 10 ml
organickych rozpoustédel, zatimco pii pouziti klasické
metody extrakce je objem organickych rozpoustédel vétsi
nez 250 ml (cit.'*). Proto jsme se rozhodli pouzivat pii
dalsich analyzach vyhradné metodu MAE urychlenou vy-
nechanim derivatiza¢niho kroku.

Analyza GC-FID

Detekéni limit metody GC-FID byl pii pouziti ¢istého
roztoku standardu ergosterolu 10 ng pl™'. Za danych pod-
minek a ve stanoveném rozsahu kalibra¢ni ktivky byla
linearita odezvy detektoru horsi nez v ptipadé¢ GC-MS-MS
a HPLC (odezvu I1épe vystihuje kvadratickd funkce
(r 0,9944) nez linearni (r 0,9809)). Vzhledem
k vys$s§imu detekénimu limitu metody 1ze fici, ze GC-FID
neni pfiliS§ vhodnd metoda pro stanoveni ergosterolu
v piipadé nizkych navazek pouzivanych pii metodé mikro-
vinné extrakce MAE. Pii pouziti vysSich navazek pudy je
nutné pouzivat vétsi objemy organickych rozpoustédel
a ztraci se tak ekonomicka i ekologickd vyhodnost MAE
metody. Druhou nevyhodou tohoto stanoveni je skutec-
nost, Ze reten¢ni ¢as (fR) je jedinym parametrem pro identi-
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fikaci latky. Retencni Cas vSak neni natolik pfesnou cha-
rakteristikou, aby bylo mozné pouze na jejim zaklad¢ na-
1ézt a identifikovat zkoumanou latku v ptirodnich vzor-
cich.

Analyza GC-MS-MS

Detekéni limit metody GC-MS-MS za pouziti Cistého
ergosterolu byl 1 ng pl™'. V piipadé GC-MS-MS byla ode-
zva detektoru linearni v celém rozsahu kalibracni kiivky.
Rovnici kalibra¢ni kiivky (y 12476x + 28200;
r = 0,9980) je vyjadiena zavislost plochy piku ergosterolu
(y) na jeho koncentraci (x) [ng pl"].

Celkovy iontovy chromatogram (TIC, total ion chro-
matogram) standardu ergosterolu stanoveny v rezimu ,,full

Laboratorni pfistroje a postupy

scan® je zobrazen na obr. la. Retencni Cas (fR) pro stan-
dard ergosterolu byl 32,8 + 0,15 min. Nésledovalo méfeni
pudnich vzorkl v rezimu ,,full scan®, v tomto ptipadé byla
nalezena latka s #z odpovidajicim ergosterolu (32,8 = 0,17
min) (obr. 1b). Identifikace ergosterolu byla provedena
porovndnim hmotnostniho  spektra latky nalezené
v pidnim vzorku (obr. 1c) se spektrem v knihovné spekter
Xcalibur NIST (obr. 1d).

Hmotnostni spektra latek identifikovanych jako er-
gosterol v padnich vzorcich (tj. latek s t = 32,8 £ 0,17
min) obsahovala vSechny dilezité ionty pro identifikaci
hledaného analytu. Selektivni rezim MS-MS byl proto
charakterizovan specifickym retenénim oknem a vybra-
nym prekurzorovym iontem (molekuldrni ion ergosterolu
m/z 396 Da), ¢imz doslo k odfiltrovani latek nesouviseji-
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Obr. 1. Celkovy iontovy chromatogram (TIC) GC-MS vnéjsiho standardu (ergosterol, Sigma-Aldrich, 100 ng pl™") s tx = 32,78 min
(a) a TIC padniho vzorku S (x hledané latky = 32,71 min) (b). Srovnani hmotnostniho spektra hledané latky (c) s hmotnostnim spektrem
ergosterolu v knihovné spekter Xcalibur NIST (d). M&feno na piistroji Finnigan GCQ® (ThermoQuest) v rezimu ,,full scan®, podminky

stanoveni jsou uvedeny v textu
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cich se stanovenim a samotné méfeni ergosterolu tak bylo Odezva detektoru byla v celém rozsahu kalibra¢ni kiivky
citlivéjsi a presnéjsi. Obr. 2¢ a 2d ukazuji podobnost roz- linedrni a rovnici kalibra¢ni kfivky (y = 18,04x + 5,85;
padového hmotnostniho spektra v rozsahu m/z 100-396 Da r = 0,9998) je vyjadiena zavislost plochy piku ergosterolu
u prekurzorového iontu z latky v ptidnim vzorku (obr. 2a) (y) na jeho koncentraci (x) [ug ml™'].

a ve standardu (obr. 2b). Toto porovnani bylo pouzito jako
dalsi duikaz identifikace ergosterolu v ptidnich vzorcich.

Béhem analyzy GC-MS v rezimu ,full scan® jsme @»] a
zaznamenali dal§i piky v TIC piadnich vzorkd (obr. 3). & 1234 567 8§
Latky odpovidajici témto pikim byly identifikovany na P ‘ ‘ |
zaklad¢ hmotnostnich spekter a pomoci piislusnych stan- . B
dardd jako kampesterol (zg = 33,40 min), stigmasterol (fr = AL 4

34,33 min) a B-sitosterol (fr = 36,37 min) (tfi nejCastejsi
fytosteroly v pad&***), piipadné ergostanol a sitostanol (fx
= 36,78 min), coz jsou steroly biohydrogenované mik-
roflérou z traviciho traktu zvitat®. Dale jsme zjistili, Ze
nejen pocet latek v profilu sterold, ale také jejich relativni
mnozstvi ve vzorcich bylo vyssi v puidach zatizenych sko-
tem (S a M) ve srovnani s neovlivnénou pudou (C). Pii-
tomnost fytosterold a pfislusnych stanold v pudach S a M
je vysledkem zpracovani rostlinné stravy pasenymi zviraty
a naslednym vyloucenim ve formé exkrementi na povrch
pidy na zatizenych &astech zimovists skotu®. B-Sitosterol
se vyskytoval nejen v TIC piidnich vzorkd, ale byl detego-
van i béhem selektivniho rezimu MS-MS (obr. 3a). Vy-
svétlenim detekce tohoto sterolu miize byt pfitomnost pre-
kurzorového iontu ergosterolu (m/z 396 Da) ve fragmen-
tatnim spektru P-sitosterolu a pomérné Siroké retencni
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Obr. 3. Detail celkového iontového chromatogramu (TIC)
v rezimu ,,full scan“ piidnich vzorki podél gradientu zatéze

okno. pidy skotem u silné (a) a stiedné zatiZené (b) pidy

v porovnani s nezatiZenou pudou (c). Identifikované piky: 1 —

Analyza HPLC ergosterol; 2 — kampesterol; 3 — ergostanol; 4 — stigmasterol;

5 — B-sitosterol; 6 — sitostanol; 7 — B-amyrin; 8 — a-amyrin. M¢-

Detekéni limit pro metodu HPLC za pouziti Cistého feno na piistroji Finnigan GCQ® (ThermoQuest) v rezimu ,,full
ergosterolu byl srovnatelny s GC-MS-MS, tj. 1 ng pl™'.  scan®, podminky stanoveni jsou uvedeny v textu
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Obr. 2. Srovnani chromatogramu GC-MS-MS iontu m/z 396 Da u pidniho vzorku S (7 hledané latky = 32,80 min) (a) a vné&jsiho
standardu (#z ergosterolu = 32,97 min) (b) a porovnani rozpadového spektra prekurzorového iontu (m/z = 396 Da) ergosterolu v ptidnim
vzorku (c) a ve standardu (d) po pouziti metody GC-MS-MS. Podminky stanoveni jsou uvedeny v textu
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Obr. 4. HPLC chromatogram vzorku z pudy se stiedni zatézi
(M). Meéteno na HPLC piistroji Agilent 1100 Series G1315B
s detektorem s diodovym polem (DAD), podminky stanoveni jsou
uvedeny v textu

Retencni Cas ergosterolu v ptidnim vzorku byl za da-
ného nastaveni 19,2 min. Pouzitim 95 % methanolu namis-
to 90 % acetonitrilu jako mobilni faze bylo mozné zkratit
dobu analyzy z 25 na 13 min, nicméné jak rozliSeni piku,
tak kvantifikace ergosterolu se zhorsily, zejména v piipadé
kvantifikace ergosterolu v ptidnich vzorcich.

Na chromatogramu vzorku z pud zatizenych pastvou
skotu ziskaném metodou HPLC pfi 282 nm (obr. 4) nebyly
nalezeny zadné dalSi steroly ani latky koeluujici
s ergosterolem. Stanoveni pfi 282 nm je pro detekci er-
gosterolu pomérné vhodné, nebot’ pfi této vinové délce ma
ergosterol typické maximum v absorpénim spektru. Pres-
to lze v literatufe nalézt pripady faleSné pozitivnich identi-
fikaci ergosterolu metodou HPLC s UV detektorem'?,
pfipadné interferenci s latkami v jinych pfirodnich vzor-
cich (vzorky vody, detritu, atd.)'®*’. Problém piipadné
koeluce ergosterolu s neidentifikovanymi latkami ze vzor-
ku béhem HPLC lze vyfesit napiiklad acetylaci ergostero-
1u'® a naslednym stanovenim acetatu ergosterolu p¥i vino-
vé délce 282 nm.

Srovnani metod GC-MS-MS a HPLC

Stanoveni koncentrace ergosterolu v pidnich vzorcich
zavisi na pouzité analytické metod€. Srovnanim metod
GC-MS-MS a HPLC jsme nalezli vyznamné rozdily
v hodnotach koncentraci ergosterolu. Hodnoty ziskané pfi
analyzach GC-MS-MS byly v pruméru o 30 % vyssi nez
hodnoty ziskané metodou HPLC, zejména pak pii vyssich
koncentracich ergosterolu. Vysvétlenim tohoto jevu mo-
hou byt ztraity zplsobené pievadénim ergosterolu
z extrakéniho nepolarniho rozpoustédla (hexan) do polar-
niho rozpoustédla vhodného pro HPLC (methanol). Polari-
ta rozpoustédla ma v ptipad¢ ergosterolu podstatny vliv na
jeho rozpustnost, jelikoz se zvySujici se polaritou rozpous-
t&dla rozpustnost ergosterolu klesa®®? .

Variacni koeficient (CV) rostl se zvySujici se koncen-
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traci ergosterolu v pudach S a M rychleji u méfeni meto-
dou HPLC (CV = 0,10, resp. 0,24) nez v ptipadé¢ metody
GC-MS-MS (CV 0,05, resp. 0,10). Vzhledem
k selektivité metody GC-MS-MS jsme se rozhodli pouzi-
vat pro studium spoleéenstev hub v pidé na zimovisti sko-
tu pouze vysledky ziskané touto metodou.

Vyhodou kombinace dvou rezimu (,,full scan“ a MS-
MS) pfi analyzach pfirodnich vzorkii metodou GC-MS je
moznost detekce celého profilu sterold v rezimu ,,full
scan®. Pfi pouziti modernich kapilarnich kolon (napf. se
stacionarni fazi 5 % fenyl — 95 % dimethylpolysiloxan)
dochazi k vynikajicimu rozdéleni jednotlivych sterold
a piislugnych stanol&i”’. Oproti tomu je analyza celkového
profilu steroli metodou HPLC komplikovana nedostatec-
nou selektivitou pfi separaci steroll a stanold v ptirodnich
vzorcich?. Jednotlivé steroly se mezi sebou lidi svymi
absorpénimi spektry®® a HPLC pfi jedné vinové délce tyto
latky nedeteguje.

Koncentrace ergosterolu v pidé zimovisté

Mezi vybranymi misty podél gradientu zatéze pudy
skotem jsme nalezli statisticky vyznamné rozdily
v koncentraci ergosterolu. Piida C bez vlivu skotu obsaho-
vala 0,93 + 0,34 ug g ' (pramér + smérodatna odchylka, n
= 3) ergosterolu, zatimco pida M 14,01 + 0,77 pg g
a puda S 29,28 + 3,07 ug g ergosterolu. Rozdily mezi
pudami S, M i C byly statisticky prikazné. Kromé¢ toho
byla u zkoumanych pid zjisténa pozitivni korelace mezi
koncentraci ergosterolu a koncentraci C, (r = 0,9333;
p =0,0002), N (r =0,9500; p = 0,0001) a P,, (r=0,9363;
p=0,0002).

V dostupné literatuie 1ze nalézt minimum udajt tyka-
jicich se mnozstvi ergosterolu v pidach evropskych past-
vin''?!. Stanoveni ergosterolu v téchto pracich byla prova-
déna metodou HPLC za pouziti smési hexan:propan-2-ol
v poméru 98:2 (v/v), resp. methanolu jako mobilni fa-
ze''?!. Na extenzivné vyuzivanych pastvinach ve Velké
Britanii'' a v Nizozemi®' byly takto stanoveny hodnoty
koncentraci ergosterolu v rozmezi 0,54-521 pg g™, resp.
0,8-3,8 ug g pudy.

Z uvedenych dat je viditelné, Ze experimentalni zimo-
visté skotu je zvlaStnim typem ekosystému odlisSnym od
béznych  pastevnich  stanovist, a to vzhledem
k intenzivnimu ptsobeni skotu na pudu, coz indikuji zmé-
ny struktury pudy, vegetace™ i chemickych parametrt
pudy (tab. I). Pfedpokladali jsme, Ze ptudni houby mohou
byt potlaceny vyssim pH nebo mechanickym poskozova-
nim mycelii v pidé na mistech s vyssi zatézi skotem
(S a M) oproti kontrolni puidé C (tab. I). Biomasa ptidnich
hub byla ale naopak na mistech ovlivnénych skotem
a jejich exkrementy vyssi.

Stimulacni vliv skotu na biomasu hub je pravdépo-
dobné spojen se zna¢nymi vstupy organického uhliku ve
formé exkrementd, které¢ podstatné zvysuji obsah stabilni
organické hmoty v t&chto paidach'’. Vyznamnou roli zde
hraje fakt, ze k vysokym vstupim exkrementi do pudy
dochédzi mimo vegetacni obdobi a exkrementy jsou béhem
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Tabulka I
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Chemické parametry a obsah ergosterolu v piidach zimovi§té skotu, Borovéa u Chvalsin, jizni Cechy (pramér = smérodatna
odchylka; n = 3). Statisticky priikazné rozdily mezi stanovisti C, M a S jsou vyznaceny odliSnymi pismeny abecedy

Puda Popis *pH °Cox Niot C:N P, °Ergosterol
[gkg ] [gkg ] [mg kg™'] [ugg ]
C pastvina, 4.8 £0,0a 50,8 + 3,6a 1,7+ 0,0a 29.4 5,0 +£0,0a 0,9 +0,3a
bez vlivu skotu
M zimovisté, stfedni 6,6 = 0,0b 101,1 +£2,6b 3,9+£0,0b 259 217,3+1,2b 14,0 £ 0,8b
zatéz
S zimoviste, 7,7+ 0,3¢ 174,0 + 8,9¢ 6,5+0,1c 26,8 636,0 + 38,9¢ 29,3 +3,1c

silna zatéz

“pH v CaCl,, ® Cox — organicky uhlik, N,y — celkovy dusik, ¢ P,, — dostupny fosfor, ¢ ergosterol stanoveny metodou GC-

MS-MS

tohoto obdobi diikladné zapracovany ptezimujicim skotem
do pady'™'®. Nami zjisténa pom&mé vysoka koncentrace
ergosterolu v plidach zimoviSté ovlivnénych skotem odpo-
vida predchozim vysledkiim ze stejnych pokusnych ploch
na zimoviiti skotu'’, kdy bylo zji$téno, Ze vlivem skotu se
celkova biomasa pidnich mikroorganismii zvysuje.

Vysvétlenim miZze byt také neptimy vliv vstupt dusi-
ku do pidy — ovlivnéni spolecenstev rostlin a nasledné
i kvality a kvantity rostlinného opadu, zmény ve slozeni
kofenovych exsudatd a tim i rhizosférnich spolecenstev
mikroorganismi’**.

Zavéry

Pro detekci a stanoveni ergosterolu ve slozitych pii-
rodnich vzorcich (napt. v pud€) byla vyhodnocena jako
nejvyhodnéjsi metoda GC-MS-MS. Rezim MS-MS umoz-
fuje selektovat béhem analyzy pouze urcité molekuly,
zatimco v rezimu ,,full scan* 1ze vyuzit zejména moznost
sledovat slozeni celkovych sterolti v piidé a nésledné iden-
tifikovat nalezené latky na zéklad€ hmotnostnich spekter.
Metoda HPLC sice vykazala podobny detekéni limit jako
GC-MS-MS, nicméné pii stanoveni ergosterolu byla vice
variabilni a nemusi byt vzdy dostatecné selektivni pro
analyzu pfirodnich vzorkii. Pro optimalni stanoveni er-
gosterolu metodou GC-FID by méla byt navazka vzorki
cca o 2 fady vyssi nez pro metodu MAE a pouzitim vétsi-
ho mnozstvi rozpoustédel se ztraci jak ekonomicka, tak
ekologicka vyhodnost této metody. Na zakladé méfeni
koncentrace ergosterolu v pudé ovlivnéné prezimujicim
skotem byl zjistén stimulacni vliv pobytu skotu na bioma-
su saprotrofnich hub. Biomasa hub v pid¢ zimovisté skotu
byla v porovnani s nezatizenou pudou podhorské pastviny
nékolikanasobné vyssi. Analyza celkovych sterold v nami
studovanych pudach ukazala také vyznamné obohaceni
rostlinnymi steroly a jejich derivaty (stanoly) v dasledku
aktivity pfezimujiciho skotu.
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Laboratorni pfistroje a postupy

J. Jirout™, J. T¥iska®, K. Riazi¢kova®, N. Vrchoto-
va‘, M. Simek?, and D. Elhottova® (* Institute of Soil Bio-
logy, Biology Centre, Academy of Sciences of Czech Re-
public, Ceské Budéjovice, " Department of Ecosystem Bio-
logy, Faculty of Science, University of South Bohemia,
Ceské Budéjovice, ¢ Institute of System Biology and Ecol-
ogy, Academy of Sciences of Czech Republic, Ceské Budé-
jovice): The Comparison of Chromatographic Methods
for Ergosterol Determination and Their Application in
Analysis of Upland Pasture Soil

Ergosterol, a biomarker of living saprotrophic fungi,
was obtained from soil by microwave-assisted extraction
and determined by GC-MS-MS, HPLC, and GC-FID. The
GC-MS-MS technique was used to monitor fungal bio-
mass in the soils differently impacted by overwintering
cattle. The amount of ergosterol in soil increased from
0.93 + 0.34 to 29.28 + 3.07 pg g of soil. The detection
limits in GC-MS-MS and HPLC methods were ca. ten
times lower than in GC-FID. Whereas GC-MS-MS is the
best method for monitoring the complex sterol profile in
the environment, the selective MS-MS mode allowed the
determination of ergosterol in complex matrices by elimi-
nation of coeluting peaks. The enrichment of cattle-
impacted soils in non-fungal sterols (campesterol, stigma-
serol and P-sitosterol) and stanols (ergostanol, sitostanol)
was due to digested plant materials and rumen microflora,
suggesting significant biochemical changes in the pasture
soils under study.
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