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ABSTRACT

Szwajkowska-Michalek L., Rogozinski T., Stuper-Szablewska K. 2019. Zawarto$¢ steroli w korze po pro-
cesiec wysokotemperaturowego suszenia tarcicy w komorowych suszarkach konwekcyjnych. Sylwan 163
(7): 610-616. DO hetps://doi.org/10.26202/sylwan.2019016.

Bark is a waste material in the furniture industry. It is mainly used for mulching in gardens. To ful-
fil its task in that field, bark must be microbiologically clean. Ergosterol (ERG) is the main sterol
of the fungal cell wall. The research aimed to assess the usefulness of ergosterol concentration
analysis for its use in the wood industry in order to quickly assess the level of microscopic con-
tamination of the bark after the drying process. We tested the bark of oak, beech, hornbeam,
spruce and pine in terms of ERG concentration and endogenous sterols content. The highest
concentration of ERG was obtained for bark of coniferous species (1483.0 and 227.6 mg/kg for
spruce and pine respectively), while much lower was found for deciduous (27.4-127.7 mg/kg).
No sterols were found in the bark of deciduous trees after the drying process, with the exception
of campesterol which was detected only in bark of beech and hornbeam. However, they were
found in samples of conifer bark at the level of 1.6-1.78 mg/kg. The bark of deciduous trees is
safer in terms of microbiology, and thus can be used in various industries as a secondary raw
material.
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Wstep

Kora (fac. cortex) to zewnetrzna cz¢$é pnia, ktéra chroni todyge drzew, krzewéw i krzewinek. Jest
ona martwg tkankg okrywajacg todygi i korzenie (tzw. martwica korkowa — rytidom), powstajaca
w wyniku wielokrotnych podziatéw komérek migkiszu tyka. Miazga korkotwércza (felogen) pro-
dukuje na drodze podziatéw wzdluznych nowe warstwy komdérek na zewngtrz i do wngtrza, co
tworzy perydermg. W trakcie przyrostu na grubo$¢ drzewa nast¢puje wielokrotny proces two-
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rzenia si¢ nowych peryderm (od srodka) i obumieranie peryderm na zewnatrz. Catosé funkcjo-
nuje jako rytidom, ktéry stanowi skuteczng okrywe mechaniczng oraz ochrong chemiczng (nagro-
madzenie substancji chronigcych przed patogenami i szkodnikami) i termiczng (korek wypehniony
powietrzem) [Surmirski 1996; Antkowiak 1997].

W przemysle meblarskim kora jest materiatem odpadowym. Uznaje sie, ze ze 100 m? drewna
pozyskuje si¢ 10 m® kory [Janowicz 2006]. Substancje wystepujace w korze, szczegélnie glikozydy,
alkaloidy, garbniki i barwniki, determinowaly jej zastosowanie do celéw leczniczych, garbowania
skér oraz barwienia welny i tkanin. Pod tym wzgledem duze znaczenie miata kora wierzbowa,
z ktérej jeszcze niemal do polowy ubieglego wieku otrzymywano salicyng [Kohlmiinzer 1985;
Szczukowski i in. 2002]. Kora debu i $wierku uzywana jest do pozyskiwania garbnikéw. Kora
de¢bu cechuje si¢ wysokg aktywnoscig przeciwwolnorodnikowq i przeciwdrobnoustrojows [Sroka,
Franiczek 2008], znalazta wigc zastosowanie w dermatologii jako srodek o wlasciwosciach wysu-
szajacych, Sciagajacych i antyseptycznych [Lutomski 2002].

Kora jako material pochodzenia naturalnego jest uzywana jako selektywny adsorbent za-
nieczyszezen nicorganicznych i organicznych z roztworéw wodnych [Seki i in. 1997; Jang i in.
2005; Zistkowska 2008]. Wiéry drzewne z migkkich drzew lisciastych wykorzystuje si¢ jako
$ciétk¢ w kurnikach [Stuper-Szablewska i in. 2014]. Jednak gléwnym zastosowaniem kory jest
wykorzystanie jej do Sciétkowania w ogrodach. Pozwala ona ogranicza¢ rozwdéj chwast6w, pomaga
utrzymaé wilgotnos¢ podtoza oraz obniza pH gleby [Szottyk, Hilszczariska 2003]. Aby kora spet-
nita swoje zadanie, musi by¢ czysta mikrobiologicznie. Najliczniejszg grupa grzybéw zasiedla-
jacych i rozktadajacych drewno sg gatunki nalezace do gromady Basidiomycota (podstawkowe).
Posiadajg one zdolnosé rozktadu drewna w lesie i poza lasem — drewna drzew zywych, zamiera-
jacych i martwych oraz surowca drzewnego [Eriksson i in. 1990; Worrall i in. 1997; Lakomy
2004]. Z uwagi na bezpieczenstwo zdrowotne ludzi i zwierzgt majgcych kontakt z korg bardziej
istotny jest problem zanieczyszczenia jej grzybami mikroskopowymi, w szczegdlnosci rodzajéw
Penicillium i Aspergillus, ktére maja zdolnosé¢ do produkcji toksyn, dlatego istotne jest oznacze-
nie ich zawartosci [Hussein, Brasel 2001].

Jedna z metod oznaczania poziomu zanieczyszczenia bioflory mykobiontg jest analiza
stezenia ergosterolu (ERG), bedacego gléwnym sterolem $ciany komérkowej grzybéw. Metoda
ta znalazta szerokie zastosowanie w réznych gateziach przemystu rolno-spozywcezego [Schwadorf,
Muller 1989; Schniirer, Jansson 1992; Dong i in. 2006; Perkowski i in. 2008; Stuper-Szablewska,
Perkowski 2017], stosowano jg takze w celu oceny poziomu zanieczyszczenia mykobiotg budyn-
kéw inwentarskich, mieszkalnych itd. [Gutarowska, Zakowska 2002; Hippelein, Riigamer 2004;
Szwajkowska-Michatek i in. 2010; Rogoziriski i in. 2014]. Istotnym aspektem przemawiajacym
za celowoscig wyboru tej metody analitycznej do przedstawionych badan jest fake, ze ergosterol
uznawany jest za chemiczny marker ilosci grzybéw mikroskopowych — zaréwno martwych, jak
i zywych [Mille-Lindblom i in. 2004]. W przypadku surowca o tak szerokim zastosowaniu jego
czysto$¢ mikrobiologiczna jest niezwykle wazna. Proces suszenia w istotny sposéb obniza ilos¢
zanieczyszczen mikrobiologicznych.

W celu zapewnienia jakosci i bezpieczeristwa kora poddawana jest szeregowi zabiegdw.
Po scigciu drzew i przetarciu pozyskanych z nich ki6d na tarcice surowiec drzewny jest suszony
w celu zmniejszenia jego wilgotnosci do poziomu réwnowagi higroskopijnej z warunkami oto-
czenia odpowiadajgcymi srodowisku, w ktérym bedg uzytkowane wyroby wytworzone z tego
surowca. Dodatkowym celem suszenia jest pozbycie si¢ grzybéw i ich zarodnikéw, ktére moga
zasiedla¢ martwe drewno, prowadzgc do jego degradacji. Drewno w zaktadach przemystowych
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suszone jest w postaci tarcicy lub pétfabrykatéw, przy uzyciu suszarek do drewna. Wsréd nich
najszerzej wykorzystywane sg suszarki komorowe ze sztucznym obiegiem powietrza. Suszenie
drewna jest procesem diugotrwatym, przebiegajacym wedtug programu ustalonego odpowiednio
do wilgotnosci poczatkowej, oczekiwanej wilgotnosci koricowej, rodzaju oraz postaci drewna.
Program ten okresla przebieg zmian parametréw suszenia (najwazniejsze z nich to wilgotnosé
wzgledna i temperatura powietrza suszgcego) w czasie trwania procesu. To wlasnie wysoka tem-
peratura w procesie suszenia przyczynia si¢ do zmian w drewnie czy korze [Glijer i in. 1984].

Celem badari byta ocena przydatnosci powyzej opisanej metody do wykorzystania jej w prze-
mysle dizewnym w celu szybkiej oceny poziomu zanieczyszczenia grzybami mikroskopowymi
kory drzew po procesie suszenia. Proces suszenia dezaktywuje wickszos¢ enzyméw i zwigzkéw
bioaktywnych. Wsréd nich w literaturze przedmiotu w sladowym stopniu opisane sg sterole
endogenne drewna, a w szczegdlnosci zagadnienia zwigzane z procesem suszenia. Wezesniejsze
badania wykazaly zwigzek zawartosci steroli endogennych drewna z poziomem zanieczyszczen
grzybami. Obok analizy st¢zenia ERG postanowiono réwniez przebada¢ zawartos¢ steroli endo-
gennych drewna w korze po procesie suszenia.

Material i metody

Przebadano kor¢ 3 gatunkéw drzew lisciastych (dab, buk, grab) oraz 2 iglastych (§wierk, sosna).
Prébki z kazdego gatunku pobrano w 3 powtérzeniach. Po wysuszeniu kor¢ zmielono za pomocg
mtyna tngcego (Pulverisette 19, Fritsch GmbH) i poddano analizie na zawartosé ergosterolu i steroli
(kampesterolu, desmosterolu, stigmasterolu i beta-sitosterolu).

Do analizy pobrano préby o masie okoto 10 g, z ktérych po zmieleniu za pomocg mtyna
tngcego utworzono do dalszych badari prébki o masie 0,1 g. Prébki umieszczono w zakrecanych
probéwkach do kultur o pojemnosci 17 cm?®, w ktérych przeprowadzono ekstrakeje steroli z jed-
noczesnym zmydlaniem. Procesy te przebiegaty pod wptywem promieniowania mikrofalowego.
W tym celu do prob6éwek dodano metanol (2 cm?) oraz 2-molowy wodny rozewér wodorotlenku
sodu (0,5 cm®). Szczelnie zamkniete probéwki do kultur dla bezpieczeristwa ulokowano w plas-
tikowych butelkach, ktére z kolei umieszczono w kuchence mikrofalowej (Whirlpool model
AVM 401/1/WH, 2450 MHZ, 900W). Pr6by poddano wptywowi promieniowania mikrofalowego
o mocy 350W w dwdch sesjach, po 20 sekund kazda. Po schtodzeniu (okoto 15 min) préby zobo-
jetniono za pomocg 1-molowego wodnego roztworu kwasu solnego (1 cm?). Nastepnie po doda-
niu 2 cm® metanolu przeprowadzono ekstrakcje beta-sitosterolu za pomocg pentanu (3x4 cm?).
Ekstrakty pentanowe potaczono w fiolce o pojemnosci 8 cm? i odparowano do sucha w stru-
mieniu azotu. Ekstrakty, az do analizy, przechowywano w temperaturze —25°C. Przed analizg
prébki rozpuszczono w 1 ml metanolu i filtrowano przez 13-milimetrowe filtry strzykawkowe
o porach o srednicy 0,22 pm (filtry membranowe fluoropor).

Analiz¢ przeprowadzono za pomocy ultrasprawnego chromatografu cieczowego (Acquity
UPLC, Waters) z absorbcjometrycznym detektorem diodowym (Acquity PDA, Waters).
Rozdziat chromatograficzny odbywat si¢ na kolumnie Acquity UPLC Shield RP 18 1,7 um
2,1x150 mm w temperaturze 50°C. Jako faz¢ wymywajgcg zastosowano mieszaning metanolu,
acetonitrylu i wody w stosunku 85:10:5 (v/v) przy przeptywie 0,5 ml/min. Stezenie steroli mierzono
za pomocg wzorca zewngtrznego o dtugosci fali A=210 nm (desmosterol, lanosterol, stigmasterol,
B-sitosterol, kampesterol ) i A=282 nm (ergosterol). Identyfikacja zwiazkéw odbywata si¢ na pod-
stawie poréwnania czasu retencji badanego piku z czasem retencji standardu. Granica wykry-
walno$ci wynosita 1 mg/kg.
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Wyniki i dyskusja
Kor¢ debu, buka, grabu, $wierka i sosny przebadano pod wzgledem st¢zenia ERG oraz zawar-
to$¢ steroli endogennych. Wsréd analizowanych gatunkéw kora swierku i sosny charakteryzo-
waly si¢ najwigkszym stgzeniem ERG, wynoszacym odpowiednio 1483,0 oraz 227,6 mg/kg.
Natomiast najnizsze st¢zenie tego metabolitu, wynoszace 27,4 mg/kg, oznaczono dla kory dgbu.
Dla kory buka i grabu uzyskano st¢zenie ERG na poziomie odpowiednio 127,7 i 70,7 mg/kg
(ryc. 1). Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze kora drzew lisciastych charaktery-
zuje si¢ nizszym st¢zeniem ERG w poréwnaniu z drzewami iglastymi, co oznacza, ze kora drzew
iglastych jest bardziej zanieczyszczona grzybami niz kora drzew lisciastych. Uzyskane wyniki
wskazujg wigc, ze do $cidtkowania gleby bezpieczniejsze jest stosowanie kory drzew lisciastych.

W literaturze znaleziono niewiele informacji o zawartosci ERG w korze drzew. Gutarowska
i Cichocka [2010] oznaczyty zawarto$¢ ERG w surowcach papierniczych z réznych etapéw pro-
dukcji papieru z zaktadu papierniczego w Polsce. Migdzy innymi oznaczono zawartos¢ ERG
w korze (mieszanka sosny i brzozy) — wynosita ona 1 mg/kg. Autorki poréwnaly réwniez metodg
chemiczng oznaczania biomasy grzybowej z metodg hodowlang na ptytkach z podtozem MEA.
Zawarto$¢ grzybéw w prébach kory oznaczona jako liczba jednostek tworzacych kolonie wyno-
sita 5,4x10° jtk/g, a wyizolowane grzyby to: Cladosporium sp., Penicillium sp., P. chrysogenum,
Trichoderma viride, Rhizopus nigricans i drozdze. Oznaczanie ergosterolu ma jednak znaczng prze-
wage nad metodami hodowlanymi, poniewaz czas analizy jest krétki (2-3 godziny, w metodzie
hodowlanej 5 dni) oraz umozliwia ono poznanie catkowitej ilosci grzybéw obecnych w analizo-
wanej prébie — zaréwno aktywnych, jak i nieaktywnych. Liczne badania w kierunku wyznacze-
nia korelacji migdzy metodami mikrobiologicznymi, genetycznymi (test ELISA) i chemiczng
(ERG) doprowadzity do jednoznacznych wnioskéw. Istotne korelacje migdzy metodami wykazaty,
ze metoda chemiczna moze byé z powodzeniem stosowana do oceny poziomu zanieczyszczenia
badanego materialu mykobiota.

Stwierdzono, ze limit st¢zenia ergosterolu w materiatach budowlanych (np. drewnie), na
podstawie ktérego oszacowuje si¢ stan zagrzybienia, wynosi 4 mg/kg materialu [Gutarowska,
Zakowska 2002]. Natomiast za bezpieczng zawartos¢ mikoflory grzybowej w zdrowym ziarnie
zb6z przyjeto wartosé stezenia ERG 3 mg/kg dla ziarna pszenzyta i pszenicy [Schniirer, Jonsson
1992; Stuper-Szablewska, Perkowski 2017]. Maupetit i in. [1993] okreslili zakres stezenia ERG
od 1 do 9 mg/kg jako bezpieczny dla ziarna przeznaczonego do konsumpcji. Pasanen i in. [1999]
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Rye. 1.
Srednie stezenie ergosterolu w korze analizowanych gatunkéw

Mean concentration of ergosterol in the bark of analyzed species
Sw - spruce, So — pine, Gb — hornbeam, Bk — beech, Db - oak
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podali, ze w czystej kulturze grzybowej srednie st¢zenie ERG wynosi okoto 1850 mg/kg (war-
tosci réznig si¢ nieznacznie w zaleznosci od rodzaju i gatunku grzybéw). W swietle danych litera-
turowych mozna wyciggna¢ wniosek, ze st¢zenie ERG w prébkach kory okreslone w niniejszym
badaniu jest niskie w przypadku kory d¢bu i grabu, srednie dla kory sosny i duze dla kory $wierka.

Istotnym sktadnikiem bioaktywnym kory drewna, zwigzanym z gatunkami drewna [Edman
i in. 2003] oraz ze stopniem zanieczyszczenia grzybami mikroskopowymi, sg sterole endogenne
drewna [Rogoziriski i in. 2014].

W ramach niniejszej pracy przebadano st¢zenie czterech najwazniejszych steroli. W korze
drzew lisciastych po procesie suszenia nie znaleziono ich (ryc. 2), z wyjatkiem kory buka i grabu,
gdzie zidentyfikowano jedynie kampesterol. Znaleziono je natomiast w prébkach kory z drzew
iglastych. W korze sosny i swierka kapesterol wyst¢powat w najwyzszym st¢zeniu (w poré6wna-
niu z pozostalymi sterolami). Beta-sitosterol wystgpowat w najmniejszym stgzeniu w korze drzew
iglastych: na poziomie od 1,6 do 1,78 mg/kg (ryc. 2).

Stezenie endogennych steroli drewna jest zwigzane z poziomem zanieczyszczenia myko-
biotg, co obserwuje si¢ w przebadanych prébach. Rola steroli w tkankach roslinnych podczas
infekcji patogenami nie zostala dostatecznie wyjasniona. Kora jest martwg tkankg, wigc rola
steroli nie moze by¢ dyskutowana w kontekscie mechanizméw obronnych w roslinach. Podczas
rozkladu drewna grzyby mikroskopowe degradujg substancje rezerwowe. Substancje uwalniane
podczas degradacji obejmujg fitosterole zawarte w btonach komérkowych i §cianach komérko-
wych. Podatno$¢ organizméw roslinnych na infekcje mikrobiologiczne wigze si¢ ze stabilnoscig
i nieprzepuszczalnoscig bton komérkowych, a sterole sg niezb¢dnymi sktadnikami §cian komér-
kowych i blon komérkowych [Piispanen, Saranpdi 2004]. Uwalniane z tkanek roslinnych w wyniku
dziatania grzyb6w sterole zawarte w martwych komdrkach sg identyfikowalne. Im wyzsze zanie-
czyszezenie grzybami, tym wyzsza zawarto$¢ wolnych steroli endogennych drewna — wynikajgca
z ilosci zniszczonych (roztozonych) komérek drewna.

Whioski

# [los¢ mykobioty mierzonej stezeniem ERG zalezy od gatunku drzewa, z ktérego pochodzi
kora. Najwyzszymi wartosciami charakteryzowala si¢ kora drzew iglastych (w szczegélnosci
$wierkowa), a najmniejszymi — kora debu.

# W korze przebadanych drzew wyzszg zawartosc steroli endogennych zaobserwowano u drzew
iglastych.
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Zawarto$c¢ steroli endogennych w korze drzew iglastych

Endogenous sterols content in the bark of analysed conifers
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# Poziom zanieczyszczenia grzybami mikroskopowymi jest zwigzany z zawartoscig steroli endo-
gennych drewna.

# Kora drzew lisciastych jest bezpieczniejsza pod wzgledem mikrobiologicznym, a co za tym
idzie moze by¢ bezpiecznie stosowana w réznych gateziach przemystu jako surowiec wtérny.
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