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Muchomor czerwony (Amanita muscaria)
jako obiecujace zrodto ergosterolu

Fly agaric (Amanita muscaria)

as promising source of ergosterol

Ergosterol (prowitamina D) jest jednym z gtow-
nych skiadnikéw bion komérkowych grzybow.
Ma on obiecujgce wiasciwosci immunostymu-
lujgce i przeciwrakowe. Muchomor czerwony
stanowi bogate zrdédio ergosterolu, ktory po
ekstrakcji n-heksanem lub octanem etylu fatwo
jest otrzymaé w formie krystalicznej.

Fly agaric was extd. with n-hexane or EtOH optionally
under microwave aid to recover ergosta-5,7,22-trien-3f-
ol and other steroids. The highest yield was achieved by
extn. of the gills, EtOAc was more efficient than n-hexane
as a solvent.

Ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-3f-ol) (1) jest biologicznym pre-
kursorem (prowitaming) witaminy D,". Jest to glowny steryd blon
komérkowych grzybow. Poniewaz rzadko wystgpuje w roslinach,
jest stosowany jako ich specyficzny biomarker”. Ergosterol wykazuje
wlasciwosci antyalergiczne, immunostymulacyjne i przeciwnowotwo-
rowe' i dlatego poszukiwanie nowych Zrodel tego zwiazku cieszy
sig coraz wigkszym zainteresowaniem.

(1

HO

Muchomor czerwony (Amanita muscaria) jest jednym z najpo-
pularniej rosnacych grzybow w Polsce. Klasyfikowany jest on jako

grzyb trujacy, a mimo to jest spozywany w Meksyku i Wloszech po
specjalnym przygotowaniu. Ze wzgledu na charakterystyczny wyglad
do przypadkowych zatru¢ w Polsce dochodzi rzadko, najezesciej
u dzieci. Muchomor czerwony jest zrodlem nietypowych zwigzkow
chemicznych, z ktorych wiele dziala w réznorodny sposob na
centralny uklad nerwowy czlowieka (neurotoksyny, halucynogeny,
stymulanty)”. Wiele z tych zwiazkow weiaz oczekuje na wydzielenie
1 identyfikacje.

Poszukujge nowych metabolitow wtornych produkowanych przez
muchomora czerwonego, w pierwszym etapie nalezalo usunaé z jego
tkanek substancje hydrofobowe. Okazalo sig, ze dominujacym zwigz-
kiem znajdujacym si¢ w ekstraktach rozpuszczalnikami hydrofo-
bowymi jest ergosterol. Dlatego tez muchomora mozna uznaé za
interesujace zrodlo tego sterolu.

Od dawna wiadomo, Ze ergosterol jest glownym sterolem wystg-
pujacym w owocnikach grzybow kapeluszowych™®. Wiadomo tez, ze
wystepuje on w owocnikach muchomora®,

Dla celoéw przemystu farmaceutycznego ergosterol otrzymywany
jest z drozdzy i olejow roélinnych. Ostatnio prowadzone sg badania
nad grzybami kapeluszowymi, w szczegolnosci pieczarkami, jako
uzytecznym zrodlem tego sterydu”. Dlatego w tej pracy porownano
zawartosc ergosterolu w tkankach pieczarek 1 muchomora.

Czesc doswiadczalna
Grzyby

Owocniki Amanita muscaria byly zbierane jesienig 200912010
Grzyby przechowywano zamrozone. Do ekstrakeji uzywano probek
liofilizowanych, rozdrobnionych na proszek. Analizowano cale
owocniki z obu zbiorow. Dodatkowo grzyby ze zbioru w 2009 r.
frakcjonowano, oddzielajac kapelusze od trzonow, a nastgpnie



z kapeluszy wydzielono blaszki, migzsz, skorkeg i kropki. Do badan
uzyto rowniez owocnikow pieczarki (Agaricus bisporus) dostgpnej
komercyjnie. Swieze grzyby zamrozono, a nastgpnie poddano liofi-
lizacji i przerabiano identycznie jak probki muchomora.

Metodyka badan

Ekstrakeje rozpuszczalnikami  hydrofobowymi prowadzono
w ten sposob, ze probke o masie 5 g liofilizowanej pieczarki lub
7 g liofilizowanego muchomora ekstrahowano dwukrotnie (70 mL)
n-heksanem lub octanem etylu
(n-heksan  97%, Sigma-Aldrich;
octan etylu 99,5%, POCh), stosujac
wytrzasarke z czestotliwoscia 80
rpm. Ekstrakiow nie laczono, ale po
usunigeiu rozpuszezalnika analizo-
wano oddzielnie. Probki przechowy-
wano w temp. 4°C.

Ekstrakcjg m-heksanem wspoma-
gang ultradzwickami prowadzono
w ten sposob, Ze 5 g owocnikow, 6 g
blaszek, 6 g trzonow, 3 g miazszu, 3 g
skorki lub 0,3 g kropek ekstrahowano
trzykrotnie 10 mL/g n-heksanu przez
100 min w lazni ultradzwickowej.
Otrzymane probki odparowano do
sucha w wyparce obrotowej w temp.
45°C, a nastgpnie rozpuszczono
w niewielkiej ilosci rozpuszezalnika.
Poziom ergosterolu i innych sterydow
badano za pomoca GC-MS. Kazda
procedurg powtarzano co najmniej
trzykroinie.

Abundance

40000004

3500000

3000000

2500000+

2000000

15000001

10000001

500000 -

Oméwienie wynikéw

Badania potwierdzily, e ergosterol jest glownym skladnikiem
hydrofobowych ekstraktéw muchomora czerwonego (rys.). Zwiazek
ten otrzymano w formie krystalicznej po rozpuszczeniu ekstraktu
w matej ilosci n-heksanu i1 wychlodzeniu roztworu w loddwce. Jego
strukiurg (w postaci monowodzianu) potwierdzono za pomoca spek-
troskopit NMR oraz badan krystalograficznych'.

Wyniki ekstrakcji calych owocnikow muchomora n-heksanem
i octanem etylu zebrane w tabeli | pokazujg, Ze sa one bogatym

TIC: IBOB757.D

Z roztwordéw heksanowych pozo- 0 w

10/00

stawionych w 4°C na kilka godzin 5.00

krystalizowal ilosciowo czysty ergo- Time—>

15.00 20,00 25.00 30.00 35.00

Rys. Chromatogram tygodniowego ekstraktu z calych owocnikéw muchomora czerwonego (Amanita mu-

scaria). Ekstrahent - octan etylu; ergosterol pokazano strzalkg

sterol.
Metody analityczne
is indicated by arrow
Analizy GC-MS wyko-

nano, stosujac chromatograf gazowy HP 6890 sprzgzony ze
spektrometrem masowym HP 5973 Mass Selective Detector.
Probki o objetesei 1 pL wprowadzano metoda on column
do kolumny kapilarnej HPS MS o dlugosei 30 m i $redni-
cy 0,32 mm. Rozdzial chromatograficzny prowadzono, stosu-
jac program temperaturowy: 50°C 2 min, 10°C/min, 280°C.
Gazem nosnym byl hel, ktorego predkosé przeplywu ustalono na
2 mL/min. Energia jonizacji w detektorze mas wynosila 70 eV,
Identyfikacja substancji odbywala si¢ na podstawie poréwnywania
widma piku o okreslonym czasie retencji z widmami odpowied-
nich substancji zdeponowanymi w bazie danych NIST 1995
begdacej elementem oprogramowania urzadzenia sterujacego pracg
systemu GC-MS.
Strukturg ergosterolu badano metoda spektrometrii NMR.

Fig. Chromatogram of ethy! acetate exfract of Amanita muscaria oblained after one week long process. Ergosterol

Tabela 1. lloé | rodzaj steroli otrzymanych po ekstrakcji calych owoc-
nikéw muchomora czerwonego (Amanita muscaria), mg/g suchej masy
Table 1. Sterols extracted from whole fungi, mg/g of dry mass

Pierwsza | D88
Rozpuszczalnik Zwiazek ekstrakcja ‘(’:s“m“k@‘;];
(1 tydzien) tydzied)
n-Heksan ergosierol 24 0,8
ergosterol 77 3
Octan etylu ergosta-7.22-dien-3-ol 13 0,1
ergosta-4,7,22-trien-3-ol 0 0,05




Tabela 2. Sterole otrzymane po wspomaganej ultradzwigkami ekstrakeji poszczegélnych czgéci owoenikéw muchomora czerwonego n-heksanem,

mg/g suchej masy

Table 1. Sterols extracted by using microwaves from fragments of fly agaric caps with n-hexane, mg/g of dry mass

. . Pierwsza Druga Trzecia
Lot Zwinrek ekstrakcja ekstrakcja ekstrakcja
Caly owocnik ergosterol 27 8 1
y-ergosterol 0,5 0,0 0,0
ergosteron 0.4 0.0 1,0
Trzon
ergosta-7,22-dien-3,5,6-triol 0.3 0,0 0.0
ergosta-7,22-dien-3-ol 0,0 0.3 0.0
Miazsz kapelusza ergosterol 13 11 0,7
Blaszki ergosterol 24 21 0,7
Skorka kapelusza ergosterol 13 33 |
Kropki ergosterol 1 0,65 0.6

zrodlem tego sterolu oraz ze towarzyszag mu inne sterole, kidre mozna
tatwo oddzieli¢ przez krystalizacje. Wyraénie lepszym rozpuszczalni-
kiem okazal sig octan etylu, kiérym ekstrahuje sig dwukrotnie wigcej
ergosterolu niz heksanem.

Zawartosc ergosterolu (1 innych steroli) ekstrahowanych z uzyciem
mikrofal z poszczegolnych czesci muchomora heksanem przytoczono
w tabeli 2. Nieomal cala ilos¢ ergosterolu wysigpuje w kapeluszu
muchomora, a pozostale sterole stanowig zanieczyszczenia. Z trzo-
now muchomora ekstrahuje si¢ znacznie mniej steroli i nie obserwuje
sig obecnosci ergosterolu w tym ekstrakcie. Skorka muchomora
czerwonego, ktora jest najbogatszym zrodiem zwigzkow toksycznych
i halucynogennych™, zawiera znacznie mniej ergosterolu, zas kropki
(bedace pozostaloscia oslony muchomora) nie zawieraja go prawie
weale. Co ciekawe, wspomagana mikrofalami ekstrakcja ergosterolu
octanem etylu daje nizsze wydajnosci tego zwigzku niz taka sama
ekstrakcja n-heksanem.

Zawartos¢ tego zwiazku w kapeluszach muchomora jest bardzo
duza, wielokrotnie wigksza niz zawarto$¢ ergosterolu w pieczarkach
{Agaricus bisporus). Najwicksza ilo$¢ ergosterolu z 1 g pieczarki
uzyskano po wspomaganej mikrofalami ekstrakeji octanem etylu
1 wynosila ona (w sumie po dwaoch cyklach) zaledwie 12 mg/g suchej
masy grzyba.

Podsumowanie

Muchomor czerwony jest bogatym zrédlem strukturalnie roz-
norodnych zwiazkow chemicznych o interesujacej aktywnosci
biologicznej. Nie wszystkie z nich zostaly wyizolowane i ziden-
tyfikowane. Wstgpnym etapem wydzielania tych polaczen jest
usunigeie frakeji zwiazkow hydrofobowych. Dokonuje sig tego
przez ckstrakcje pozbawionej wody tkanki grzyba niepolarnymi
rozpuszczalnikami organicznymi. Okazuje sig, Ze otrzymane
ekstrakty zawieraja jako glowny skladnik ergosterol, czynnik

decydujacy o leczniczych wlasciwosciach wielu rodzajow grzy-
bow. Muchomor mo#na zatem uzna za tanie i uzyteczne zrodlo
tego cennego zwiazku.
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