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Santrauka

Juodasis berzo grybas (lot. Inonotus obliquus), paprastoji poniabudé (lot. Phallus impudicus) ir
arbatos grybas (lot. Kombucha) dél savo maistinés vertés ir gydomyjy savybiy — nuo seny laiky
vertinami grybai. Sie grybai pasizymi antioksidacinémis, antibakterinémis, imunomoduliacinémis bei
prieSvézinémis savybémis. Jie labai vertinami dél savo maistinés vertés, kadangi Siuose grybuose
randama angliavandeniy, baltymy, mineraliniy medziagy, riebaly ir vitaminy. PavyzdZiui, randama
vitaminy B, K, A, C, E ar ergosterolio, kuris gali biiti lengvai paver¢iamas vitaminu D». Taip pat Siy
gryby sudétyje gausu bioaktyviy junginiy (organinés rigstys, fenoliniai junginiai, steroliai). ISskyrus
Stuos aktyvius junginius jvairiais biorafinavimo metodais, jie gali biiti placiai pritaikomi jvairiose
pramonés srityse, kuriant pridétinés vertés produktus.

Sio projekto metu atliktas juodojo berzo grybo (lot. Inonotus obliquus), paprastosios poniabudés (lot.
Phallus impudicus) ir arbatos grybo (lot. Kombucha) cheminiy rodikliy nustatymas, ekstrakty
i8skyrimas superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu (SKE—CO;) ir pakopinés ekstrakcijos
did¢jancio poliSkumo tirpikliais (ETPS) metodu. Taip pat atliktas ekstrakty biologiniy savybiy
nustatymas: antioksidaciniy savybiy nustatymas DPPH, FRAP, Folin-Ciocalteu metodais ir atliktas
antibakterinio aktyvumo nustatymas agaro difuziniu metodu prie§ Escherichia coli bei Bacillus
subtilis bakterijy rasis. Atliktas ergosterolio koncentracijos nustatymas ekstraktams, gautiems ETPS
metodu, taikant efektyvigja skysCiy chromatografijag (ESC). Taip pat suprojektuota geriausiomis
biologinémis savybémis pasizyméjusio ekstrakto gamybos aparatiiriné schema.
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Summary

Chaga mushroom (Inonotus obliquus), common stinkhorn (Phallus impudicus) and tea mushroom
(Kombucha) have been valued mushrooms since ancient times for their nutritional value and
medicinal properties. These mushrooms have antioxidant, antibacterial, immunomodulatory, and
anti-cancer properties. For their nutritional value, these mushrooms are highly valued because they
contain carbohydrates, proteins, minerals, fats, and vitamins, such as vitamins B, K, A, C, E and
ergosterol, which can be easily converted into vitamin D». They are also rich in bioactive compounds
(organic acids, phenolic compounds, sterols). The extraction of these active compounds by various
biorefining methods can be widely applied in various industrial fields to create value-added products.

This project involves determining the chemical parameters of three mushroom species: chaga
(Inonotus obliquus), common stinkhorn (Phallus impudicus), and mushroom tea (Kombucha). The
extracts obtained from these mushrooms were subjected to two extraction methods: supercritical
carbon dioxide extraction (SCE-CO2) and pressurized liquid extraction (PLE) with increasing
polarity. Furthermore, the biological properties of the extracts were evaluated. The antioxidant
properties were determined using the DPPH, FRAP, and Folin-Ciocalteu methods, while the
antibacterial activity was assessed using the agar diffusion method against Escherichia coli and
Bacillus subtilis bacterial species. Additionally, the ergosterol contentration of the extracts obtained
through the ETPS method was determined using Efficient Liquid Chromatography (ELC). Finally, a
hardware scheme was designed for the production of the extract with the best biological properties.
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Santrumpy ir terminy sarasas

Santrumpos:

BHA — butilintas hidroksianizolas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

DPPH’ — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;

ESC — efektyvioji skys¢iy chromatografija;

ETPS — ekstrakcija tirpikliais padidintame slégyje;
LB — Luria-Bertani terpé¢;

NA — néra aptikta;

SCOBY - simbiotiné bakterijy ir mieliy kultiira;
SKE-CO; - superkriziné ekstrakcija anglies dvideginiu;
SN — standartinis nuokrypis;

TPTZ — (2,4,6-tripiridil-s-triazinas);

UV- ultravioletiné spinduliuoté.
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Ivadas

Grybai nuo senovés buvo vertinami ne tik dél savo maistinés vertés, bet ir dél svarbiy gydomyjy
savybiy. Mokslininkai intensyviai ieSko natiiraliy antioksidaciniy, antibakteriniy junginiy, todél Siuo
metu susidoméjimas grybais vis didéja dél dar platesnio pritaikomumo medicinoje, farmacijoje [1],
maisto ir Kitose srityse. Grybuose gausu baltymy, riebaly, fenoliniy junginiy, flavanoidy ir vitaminy,
pavyzdziui, vitamino Bi, B, Bs, C ir ergosterolio, kuris gali biiti lengvai paverciamas vitaminu D3.
Dazniausiai biologiskai aktyviis junginiai egzistuoja kaip gryby Iastelés komponentai
(angliavandeniai, pavyzdziui, p-gliukanai), baltymai ar kaip organiniai antriniai metabolitai
(steroidai, terpenai, fenoliniai junginiai ir kt.). Mokslinéje literatiroje minimi i§ gryby isskirty
bioaktyviy junginiy biologiniai aktyvumai: prieSvézinis, antimikrobinis, antioksidacinis,
imunomoduliacinis, prieSuzdegiminis, hipoglikeminis, antivirusinis, hepatoprotekcinis ir
antineurodegeneracinis poveikis [2].

Juodasis berzo grybas (lot. Inonotus obliquus), paprastoji poniabudé (lot. Phallus impudicus) ir
arbatos grybas (lot. Kombucha), mokslinéje literatiroje minimi kaip turintys daugybe jvairiy
sveikatai naudingy savybiy. PavyzdZziui, Sie grybai pasizymi antioksidaciniu, antibakteriniu bei
prieSvéziniu poveikiu. Nors daug tyrimy su Siais grybais néra atlikta, tac¢iau yra teigiama apie jy
vertingg maisting sudétj, kadangi juose gausu angliavandeniy, vitaminy, baltymy, fenoliniy junginiy
bei mineraliniy medzZiagy.

D¢l plataus gryby medicininés veiklos spektro didé¢ja biologiskai aktyviy junginiy iSskyrimas i$
jvairiy gryby rasiy [3], siekant atrasti nattraliy biologiSkai aktyviy junginiy ir juos pritaikyti
kosmetikos, funkcinio maisto, papildy ar vaisty krime. Superkriziné ekstrakcija anglies dvideginiu
(SKE-COQy) ir ekstrakcija tirpikliais padidintame slégyje (ETPS) yra veiksmingos metodikos, siekiant
iSgauti bioaktyvias medziagas i§ natdiraliy zaliavy [4], kuriy metu stengiamasi pasiekti geresnj bei
selektyvesnj produkto gavimg, tuo paciu prisidedant prie tvarumo, Zaliosios chemijos principy [5].

Sio darbo tikslas — nustatyti juodojo berzo (lot. Inonotus obliquus), paprastosios poniabudés (lot.
Phallus impudicus), arbatos grybo (lot. Kombucha) cheminés sudéties rodiklius. Jvertinti ekstrakty,
gauty superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu (SKE—CO3) ir pakopinés ekstrakcijos didéjancio
poliSkumo tirpikliais padidintame slégyje metodu (ETPS), antioksidacinj ir antibakterinj aktyvuma
bei istirti ergosterio kiekj ekstraktuose, gautuose taikant ETPS. Taip pat sumodeliuoti naujo ekstrakto
gamybos aparatiring schema.

Darbo uzdaviniai:

1. nustatyti pagrindinius gryby (lot. Inonotus obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) cheminés
sudéties rodiklius (riebaly kiekis, drégmés kiekis, mineraliniy medziagy kiekis, baltymy kiekis,
angliavandeniy kiekis);

2. iSskirti gryby (lot. Inonotus obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) ekstraktus, taikant
superkrizing ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-COy);

3. i8skirti gryby (lot. Inonotus obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) ekstraktus, taikant pakoping
ekstrakcijg didéjancio poliskumo tirpikliais padidintame slégyje (ETPS), naudojant heksano / acetono
/ etanolio tirpiklius;
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4. nustatyti ekstrakty, gauty SKE—-CO. ir ETPS metodais, antioksidacinius aktyvumus, naudojant
DPPH, FRAP ir Folin-Ciocalteu metodus;

5. istirti ekstrakty, gauty SKE—CO- ir ETPS metodais, antibakterinj poveikj prie§s Escherichia coli ir
Bacillus subtilis bakterijy rasis;

6. nustatyti ekstraktuose, gautuose ETPS metodu, esancig ergosterolio koncentracija, taikant
efektyviaja skys¢iy chromatografijg (ESC);

7. suprojektuoti ekstrakto, pasizymincio geriausiomis biologinémis savybémis, gamybos aparatiiring
schema.
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1. Literatiiros apZvalga
1.1. Gryby (lot. Inonotus obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) paplitimas

Juodasis berzo grybas (lot. Inonotus obliquus) — juodai rudas parazitinis grybas (1.1 pav.), augantis
ant brandaus berzo gyvy kamieny ir sukeliantis jy irimg [6]. Jis paplitgs Saltg klimatg turinCiose
regionuose [7] Japonijoje, Kinijoje [8], Rusijoje, Skandinavijoje, vidurio ir ryty Europoje [9].

1.1 pav. Juodasis berzo grybas (lot. Inonotus obliquus) [5]

Jis buvo pastebétas ant alksnio, buko, klevo, Sermuksnio, skroblo, tuopos, gzuolo, uosio, gluosnio,
platano, kastono, rieSutmedzio ir kity jvairiy medziy rasiy, bet daZniausiai ant jvairiy berzo rasiy [10].
TradiciSkai nuo XVI amziaus Rusijoje, Lenkijoje ir Baltijos Salyse jis vartojamas virskinimo trakto
véziniams susirgimams, Sirdies ir kraujagysliy ligoms bei diabetui gydyti. Vakary Sibire juodasis
berzo grybas buvo naudojamas tuberkuliozei, kepeny ligoms, skrandzio ligoms malSinti bei kaip
organizmo vidaus valymo priemoné. Taip pat Rusijoje juodasis berzo grybas naudojamas opy,
gastrito, gaubtinés zarnos karcinomoms gydyti, reprodukciniy organy ir liauky hiperplazijai [11]. Sis
grybas pripazintas kaip puiki priemoné gydomosioms medziagoms kurti, pavyzdziui, natiiraliems
vaistams, funkciniam maistui ir papildams. D¢l plataus spektro savybiy, jis jvairiapusiskai
pritaikomas farmacijos, medicinos bei natiiralios kosmetikos srityse [12].

Paprastoji poniabudé (lot. Phallus impudicus) yra plaéiai paplitgs grybas visame pasaulyje. Jam
bidinga unikali i§vaizda (1.2 pav.) ir nemalonus kvapas [10].

1.2 pav. Paprastoji poniabudé (lot. Phallus impudicus) [13]
13



Nepaisant nemalonaus kvapo, tai plaCiai naudojamas grybas netradiciné¢je medicinoje. Ypac
naudojami vandens ir alkoholiniais tirpikliais gauti ekstraktai, kurie pritaikomi gydant reprodukcinés
sistemos funkcionavima, Sirdies ir kraujagysliy ligas ar piktybinius navikus. Taip pat gauti ekstraktai
naudojami chemoterapijoje ar spindulinés terapijos metu, norint i§vengti metastaziy ir onkologiniy
ligy pasikartojimo [10]. Moksliniuose straipsniuose minimos ir kitos paprastosios poniabudés
sveikatai naudingos savybés: imuninés buiklés gerinimas bei zaizdy gijimo pagreitinimas [14].

Arbatos grybo (lot. Kombucha) fermentuotas skys¢io gérimas yra kiles i§ Siaurés ryty Kinijos [15],
nors jau prieS 2000 mety buvo vartojamas ne tik Kinijoje, jis taip pat pastebétas ir Rusijoje,
Filipinuose, Indijoje, Kor¢joje ir Japonijoje [16]. Arbatos grybo gérimas gaunamas i§ simbiotinés
kultiros acto riigsties bakterijy (Komagataeibacter, Gluconobacter, Acetobacter), pieno riigsties
bakterijy (Lactobacillus, Lactococcus) ir mieliy (Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes
ludwigii, Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora
delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis). SaldZioje terpéje, kuriai sukurti dazniausiai naudojama
juodoji arba zalioji arbata, esancios bakterijos ir mielés sukuria galingg simbioze, kuri gali slopinti
parazitiniy mikroorganizmy augima [17]. Ja sudaro dvi fazés: plidurivojanti bioplévelé (1.3 pav.),
kuri vadinama SCOBY (simbiotiné bakterijy ir mieliy kultdra) [18] ir ragsti skystoji fazé [17]. Si
fermentacija trunka nuo 7 iki 10 dieny [18]. Paciame SCOBY bakterinés celiuliozés grybe
dominuojantys mikroorganizmai yra tokie patys kaip fermentuojamame skystyje. Mikroorganizmy
gausa ir jvairove priklauso nuo daug jvairty veiksniy, tokiy kaip fermentacijai skirtas substratas,
fermentacijos trukmé bei augimo klimatas [19].

1.3 pav. Arbatos grybas SCOBY (lot. Kombucha) [17]

Susidariusi bioplévelé yra Salutinis arbatos grybo fermentacijos produktas, kuris anks¢iau turéjo tik
vieng panaudojimo paskirtj, jis buvo naudojamas kaip substratas naujo gérimo gamyboje, o véliau
tapo vertinga zaliava. DidZiausias pritaikomumas yra maisto pramongje [20]. D¢l savo biologinio
skaidumo, $i bioplévelé puikiai pritaikoma kaip jvairiy produkty pakavimo medziaga, kuri gali biiti
geru plastiko pakaitu. Pakuoté i§ Sios biopléveles pailginty galiojimo laikg ir uzkirsty kelig
mikrobams daugintis bei augti [19]. Taip pat vertéty paminéti ir tai, kad gerinant fermentacija,
iSgaunant naujus skonius, papildant maisting verte — kuriami naujy rasiy gérimai [17]. Kaip
netoksiskas maisto papildas [20], dél turtingos biomasés, §i grybo bioplévelé taip pat yra naudojama
gyviiny pasaruose. Si bakterijy gaminama bioplévelé padeda prisitaikyti ir apsaugoti lasteles nuo ypac
nepalankiy salygy, tokiy kaip ultravioletiné spinduliuoté, aukstas hidrostatinis slégis ar bet kokie kiti
aplinkos veiksniai [19]. Arbatos grybas pasizymi geb¢jimu sulaikyti didelj vandens kiekj, buti
mechaniSkai atsparus ir kartu turéti biologinj suderinamuma, tai suteikia patrauklumg bei didelj
potencialg kuriant biomedicinos reikmenis. Biomedicinoje yra kuriami §ios plévelés biokompozitiniai
produktai, kurie gerina zaizdy gijima ir prisideda prie odos nudegimy bei kity odos pazeidimy
gydymo. Sis arbatos grybo fermentuotas gérimas pasizymi antioksidacinémis, sené¢jima
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stabdanCiomis ir prieSuzdegiminémis savybémis, 0 tai — naudinga farmacijos ir kosmetikos srityse
[17]. Nepaisant savo plataus spektro savybiy ir pritaikomumo medicinoje, arbatos grybo bioplévelé
taip pat naudojama mados ir drabuziy pramonéje, kur ji pritaikoma kaip odos pakaitalas ir yra
vadinamas veganiska tekstile [19].

1.2. Gryby (lot. Inonotus obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) biocheminé sudétis

Grybai pasizymi didele maistine verte, juose gausu angliavandeniy ir baltymy. Taip pat jie yra puikus
vitaminy ir mineraly Saltinis [21]. Grybai yra laikomi patraukliu ir alternatyviu aukstos kokybés
baltymy Saltiniu, turin¢iu pakei¢iamy ir nepakei¢iamy aminortigs¢iy [22]. Dazniausiai randamos
medziagos grybuose yra baltymai, angliavandeniai, aminoriigstys, riebaly rugstys ir vitaminai. Gryby
biocheminé sudétis susideda i§ drégmés (85-95 %), angliavandeniy (35-70 %), baltymy (15-34,7
%), riebaly (10 %), mineraliniy medziagy (6—10,9 %) ir nukleino ragsciy (3—8 %). Juose taip pat yra
daug vitaminy, tokiy kaip tiaminas, riboflavinas, niacinas, biotinas, askorbo riigstis, pantoteno rtgstis
ir folio riigStis. Grybuose taip pat randama mineraly, tokiy kaip kalcis (Ca), gelezis (Fe), manganas
(Mn), magnis (Mg), cinkas (Zn), selenas (Se) [23]. Jie gali biiti naudingi sveikatai, nes juose yra
bioaktyviy junginiy, tokiy kaip S-gliukanai, peptidai, chitinas, terpenai, steroliai ir fenoliniai junginiai
[22]. Esan¢iy medziagy kiekiui daug jtakos gali turéti jvairts faktoriai, pavyzdziui, geografiné
augimo lokacija, sudarytos salygos ir daugybé kity veiksniy [24].

1.2.1. Angliavandeniai

Gryby angliavandeniai apima kai kuriuos mono- ir disacharidus bei cukraus alkoholius, taip pat
glikogeng ir chiting [24]. Pastebéta, kad grybuose yra daug angliavandeniy, nes juose yra daug
gliukozés ir manitolio, ir dél Sios priezasties yra nedidelis kiekis sacharozés bei fruktozés. Dél
nekrakmoliniy polisacharidy, grybuose gausu maistiniy skaiduly. Grybuose yra apie 4-9 % tirpiy
skaiduly, taip pat 22-30 % netirpiy skaiduly. Gryby polisacharidai taip pat turi hepatoprotekcinj,
antioksidacinj, cheminj ir radioprotekcinj, antimikrobinj, antivirusinj, lipidy kiekj mazinantj poveikj
[14].

Juodojo berzo grybe randami struktiiriniai polisacharidai, turintys A(1—3), f(1—4) ir f(1—6)
glikozidines jungtis. f-gliukanai uzima pagrindinj vaidmenj kai kuriose sveikatg stiprinanciose
savybése, jie prisideda prie imuninés sistemos stiprinimo, cholesterolio ir gliukozés mazinimo
kraujyje [25], turi antiproliferaciniy, antidiabetiniy savybiy [26] ir suteikia hipoglikeminj efektg [27].
Taip pat p-gliukanai dazniausiai veikia kaip maistinés skaidulos, kurios padeda organizmui virkinti
maistg bei pasisavinti naudingas medziagas [26]. Juodojo berzo grybo sienelése randamas chitinas
[28], susidedantis i§ monomeriniy N-acetilgliukozamino vienety, sujungty f-(1,4)-glikozidiniais
rySiais [29]. Jis yra placiai paplites gamtoje ir tai antras pagal gausuma nattiralus polimeras [28], kuris
randamas véziagyviy, vabzdziy egzoskeletuose ir gryby bei dumbliy lasteliy sienelése. Juodojo berzo
grybe randami chitinas ir chitozanas, pasiZymi placiu savybiy spektru: apsauginiu poveikiu nuo
infekcijy, netoksiSkumu, biologiniu skaidumu bei suderinamumu. D¢l daugybés naudingy savybiy,
chitinas ir chitozanas pla¢iai naudojami farmacijoje, kosmetikoje, maisto bei tekstilés srityse [29].
Kiny mokslininkai teigia, kad juodojo berzo grybo polisacharidai mazina uzdegimo lygj, gaubtinés
zarnos audiniy pazeidimus ir prisideda prie efektyvaus svorio mazinimo. Grybelinés kilmeés
chitozanas gali biiti naudojamas maisto, farmacijos ar biomedicinos produktams kurti, jis gali buti
pritaikomas kaip antimikrobiné medziaga vandens valymui arba kaip biopesticidiné priemoné [30].
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Paprastoji poniabudé turi jvairiy polisacharidy, pavyzdziui, p-glikany, S-glukany su ksilozés,
manozés, galaktozés ir urono ragsties heterosacharidinémis grandinémis [14]. Randami
angliavandeniai paprastojoje poniabudéje gali stimuliuoti ar moduliuoti organizmo imunines
reakcijas, taip pat jie laikomi multicitokiny induktoriais, galin¢iais paveikti jvairiy geny ir jy
receptoriy ekspresijg [31]. PrieSnavikinés paprastosios poniabudés savybés yra sicjamos su joje
randamais angliavandeniais S-glukanais, kurie aktyvuoja slopintus citotoksinus T limfocitus arba
medziagas, pradedan¢ias gaminti perforino baltymus, kurie ardo vézines lasteles [32]. Lenkijos
mokslininkas Vyacheslav Buko, kartu su kitais mokslininkais, atliktuose tyrimuose nustaté, kad i$ $io
grybo iSskirti angliavandeniai turéjo imunomoduliuojanéiy savybiy in vitro ir in vivo
eksperimentinése Ziurkése, kurios buvo sergancios streptozotocino sukeltu diabetu. Taip pat jy
sukurtas tepalas, kuriame yra 10 % 1§ paprastosios poniabudés iSskirty angliavandeniy, pagerino
eksperimentiniy Ziurkiy odos Zaizdy gijimg, pagreitino granuliacinio audinio epitelizacija,
susitraukimg ir augimg. Taip pat pastebétas chitinas, kuris sudaro 7,0-12,5 % cheminés sudéties.
Isskirti angliavandeniai 1§ paprastosios poniabudés yra perspektyvi Zaliava kuriant funkcinj maista,
naujus gydomuosius ir profilaktinius vaistus [33].

Pagrindiniai arbatos grybo susidarantys angliavandeniai yra ramnozé, arabinozé, galaktoze, gliukoze,
ksilozé¢, manoz¢ ir riboze. Polisacharidy jvairovei jtakos turi arbatos riisis, augimo aplinka ir
apdorojimas [34]. Arbatos grybo fermentuojamame skystyje i§ mieliy ir pieno ragsties bakterijy
susidaro S-glukanai [35]. f-glukanai pasizymi antioksidacinémis savybémis, stipriu laisvyjy radikaly
suriSimu, imuninés sistemos stimuliavimu [36] ir taip pat maZina cholesterolio kiekj kraujyje [64].
Serbijos mokslininky atliktame biologinio aktyvumo tyrime nustatyta, kad angliavandeniai, esantys
arbatos grybe, parodé stiprias imunomoduliavimo savybes zmogaus lgstelés kultiirose. Taip pat
angliavandeniy ekstraktai gauti i§ arbatos grybo gali prisidéti prie organizmo gynybos nuo jvairiy
iSoriniy patogeny, tokiy Kaip virusai [37]. Arbatos angliavandeniai sudaryti i§ arabinozés, ribozés,
galaktozés mazina kraujo riebuma, o 1§ galaktozés sudaryti angliavandeniai rodo stipry hipoglikeminj

aktyvuma [34].
1.2.2. Baltymai

Baltymy kiekis grybuose paprastai yra didelis, bet labai skiriasi. Skirtumui jtakos turi tokie veiksniai
kaip grybo rasis ir vystymosi stadija. Grybai yra geras baltymy Saltinis, nes juose yra 200-250 g/kg
sausos mases. Dazniausiai grybuose randamos aminoriigStys yra leucinas, asparto riigStis, valinas,
glutaminas ir glutamo ragstis [23].

Juodojo berzo grybe randamas platus spektras amino riig§¢iy. Tarp jy yra lizinas, argininas, histidinas,
aspartatas, glutamatas, treoninas, serinas, prolinas, glicinas, alaninas, valinas, cisteinas, metioninas,
leucinas, izoleucinas, tirozinas ir fenilalaninas [38].

Paprastojoje poniabudéje daugiausiai randama glutamo rugsties ir metionino i§ amino rugsciy [39].
Metioninas yra nepakeiiama amino rugstis ir svarbus antioksidantas, kuris gali padéti apsaugoti
organizmg nuo jonizuojan¢ios spinduliuotés sukeltos zalos, detoksikuoti kenksmingas medziagas,
iSvengti riebaly kaupimosi kepenyse [40].

Arbatos grybo fermentuojamame skystyje yra randama amino rugs$ciy, pavyzdZziui, teanino,
glutamino junginiy, teanino, [41] kuris turi atpalaiduojanti, stresa mazinantj poveik] ir gerina nuotaikg
[42].
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1.2.3. Riebalai

Grybai yra mazai kaloringi, turintys labai mazai riebaly ir be cholesterolio. Grybuose randamos
svarbiausios riebaly riigStys yra linolo rugstis, oleino riigStis ir palmitino rugstis. Linolo ruigstis
veiksmingai mazina lipidy kiekj kraujyje ir padeda sumazinti artritg [23]. Taip pat riebaly ragstys turi
stimuliuojantj poveikj gryby augimui ir biopolimery gamybai grybuose [38].

Mokslingje literatiiroje minima, kad esancios riebaly ragstys juodojo berzo grybe turi antioksidacinyj,
antimikrobinj, prieSvézinj poveikj [39]. Jame randama daug riebaly ragsciy, tokiy kaip etilo
dodekanoratas, oleino rugstis, hidroksidozano rtigstis, hidroksitridozano riigstis, hidroksitetrakozano
rigstis, stearino rigstis, linoleino rugstis, palmitino riigstis ir jos izomerai, vandenilio heksakozano
rugstis ar hidroksihenikozano rtigstis [40].

Mokslingje literatiiroje raSoma, kad paprastojoje poniabiidéje yra atrandama nesociyjy riebaly rugsciy
[10].

Arbatos grybo fermentuojame skystyje aptinkama linolio riigSties, a-linolio riigSties, palmitino
rugsties [41].

1.2.4. Mineralai

Grybai turi gerg mineraly miSinj. Grybus sudaro jvairiis mineralai, tokie kaip natris (Na), kalis (K),
kalcis (Ca) ar fosforas (P). Taciau nustatyta, kad grybuose, daugiausiai i$ visy mineraly atrandama
kalio [24].

Juodasis berzo grybas yra turintis gausy mikromineraly asortimentg, jame atrandama kalio (K), azoto
(N), kalcio (Ca), magnio (Mg), chloro (Cl), fosforo (P), natrio (Na), rubidzio (Rb), sieros (S),
mangano (Mn). Taip pat randama mikroelementy arba antioksidaciniy mineraly, tokiy kaip gelezis
(Fe), varis (Cu), cinkas (Zn), selenas (Se) ar jodas (1) [42].

Paprastojoje poniabudéje randama jvairiy mineraly, Vvisgi didziausias kiekis nustatytas kalio (K)
mineralo, bet randama ir kalcio (Ca), geleZies (Fe), magnio (Mg), cinko (Zn), vario (Cu), mangano
(Mn) [43].

Arbatos grybo fermentuotas skystis turi daug mineraly, tokiy kaip kalis (K), manganas (Mn), fluoro
jonai (F"), kurie daugiausiai gaunami i§ arbatos [44].

1.3.  Gryby (lot. Inonotus obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) bioaktyvieji junginiai

Gryby maistinés savybés ir juose esanéiy bioaktyviy junginiy poveikis sveikatai sukuria pridétinés
vertés maistui. Siuo metu mokslininkai labai domisi maisto bioaktyviosiomis medziagomis, kurios
daro teigiamg poveikj Zmonéms sveikatos stiprinimo ir ligy rizikos mazinimo poziiiriu. Grybai gali
biti laikomi funkciniu maistu, kuris suteikia ne tik maistinés vertes, bet ir turi sveikatai pridétiniy
savybiy [23]. Antioksidaciniy junginiy Saltiniai tapo nauja perspektyva maisto srityje, kadangi tuo
siekiama pakeisti sintetinius antioksidantus ir papildyti produktus bioaktyviais junginiais. Bioktyvus
komponentai pritaikomi ne tik maisto srityje, bet puikiai pasitarnauja kosmetikos ir farmacijos srityse
[45].
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1.3.1. Juodojo berzo grybo (lot. Inonotus obliquus) bioaktyvieji junginiai

Juodojo berzo grybas turi jvairiy bioaktyviy junginiy, kurie prisideda prie jo naudingy savybiy. Toliau
pateikiami pagrindiniai bioaktyviis junginiai ir jy potencialiis poveikiai:

Polifenoliai

Fenoliniai junginiai, kurie yra atrandami juodajame berzo grybe, susideda i§ melaniny, flavanoidy,
polifenoliy ir mazy fenoliniy junginiy [46]. Juodasis berzo grybas turi jvairiy polifenoliy, kurie
pasizymi atioksidacinémis savybémis, radikaly suriSimu [47], apsaugo zmogy nuo oksidacinio
limfocity DNR pazeidimo, turi prieSuzdegiminj bei prieSnavikinj poveikj [48]. Juodasis berzo grybas
turi melanino, kuris pasiZymi praramagnetinémis savybémis [49]. Melaninas iSgautas i§ juodojo
berzo grybo turi antioksidacinj, genoprotekcinj [50], prieSuzdegiminj ir imunomoduliacinj poveikj
[51]. Taip pat melaninas naudojamas kaip prebiotikas bifidobakterijoms aktyvuoti, gali buti
naudojamas kaip papildomas anglies ir azoto Saltinis bifidobakterijoms ir jame gausu baltymy bei
polisacharidy [49].

Steroliai

Juodasis berZo grybas turi ergosterolio, kuris yra gausiausias sterolis randamas gryby lasteliy
membranose bei yra laikomas vitamino D pirmtaku. Jis pasizymi imunoaktyvumu, sukeldamas
uzprogramuotg lgsteliy mirt] Seimininko Igstelése [52]. Nustatyta, kad ergosterolis taip pat turi
prieSnavikiniy savybiy [53]. Taip pat, kai kurie steroliai ir oksisteroliai yra labai susij¢ su jvairiy geny
transkripcijos reguliavimu imuninése Iastelése ir veikia kaip ligandai receptoriams,
ekspresuojamiems imuniniy lgsteliy pavirSiuje [54]. Tiksli ergosterolio konecentracija juodajame
berzo grybe néra nustatyta.

Organinés rugstys

Juodajame berzo grybe aptinkama jvairiy organiniy ragsciy, tarp jy betulino [55] ir oksalo ragsciy
[56]. Betulino ragstis turi platy veikimo spektrg, ji veikia kaip nerimg ir stresg slopinanti [57],
pasizymi prie§véziniu, prieSuzdegiminiu bei antimaliariniu poveikiu [58] Istirta, kad oksalo rtgstis
yra nustatyta pasizyminti antibakteriniu aktyvumu prie§ Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus ir Streptococcus suis bakterijy padermes [59]. Koré¢jos mokslininkai taip pat
nustaté, kad oksalo riigstis yra toksiskai veikianti prie§ Meloidogyne incognita, $i rugstis sukelia
osmoreguliacijos sutrikimg ir skys¢iy kaupimasi lastelése. Dél Sios priezasties nematody lastelés bei
audiniai yra greitai sunaikinami [60].

Triterpenoidai

Juodasis berZo grybas turi triterpenoidy, tarp jy pagrindiniai — betulinas, betulino riigstis, inotodiolis
ir trametanolio riigstis [61]. Mokslinéje literattroje teigiama, kad i$ visy daugiausia yra inotodiolio,
kuris pasizymi antialerginémis savybémis [62] ir sukelia zmogaus gimdos kaklelio vézio, peliy
leukemijos bei Zmogaus plauciy veézio lasteliy apoptoze¢. Kiti triterpenoidai taip pat pasizymi
priesnavikiniu poveikiu. Vienas i§ jy betulinas, kuris trukdo lgsteliy metabolizmui, kepeny lasteliy
karcinomai [63]. Betulinas taip pat naudojamas pavir§inéms odos zaizdoms ir antrojo laipsnio
nudegimo zaizdoms gydyti bei pasizymi antiprofiliferacinémis savybémis [51]. Kinijos mokslininky
iSskirti triterpenoidai 1, 2, 3 (4 pav.) i§ juodojo berzo grybo, pasizyméjo stipriu citotoksiSku poveikiu
pries A549 naviko lasteliy linija, kai IC<10 pM [64]. Mokslinéje literattiroje teigiama, kad atlikus in
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vitro a-gliukozidazés slopinimo tyrima, iSskirti i§ juodojo berzo triterpenoidai 4, 5 (4 pav.)
pasizymegjo stipriu aktyvumy, tai atitinkamai buvo IC50=42.2 bei IC=50.6. Tai reiskia, kad Sie i$skirti
4, 5 junginiai turi didelj potencialg kuriant antidiabetinius vaistus.

OH

1=24S 3 4 5
2=24R

1.4 pav. Juodajame berzo grybe randami triterpenoidai
Vitaminai

Juodasis berzo grybas yra turtingas jvairiy vitaminy $altinis [65], tarp jy vitamino B grupés vitaminai
B1 (tiaminas), B> (riboflavinas), B3 (niacinas) taip pat randama vitamino D (ergokalciferolis) [42],
K ir A [66].

1.3.2. Paprastosios poniabudés (lot. Phallus impudicus) bioaktyvieji junginiai

Paprastoji poniabud¢ turi daug jvairiy bioaktyviy junginiy, kurie yra perspektyvis savo potencialu
medicinos srityje [10] Keletas pagrindiniy randamy bioaktyviy junginiy ir jy potencialis poveikiai:

Fenoliai junginiai

Fenoliniai junginiai yra antriniai gryby metabolitai. Polifenoliai buvo placiai istirti. Atlikus tyrimus
jrodyta, kad jie yra veiksmingi gydant jvairias ligas, kadangi turi didel} antioksidacinj aktyvuma,
prieSvézinj bei antiproliferacinj poveikj [67]. Apie paprastajg poniabude mokslingje literatroje
minima, kad jos sudétyje yra fenoliniy junginiy ir jy bendras kiekis siekia 0,46 — 0,64 %, priklausomai
nuo grybo vietos [14]. Joje randami fenoliniai junginiali, tokie kaip fenilacetaldehidas, 2-feniletanolis,
benzilo alkoholis [68].

Steroliai

Paprastojoje poniabudéje randama ergosterolio ir ergosterolio peroksido, jie yra vitamino D pirmtakai
ir turi prieSuzdegiminiy, prie§véziniy, antimikrobiniy, antiproliferaciniy savybiy [69]. Ergosterolis
yra svarbus gryby lasteliy ir mitochondrijy membrany sterolis. Jis padeda palaikyti Isteliy membrany
struktiirg, pralaiduma. Tinkamas ergosterolio Kiekis lgstelése yra svarbus norint i§laikyti normalias
lasteliy funkcijas, tokias kaip: atsaka i aplinkos stresa, lasteliy detoksikacija, maistiniy medziagy
transportavimg ir Seimininko bei patogeno saveika. Taigi, ergosterolio biosintezé yra labai svarbi
grybeliy lasteliy augimui ir dauginimuisi [70]. Ergosterolis taip pat turi antihipertenziniy, imuning
sistemg moduliuojanciy, prieSvéziniy, antibakteriniy, antioksidaciniy, antihipocholesteroleminiy,
antihiperglikeminiy, antivirusiniy, prieSgrybeliniy, prieSuzdegiminiy ir antiosteoporoziniy savybiy
[71]. Esancios tikslios ergosterolio ir ergosterolio peroksido koncentracijos mokslingje literatiiroje
nenustatytos.
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Toksinai

Paprastoji poniabudé gamina falotoksinus, kurie turi stipriy citotoksisky savybiy [72]. Jie slopina
lasteliy dalijimasi ir sukelia antiproliferacinj poveikj [73]. Svarbu paminéti, kad paprastoji poniabudé,
dél nemalonaus kvapo ir potencialaus toksiSkumo, paprastai kaip maisto produktas — nevartojama.
Tikslus falotoksiny kiekis paprastojoje poniabudéje néra nustatytas.

Vitaminai

Mokslingje literatliroje yra stoka informacijos apie vitaminus, esanCius paprastosios poniabudés
grybe, taCiau minima, kad $is grybas turi tam tikry vitaminy [10]. Galima daryti prielaida, kad dél
esanCio ergosterolio, kuris yra vitamino D pirmtakas, paprastoji poniabudé turéty biti vitamino D
Saltinis.

1.3.3. Arbatos grybo (lot. Kombucha) bioaktyvieji junginiai

Arbatos grybo fermentuojamame skystyje yra jvairiy susidaran¢iy bioaktyviy junginiy. Pagrindiniai
bioaktyviis junginiai, kurie yra randami grybe, ir jy potencialiis poveikiai:

Polifenoliai

Arbatos grybo fermentuojamame skystyje susidaro jvairiy polifenoliniy junginiy, tokiy kaip
flavanoidai [74], fenolinés riigitys [75]. Sie polifenoliniai junginiai pasizymi antioksidaciniu [74],
prieSuzdegiminiu, prie§véziniu ir imuning sistema stiprinan¢iy poveikiu [76].

Organings rugstys

Arbatos grybo fermentuojamame skystyje susidaro pagrindinés acto, pieno, gliukono ir gliukurono
organinés riigstys. Sios esan¢ios organinés riigitys pasizymi antimikrobiniu aktyvumu, organizmo
detoksikacija, prisideda prie hormony balanso iSlaikymo [34]. Acto riigstis susidaro dél esanciy
Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus, Gluconobacter oxydans bakterijy [77]. Acto riigsties
bakterijos gliukoze pavercia gliukono raigstimi, o etanolj — acto ragstimi [78]. Butent acto riigsties
bakterijos suteikia arbatos gérimui ir kitiems produktams acto skonj [77]. Nustatyta, kad $i ragstis
pasizymi antibakterinémis savybémis, nes Organinés riigSties molekulés gali sukelti citoplazmos
rugstéjima [78], o tai sustabdo lasteliy augimg ir zudo bakterijas [79]. Acto riigstis taip pat turi
antioksidaciniy [80], citotoksiniy savybiy ir maZzina cholesterolio kiekj kraujyje [79]. Arbatos grybo
fermentuojamame skystyje acto riigities bakterijos gamina gliukurono riigstj. Si riigitis pasizymi
hepatoprotekciniu ir detoksikuojanciu efektu, ji susijungia su toksiSkais metabolitais ar atlieky
produktais bei juos pasalina per §lapimg arba tulzj, atliekant gliukuronizacija. Taip pat gliukurono
ragstis yra vitamino C pirmtakas bei atlicka esminj vaidmenj formuojant glikozaminoglikanus,
pavyzdziui, heparing, haliurono rtigstj [81]. Arbatos grybo fermentuojamame skystyje, pieno ragsties
bakterijos fermentacijos metu, gaminama pieno riigitis [82]. Si riigtis naudinga ne tik savo
pridedamu skoniu maisto produktuose, bet ir turi naudingy sveikatai savybiy, nes stiprina imuning
sistemag ir pasizymi antimikrobiniu aktyvumu [83]. D-sacharino rugstis—1,4-laktonas laikomas
svarbiausiu arbatos grybo gérimo komponentu. Sis junginys sloping gliukuronidazés fermenta, kuris
yra netiesiogiai susijgs su véZiniais susirgimais, slopina apoptoting kasos f-lasteliy mirtj, pasizymi
stipriu antioksidaciniu aktyvumu ir geba sumazinti oksidacing zalg [34].
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Vitaminai

Yra atlikta daugybé moksliniy analiziy apie vitaminus, randamus arbatos grybo fermentuojamame
skystyje. Analiziy metu nustatyta, kad Siame fementuojamame skystyje randama vitaminy, tokiy kaip
folio rtigstis, vitaminas B [84], C [85], E, K buvimg Siame fermentuotame skystyje. Arbatos grybo
fermentacijos metu vitaminy kiekis labai padidéja tiek dél acto riigSties bakterijy, tieck dél pieno
rugsties bakterijy ir mieliy metabolinio aktyvumo. Vitaminas C laikomas pagrindiniu arbatos grybo
gérimo vitaminu, kuris atsiranda dél gliukozés metabolizmo. Jis pasizymi stipriu antioksidaciniu
aktyvumu, stiprina imuniteta, didina gelezies pricinamuma bei apsaugo nuo danty éduonies [34].

Bakteriocinai

Fermentuotame arbatos grybo gérime galime rasti bakteriociny, bioaktiviy peptidy. Bakteriocinai yra
mazos baltymy struktiiros, kurios yra gaminamos Lactobacillus spp., Pediococcus spp., Lactococcus
spp. ir Leuconostoc spp. pieno riigsties bakterijy padermiy. Bakteriocinai yra labai vertinami dél savo
saugumo, citoksiskumo nebuvimo ir tikslingo aktyvumo prie§ konkrec¢ig mikroorganizmy grupeg [34].
Bioaktyviis peptidai taip pat atliecka keleta reikSmingy funkcijy, pasizymi antioksidaciniu,
prieSuzdegiminiu, prie$véziniu, antimikrobiniu, imunomoduliaciniu ir antihipertenziniu poveikiu
[86]. Bakteriocinas nizinas yra pla¢iausiai naudojamas maisto Srityje, S$is junginys yra veikiantis
pries gramteigiamas bakterijas, tokias kaip Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Clostridium spp. ir Micrococcus luteus. Taip pat zinomas Leuconostoc mesenteroides gaminamy
bakteriociny aktyvumas prie§ Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae [34].

1.4. Gryby (lot. Inonotus obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) funkcinés savybés ir nauda
sveikatai

1.4.1. Antioksidacinés savybés

Literatiiroje minima, kad augaly antioksidacinis aktyvumas yra atsakingas uz gydomgjj poveikj
jvairioms ligoms, tokioms kaip véziniai susirgimai, Sirdies ir kraujagysliy ligos bei diabetas [87].
Atsiranda vis daugiau mokslinés informacijos apie sintetiniy antioksidanty $alutinius poveikius,
tokius kaip kancerogenezé ir kepeny pazeidimai. Todél bandoma atrasti kuo daugiau natiraliy
antioksidanty, kurie biity kaip alternatyva sintetiniams junginiams ir galéty apsaugoti Zmogaus
organizma nuo laisvyjy radikaly be pasalinio poveikio [88]. Grybuose gausu antioksidanty, nes juose
yra polisacharidy. Tyrimai parodé, kad grybai, kuriy sudétyje yra fenolio junginiy, turi didelj
antioksidanty potencialg. Kai kuriy rii§iy grybuose taip pat randama S-karotino ir linolo riigsties, kurie
slopina autooksidacijg [71]. Grybuose taip pat yra ergosterolio, kuris Zinomas dél veiksmingy
antioksidaciniy savybiy [23].

Kiny mokslininkai teigia, kad atlikus tyrimus yra pastebétas antioksidacinis aktyvumas
polisachariduose, gautuose i§ juodojo berzo grybo [89]. Taip pat Kituose tyrimuose nustatyta keletas
6-11 polifenoliniy junginiy (1.5 pav.) i§ juodojo berzo grybo, Kurie nustatyti turintys stipry
antioksidacinj aktyvuma.
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1.5 pav. Juodojo berzo grybo polifenoliniai junginiai

Kor¢jie¢iy mokslininky i$skirti polifenoliniai junginiai (1.6 pav.) i§ juodojo berzo grybo, parodé
puiky antioksidacinj aktyvumg. Junginys 12 parodé¢ efektyvesnj laisvyjy radikaly slopinima uz
sintetinius antioksidantus, BHA (ICs0=154,4) ir troloksa (IC5=113,2), o junginiy 13, 14, 15
efektyvumas buvo labai panasus j minétus sintetinius antioksidantus [90].
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1.6 pav. Antioksidantinj aktyvuma turintys polifenoliniai junginiai

Melanino junginiai pasizymi geru antioksidaciniu poveikiu. D¢l Sios priezasties jis gali pasalinti
deguonj i§ terpés ir taip sudaryti tinkamas salygas biitinyjy anaerobiniy bakterijy augimui [91].
Flavonoidai, polifenoliai, melaninai ir mazi fenoliai gali sunaikinti laisvuosius radikalus, todél
teigiama, kad juodojo berzo grybas turi daug perspektyvy natiiraliy antioksidanty paieskose [92].

Mokslin¢je literatiroje teigiama, kad paprastoji poniabudé turi antioksidaciniy junginiy, vienas
pagrindinis jy — flavanoidai. Flavanoidai, rasti paprastosios poniabudés ekstraktuose, yra
pasizymintys laisvyjy radikaly suri§imu [93]. Taip pat mokslingje literatliroje teigiama, kad
paprastosios poniabudés ekstraktai, kuriuose yra polisachaidy, turi puiky potencialg dél
farmakologinio aktyvumo, tarp jy ir antioksidacinis poveikis [94].

Arbatos grybas fermentuodamas saldzig arbatg sudaro daug antioksidaciniu aktyvumu pasizyminéiy
junginiy. Tarp jy yra polifenoliai, vitaminai C, E, p-karotinas ir kiti karotenoidai. Taip pat buvo
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pastebétas fermenty aktyvumas, kuriuos i§skiria bakterijos ir mielés, gérimo fermentacijos metu. Sie
fermentai suskaido kompleksinius polifenolius j mazas molekules ir padidina bendra antioksidaciniy
junginiy kiekj [95]. Taip pat yra zinoma, kad fermentacijoje dalyvauja antioksidaciniu aktyvumu
pasizymincios pieno riigsties bakterijos ir jy produktai [34].

Visi $ie grybai turi antioksidacinj poveikj dél jvairiy bioaktyviy junginiy buvimo. Sios
antioksidacinés savybés gali prisidéti prie naujy natiiraliy antioksidanty paieskos, kurie apsaugo
zmogaus organizmg nuo laisvyjy radikaly ir taip stabdo daugelio létiniy ligy progresavimg [96].

1.4.2. Antibakterinés savybés

Grybai pasizymi antibakteriniu poveikiu, nes juose yra daug fenoliniy ir alkaloidiniy junginiy.
Mokslin¢je literatiiroje teigiama, kad grybai yra veiksmingi prie§ daugybe skirtingy bakterijy
patogeny padermiy, sukelianCiy jvairias zmoniy ligas. Taip pat pastebéta, kad grybai kovoja su
jvairiais mikroorganizmais ir juos naikina [23].

Keletas Serbijos, Portugalijos ir Olandijos mokslininky atliko i§ skirtingy regiony gauty juodojo
berzo ekstrakty antibakterinius tyrimus. Tyrinétos geografinés lokacijos — Suomija, Rusija, Tailandas.
Méginys i§ Rusijos pasizyméjo didziausiu antibakteriniu aktyvumu. Ekstraktams jautriausios
bakterijos buvo Staphylococcus aureus ir Bacillus cereus, o atspariausios — Listeria monocytogenes,
Escherichia coli ir Enterobacter cloacae. Visy tirty ekstrakty antibakterinis aktyvumas buvo
mazesnis nei kontroliniai antibiotikai, i§skyrus etanolinj ekstraktg i§ Tailando prie§ Pseudomonas
aeruginosa, Sis gautas ekstraktas parodé didziausig antibakterinj pranasumg [97]. Taip pat, kity
mokslininky teigimu, juodojo berzo grybo ekstraktai turi gera antibakterinj poveikj daugeliui
Mycobacterium smegmatis ir Francisella tularensis padermiy. Todél $ie ekstraktai gali biti puikiai
pritaikomi stomatologijoje, gydant danties kietyjy audiniy erozijg ar burnos ertmés gleivinés
bakteriniams uzdegimams gydyti [98].

Apie paprastgjg poniabude yra uzsimena ir Ukrainos mokslininkai. Jie teigia, kad dél aktyviy junginiy
buvimo, ji pasizymi antibakteriniu poveikiu [93]. Atliktuose Minsko mokslininky tyrimuose
pastebétas paprastosios poniabudés etanoliniy ekstrakty antimikrobinis poveikis pries Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Bacillus mycoides, Sarcina lutea. DidZiausias
antibakterinis aktyvumas pastebétas prie§ Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Sarcina lutea
[99].

Arbatos grybo fermentuojamas gérimas buvo zinomas dél savo stipriy antimikrobiniy savybiy pries§
daugelj patogeniniy organizmy. Mokslin¢je literatiiroje teigiama, kad daugelis komponenty, tokiy
kaip organinés riigstys, bakteriocinai, baltymai, fermentai, arbatos polifenoliai ir jy dariniai, kurie
susiformuoja fermentacijos metu, prisideda prie antibakterinio aktyvumo. Arbatos grybo fermentuota
arbata pasizymi stipriu antibakteriniu poveikiu prie§ enteropatogenines bakterijas, tokias kaip
Escherichia coli, Vibrio cholerae, Shigella flexneri dél bendros polifenoliniy medziagy saveikos.
Didziausias slopinimas nustatytas prie$ Escherichia coli, kur slopinimo zona sieké 20,67 mm [100].
Mokslingje literattiroje taip pat uzsimenama apie arbatos grybo fermentuojamo gérimo antibakterinj
poveikj pries Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa bakterijy
padermes [101]. Irano mokslininkai teigia, kad aptikti polifenoliai katechinas ir izorhamnetinas buvo
pagrindiniai atrasti antibakteriniai junginiai. Minima, kad antibakteriniam aktyvumui, kaip ir kitoms
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savybéms, jtakos turi jvairts papildomi faktoriai, tokie kaip arbatos rusies pasirinkimas, pavyzdziui,
zalioji ar juodoji arbata [102]. Taip pat mokslininkai i§ Selangoro pareiské, kad antimikrobiniam
aktyvumui jtakos turi fermentacijos laikas ir terpés pokyciai [103].

Grybai turi daug antibakteriniy junginiy. Juodasis berzo grybas, paprastoji poniabud¢, arbatos grybas
néra iSimtis, jie taip pat turi antibakteriniy savybiy turin€iy junginiy, kurie labai naudingi gaminant
vertingus antibiotinius vaistus farmacijos srityje [104].

1.5. Veikliyjy junginiy iSskyrimo metodai
1.5.1. Superkriziné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-CO)

Per pastaruosius kelis desimtmecius vis labiau didéja susidoméjimas bioaktyviy junginiy
ekstrahavimo ir izoliavimo metodikomis, kurios naudojamos maisto, kosmetikos ir jvairiose Kitose
srityse [105]. Superkrizinis ekstrahavimo metodas yra pakankamai nauja ekstrahavimo technika,
kurioje naudojamas superkrizinis tirpiklis medziagoms ekstrahuoti ir atskirti. Tiek superkrizinio
skysCio temperatira, tiek slégis yra aukStesni uz kritinj taSkg. Superkrizinio skyscio ekstrakcija su
COgz tirpikliu yra daznai naudojama jvairioms nepolinéms ir silpnai polinéms medziagoms iSgauti i$
augaliniy zaliavy [106]. Superkrizinio ekstrahavimo procese superkrizinémis saglygomis naudojamas
tirpiklis, kuris skirtas atskirti ekstrahenta nuo matricos, 0 ji paprastai yra kieta, bet gali buti skysta ar
net klampi. Kei¢iant skysCio tankj atsiranda galimybé keisti proceso selektyvuma, o tai yra
pagrindinis superkrizinio ekstrahavimo proceso privalumas [107]. Tai efektyvi technika, kuri
nesukelia kenksmingo poveikio aplinkai ir suteikia galimybe¢ iSgauti didelio selektyvumo bei
grynumo medziagas [108]. Sioje ekstrakcijoje CO- atlieka tirpiklio funkcija, kuris virsta superkriziniu
skysciu veikiant padidintam slégiui ir temperatiirai. Superkrizinémis saglygomis COx tirpiklis teka per
zaliavg ] ekstraktoriy ir iSgauna 1$ zaliavos tirpius junginius. Tirpiklis kartu su ekstraktu pasisalina i$
ekstraktoriaus ir patenka j atskyrimo inda, kuriame dél sumazinto slégio bei temperatiiros ekstraktas
nuséda, o CO2 grjzta j dujy pavidalg (1.6 pav.) [107].
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1.7 pav. Superkritinés ekstrakcijos principiné schema
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Ektrahavimo metodas superkriziniu CO> turi keleta pranasumy lyginant su kitais ektrahavimo
metodais, dél gebéjimo iSgauti platy medziagy spektrg ir gebéjimo iSgauti medziagas mazose
temperatiirose. Taip pat Sis procesas turi didelj selektyvumg [109], maza toksiskumg [110] ir leidzia
atkurti bei pakartotinai panaudoti CO,. Dél pakartotinio CO2 panaudojimo tai yra tvarus ir
ekonomiskas procesas [111]. Superkriziniy skys¢iu minusai yra tokie, kad §io proceso jranga yra labai
brangi ir sudétinga, neiSgaunamos polinés medziagos bei sunaudojamas didelis energijos kiekis
[112]. Moksliniai tyrimai parodé, kad naudojant superkrizing CO> ekstrakcija, i§ augaliniy medziagy
galima iSgauti jvairius junginius, tokius kaip antioksidacinius junginius [107], eterinius aliejus,
lipidus, karotinoidus [111], natdralius pigmentus [113] ir Kitus bioaktyvius junginius. Mokslinéje
literatiroje apzvelgiami konkretlis pavyzdziai, kuriuose pritaikoma superkriziné CO2 ekstrakcija:
pigmenty ekstrahavimas i§ dumbliy [114], eterinio aliejaus gavimas i§ kraujazoliy (lot. Achillea
millefolium) Zziedy, kurio ekstraktai pritaikomi medicinoje bei gérimy srityse [115], kofeino
iSskyrimas i§ kavos pupeliy, kurio ekstraktas gali biiti pritaikomas gérimy srityje, farmacijoje arba
kaip sudedamoji dalis kosmetikos srityje [116].

1.5.2. Ekstrakcija tirpikliais padidintame slégyje (ETPS)

Taip pat daZznai sutinkamas bioaktyviy komponenty iSgavimo procesas — ekstrakcija tirpikliais
padidintame slégyje. Sioje technologijoje naudojami skysti tirpikliai, pavyzdziui, heksanas, etanolis
ar acetonas [117]. Sis ekstrahavimo metodas pasizymi dideliu nasumu, ekologiskumu ir tvarumu
[118]. Sios ekstrakcijos metu naudojamas tirpiklis yra kaitinamas ir slegiamas vir§ jo virimo tasko,
kad iSlaikyty savo skystg biiseng, leisty efektyviai prasiskverbti j méginio celg bei iSgauti tikslines
medziagas. Proceso metu éminys dedamas j ekstrahavimo cele, pagamintg i§ nertdijan¢io plieno.
PripildZius cele pasirinktu tirpikliu, sukeliamas slégis ir kaitinama iki norimos temperatiiros, tuomet
méginys palickamas ekstrahuotis statiSkai. Pasibaigus laikui, ekstraktas paSalinamas i$ celés ir celé
praplaunama Svieziu tirpikliu. Ciklas gali biiti kartojamas keletg karty. Kai ekstrahavimas baigtas,
suslégtas azotas perkelia visg tirpikl]j i$ celés j surinkimo indg. Ekstraktas filtruojamas pries surenkant
ji 1 imtuva, todél atskiro filtravimo etapo nereikia (1.7 pav.) [119].
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Lyginant su klasikiniais metodais, Sis ekstrahavimo metodas turi keletg pranaSumy: mazesnés
energijos sanaudos, trumpesnis ekstrahavimo laikas, mazesnis tirpiklio kiekio suvartojimas [120]. Be
to, ETPS skatina junginiy i$siskyrimg i§ kiety ir mechaniSkai atspariy augaly audiniy bei junginiy,
kurie sudaro stiprius rySius su ligninu [121]. Taip pat ETPS metodas leidzia naudoti skirtingo
poliskumo tirpiklius, pasirenkant kokio poliSkumo ir tirpumo medziagos bandomos iSgauti [122].
Mokslingje literatiiroje apzvelgiami konkretiis pavyzdziai su ETPS panaudojimu: flavanoidy gavimas
i§ natiiraliy Saltiniy [123], gaunamos S-gliukany, chitinu ir fenoliu praturtintos frakcijos, naudojant
vanden;j / etanolj, i§ T. aestivum ir T. claveryi trumy, kurie yra potencialtis bioaktyviy junginiy
Saltiniai [124]; aromatiniy komponenty iSskyrimui i§ vaistinio Ciobrelio (lot. Thymus vulgaris),
efektyviausia naudojant etilo acetata, kurie pritaikomi kaip tinkami komponentai gerklés pastilése,
danty higienos produktuose, odos kremuose ir tepaluose [125]; aukstos kokybés lipidy gavimui i§
Laminaria ochroleuca dumbliy, efektyviausia naudojant etanolio ir etilo acetato tirpiklius, Sie gauti
ekstraktai puikiai pritaikomi vegetarams bei veganams kaip tinkamas sveikyjy riebaly Saltinis ar
maisto papildas, nes turi panasumy j kai kurias Zuvy rasis [126].

1.6. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Juodasis berzo grybas (lot. Inonotus obliquus), paprastoji poniabudé (lot. Phallus impudicus), arbatos
grybas (lot. Kombucha) nuo seny laiky garséja savo medicininémis savybémis. Juose gausiai randama
jvairiy bioaktyviy komponenty, pavyzdzZiui, fenoliniy junginiy, angliavandeniy, vitaminy, organiniy
rigséiy. Sie grybai pasizymi jvairiomis biologinémis savybémis ir prisideda prie farmakologinio
poveikio zmogaus sveikatai, kadangi jie turi antioksidacinj, antibakterinj, prieSvézin] bei
imonumoduliuojant] poveikj. Dél Siy priezas¢iy minétieji grybai turi ypac dideliy perspektyvy
farmacijos, medicinos bei kosmetikos srityse. Superkriziné ekstrakcija anglies dvideginiu bei
tirpikliais padidintame slégyje — naujos technologijos, kurios leidzia iSgauti ekstraktus efektyviai ir
tvariai.

Taigi, dél didelio antioksidaciniy, antibakteriniy, bioaktyviy junginiy trukumo, svarbu ieSkoti naujy
budy kaip juos iSgauti natiiraliy Salitniy. Grybai didelj potencialg turinti sritis, kuri puikiai gali buti
tam pritaikoma, taciau norint pasiekti tiksla, reikalinga atlikti daugiau moksliniy tyrimy apie
bioaktyviy medziagy iSskyrimg bei jy savybes.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

Biologiniy savybiy tyrimai atlikti Kauno technologijos universitete, Cheminés technologijos
fakulteto laboratorijose.

Remiantis moksline literattira ir joje atliktais tyrimais, nustatytas platus gryby (lot. Inonotus obliquus,
Phallus impudicus, Kombucha) biologinis aktyvumas. Siame darbe nustatyti gryby (lot. Inonotus
obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) cheminés sudéties rodikliai, atlikti keli skirtingi ekstrakty
gavimo metodai, taikant SKE-CO; ir ETPS metodus. Taip pat atlikti gauty ekstrakty biologiniy
savybiy tyrimai: nustatytos gauty ekstrakty antioksidacinés ir antibakterinés savybés bei jvertinta
ergosterolio koncentracija ekstraktuose, isskirtuose ETPS metodu (2.1 pav.).

Analizéms naudotas juodasis berzo grybas (lot. Inonotus obliquus), paprastoji poniabudé (lot. Phallus
impudicus), kurie rasti Lietuvoje. Arbatos grybas (lot. Kombucha) uzaugintas namy sglygomis,
vykdant Zaliosios arbatos fermentacijg su cukrumi. Prie$ tyrimus grybai i§dziovinti taikant skirtingus
metodus: juodojo berzo ir arbatos gryby méginiai dziovinti $al¢iu — liofilizuojant, o paprastosios
poniabudés grybo meéginys iSdziovintas tamsoje, kambario temperatiiroje. Dziovinti méginiai
susmulkinti laboratoriniu maltinu iki < 0,5 mm daleliy dydzio.

Juodasis berzo Paprastoji
ARSI grybas poniabudé
\ |
vyy
Grybiena 0,5 mm
] 1
: Superkriziné CO2
Bendra cheminé sudétis ekstrakcija 35 MPa, r
(drégmé , baltymai, riebalai, 120 min, 50°C o
mineralinés medZiagos) Ekstrakcija tirpikliais
¢—‘ padidintame slégyje, hesanas/:
acetonas — 90 °C, etanolis —
Liekana 100 °C, 10 MPa, 20 min
Liekana 4
Liekana 4 A 4
Liekana 4 A 4
—— Etanolis

ﬂ

ESC / UV (ergosterolio
koncentracijos nustatymas)

2.1 pav. Bandiniy rafinavimo metodai ir tyrimy schema
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2.1. Cheminés sudéties komponenty nustatymo metodai

2.1.1. Cheminiai reagentai ir medZiagos

Tyrimams naudoti tirpikliai:

heksanas (CsH14);

acetonas (C3Hs0);

etanolis (C2HsOH);

suspaustas CO2 (99,9 %);

metanolis (chromatografinés klasés);
acetonitrilas (chromatografinés klasés);
ultra §varus vanduo.

Naudoti reagentai:

koncentruota sieros rigstis (H2SO4);

kalio sulfatas (K2SQOa);

vandenilio peroksidas (H20,);

natrio hidroksidas (NaOH);

boro ragstis (H3BO3);

druskos ragstis (HCI);

dimetilsulfoksidas (DMSO);

2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPH);

300 mM acetato buferinis tirpalas (pH = 3,6);

10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas) istirpintas 40 mmol/l HCI,
FeCl3x6H20 (20 mmol/l), 2000 umol/l FeSO4x7H20, Folin-Ciocalteu reagentas (1 N);
natrio karbonatas (Na.COs3);

polivinilpolipirolidonas;

standartinis tanino rigsties tirpalas (0,1 mg/ml);

natrio chloridas (NaCl);

triptonas, mieliy ekstraktas;

mikro agaras;

Eescherichia coli ir Bacillus subtilis bakterijy suspensijos;
tertrabutilo hidrochinonas (TBHQ);

kalio hidroksidas (KOH);

ergosterolis (sertifikuota etaloniné medziaga).

Tyrimams naudota aparatiira ir jrenginiai:

laboratorinis maliinas ZM 200 (Retsch, Haan, Vokietija);
liofilizatorius (Maxi Dry Lyo, Danija);
,Supercritical Fluid Technologies* (Supercritical fluid technologies INC Model SFT-110,

Newark, JAV) ekstrakcijos sistema;

Dionex ASE 350 ekstrakcijos sistema (Dionex, Sunnyvale, JAV);
vakuuminis — rotacinis garintuvas (Biuchi labortechnik AG, Sveicarija);
autoklavas ,,Certoclav®;

spektrofotometras ,,Shimadzu UV-1280°;
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e laminaras ,,Teostar BV-100%;

e termostatas ,.Binder®;

e termostatuojama vonelé ,,.Biosan®;

e centrifuga ,,Universal 320R*;

e pH- metras ,,Winlab*;

e svarstyklés ,,Shimadzu®;

e _Water Alliance 2695 Separation Module“ chromatografijos sistema;

e _Waters Symmetry” (Milford, MA, USA) RP C18 kolona (75 x 4.6 mm, 3,5 mm);
e 2487 UV detektorius (Milford, MA, USA).

2.1.2. Drégmés kiekio nustatymas

Likutine drégmé nustatyta 105 °C temperatiiroje standartiniu metodu iki pastovios masés. Pries
bandymg biuksai su dangteliais valandg laiko iSkaitinami 105 °C temperatiiroje. Pra¢jus valandai,
atvésinami 30 minuciy eksikatoriuje ir pasveriami 0,0001 g tikslumu. Tuo paciu tikslumu
pasveriamas biuksas su 2 g dZiovinto grybo bandiniu. Eminys biukse tolygiai paskirstomas dugno
pavirSiuje vienodo storio sluoksniu. Biuksai su grybo bandiniais dziovinami 105 °C temperatiroje.
Dziovinimas yra stabdomas, kai svoriu nusistovi pastovi svorio masé. Po kaitinimo biuksai su
bandiniu atvésinami 30 minuciy eksikatoriuje ir pasveriami 0,0001 g tikslumu. Atlikti trys bandymy
pakartojimai ir rezultatuose pateikiama vidurkio reikSmé.

Bandinio drégmés kiekiui (%) apskai¢iuoti naudojama formule (2.1):

= % x 100, % (2.1):
¢ia:

My — biukso su dang¢iu masé¢, g;

My — svérimo lékstelés su dangciu ir éminio masé prie§ dziovinima, g;

m3 — svérimo lékstelés su dang¢iu ir éminio masé po dziovinimo, g [127].

2.1.3. Baltymuy kiekio nustatymas Kjeldalio metodu

Baltymy kiekio nustatymui naudojamas Kjeldalio metodas. 1883m. jj sukiiré Johanas Kjeldahlas. Sis
metodas apima trijy etapy baltymy kiekio nustatymo budus: mineralizavima, distiliavima ir titravima.
Organinés medziagos mineralizuojamos naudojant koncentruotg H2SO4, Silumg, K2SO4 (virimo
temperatiirai pakelti) ir katalizatoriy H20; reakcijai paspartinti. Sis procesas méginyje esantj azota
paver¢ia amonio sulfatu. Distiliuojant neutralizuojama pridéjus NaOH, kuris amonio sulfata pavercia
amoniaku, véliau jis distiliuojamas ir surenkamas boro rtgstimi. Distiliatas titruojamas druskos
ragstimi, o pagal rtgsties sunaudotg kiekj apskaiCiuojamas iSsiskyres amoniako kiekis [128].
Apskaiciavus gaunamas bendras azotiniy medziagy kiekis. Atlikti trys bandymy pakartojimai ir
rezultatuose pateikiama vidurkio reikSmé. Azoto kiekis (%), kuris iSsiskyré bandinyje,
apskai¢iuojamas pagal formule (2.2):

‘= 1,4xnxl:nx(V1—Vo) (2.2);

¢ia:
1.4 — azoto kiekis, kurj sujungia 1 ml 0,1 n HCI;
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K — HCl tirpalo pataisos koeficientas;
n — HCI normalingumas 0,1 N;
m — analizuojamos medziagos kiekis;

Vo— 0,1N HCI kiekis sunaudotas kontrolei titruoti.

Baltymy kiekis yra apskaiciuojamas pagal gautg azoto kiekj, kuris padauginamas i§ perskaic¢iavimo
koeficiento (5,7). Atlikti trys bandymy pakartojimai ir rezultatuose pateikiama vidurkio reikSmé
[131].

2.1.4. Riebaly kiekio nustatymas

Riebaly kiekis dziovinty gryby bandiniuose nustatomas Soksleto metodu. Iki pastovios masés
i§dZiovinti bandiniai supakuojami j filtro popierinius paketélius. Sie paketéliai su bandiniu yra
pasveriami 0,0001 g tikslumu. Paketéliai sudedami ] Soksleto aparato antgalj, kuris turi grjZztamajj
kondensatoriy ir yra sujungiamas su kolba Sildoma i§ apacios, kurioje yra nepolinis heksano tirpiklis.
Kaitinamas heksanas pradeda garuoti, o kondensuoti garai kaupiasi ant paketélio. Kai tirpiklis praeina
pro méginj, jis iStraukia riebalus ir pernesa juos ] kolba. Tokiu budu yra iSekstrahuojami riebalai,
kurie yra dziovintame gryby bandinyje. Ekstrakcija trunka 3 valandas, po kuriy paketéliai pasalinami
18§ Soksleto aparato ir dedami dziovinti j dziovinimo spintg 30 minuciy, palaikant 105 °C temperatiira.
[8dZiovinti paketéliai iki pastovios masés atvésinami eksikatoriuje ir sveriami 0,0001 g tikslumu.
Riebaly kiekis bandinyje yra apskai¢iuojamas svorio skirtumu pries ir po ekstrakcijos. Atlikti trys
bandymy pakartojimai ir rezultatuose pateikiama vidurkio reikSmé.

Sis metodas yra vienas i§ daZniausiai naudojamy, kadangi jo atlikimas nesudétingas ir
nereikalaujantis sudétingos jrangos. Taciau yra neiSvengiama tam tikry trikumy, kadangi metodo
taikymo metu naudojami pavojingi ir deglis organiniai tirpikliai, galimas toksiniy junginiy iSmetimas
ekstrahavimo metu, brangesnis bei didesnio grynumo tirpikliy naudojimas, daug etapy sudaranc¢ios
procediros, taipogi tai daug laiko reikalaujantis metodas [129].

2.1.5. Mineraliniy medziagy kiekio nustatymas

PrieS naudojima, tusti tigliai iSkaitinami krosnyje 550 °C temperatiiroje valandg laiko. Po iskaitinimo
tigliai atvésinami 5—10 minuciy ant karSciui atsparios plokstés. Pragjus Siam laikui, jie perneSami j
eksikatoriy, kuriame paliekami atvésti iki kambario temperatiiros. Atvésg tigliai pasveriami 0,0001 g
tikslumu. Tokiu pat tikslumu ] iSkaitintus tiglius atsveriama 1 g sauso grybo méginio. Méginys
paskirstomas taip, kad ant indo dugno pasidengty vienodo sluoksnio storiu. Tigliai su bandiniu
sudedami j veésig mufeling krosnj ir pradedami kaitinti sudarytu rezimu:

a) Tiglis su bandiniu kaitinamas, kol medziaga apangléja, parausta ir nustoja rukti diimai;

b) Apdegintas bandinys dedamas j mufeling krosnj ir deginamas 600 °C temperatiiroje 2—3 valandas;
c) Po mineralizacijos méginys atvésinamas iki 150 °C temperattiros ant kar$¢iui atsparios ploksteés,
veliau dedamas j eksikatoriy ir atvésinamas iki kambario temperattros;

d) Atvéses tiglis su bandinio pelenais sveriamas 0,0001 g tikslumu.
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Peleny kiekis (%) apskaiciuojamas pagal Sig formule (2.3):

__ (mz—-m) x 100

x (2.3);

mi—m
Cia:
m — tuscios tiglio masé, g;
mz — tiglio su bandiniu masé, g;
m2 — tiglio su pelenais masé, g [127].

Atlikti trys bandymy pakartojimai ir rezultatuose pateikiama vidurkio reikSme.

2.1.6. Angliavandeniy kiekio apskai¢iavimas

Angliavandeniy kiekis (%) apskai¢iuojamas pagal formule (2.4):

A=100-B—R—-M-D (2.9);

¢ia:

B — baltymy kiekis, %;

R — riebaly kiekis, %;

M — mineraliniy medziagy kiekis, %;
D — drégmes kiekis, %.

2.2. Ekstrakty gamyba

2.2.1. Superkriziné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-CO3)

Ekstrakcija atlickama naudojant ,,Supercritical Fluid Technologies (Supercritical fluid technologies
INC Model SFT-110, Newark, JAV) ckstrakcijos sistema. Papildomai su bandiniu sumaiSoma
diatominé zemé, siekiant padidinti ekstrakcijos proceso tolyguma ir iSvengti celés uzsikimSimo.
Bandinys sudedamas j 50 ml celg¢. Naudoti bandinio kiekiai: juodasis berzo grybas — 11 g, paprastoji
poniabudé — 20 g, arbatos grybas — 10 g. Ekstrakcijoje naudotos 350 bar slégis ir 50 °C temperatiira.
CO; srautas laikomas vienodas (2 I/min). Sudaroma ekstrakcijos kinetikos kreivé, naudojant Sig
kreive nustatomas ekstrakcijos laiko stabilizavimasis ir taip parenkama optimali kity méginiy
ekstrahavimo trukmeé. I8skirti ekstraktai surenkami stikliniuose buteliukuose, kurie yra sveriami prie§
ir po ekstrakcijos, naudojant analitines svarstykles ir apskai¢iuojamos iSeigos (%). Ekstraktai
surenkami | sandarius rudo stiklo buteliukus ir laikomi $aldytuve (0 - 4°C) iki tolimesniy tyrimy.
Atsizvelgiant j turimo méginio kiekj atlikta 2-3 ekstrakcijy pakartojimai [130].

2.2.2. Ekstrakcija tirpikliais padidintame slégyje (ETPS)

Ekstrakcija tirpikliais jvykdyta naudojant Dionex ASE 350 sistemg (Dionex, Sunnyvale, JAV).
Ekstrakcijos procesas atliktas subkrizinémis salygomis naudojant skirtingo poliskumo organinius
tirpiklius vir$ijant jy virimo temperatiirg bei taikant auksta slégj, kad tirpiklis nepereity j gary faze.
Sios ekstrakcijos proceso salygos uztikrina, kad i§ méginio baty greitai ir efektyviai iSgaunami
skirtingo poliSkumo junginiai. Kiekvienam bandiniui naudojami trys skirtingo poliSkumo tirpikliai —
heksanas, acetonas bei etanolis. Grybai ekstrahuojami pakopomis — nuosekliai didéjanc¢io poliskumo
organiniais tirpikliais: heksanas — acetonas — etanolis. Ekstrakcija su kiekvienu tirpikliu atliekama
vienu ekstrakcijos ciklu, esant 10 MPa slégiui, 20 min ekstrakcijos trukmei, 120 % praplovimui.
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Taikyta temperatiira pagal tirpiklj: heksanas / acetonas — 90 °C, etanolis — 100 °C. Ekstrakcijos trukmé
bei temperatiira parinkti pagal kity autoriy taikytus optimalius ekstrakcijos proceso parametrus su
kitos rtsies grybais [131].

Naudoti bandinio kiekiai: juodasis berzo grybas—8-9,5 g, paprastoji poniabudé — 11 g, arbatos grybas
— 8,2-9,3 g. Celé uzpildoma sausu bandiniu su diatomine zeme (2.2 pav.), abu celés galai (virSus /
apacia) uzfiksuojami su celiuliozés filtrais (ThermoFisher Scientific, Vilnius, Lietuva). Paruosta celé
ikeliama ] ekstraktoriaus ,.krosnj ir uzpildoma pasirinktu tirpikliu. Celé kaitinama iki pasirinktos
temperataros, suslegiama ir laikoma atitinkamg laika sudarytame slégyje. Pasibaigus procesui,
bandinys ir tirpiklis su siurbliu iSvalomas: i§ celés praplaunant ekstrahavimo celg tirpikliu bei
inertinémis azoto dujomis j surinkimo indg. Pasibaigus ekstrakcijai, tirpikliai nuo ekstrakty atskiriami
rotaciniu garintuvu 40 °C temperatiiroje ir pabaigiami dziovinti inertinémis azoto dujomis. Ekstraktai
surenkami j sandarius rudus buteliukus ir laikomi Saldytuve (0 - 4°C) iki tolimesniy tyrimy. Atlikti
trys ekstrakcijy pakartojimai ir rezultatuose pateikiama vidurkio reik§mé.

Celés virSutinis /
dangtis
<«— Celiliozés filtras
- <«— Diatominé zem¢
Cele —» .
<«— Bandinys
5
<«— Diatomin¢ Zemé
gt - «— Celiuliozés filtras
Celés apatinis \\ 7
dangtis

2.2 pav. Celés sandara

2.3. Ekstrakty in vitro antioksidacinio aktyvumo ir antibakterinio potencialo nustatymas
2.3.1. Bandiniy paruoSimas

Visi gauti 1-12 ekstraktai, iSgauti naudojantis superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu
(SKE-CO) ir pakopinés ekstrakcijos didéjanéio poliskumo tirpikliais padidintame slégyje
(ETPS), bei liofilizuotas arbatos grybo 13 bandinys (2.1 lentelé), buvo istirpinti DMSO tirpale,
kuriy koncentracija atitiko 1 mg/ml.
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2.1 lentelé. Bandiniy numeracija ir pavadinimai.

Bandinio numeris Bandinio pavadinimas
1 Juodasis berzo grybas (SKE-CO,)
2 Juodasis berzo grybas (ETPS / heksanas)
3 Juodasis berzo grybas (ETPS / acetonas)
4 Juodasis berzo grybas (ETPS / etanolis)
5 Paprastoji poniabudé (SKE-CO,)
6 Paprastoji poniabudé (ETPS / heksanas)
7 Paprastoji poniabudé (ETPS / acetonas)
8 Paprastoji poniabudé (ETPS / etanolis)
9 Arbatos grybas (SKE-CO,)
10 Arbatos grybas (ETPS / heksanas)
11 Arbatos grybas (ETPS / acetonas)
12 Arbatos grybas (ETPS / etanolis)
13 Arbatos grybo fermentuotas skystis (liofilizuotas)

2.3.2. Ekstrakty antioksidacinio aktyvumo tyrimas DPPH" metodu

DPPH" laisvyjy radikaly sujungimo geba iSmatuojama spektrofotometriskai pagal modifikuota
Brand-Williams, Cuvelier ir Berset (1995) metodikg [130]. Etaloninis DPPH tirpalas pagaminamas
0,0039 g DPPH radikalo tirpinant etanolyje 100 ml talpos matavimo kolboje. I 0,5 ml DMSO
iStirpinty  tirlamyjy 1-13 bandiniy (0,5-1 mg/ml) jpilama 0,5 ml paruosto DPPH tirpalo.
Palyginamajam tirpalui naudota 0,5 ml DMSO ir 0,5 ml DPPH" etaloninio tirpalo. MiSiniai yra
iSmaiSomi ir paliekami stovéti tamsoje 20 minuciy. ISmatuojamos Sviesos sugertys spektrofotometru
,»,Shimadzu UV-1280“ 517 nm bangos ilgyje. DPPH’ slopinimo apskai¢iavimas (2.5):

Slopinimas, % = (ABA;AA) x 100 (2.5);

B
¢ia:
Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis;
Aa — tiriamojo tirpalo $viesos sugerties dydis [130].

2.3.3. Ekstrakty antioksidacinio aktyvumo tyrimas pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-
tripiridil-s-triazina

FRAP metodu nustatomos redukuojan¢ios savybés, kurios yra susijusios su Fe**TPTZ pavirtimu
i Fe? TPTZ ir iSmatuojamos 593 nm bangos ilgyje. FRAP reagentas paruoiamas i§ 25 ml 300
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mM acetato buferinio tirpalo, 2,5 ml 10 mmol TPTZ ir 2,5 ml FeClsx6H20 (20 mmol/l). 20 pl
DMSO istirpinty tiriamyjy junginiy (1 mg/ml ) sumaisomi su 80 ul DMSO, o po to pridedama 3

ml FRAP reagento. ISmaiSyty tirpaly S$viesos sugertys iSmatuojamos spektrofotometru
,»,Shimadzu UV-1280* 593 nm bangos ilgyje.

Kalibravimo kreivé ruosiama naudojant skirtingas koncentracijas FeSO4x7H20 (5, 10, 15, 20; 25
umol/1). Formulé apskai¢iuoti FeSO4 2000 pM Kiekius tirpalams (2.6):

x=2£ (2.6);
c

cia:

X —reikalingas paimti tirpalo tiiris 1§ pradinio paruosto tirpalo su tiriamaja medZiaga, ml;

A —reikalinga gauti galutiné koncentracija, mM/I;

B — praskiedimo tiiris, 1;

C — pradinio tirpalo, paruosto su tiriamuoju junginiu 1-13, koncentracija, mg/ml.

I skirtingos koncentracijos tirpalus (5, 10, 15, 20; 25 umol/l) jpilamas FRAP reagentas ir
iISmatuojamos Sviesy sugertys 593 nm bangos ilgyje. IS gauty Sviesos suger¢iy sudaroma kalibraciné
tiesé, i§ kuriuos apskai¢iuojama Fe?* koncentracija tiriamuosiuose 1-13 tirpaluose [132].

2.3.4. Ekstrakty bendras fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folin-Ciocalteu
metodu

Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK) yra nustatomas pagal modifikuota Singleton, Orthofer ir
Lamuela—Ravetos (1999) metoda [132].

Kalibracinés kreivés parengimas. Kalibraciné kreivé ruoSiama naudojant skirtingas tanino riigSties
koncentracijas. | mégintuvélius jpilama 0,0; 20; 40; 60; 80; 100, 120 ml standartinio tanino riigsties
tirpalo ir uzpildoma distiliuotu vandeniu iki 500 ml. | kiekvieng mégintuvelj pridedama 250 ml Folin-
Ciocalteu reagento ir 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. Svelniai sumai§oma ir palickama
tamsoje 40 minuciy, kambario temperatiiroje. Praéjus 40 minu¢iy, matuojama Sviesos sugertis 725
nm bangos ilgyje. Sudaroma kalibracin¢ kreivé, kurioje ant x asSies Zymima tanino riigSties
koncentracija, o ant y Sviesos sugertis iSmatuota 725 nm bangos ilgyje.

Fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas. | mégintuvélj jpilama 30 ml tiriamojo junginio 1-13
ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki 500 ml. Pridedama j mégintuvélj 250 ml Folin-Ciocalteu
reagento ir jpilama 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. Svelniai sumai§oma ir laikoma tamsoje
40 minu¢iy, kambario temperatiiroje. Praéjus 40 minuc¢iy matuojama tirpalo absorbcija
spektrofotometru ,,Shimadzu UV-1280 725 nm bangos ilgyje. Apskai¢iuojama bendra fenoliniy
junginiy koncentracija pagal tanino rugsties ekvivalentg (2.7):

X =aV x100/n (2.7);
cia:
a — tanino riigsties koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg/l;

V — pradinis tiris, [;
N — bandinio masé, g [132].
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2.3.5. Antibakterinio aktyvumo nustatymas agaro difuziniu metodu

Antibakterinis aktyvumas tiriamiesiems junginiams nustatomas agaro difuziniu metodu. Siame
metode naudojama Luria-Bertani (LB) terpé, kurj ruoSiama i§ reagenty, kurie pavaizduoti 2.2
lenteléje. Luria-Bertani (LB) terpés paruosimas: 10 g natrio chlorido sumaiSoma su 10 g triptonu, 5
g mieliy ekstraktu ir iStirpinama distiliuotame vandenyje iki 200 ml. Lasinant 1 N natrio hidroksido
ar 1 N sieros ragsties tirpalg, vykdoma neutralizacija, kol terpés pH pasiekia verte 7,2. Atlikus
neutralizacija, pridedama 15 g mikro agaro ir tirpalas praskiedziamas distiliuotu vandeniu iki 1000
ml. Terpé autoklavuojama ir iSpilstoma j Petri 1éksteles, jos paliekamos pastovéti keletg dieny.

2.2 lentelé. LB terpés reagenty kiekiai

Reagentai Reagenty kiekiai (g) 11 terpés
NaCl 10
Triptonas 10
Mieliy ekstraktas 5
Mikro agaras 15

Tyrime buvo naudotos ir uzpiltos dehidratuotos Escherichia coli ir Bacillus subtilis bakterijos, kurios
patalpintos ampuléje, vakuuminéje aplinkoje. Ampulés atidarymas ir bakterijy dehidratavimas
vykdomas keliais etapais:

ampulés galiukas pakaitinamas liepsnoje;

ant nukaitinto ampulés galiuko uzlasinami 2—3 lasai vandens;

nulauziamas ampulés galiukas;

znyplémis pasalinama izoliaciné medziaga ir iSimama vidiné kapsulé;

znyplémis iStraukiamas medvilninis kamstis ir nudeginama virSutiné vidinés kapsulés dalis;

1 kapsule jpilama 0,5 ml terpés rehidratavimui ir uzdengus kamsciu palieckama 30 minuciy;
praéjus 30 minuciy turinys sumaisomas mikrobiologine kilpele;

. gautas miSinys perkeliamas | mégintuvel] su 5 ml skystos terpés, i§ kurios bakterijos gali biiti
s€¢jamos ant kietyjy ir skystyjy terpiy.

A S N

Antibakterinio tyrimo metu ant LB terpés Petri lékstelése uzpilama Escherichia coli ar Bacillus
subtilis 50 ul bakterijy suspensijos, tuomet uzdedami 3 popieriniai filtro diskeliai (d = 0.6 cm), kurie
suvilgyti 50 ul tiriamuoju 1-13, palyginamuoju ar kontroliniu tirpalu. Palyginamajam tirpalui
naudotas ciprofloksacinas istirpintas DMSO (25 ug/ml), o kontroliniam tirpalui naudota DMSO be
tiriamojo junginio. Paruostos Petri léksteles sudétos | termostatg 37 °C parai laiko. Po 24 valandy
skaiCiuojamas tiriamyjy junginiy antibakterinis aktyvumas pries Escherichia coli ir Bacillus subtilis.
Slopinimo zona apskaiciuojama susumavus Petri lékstelése esancius slopinimo skersmenis ir
padalijus i§ jy kiekio (2.3 pav.) [133]. Atlikti trys pakartojimai ir rezultatuose pateikiama vidurkio
reikSmé.
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’ Luria-Bertani mitybiné terpé

—0 Petri lekstelé |

Escherichia coli, Bacillus subtilis
bakteriju suspensijos

Filtro diskelis su tiriamuoju
junginiu

2.3 pav. Slopinimo zonos skai¢iavimas Petri 1éksteléje

2.3.6. Ergosterolio koncentracijos nustatymas

Ekstrakty kiekybinis jvertinimas atliktas naudojant efektyviajg skys¢iy chromatografija (ESC). ESC
analiz¢ buvo atlickama naudojant chromatografijos sistema Water Alliance 2695 Separation Module.
Bandinys analizuojamas naudojant Waters Symmetry (Milford, MA, USA) RP C18 kolong (75x4.6
mm, 3,5mm) esant 30°C temperatiirai. Analiz¢ atlickama tiekiant mobilios fazés miSin; 1 ml/min
greiCiu, kurj sudaro metanolis — acetonitrilas (30:70). Méginio injekcijos tiiris 20 pL. Ergosterolis
analizuojamas naudojant 2487 UV detektoriy (Milford, MA, USA) 280 nm bangos ilgyje [134].
Kalibraciné kreivei sudaryti naudojama ergosterolio sertifikuota etaloniné medziaga, 1§ kurioS
paruosti etaloniniai tirpalai (0,01-0,20 mg/ml). I§ kalibracinés kreivés yra apskai¢iuojama
ergosterolio koncentracija (mg/g).
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3. Tyrimuy rezultatai ir jy aptarimas
3.1.  Grybu (lot. Inonotus obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) bendra cheminé sudétis

Tyrimo metu nustatyta iSdziovinty ir susmulkinty juodojo berzo grybo (lot. Inonotus obliquus),
paprastosios poniabudés (lot. Phallus impudicus), arbatos grybo (lot. Kombucha) bendra cheminé
sudétis: riebaly kiekis (%), drégmés kiekis (%), mineraliniy medziagy kiekis (%), baltymy kiekis (%),
angliavandeniy kiekis (%).

Riebaly, mineraliniy medziagy, baltymy ir angliavandeniy kiekis nusako bendrg bandiniy maisting
verte. Sie kiekiai yra kintamas dydis, kadangi jiems jtaka daro daug veiksniy, pavyzdziui, gryby
auginimo, laikymo salygos bei pati grybo veislé. DidZiausig dalj sudaré angliavandeniy kiekis, kuris
svyravo nuo 59,36-74,49 % intervale (3.1 pav.). Didziausias Sios medziagos Kiekis nustatytas arbatos
grybo bandinyje, kurio kiekis sieké 74,49 %, o maZiausias paprastojoje poniabudéje, kurio verte lygi
59,36 %. Remiantis kity mokslininky tyrimais, angliavandeniy kiekis nustatytas juodajame berZzo
grybo bandinyje sieké 87,77 % [135], paprastojoje poniabudéje svyravo 50,6-54,1 % ribose [94], o
moksliniuose tyrimuose angliavandeniy kiekis, esantis arbatos grybe, néra nustatytas.

Juodasis berzo grybas ’ I 69.07
Paprastoji poniabudé I ' 59.36
Avrbatos grybas 76.49
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Angliavandeniy kiekis, %

3.1 pav. Angliavandeniy kiekis, %

Maziausig dalj bandiniuose sudaré riebaly kiekis. Jy kiekis svyravo tarp 0,50-1,57 % (3.2 pav.).
DidZiausiu riebaly kiekiu pasizyméjo paprastoji poniabudés bandinys, kurioje riebalai sudaré 1,57 %.
Juodojo berzo ir arbatos grybo bandiniai pasizyméjo zenkliai mazesniu kiekiu, kuris buvo labai
panasus bei sieke 0,49-0,50 %.
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Juodasis berzo grybas F 0.50

Paprastoji poniabudé ' 11.57

Arbatos grybas I—<O.49
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Riebaly kiekis, %

3.2 pav. Riebaly kiekis, %

Baltymy kiekis bandiniuose labai skyrési, jy kiekis svyravo nuo 1,67 % iki 20,44 % (3.3 pav.).
DidZiausiu baltymy kiekiu pasizyméjo paprastosios poniabudés bandinys, kurio verté sieke 20,44 %,
o maziausiu baltymy kiekiu pasireiské juodojo berzo grybo bandinys, kurio verté prilygsta tik 1,67
%. Lyginant baltymy kiekio tyrimo rezultatus su kity mokslininky atliktais tyrimais, juodajame berzo
grybo bandinyje nustatytas baltymy kiekis — 1,51 % [127], 0 paprastosios poniabudés bandinyje
svyravo tarp 20,00-25,20 % [94], apie baltymy kiekj arbatos grybo bandiniuose moksliniy tyrimy
nerasta.

Juodasis berzo grybas | I 1.67

Paprastoji poniabudé I* 20.44

Arbatos grybas I< 8.04

0 5 10 15 20 25
Baltymy kiekis, %

3.3 pav. Baltymy kiekis, %

Didziausias mineraliniy medziagy kiekis nustatytas juodojo berzo grybo bandinyje, kuriame nustatyta
net 9,10 % mineraliniy medziagy, o maziausig kiekj turintis nustatytas bandinys — arbatos grybas,
kuriame mineraliniy medziagy verté lygi 1,22 % (3.4 pav.). Sio bandinio verté sické vos 1,22 %.
Moksliniuose straipsniuose juodojo berzo grybo bandinyje mineraliniy medziagy kiekis nustatytas
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8,36 % [127], o arbatos grybo bandinyje svyruoja 1,27-1,71 % ribose [130], apie mineraliny
medziagy kiekj paprastojoje poniabudeje moksliniy tyrimy nerasta. Didziausias randamas
mineraliniy medziagy kiekis, esantis bandiniuose, nustatytas kalio (K) [42][43], taiau taip pat
atrandama ir daug kity mineraliniy medziagy.

Juodasis berzo grybas | Ii 9.10

Paprastoji poniabudé i ‘ 5.05

Avrbatos grybas l l 1.22

0 2 4 6 8 10
Mineraliniy medziagy kiekis, %

3.4 pav. Mineraliniy medziagy kiekis, %

Gryby bandiniai pasizymi hidroskopiSkumu, nes geba sugerti drégme i8S aplinkos, nors yra iSdziovinti,
tod¢l pries atliekant tyrimus svarbu bandinius laikyti sandariose talpose, norint i§saugoti jy kokybe.
Taip pat drégmés kiekiui jtakos turi grybo rasis, auginimo bei dziovinimo sglygos. Tyrimams naudoti
i§ anksto jvairiais budais iSdziovinti grybai (zr. skyrius nr. 2). Likutinis drégmés kiekis gryby
bandiniuose svyravo tarp 13,61-19,67 % (3.5 pav.), didziausiu likutinés drégmés kiekiu pasizyméjo
juodasis berzo grybo bandinys, kuriame nustatyta 19,67 % drégmés. Labai panaSiu drégmes kiekiu
pasizyméjo likusieji gryby bandiniai — paprastoji poniabudé bei arbatos grybas, jy vertés nustatytos
13,61-13,79 % ribose.

Juodasis berzo grybas | I 19.67
Paprastoji poniabudé I '4 13.61
Arbatos grybas ’ l 13.79
0 5 10 15 20 25

Drégmés kiekis, %

3.5 pav. Drégmes kiekis, %
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3.2. Juodojo berzo grybo (lot. Inonotus obliquus), paprastosios poniabudés (lot. Phallus
impudicus), arbatos grybo (lot. Kombucha) ekstrakty gavimo rezultatai

3.2.1. Superkriziné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-CO,)

Tyrimo pradzioje sudaryta gryby ekstrakcijos kinetikos kreivé. I§ sudarytos kreivés (3.6 pav.)
pastebéta, kad visi gryby bandiniai didziausig iSeigos pakitima turéjo per pirmasias 60 minuciy, véliau
iSeiga nezenkliai didéjo ir stabilizavosi praéjus papildomoms 60 minuciy. Atsizvelgus j sudaryta
ekstrakcijos kinetikos kreive, nuspresta, kad optimaliausia ekstrakcijos trukmé — 120 minuéiy.

0.90 0.79 0.80 0.82
0.80 ~o— ®
0.70
. 0.60
X
< 0.50
~ 0.30 0.24
0.21
020 0.17
0.10
0.00 1
0 60 120 180
Laikas, min.
Juodasis berzo grybas —@— Paprastoji poniabudé Arbatos grybas

3.6 pav. Ekstrakcijos iSeigos priklausomybé nuo ekstrakcijos trukmeés

Atlikus superkrizing ekstrakcijg anglies dvidegeniu, gauti duomenys atskleidzia, kad didziausia iSeiga
gauta i§ paprastosios poniabudés bandinio, kuri sieké 0,80 %, o maziausia iSeiga iS arbatos grybo
bandinio — 0,21 % (3.7 pav.). Gauta iSeiga i$ juodojo berzo grybo bandinio sieké 0,34 %.
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3.7 pav. Gautos iSeigos po superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu
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Lyginant su analogiskai tyrimais atliktais kity mokslininky, juodojo berzo grybo iseigos, atlickant
SKE-CO2 metoda (50 °C, 35 MPa), sickia 0,4-0,5 % ribas [136]. Mazesn¢ ekstrakcijos iSeiga,
lyginant su literatiroje gautais rezultatais, galéjo jtakoti méginiy kompozicijos netolygumas dél
jvairiy aplinkos bei techniniy tyrimo atlikimo faktoriy. Literatiiroje duomeny apie paprastosios
poniabudeés ir arbatos grybo bandinius nerasta.

3.2.2. Ekstrakcija tirpikliais padidintame slégyje

Atlikus pagreitinto tirpiklio ekstrahavimo metoda su heksanu, kuris yra nepolinis tirpiklis, nustatyta,
kad didziausia surinkta iSeiga gauta i§ paprastosios poniabudés, kuri siekia 0,93 % (3.8 pav.). Tai
leidzia patvirtinti, kad paprastoji poniabudé sukaupia daugiausiai nepoliniy junginiy. Maziausia
lipofiliniy komponenty iSgauta i§ arbatos grybo bandinio, kurio verté sieké vos 0,36 %, o juodojo
berzo grybo iSgauty lipofiliniy komponenty iSeiga lygi 0,38 %, kuri nezenkliai aplenké arbatos grybo
bandinj. Heksanu isekstrahuoty lipofiliniy komponenty kiekis yra Siek tiek didesnis nei superkrizinés
ekstrakcijos anglies dvideginiu metu.

1.20

1.00

0.80

ISeiga, %
o
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ld Juodasis berzo grybas M Paprastoji poniabudé 4 Arbatos grybas

3.8 pav. Gautos iseigos po ekstrakcijos su heksano tirpikliu padidintame slégyje

Atlikus ekstrakcijg su acetonu, kuris yra vidutinio poliSkumo tirpiklis, gauti rezultatai atskleidZia, kad
didZiausia iSeiga gauta i§ arbatos grybo bandinio, kuri sieké net 9,27 %, o maZiausias iSeigos kiekis
nustatytas i§ paprastosios poniabudés, kurios gauta tik 1,19 % (3.9 pav.). Gauta iSeiga i§ juodojo
berzo grybo sieké 2,44 %.
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3.9 pav. Gautos iseigos po ekstrakcijos su acetono tirpikliu padidintame slégyje

Ekstrakcijos etanoliu rezultatai pateikti 3.10 paveiksle. Gauti rezultatai rodo, kad didziausias
etanolyje tirpiy komponenty kiekis yra iSekstrahuotas i§ arbatos grybo, kurio gauta iSeiga siekia net
35,39 %. Tai leidzia teigti, kad 18 arbatos grybo galima gauti daugiausiai poliniy junginiy. Maziausia
1Seiga gauta 18 juodojo berZo grybo bandinio, kurio verté sieke vos 1,78 %, o paprastosios poniabudés
Siek tiek daugiau — 4,83 %. Literatiiroje duomeny su tiriamaisiais gryby bandiniais nerasta.
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3.10 pav. Gautos iSeigos po ekstrakcijos su etanolio tirpikliu padidintame slégyje
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Apibendrinant tirty gryby ekstrakcijos tirpikliais padidintame slégyje iSeigy rezultatus gauta:
susumuota bendra juodojo berzo grybo iSeiga yra 4,60 %, bendra paprastosios poniabudés grybo
iSeiga yra 6,95 % ir bendra arbatos grybo iSeiga yra 45,38 %.

3.3. Ekstrakty antioksidacinio potencialo nustatymas

Laisvieji radikalai yra susije su jvairiomis patogeninémis ligomis, jie iSprovokuoja Sirdies ir smegeny
kraujagysliy ligas, cirozg, diabeta, uzdegimus, neurodegeneracines ligas, vézj ir su senéjimu
susijusias ligas [136]. Antioksidantai vaidina lemiamg vaidmenj zmoniy sveikatai, nes gali slopinti
arba atitolinti nepageidaujamas oksidacijos reakcijas ir taip uzkirsti kelig oksidaciniam stresui [132].
Todél antioksidantai ir jy paieSka yra labai svarbi, norint apsisaugoti nuo laisvyjy radikaly bei i§vengti
Jvairiy ligy.

3.4. Ekstrakty antioksidacinio aktyvumo tyrimas DPPH" metodu

Laisvyjy radikaly DPPH" (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil-hidratas) metoda sukiiré Blois 1958 metais,
siekdamas nustatyti antioksidacin] potencialg naudojant stabily laisvaj; DPPH" radikalg. Tyrimas
pagristas elektrony suriSimu. Reakcijos metu jvyksta spalvos kitimas i§ violetinés spalvos tirpalo |
bespalvj tirpalg (3.11 pav.). Kuo spalva artimesné bespalvei, tuo labiau junginys yra pasizymintis
antioksidacinémis savybémis, kurio tiksli antioksidacinio poveikio verté¢ jvertinama
spektrofotometriniu badu 517 nm bangos ilgyje. Naudojant §j metoda, galima greitai bei lengvai
jvertinti antioksidacinj junginiy efektyvuma [130].

Po 20min.
tamsoje —

)

\_/ =) ot

3.11 pav. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo) metodo spalvinis kitimas

Atlikus $ig analize visi méginiai pasizyméjo antioksidaciniu aktyvumu. Gauti duomenys rodo, kad
labiausiai laisvuosius radikalus suriSo ekstraktai, kurie buvo gauti i§ arbatos grybo grybienos:
acetoninis (11) ir etanolinis (12) ekstraktai bei liofilizuotas arbatos grybo fermentuoto skysc¢io (13)
bandinys. Siy ekstrakty rezultatai atitinkamai sieké 92,25 %, 89,91 %, bei 69,12 % laisvyjy radikaly
slopinimg (3.12 pav.). Juodojo berzo grybo acetonis (3) ir etanolinis (4) bei paprastosios poniabudés
acetoninis (7) ekstraktai, taip pat pasizyméjo dideliu antioksidaciniu aktyvumu, atitinkamai 45,66 %,
54,98 % ir 66.31 %. Sumazinus ekstrakto koncentracijg tirpale per puse, jy slopinimo vertés
nesumazejo. Arbatos grybo CO: bei heksaniniai ekstraktai pasizyméjo stipriu antioksidaciniu
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aktyvumu, atitinkamai 54,43 % ir 53,00 % prieSingai nei paprastosios poniabudés ir juodojo berzo
grybo COz2 bei heksaniniai ekstraktai, kurie pasizyméjo maziausiu antioksidaciniu aktyvumu 12,26—
13,65 % ribose. Galime daryti i§vada, kad poliniuose ekstraktuose yra daugiau antioksidaciniu efektu
pasizyminc¢iy junginiy nei nepoliniuose.

100.00
9225 g991
90.00 -
80.00
70.00 66.31 69.12
= 60.00 54.98 3
o i 53.74 541-_4 53.00
E 5000 45.66 )
[ —
B
2 4000
30.00
200061 1206 13.65 13.48
0.00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Bandinys

3.12 pav. Tiriamyjy 1-13 DPPH tyrimo rezultatai

3.4.1. Ekstrakty antioksidacinio aktyvumo tyrimas pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-
tripiridil-s-triazing

FRAP tyrimas naudojamas antioksidaciniai galiai i$matuoti, remiantis geleZies-tripiridiltriazino (Fe®
* TPTZ) redukavimu iki intensyvios mélynos spalvos gelezies — tripiridiltriazino komplekso (Fe?*
TPTZ), kuris spektrofotometriskai iSmatuojamas 593 nm bangos ilgyje (3.13 pav.) [138].

3+
Fe

Meginys + antioksidantas

3.13 pav. Gelezies (Fe**) iki gelezies (Fe?*) spalvinis kitimas FRAP metode
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Nubréziama FeSO4x7H20 kalibracinés tiesés $viesos sugerties priklausomybé nuo Fe?* jony
koncentracijos ir i§ §ios kreivés isreiskiama lygtis bei apskai¢iuojama Fe?* jony koncentracija
bandiniuose (3.14 pav.).
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3.14 pav. FeSO;, kalibraciné kreivé

Tyrime visi ekstraktai parodé antioksidacinj potencialg (3.15 pav.). Didziausias potencialas
pastebétas juodojo berzo acetoninio (3) ir etanolinio (4) ekstraktuose. Siy ekstrakty Fe?* jony
koncentracijos sieké apie 16,01-16,98 uM intervale. Maziausig antioksidacinj aktyvumg atskleidé
juodojo berzo grybo heksaninis (2) ekstraktas, kurio Fe?* jony koncentracijos verté sické vos 1,25
uM.

18.00 16.98 04
T 1601

16.00 T 0.35

14.00 03
= g
= 1200 =
s 025 3
£ 10.00 2
53 02 %
§ 800 =
q 015 2
2 6.00 2
i A

4.00 3.36 0.1

2.00 1.25 0.05

0.00 | 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Bandinys

3.15 pav. Tiriamyjy 1-13 FRAP tyrimo rezultatai
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3.4.2. Ekstrakty bendras fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folin-Ciocalteu
metodu

Folin-Ciocalteu metodas skirtas jvertinti bendra fenoliniy junginiy kiekj, pagristas elektrony
perdavimu, kuriuo matuojamas antioksidanto redukcinis pajégumas spektrofotometriniu budu 725
nm bangos ilgyje (3.16 pav.). Jis placiai taikomas nustatant bendra fenoliy / polifenoliy kiekj
bandiniuose [139].

HO OH
\©/ Folin-Ciocalteu Reagentas

OH
M
HO. OH Redukuotas
| | Folin-Ciocalteu Reagentas
@)

3.16 pav. Folin-Ciocalteu reagento spalvinis kitimas

Bendras fenoliniy junginiy kiekis yra iSreiSkiamas tanino ragsties koncentracija, mg/L. Siekiant
jvertinti bendrg fenoliniy junginiy kiekj nubrézta tanino riigSties kalibraciné kreive, kurioje yra
atvaizduota tanino riigsties koncentracijos priklausomybé nuo $viesos sugerties bei iSreiSkiama
lygtimi (3.17 pav).
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3.17 pav. Tanino rugsties kalibraciné tiesé¢
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Sis analizés metodas taip pat patvirtino, kad visi ekstraktai turi fenoliniy junginiy (3.18 pav.).
Didziausiu fenoliniy junginiy kiekiu pasizyméjo berzo grybo etanolinis (3) ir acetoninis (4) ekstraktai.
Siy ekstrakty reikimés svyravo 2,61-2,68 mg/l ribose. Sie rezultatai patvirtina pries tai gauty DPPH,
FRAP tyrimy rezultatus, kad 3, 4 bandiniai turintys didziausia fonoliniy junginiy koncentracija, taip
pat pasizyméjo stipriomis antioksidacinémis savybémis. Todél galima teigi, kad fenoliniy junginiy
koncentracija siejasi su antioksidaciniu aktyvumu. Paprastosios poniabudés heksaninis (6) ekstraktas,
pasizymeéjo maziausia fenoliniy junginiy koncentracija. Siame ekstrakte tanino riigities koncentracija
sieké vos 0,12 mg/I.
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3.18 pav. Tiriamyjy 1-13 bandiniy Folin-Ciocalteu tyrimo rezultatai
3.4.3. Antibakterinio aktyvumo nustatymas agaro difuziniu metodu

Antibakterinis aktyvumas yra susijes su junginiais, kurie naikina bakterijas arba létina jy augimo
greit]. Antibakterinés medziagos ypac svarbios kovojant su infekcinémis ligomis, taciau dé¢l plataus
ju naudojimo ir piktnaudziavimo vystosi bakterijy atsparumas naudojamoms antibakterinéms
medziagoms. Siuo metu tai yra viena didZiausiy farmacijos srities problemy, todél labai svarbu ieskoti
naujy junginiy pasizyminciy antibakteriniu poveikiu [140].

Escherichia coli yra gramneigiama lazdelés formos bakterija, kuri kolonizuojasi zmoniy ir kity
Siltakraujy gyviiny zarnose. Si bakterija viena svarbiausiy ligoniniy, gyviiny infekcijy, apsinuodijimy
maistu priezastis, kuri placiai plinta tarp zmoniy, gyviiny ir aplinkos. Klinikiniu pozitiriu Escherichia
coli gali sukelti jvairias klinikines ligas, pavyzdziui viduriavima, Slapimo taky infekcijas,
bakteriemija, meningita, septicemija ir pneumonija [141].

47



Bacillus subtilis yra gramteigiama lazdelés formos bakterija, formuojanti kar$¢iui atsparias sporas.
Gamtoje $i bakterija gyvena dirvozemyje, augaly Saknyse ir vandens aplinkoje. Nors ji gali augti
gyviiny virskinimo trakte, ji néra laikoma zmogui patogenine bakterija [142].

Antibakterinio aktyvumo 1-13 bandiniy rezultatai prie§ Escherichia coli (gram (-) ) ir Bacillus
subtilis (gram (+)) pavaizduoti 3.19 ir 3.20 paveiksléliuose. Tyrimo metodikos metu skai¢iuojama
slopinimo zona (mm) aplink tris tiksliniais bandiniais suvilgytus filtro diskelius Petri 1éksteléje. Pagal
rezultatus matome, kad tiriamieji 1-13 bandiniai parodé pranasesnj antibakterinj aktyvumg prie$
Bacillus subtilis (gram (+)).

Didziausig antibakterinj poveikj prie§ Escherichia coli (gram (-)) atskleidé paprastosios poniabudés
5, 6 ekstraktal, kurie gauti naudojant ekstrakcija su heksanu padidintame slégyje ir superkrizine
ekstracija anglies dvideginiu. Siy ekstrakty slopinimo zonos sieké 13,7-14,0 mm ribose (3.19 pav.).
Pries$ $ig bakterijg neparodé jokio poveikio Sie bandiniai: juodojo berzo 1, 2 ekstraktai, kurie gauti
naudojant ekstrakcijg su heksanu padidintame slégyje ir superkrizing ekstracijg anglies dvideginiu
bei paprastosios poniabudés etanolinis (8) ekstraktas. Antibiotiko (ciproflaksacino), kurio slopinimo
zona sieké 30,0 mm, o §j antibiotikg aktyvumu aplenkusiy bandiniy nebuvo.
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3.19 pav. Tiriamyjy bandiniy 1-13 antibakterinis poveikis prie§ Escherichia coli

Antibakteriniu poveikiu prie§ Bacillus subtilis (gram (-)) pasizyméjo dauguma bandiniy (3.20 pav).
Didziausig antibakterinj aktyvuma pavaizdavo paprastosios poniabudés 5, 6 ekstraktai, kurie gauti
naudojant ekstrakcijg su heksanu padidintame slégyje ir superkrizing ekstracija anglies dvideginiu.
Sie ekstraktai pasireiské 14,7 mm bei 14,3 mm slopinimo zonomis pries $ia bakterijg. Taip pat ryskus
poveikis pastebétas 9, 10 arbatos grybo ekstrakty, gauty naudojant superkrizing ekstracija anglies
dvideginiu ir ekstrakcija su heksanu padidintame slégyje. Jy slopinimo zona nustatyta 14,0-14,5 mm
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ribose. Prie$ $ig bakterijg jokio poveikio neparodé arbatos grybo liofilizuoto skys¢io 13 bandinys.
Antibiotiko (ciproflaksacino) pralenkian¢iy junginiy nebuvo, jo slopinimo zona prie§ Sig bakterija
lygi 25,0 mm.
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3.20 pav. Tiriamyjy bandiniy 1-13 antibakterinis poveikis prie§ Bacillus subtilis

Apibendrinus galime teigti, kad didesniu antibakteriniu aktyvumu pasizymintys yra lipofiliniai
bandiniy ekstraktai.

3.5. Ergosterolio koncentracijos nustatymas

Fitosteroliai yra natiiraliai esan¢iy augaluose steroidiniy triterpeny grupé. Fitosteroliai pasizymi
placiu farmakologiniy savybiy spektru, pavyzdziui prieSuzdegiminiu, imunomoduliuojanciu
poveikiu, kelio uzkirtimu aterosklerozei, Sirdies ir kraujagysliy ligoms [143]. Ergosterolis yra gausus
grybuose esantis biologiskai aktyvus fitosterolinis junginys, kuris ultravioletiniu (UV) apSvitinimu
gali virsti vitaminu D2 (3.21 pav.) [143].

\ ™

s-trans

Ergosterolis Ergokalciferols (Vitaminas D>)

3.21 pav. Ergosterolio konversija i ergokalciferolj [143]
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Sugertis, 280 nm

IS sudarytos ergosterolio koncentracijos kreivés (3.22 pav.) yra apskai¢iuojama ergosterolio
koncentracija, esanti gryby ektrakty bandiniuose.
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3.22 pav. Ergosterolio koncentracijos nustatymo kalibraciné kreivé

Atlikus efektyviyjy skys¢iy chromatografijoja, nustatyta, kad didziausia ergosterolio koncentracija
pasizyméjo paprastosios poniabudés acetoninis (7) ckstraktas, jo verté Zenkliai pralenké kitus
bandinius, kuri yra lygi 17,29 % (3.1 lentelé.). Ergosterolis visiskai neaptiktas visuose tirtuose
arbatos grybo 10, 11, 12 ekstraktuose bei juodojo berzo grybo heksaniniame (2) ekstrakte.

3.1 lentelé. Ergosterolio koncentracija ekstraktuose, mg/g

Bandinys Heksanas Acetonas Etanolis
Juodasis berzo grybas NA 2,29+0,11 1,19 + 0,02
Paprastoji poniabudé 1,09 +0,12 17,29 + 0,12 5,99+0,12

Arbatos grybas NA NA NA

NA —néra aptikta; SN — standartinis nuokrypis;

nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés = SN.

Moterims ir vyrams, esantiems 9—70 mety amziaus, rekomenduotina dienos dozé 600 IU, tai atitinka
0,015 mg D3 vitamino kiekio, o esant vitamino D trikumui — 600-2000 U, kas atitinka 0,015-0,05

mg (3.2 lentelé) [145]. Gauti kiekie vitamino D> yra Zenkliai didesni uz reikiama dienos dozg, todél
galima teigti, kad gauti kiekiai yra dideli.
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3.2 lentelé. Vitamino D rekomenduotina dienos dozé [144]

AmZiaus grupés

Rekomenduotina

Rekomenduotina dozé,

Paprastosios poniabudés acetoninio (7)
ekstrakto kiekis, norint gauti

(>18m.)

dienos dozé (IU) esant trikumui (1U) rekomenduotina dienos doze
0-12 mén. 400 400-1000 0,59 mg (400 1U)
1-8m. 400 600-1000 0,59 mg (400 1U)
9-18 m. 600 600-1000 0,87 mg (600 1U)
19-70 m. 600 1500-2000 0,87 mg (600 1U)
>70 m. 800 1500-2000 1,16 mg (800 1U)
Néstumo metu
(14-18 m)) 600 600-1000 0,87 mg (600 1U)
Néstumo metu
(>18m) 600 1500-2000 0,87 mg (600 1U)
Zindimo metu
(14-18 m) 600 600-1000 0,87 mg (600 1U)
Zindimo metu 600 1500-2000 0,87 mg (600 1U)
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4. Rekomendacijy dalis

Siame darbe juodo berzo ekstraktas 4, gautas naudojant ekstrakcija su etanolio tirpikliu padidintame
slégyje, pasizyméjo efektyviu antioksidaciniu veikimu ir antibakteriniu aktyvumu prie$ gam (-) bei
gram (+) bakterijas. D¢l savo iSskirtinio biologinio aktyvumo, $io ekstrakto panaudojimas biity
puikiai pritaikomas farmacijos pramoné¢je. Siame skyriuje pateikiama $io ekstrakto gavimo
aparatiiriné schema (4.1 pav.), kuria remiantis biity galima komercializuoti §j ekstraktg.

4.1 lentelé. Gamyboje naudoti jrenginiai

Irenginio nr. Irenginys Irenginio nr. Irenginys
1 Sraigtinis transporteris 13 Krosnis su cele
2 Liofilizavimo kamera 14 Dujy balionas
3 Liofilizatoriaus $al¢io gaudyklé 15 Surinkimo talpa
4 Garintuvas 16 Distiliaciné kolona
5 Absorberis 17 Reboileris
6 Kondensatorius 18 Surinkimo talpa
7 Generatorius 19 Kondensatorius
8 Atitirpinimo talpa 20 Refliukso biignas
9 Karsto vandens Saldymo talpa 21 Surinkimo talpa
10 Saulés kolektorius 22 Surinkimo talpa
11 Seperatorius R1-R2 Rezervuarai
12 Rutulinis maliinas S1-S9 IScentriniai siurbliai

Pradiné medZziaga juodasis berzo grybas (rezervuaras R1) tiekiamas su sraigtiniu transporteriu 1 j
liofilizavimo kamera 2. Siame darbe naudojama liofilizatoriaus energijos taupymo sistema naudojant
saulés energija sugeriant] Saldyma. Sistema i§ viso sudaro trys jrenginiai, tai yra saulés energijos
surinkimo kolektorius, absorbeinis $aldymo jrenginys ir Silumos kaupimo jrenginys. Absorbcinj
Saldymo jrenginj sudaro generatorius 7, kondensatorius 6, garintuvas 4 ir adsorberis 5. Saulés
energijos surinkimo jrenginj sudaro saulés kolektorius 10, karsto vandens $aldymo talpa 9. Silumos
kaupimo jrenginj sudaro atitirpinimo talpa 8 ir atlickamo kar$to oro kondicionavimo Silumos
atgavimo mechanizmas. Liofilizacijos proceso metu uzSaldyta pradiné medZiaga sublimuojama j
kieta biiseng vakuumo aplinkoje, drégmé pasalinama gary pavidalu ir galiausiai pradiné medZiaga
i8dzitsta. | liofilizatoriaus Sal€io gaudykle 3 perduota drégmé vél sublimuoja ir virsta ledu.
Sudziovinta medziaga perkeliama sraigtiniu transporteriu 1 j rutulinj maliing 12. Jame susmulkinta
zaliava keliauja sraigtiniu transporteriu 1 j seperatoriy 11, kuriame stambesnés nei 0.5 mm dalelés
keliauja atgal j rutulinj malting 12, o smulkesnés perkeliamos sraigtiniu transporteriu 1 j ekstrakcijos
cele. Krosnyje su cele 13 vykdoma ekstrakcija padidintame slégyje. Slégiui sukelti naudojamos azoto
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dujos i§ dujy baliono 14, o etanolis yra tickiamas j cele iScentriniu siurbliu S6. Po ekstrakcijos gautas
ekstraktas laikomas surinkimo talpoje 15, i§ kurios jis iScentriniu siurbliu S7 tiekiamas j distiliacijos
kolong 16. | reboilerj 17 tickiama Siluma, kad susidaryty garai. Reboileryje 17 pakile garai patenka j
distiliavimo kolong 16, i§ kurios atvése vél sugrizta | reboileri 17 per kolonos apacig. Atidirbes
skystis, kuris vadinamas dugno produktu, iSmetamas j surinkimo talpa 18. Garai distiliavimo kolonoje
16 juda aukstyn, o i8éje per virSy ausSinami kondensatoriuje 19. Kondensuotas skystis laikomas
talpykloje, vadinamoje refliukso buignu 20. Dalis $io skyscio iScentriniu siurbliu S8 grjzta j kolonos
vir$y (tai vadinama grjZztamuoju srautu), o kita dalis pasiSalina j surinkimo talpg 21 (tai vadinama
distiliatu arba virSutiniu produktu, kuris miisy atveju yra etanolis). Gautas sukoncentruotas juodojo
berzo ekstraktas (4) iScentriniu siurbliu S9 tiekiamas j surinkimo talpg 22.

vandens rezervuaro persipildymo anga

19 ISmetamujy dujy linija
20
Vandens i$leidimo anga

4.1 pav. Juodojo berzo 4 ekstrakto gamybos aparatiiriné schema
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ISvados

1. Ivertinus gryby (lot. Inonotus obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) cheminés sudéties
rodiklius, nustatyta, kad visuose gryby bandiniuose didziausig dalj sudaré angliavandeniai.
Didziausias kiekis nustatytas arbatos grybo bandinyje — 74,49 %, o maziausias paprastosios
poniabudés bandinyje — 59,36 %. Maziausia dalj visuose gryby bandiniuose sudaré riebaly kiekis,
didZiausias riebaly kiekis nustatytas paprastosios poniabudés bandinyje — 1,57 %, o maziausias
arbatos grybo bandinyje — 0,49 %. Didziausias baltymy kiekis nustatytas paprastosios poniabudés
bandinyje — 20,44 %, o maziausias kiekis juodojo berzo grybo bandinyje — 1,67 %. Paaiskéjo, kad
didZiausiu kiekiu mineraliniy medziagy pasizymi juodojo berzo grybo bandinys — 9,10 %, o
maziausiu arbatos grybo bandinys — 1,22 %. Taip pat didziausias drégmés kiekis nustatytas juodojo
berzo grybo bandinyje — 19,67 %, o maziausias paprastosios poniabudés bandinyje — 13,61 %.

2. Atlikus gryby (lot. Inonotus obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) ekstrakcija, taikant
superkrizing ekstrakcijg anglies dvideginiu, didZiausia gauta iSeiga — 1§ paprastosios poniabudés
bandinio. Sios ekstrakcijos iSeiga sické 0,80 %, o maZiausia — i$ arbatos grybo bandinio, $io ekstrakto
gauta iSeiga — 0,21 %.

3. Atlikus gryby (lot. Inonotus obliquus, Phallus impudicus, Kombucha) pakoping ekstrakcija,
didéjancio poliSkumo tirpikliais padidintame slégyje su heksanu, didziausia iSeiga gauta paprastosios
poniabudés bandinio — 0,93 %, o maziausia arbatos grybo bandinio — 0,36 %. Atlikus ekstrakcijg su
acetonu, didziausia iSeiga gauta arbatos grybo bandinio — 9,27 %, o maziausia paprastosios
poniabudés bandinio — 1,19 %. Atlikus ekstrakcija su etanoliu, didziausia iSeiga gauta arbatos grybo
bandinio — 35,39 %, o maZziausia juodojo berzo grybo bandinio — 1,78 %.

4. Atlikus DPPH, FRAP, Folin-Ciocalteu metodus, nustatyta, kad visi junginiai yra pasizymintis
antioksidacinémis savybémis. Stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo juodojo berzo (3)
acetoninis ir (4) etanolinis ekstraktai. Maziausiu efektyvumu pasizyméjo visy bandiniy nepoliniy
junginiy ekstraktai, gauti superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu ir tirpikliais padidintame
slégyje metodu.

5. Antibakterinis aktyvumas nustatytas 1-13 bandiniy prie§ Escherichia coli ir Bacillus subtilis
bakterijy rusis. DidZiausiu antibakteriniu aktyvumu prie§ Escherichia coli pasiZzyméjo paprastosios
poniabudés (5) ekstraktas, gautas superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu, kurio slopinimo verté
sieké¢ 14,0 mm. Taip pat pries Sig bakterijg visiSkai jokio poveikio neparodé juodojo berzo grybo
nepoliniai (1, 2) ekstraktai, kurie gauti superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu ir tirpikliais
padidintame slégyje metodu, bei etanolinis paprastosios poniabudés (8) ekstraktas. Stipriausia
poveikj prie§ Bacillus subtilis bakterijy rai§j parodé heksaninis poniabudés (6) ekstraktas, kurio verté
lygi 14,7 mm, o visiSkai jokio poveikio neparodé arbatos grybo (13) liofilizuotas skystis.

6. Atlikus efektyvigja skyséiy chromatografija 2—4, 6-8, 10-12 ekstraktams, kurie gauti ekstrakcijos
tirpikliais padidintame slégyje metodu, nustatyta, kad didziausia ergosterolio koncentracija
pasizyméjo acetoninis (7) ekstraktas. Be to, ergosterolis nebuvo aptiktas visuose tirtuose arbatos
grybo ekstraktuose bei juodojo berzo grybo heksaniniame (4) ekstrakte.

7. Suprojektuota juodojo berzo grybo etanolinio (4) ekstrakto pramoninés gamybos aparatiiriné
schema, naudojant ,Microsoft Visio* programa.
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