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IVADAS

Grybai dél savo metabolinio savitumo, ekologinés jvairovés, reik§mingo
vaidmens gamtoje ir sudétingo gyvybés ciklo traukia mokslininky mikology,
chemiky, biology, farmacininky démes;j jvairiais aspektais (Tkacz, 2004). Siuo
metu gryby vartojimas didéja, ir jie iSliecka komerciniu poziiiriu svarbia zaliava
delikatesiniy maisto produkty gamintojams (Nowacka et al., 2014). Kartu
mokslas vis labiau koncentruojasi i visuomenés vystymasi, iskaitant kova su
skurdu ir tvary gamtiniy i$tekliy naudojimg. Siekiant Siy tiksly pasiektas realus
progresas plétojant gryby panaudojima jvairiose Srityse, ir §i plétra tesiasi toliau
(Boa, 2004).

Pastaraisiais metais atliekant tyrimus su makrogrybais pavyko isskirti
daug naujy antriniy metabolity, pasizymin¢iy jvairiomis cheminémis
struktiromis ir jdomiomis biologinio aktyvumo savybémis. Sios savitos
molekulés yra ypa¢ perspektyvus saltinis sintetinti naujoms medziagoms, kurios
gali pagerinti biologines organizmo funkcijas ar sudaryti sglygas medicinos
atradimams, pavyzdziui kaip imunomoduliuojan¢iu bioaktyvumu, vézi
veikianCiomis savybémis pasizyminc¢ios cheminés prevencinés medziagos ir kt.
Taciau, norint pasiekti teigiamy rezultaty, reikia iSspresti daug klausimy,
susijusiy su veikliyjy molekuliy isskyrimu i§ gryby, juy identifikacija,
biosintetiniu metabolizmu ir atrankos modeliais. Mokslininkai nuolat atlieka
tyrimus, kuriy metu bandoma i§ gryby isskirti naujas veikligsias medZziagas,
tadiau $iuo metu komerci§kai prieinami produktai vis dar yra labai riboti ir
daugiausia gaunami apdorojant gryby zaliava, o tai yra daug laiko ir darbo
sanaudy reikalaujantis procesas (Zhong and Xiao, 2009). Kuriant strategijas,
kaip naujus antrinius metabolitus paversti pramonei naudingais natiraliais
produktais, laukinés, neistirtos gryby ruSys dél didelio paplitimo galéty buti
perspektyvus Saltinis. Be to, Zinomy rasiy ir iki galo iSanalizuoty gryby santykis
yra labai mazas. Platus ir jvairiapusis makroskopiniy gryby, biologiskai veikliy
metabolity panaudojamas etnomedicinoje, ekologinis poreikis, skatinantis grybus
gaminti antrinius metabolitus, ir padidéjusios genetinés, farmakologinés bei
chemings analizés galimybés jrodé, kad grybai gali bati sékmingai naudojami
kaip natarali vertinga zaliava (Lindequist, Niedermeyer and Julich, 2005). Ypag
didele biologiskai veikliy metabolity jvairove pasiZymintys makrogrybai gali
buti sékmingai panaudojami medicinoje, maisto, terapinéje ar fitochemijos
pramonéje ir palengvinti naujus auks$tesniyjy gryby tyrimus, siekiant i$skirti
juose esancias biologiskai veiklias medZiagas.

Remiantis vietiniy mikology patirtimi, Pranctizijos Piety Pirény regione
augantys maziau zinomi grybai gali buti identifikuojami kaip perspektyvus
biologiskai veikliy medziagy Saltinis. Deja, iki $iol néra pakankamai mokslinés
informacijos apie kai kuriy laukiniy gryby rtsiy i$skirtus gamtinius antrinius
metabolitus ir jy antioksidacines, antimikrobines bei kitas maisto produkty
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apsaugines ir (arba) sveikata gerinancias savybes. Dél to galima iSkelti hipoteze,
kad laukinése gryby rtsyse gali biiti vertingy natiiraliy biologiskai veikliy
molekuliy, pasizymin¢iy daugeliu savybiy, kurias galima pritaikyti jvairiose
maisto pramonés ir medicinos srityse, pvz., kaip funkciniy maisto produkty ir
nutraceptiky ingredientus. Norint $ig hipotez¢ patvirtinti, butina identifikuoti
perspektyvias gamtines biologiskai veiklias molekules ir jas efektyviai istirti. Tali
galima padaryti optimizuojant biochemines aptikimo metodikas, siekiant
pagerinti naujai atrandamy iStekliy sauguma ir aktyviy molekuliy biologinj
prieinamuma.

Darbo tikslas

Darbo tikslas yra istirti pasirinkty retyjy gryby rasiy antioksidacines,
antimikrobines ir bioaktyvumo savybes, kad bity galima juos panaudoti
gaminant aukstos kokybés maisto produktus ir funkcinius ingredientus.

Darbo uZdaviniai:

1. Atlikti dziovintos gryby medziagos ekstrakcija, panaudojant didéjancio
poliskumo tirpiklius, ir nustatyti ekstrakty iSeigas.

2. Ivertinti gryby ekstrakty antioksidacinj aktyvuma, atliekant in vitro
bandymus.

3. Ivertinti gryby ekstrakty antimikrobinj aktyvuma, panaudojant
patogeninius mikroorganizmus.

4. Ivertinti atrinkty laukiniy gryby riiiy citotoksiSkumo savybes.

5. I8skirti ir iSgryninti antrinius metabolitus i§ pasirinkty gryby rasiy,
panaudojant chromatografijos metodus.

6. Nustatyti isskirty antriniy metabolity struktiras ESI-MS, MS/MS, 'H
BMR, *C BMR, HMBC, COSY ir HMQC spektroskopijos metodais.

7. Ivertinti i§ atrinkty gryby rusiy i$skirty antriniy metabolity antioksidacinj
ir citotoksinj aktyvuma.

8. In vitro bandymais istirti pasirinkty gryby, rinkty skirtingais derliaus
nuémimo periodais, ekstrakty ir i§ jy iSskirty junginiy slopinamajj
poveikj virskinamojo trakto nematodams.

Mokslinis naujumas
Parengtos daktaro disertacijos mokslinis naujumas pagristas Siais argumentais:

e Pirmg kartg atlikti sistemingi ir i§samiis atrinkty Piety Pirény gryby rasiy

ekstrakty antioksidaciniy, antimikrobiniy ir citotoksiniy savybiy tyrimai;

e Pirmg kartg i§ tirty gryby rasiy i$skirti ir identifikuoti tiksliniai, niekur
neapra8yti biologiskai veikliis organiniai junginiai.



e Pirmg kartg jvertintas identifikuoty junginiy slopinamasis poveikis
virskinamojo trakto nematodams, jy antioksidacinis ir citotoksinis
aktyvumas;
o Atrinkty gryby rtsiy ekstraktai pirmg kartg aprasyti kaip antihelmintinés
medziagos.

Praktiné reik§meé

Atlikti i§samis ir sistemingi Piety Pirény gryby riiSiy antioksidaciniy ir
antimikrobiniy savybiy tyrimai yra svarbiis, norint Siuos grybus panaudoti
praktiskai, kaip natiiralius funkcinius ingredientus maisto produktams praturtinti
ar kitais tikslais.

Identifikavus hispidino, hispolono ir inonotinés ragsties metilesterio
junginius ir jvertinus jy citotoksinj bei antioksidacinj aktyvuma, gauta
informacija gali biiti panaudojama medicinos, terapinés fitochemijos srityse ar
kuriant naujas prototipines maisto struktiiras.

Atlikty in vitro bandymy rezultatai patvirtino atrinkty gryby rasiy ir i$ jy
i§skirty junginiy biologinj aktyvumga ir geba slopinti virskinamojo trakto
nematodus. Gryby ekstraktai gali tapti viena i§ veiksmingy natiiraliy
antihelmintiniy preparaty alternatyvy gyvulininkystéje atrajojantiems gyviinams,
kadangi nuolatinis sintetiniy preparaty naudojimas skatina nematody atsparuma
bei sintetiniy medziagy tikimybg akumuliuotis gyviino mésoje ar piene.
Ginamieji disertacijos teiginiai:

1 Atrinktose laukiniy gryby rasyse yra vertingy biologiskai veikliy
sudétiniy junginiy, tokiy kaip antioksidacinés, antimikrobinés ir
citotoksinés medziagos, o tinkamas tirpikliy parinkimas leidzia
iSgauti frakcijas su didZiausiu biologiskai veikliy junginiy kiekiu.

2. Atrinktos gryby raSys P. schweinitzii ir I. hispidus pasizymi
potencialiu in vitro poveikiu virskinamojo trakto nematodams;
tadiau, atsizvelgiant | gryby derliaus rinkimo laikotarpj, juose
esanéiy veikliy sudétiniy medziagy kiekis gali kisti ir daryti jtaka
antihelmintiniam aktyvumui.

Darbo pripaZinimas

Darbo rezultatai paskelbti 2 publikacijose: Zurnale ,,JJMM-Indian Journal
of Medical Microbiology* (priimtas publikuoti) ir ,,LWT-Food Science and
Technology*, esan¢iuose Thomson Reuters Web of Knowledge bazéje cituojamy
leidiniy sgrase. Darbo rezultatai pristatyti 8 tarptautinése konferencijose.

Disertacijos struktiira ir turinys



Daktaro disertacija yra parengta angly kalba ir sudaryta i§ $iy skyriy:
padékos, santrumpy sarasas, jvadas, literattiros apzvalga, medziagos ir metodai,
rezultatai ir aptarimas, iSvados, literatliros S$altiniy sgrasas, priedai, tezés,
rezultatams aktualiy publikacijy sgraSas. Disertacijos apimtis 138 puslapiai, 9
lentelés ir 41 paveikslas. Literatiiros sarasa sudaro 244 bibliografinés nuorodos.

2. MEDZIAGOS IR METODIKA

2.1. TYRIMO OBJEKTAI

2011 m. ruden] Pranctizijos pietvakariy regione buvo surinktos dvidesimt
keturios pakrantés kopy gryby rii§ys. 2009 m. rudenj Pranctizijos Piety Pirény
regione buvo surinktos SeSios misko gryby rtsys (Phaeolus schweinitzii,
Inonotus hispidus, Tricholoma columbetta, Tricholoma caligatum, Xerocomus
chrysenteron, Hydnellum ferrugineum). Papildomai gryby rasis Phaeolus
schweinitzii buvo rinkta 2011 ir 2012 metais. Taksonominé identifikacija atlikta
Bordo-Akvitanijos INRA tyrimy centro padalinyje ,,Mikologija ir maisto sauga“
ir Tulizos universiteto farmacijos fakulteto mikologijos draugijoje. Visi $altai
iSdziovinti (liofilizacija) grybai analizei atlikti buvo laikomi popieriniuose
maiSelivose, desikatoriuje kambario temperatiroje (<30 °C).

2.2. TYRIMO METODIKA

Grybai buvo frakcionuojami naudojant didéjanéio poliSkumo tirpiklius
(HPLC grynumo): cikloheksana, dichlormetana, metanolj ir dejonizuota vanden;.
Nuoseklia Soksleto ekstrakcija i§ gryby frakcionuojami tirpGs junginiai po
kiekvieno tirpiklio buvo i8dziovinti rotaciniu garintuvu, o liku¢iai ekstrahuoti
verdanciu vandeniu (1 pav.).

Sistemingai jvertintas atrinkty gryby rasiy antioksidacinis, antimikrobinis
ir biologinis veiklumas. Gryby ekstrakty antioksidacinis aktyvumas buvo
iSsamiai jvertintas naudojant in vitro sistemas. Radikaly sujungimo geba taikant
2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH®) radikalo ir 2,2’-azino-bis-3-etilbenz-
tiazolin-6-sulfono riigsties (ABTS™) katijono radikalo blukinimo metodus. Taip
pat nustatyta gelezies jony (Fe*) redukavimo geba FRAP metodu bei deguonies
radikalo sujungimo geba (ORAC). Bendrasis fenoliniy junginiy kiekis (BFJK)
nustatytas Folin-Ciocalteu’s metodu ir iSreik$tas mg galo rugsties ekvivalenty
(GRE)/g sauso ekstrakto. Ekstrakty antioksidaciniai rodikliai buvo susumuoti
naudojant sumines reik§mes — ekstrakto ,,antioksidacinj balag* (EAB), kuris yra
lygus tuo paciu tirpikliu visuose bandymuose gautos frakcijos reikSmiy sumai.
EAB isreiskiamas vadinamaisiais ,,palyginamaisiais suminiais vienetais“ 1 ¢
sausos ekstrakto masés (psv/g esm). Siekiant jvertinti suminj EAB ir ekstrakto
iSeigos (EI) efektg, buvo jvestas ,,gryby antioksidacinis balas*“ (GAB), kuris
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iSreiskiamas 1g sauso grybo masés (psv/ggsm). O gryby ekstrakty
antimikrobinis aktyvumas buvo jvertintas su gramteigiamomis (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus) ir gramneigiamomis (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli) bakterijomis disko difuzijos ir bioautografijos metodais.
Biologinis veiklumas tirtas naudojant Leischmania infantum parazito
amastigotus.

Grybo méginys

Soksleto ekstrakcija cikloheksanu, 5h

> Liekana 1

Y
Cikloheksano Soksleto ekstrakcija dichlorometanu, 5h
ekstraktas
- | Liekana 2
Y
Dichlorometano . .
ekstraktas Soksleto ekstrakcija metanoliu, 5h
L7 Liekana 3
Metanolio ekstraktas
Ekstrakcija su magnetine
maiSykle, Sh
Y Y
Vandens ekstraktas Liekana 4

1 pav. Gryby ekstrakcijos schema

Jvertinus laukiniy gryby frakcijy antioksidacinj, antimikrobinj ir biologinj
aktyvuma in vitro metodais, kaip tyrimo objektas pasirinktas P. schweinitzii,
kurio metanolinis ekstraktas pasizyméjo reik§mingu aktyvumu, palyginti su tirty
gryby rasiy ekstraktais. P. schweinitzii antriniai metabolitai i$skirti naudojant
chromatografijos metodus ir istirti spektroskopijos metodais (masiy
spektroskopija (MS), tandemine masiy spektroskopija (MS/MS), branduolio
magnetinio rezonanso spektroskopija (BMR), protony branduolio magnetinio
rezonanso  spektroskopija  (*H  BMR), heterobranduoline  koreliuota
spektroskopija (HMBC, COSY, HMQC).
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Iskirty junginiy antioksidacinis aktyvumas nustatytas ABTS™, DPPH’,
FRAP, ORAC metodais. Biologinis junginiy genotoksiskumas jvertintas in vitro
metodais su zmogaus limfocitais mikrobranduolyje ir sukeliant chromosomy
nuokrypius nuo normos limfocituose, taip pat atlikti pirminio DNR paZeidimo ir
bakterijos lgstelés mutacijos tyrimai. IStirtas antiparazitinis antriniy metabolity
aktyvumas naudojant L. infantum promastigotus.

Gryby, kurie buvo rinktos skirtingais mety laikotarpiais, rasiy ir i§ jy
iSskirty junginiy antihelmintinis aktyvumas nustatytas naudojant vir§kinamojo
trakto nematodus H. contorus ir T. culumbiformis.

Eksperimentai buvo kartoti maziausiai 3 kartus, vidutinés vertés ir jy
standartiniai nuokrypiai apskaiiuoti MS Excel 2003 programa. Tiriant
antimikrobines savybes, citotoksiSkumg ir biologinj ekstrakty aktyvuma,
jvertinta ir paties tirpiklio, kuriuo buvo vykdoma ekstrakcija, jtaka.

3. REZULTATAI IR APTARIMAS

3.1. LAUKINIU GRYBUY EKSTRAKTU ISEIGA IR ANTIOKSIDACINES
SAVYBES

Sios tyrimy dalies tikslas buvo nustatyti gryby rasiy ekstrakty iSeiga ir
antioksidacinj aktyvumga in vitro metodais. Siekiant tarpusavyje palyginti gautas
vertes, ABTS™, DPPH’, FRAP ir ORAC bandymy rezultatai ireiksti trolokso
(vandenyje tirpstantis vitamino E analogas) ekvivalentais, t. y. trolokso kiekis
1M, turintis pana$y antioksidacinj pajéguma, kaip 1 gramas esm. Antioksidacinis
aktyvumas buvo apibendrintas naudojant ekstrakty (EAB) ir sauso grybo (GAB)
,,antioksidacinius balus® ir iSreik$tas vadinamaisiais ,,palyginamaisiais suminiais
vienetais® (PSV). Buvo vertinama jvairiy gryby rasiy iSeiga ir antioksidacinis
potencialas, taip pat skirtingy tirpikliy ir taikyty antioksidacinio aktyvumo
nustatymo metody jtaka.

3.1.1. Skirtingais tirpikliais ekstrahuoty gryby ekstrakty iSeiga

Laukiniuose grybuose esanciy biologiSkai veikliy junginiy koncentracija
stipriai skyrési poliniuose ir nepoliniuose tirpikliuose. Nepoliniame cikloheksane
tirpios frakcijos iSeiga, priklausomai nuo gryby rusies, kito nuo 0,61 proc. (S.
halophila) iki 5,14 proc. (R. badia), aprotoninio tirpiklio dichlorometano atveju
iSeiga Kito nuo 0,52 proc. (G. ammophilus) iki 3,42 proc. (T. caligatum),
protoninio metanolio — nuo 6,77 proc. (S. halophila) iki 41,29 proc. (A.
pseudopratensis). O verdan¢iu vandeniu i§ 6 misko gryby rasiy buvo papildomai
iSekstrahuota nuo 2,94 proc. (H. ferrugineum) iki 25,29 proc. (T. columbetta)
vandenyje tirpiy junginiy. Didziausia bendra iSeiga i§ visy frakcijy, ekstrahuojant
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visy tipy tirpikliais, buvo gauta i§ T. caligatum (63,15 proc.), 0 maziausia — i§
S. halophila (8,54 proc.).

Palyginus gauty ekstrakty iSeigas tarp ekstrahenty nustatyta, kad daugiausia
tirpiy junginiy buvo iSekstrahuota panaudojus auksta dielektrine skvarba
pasizymincius protoninius tirpiklius, $iuo atveju — metanolj ir vandenj. IS to
galima spresti, kad tirtuose grybuose buvo aptinkama mazai junginiy, turin¢iy
lipofilines funkcines grupes. Skirtingais tirpikliais gautos iSeigos yra labai svarbi
charakteristika taikant biorektifikacijos koncepcija biomedZiagoms tirti ir norint
jas konvertuoti j frakcijas be atlieky.

3.1.2. Skirtingy laukiniy grybu riasiy ekstrakty antioksidacinio aktyvumo
palyginimas

Didziausiu  antioksidaciniu  potencialu  pasizyméjo |. hispidus ir
P. schweinitzii ekstraktai, ypa¢ radikalo sujungimo bandymuose, o ekstraktai,
i8skirti i§ L. vinosus ir T. columbetta, buvo silpno antiradikalinio aktyvumo $iy
bandymy metu. Pavyzdziui, |. hispidus (3108,9 uM TE/g) ekstrakto aktyvumas
naudojant ABTS™ katijony radikalo blukimo metoda buvo daugiau nei 100 karty
didesnis, palyginti su L. vinosus (29,3 uM TE/g). Sie skirtumai buvo maziau
pastebimi naudojant DPPH" radikalo ar geleZies jony (Fe*") redukavimo gebos
FRAP metodus, 0 ORAC reiksmés Kito nuo 36,0 (S. halophila) iki 461,9 uM
TE/g (1. hispidus).
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X. chrysenteron
T. focale

T. auratum

T. caligatum

T. columbetta
C.odora
A.avoidea
C.suberetorum
R. badia

L. vinosus

P. schweinitzii

A. devoniensis
I. Hispidus

A. menieri
H. ferrugineum

A. pseudopratensis
A. fissuratus

A. coniferarum
S.subvolvatus
S.halophila

C. infractus

G. ammophilus
M .cinereifolia

2 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK) grybuose

Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK) kito nuo 15,17 (A. devoniensis)
iki 84,47 mg GRE/g (l. hispidus). Tac¢iau gauty ekstrakty iSeigos priklausé tiek
nuo gryby rusies, tiek nuo ekstrakcijos metu naudoto tirpiklio, todél ekstrakty
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BFIJK reik§més buvo perskaiciuotos 1 g grybo sausos masés (gsm), atsizvelgiant,
kiek BFJK ekstrahuota kiekvienu tirpikliu. Siuo biidu isreikitos BFJK reik§més
yra pavaizduotos 2 pav.: jos kito nuo 0,51 mg GRE/g gsm (S. halophila) iki
5,90 mg GRE/g gsm (l. hispidus). Daugeliu atvejy BFJK reik§més sutapo su kity
tyrimy metu nustatytomis antioksidacinio aktyvumo reikSmémis.
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3 pav. Gryby risiy antioksidaciniai balai, gauti sumuojant antioksidacinio aktyvumo
reik§mes

Atlikus visus naudoty antioksidaciniy metody palyginima, laukiniy gryby
sauso grybo antioksidaciniai balai (GAB) buvo iSreiksti palyginamaisiais
suminiais vienetais (psv/g gsm) ir pavaizduoti 3 pav. Kelios rasys (I. hispidus,
P. schweinitzii, C. infractus) pasizyméjo didziausiu antioksidaciniu potencialu,
palyginti su didzigja tirty gryby dalimi; jy suminiai antioksidaciniai balai kito
intervalu 481-808 psv/g gsm. O Agaricaceae (109-325 psv/g gsm) ir Boletaceae
(140-253 ciu/g gsm) seimy rasys pasizyméjo didesniu antioksidaciniy aktyvumu
nei Tricholomataceae (47-206 psv/g gsm) ir likusios tirtos $eimos.

3.1.4.Metodo jtaka antioksidacinio aktyvumo nustatymams

Skirtingais analizés metodais jvertinas antioksidacinis aktyvumas Kkito
plagiu intervalu ir priklausé nuo grybo rusies bei ekstrahento. DidZiausiu Fe®*
gelezies jony redukciniu aktyvumu pasizyméjo ekstraktai, kuriy bendra frakcijy
suma buvo nuo 128 (M. cinereifolia) iki 4248 uM TE/g (1. hispidus). ABTS™
sujungimo geba svyravo nuo 29,3 (L. vinosus) iki 3109 uM TE/g (I. hispidus);
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DPPH’ radikalo sujungimas kito nuo 44,4 (T. columbetta) iki 2768 uM TE/g
(. hispidus), o maziausios reik§més buvo i§matuotos ORAC sujungimo geba —
nuo 35,98 (S. halophila) iki 462 M TE/g (P. schweinitzii). Stipri koreliacija buvo
tarp ABTS™ ir FRAP (R?=0,9095), taip pat DPPH" ir ABTS™ (R? = 0,9498)
metody; Bendras fenoliniy 2junginiq kiekis ekstraktuose pasizyméjo stipria
koreliacija su DPPH’ (R°=0,9043), FRAP (R?=0,9230) ir ABTS™
(R? =0,8842) metodais, o tai patvirtina, kad fenoliniy junginiy kiekis daro jtaka
frakcijy antioksidaciniam aktyvumui. Taciau pastebéta, kad koreliacija tarp TPC
ir ORAC buvo silpna (R? = 0,44).

3.2. LAUKINIU GRYBU RUSIU ANTIBAKTERINES IR BIOLOGINES
SAVYBES

3.2.1. Gryby ekstrakty antibakterinés savybés

Laukiniuose grybuose esantys antriniai metabolitai, pasizymintys
antioksidaciniu aktyvumu, taip pat gali skirtingai veikti mikroorganizmus. Sios
dalies tyrimy tikslas buvo jvertinti gryby ekstrakty antimikrobinj poveikj
gramteigiamoms ir gramneigiamoms bakterijoms. Tiriant 80 gryby ekstrakty
didziausiu antimikrobiniu aktyvumu pasizyméjo B. impolitus, B. luridus,
G. ammophilus, S. halophila, T. caligatum, C. Infractus (75-95proc.), o
B. lepidus, B. lupinus, T.focale, T.auratum, C.odora, A.avoidea, R. badia,
L. vinosus, C. suberetorum, M. cinereifolia ir Agacicaceae S$eimos rasiy
aktyvumas buvo 30-50 proc.; devyniy gryby rusiy ekstraktai buvo neaktyvas.

24 4 E79mm E10-15mm  @>15mm Pilnas aktyvumas
22 | B7-9mm B@10-15mm  m>15mm Dalinis aktyvumas
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B 46
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S.aureus B.cereus P.aeruginosa E.coli
5 pav. Ekstrakty, aktyviai veikianciy tirtus mikroorganizmus, kiekio pasiskirstymas pagal
sterilumo zonas

Pastebétos didZiausios mikroorganizmy P. aeruginosa ir B. cereus
slopinimo ribos disko difuzijos metodu, kurios buvo daugiau nei 15 mm
skersmens, metanolio P. schweinitzii ir 1. hispidus ekstraktuose. Taip pat stipriu
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inhibiciniu poveikiu (>15 mm) pasizyméjo ir C. infractus metanolio ekstraktas
su dalinio aktyvumo poveikiu P. aeruginosa. Antimikrobinio aktyvumo skirtumy
tarp jvairiy rosiy gali atsirasti del skirtingy antriniy metabolity ir jy kiekio
grybuose, taip pat skirtingai paveikti, pvz., pasizyméti stipriu aktyvumu, slopinti
visas mikroorganizmy kolonijas arba turéti dalinj slopinamaji aktyvuma aplink
diska, esant pavienéms mikroorganizmy kolonijoms (5 pav.).

Didzioji dalis tirty gryby frakcijy aktyviau veiké gramteigiamas (Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus) nei gramneigiamas (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli) bakterijas. Gryby rusys, kurioms ekstrahuoti naudotas
metanolis, pasizyméjo  stipriausiu  slopinamuoju  aktyvumu,  i$skyrus
dichlorometano frakcijas Agaricaceae Seimos grybams, kurios turéjo didesnj
poveikj tirtoms bakterijoms.

3.1.3.Skirtingy ekstrakty antioksidacinio aktyvumo palyginimas

Panaudojant skirtingo poliSkumo tirpiklius buvo jvertintas gauty ekstrakty
antioksidacinis aktyvumas. Rezultatai aiskiai parodo (4 pav.), kad sudedamyjy
daliy, ekstrahuoty skirtingais tirpikliais, antioksidacinis aktyvumas kiekvienoje
frakcijoje labai priklauso nuo gryby rusies. I$ I. hispidus ir P.schweinitzii
(didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizymincios riiSys) protoniniais
ekstrahentais (metanoliu ir vandeniu) frakcionuoti ekstraktai buvo daug
aktyvesni antioksidantai nei tos pacios rusies cikloheksano ir dichlorometano
ekstraktai tiriant visais metodais; kai buvo tirtos kitos gryby riisys, didesniu
antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo ir nepoliniai ekstrahentai. Pavyzdziui, 10
gryby rasiy  (A. freirei, A. devoniensis, A.fissuratus, S. subvolvatus,
G. ammophilus, B. lepidus, B. lupinus, S. halophila, T.focale, C. odora)
cikloheksano ekstraktai buvo 10-30 proc. aktyvesni antioksidantai su didesne
DPPH" radikalo sujungimo geba, ABTS"" katijono radikalo ir FRAP redukciniu
aktyvumu tirtais metodais, palyginti su dichlorometano ekstraktais. Naudojant
visus metodus T. columbetta ir X. chrysenteron (isskyrus DPPH" bandymg)
cikloheksano frakcijos buvo 10-40 proc. aktyvesnés nei dichlorometano
frakcijos. Taciau reikty paminéti, kad Sios riiSys buvo charakterizuotos kaip
turinios pakankama antioksidacinj aktyvumga. Kity 20 gryby rasiy rezultatai
buvo panasiis, ir aktyvumas didéjo naudojant protoninius ekstrahentus. J[domu
pazyméti, kad A. menieri, A.pseudopratensis, B. luridus, T. caligatum rusiy
dichlorometano frakcijos pasizyméjo aktyvesne, kartais net 40 proc. didesne
redukavimo geba nei metanolio frakcija, iStirta FRAP metodu, o bendras
fenoliniy junginiy kiekis (BFJK) Sioms frakcijoms buvo taip pat atitinkamai
didesnis. A. menieri, A.freirei, L. subolivaceus, B. lupinus, T. auratum,
L. vinosus cikloheksano ir dichlorometano ekstrakty deguonies radikalo
sujungimo geba ORAC metodu buvo 10-50 proc. didesné nei metanolio
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ekstrakto antiradikalinis aktyvumas. Todél galima teigti, kad Sioms gryby rasims
cikloheksanas ir dichlormetanas yra tinkamas tirpiklis fenoliams ekstrahuoti.
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4 pav. Gryby ekstrakty antioksidacinio aktyvumo balai, gauti sumuojant antioksidacinio
aktyvumo reik§mes

Atlikti tyrimai parodé, kad metanolis ir vanduo gali biiti naudojami
antioksidantams ekstrahuoti i§ laukiniy gryby rusiy, kai yra atlikta pirminé
ekstrakcija poliniais organiniais tirpikliais. Vanduo yra naudojamas kaip
ekstrahentas, taciau ne visada yra pakankamai efektyvus augalo biologiskai
veikliems junginiams i§skirti. PavyzdZziui, I. hispidus vandeninis ekstraktas buvo
stipriausias antioksidantas ABTS™, FRAP ir TPC bandymy metu; taciau jis buvo
beveik 6 kartus silpnesnis taikant deguonies radikalo sujungimo ORAC metoda,
palyginti su metanoliu. Taip pat svarbu pazyméti, kad I. hispidus vandens
ekstrakto iSeiga buvo pastebimai didesné nei gauta kitais tirpikliais; vandens
frakcija sudaré 67 proc. visy ekstrakty. Kity 6 tirty misko gryby rasiy vandens
ekstraktai buvo pastebimai maziau efektyvis atlickant ORAC bandyma, i$skyrus
H. ferrugineum, kur skirtumas tarp metanolio ir vandens frakcijy sudaré tik
14 proc. Reikty atkreipti démesj ir | tai, kad vandens ekstraktai buvo gauti
verdant liekanas po ekstrakcijos organiniais tirpikliais, todél S$iuo atveju
ekstrakcijos medziagoje galé¢jo vykti hidrolizé ir kiti cheminiai kitimai. Didzioji
dalis gryby metanolio ekstrakty pasizymeéjo didziausiu antioksidaciniu aktyvumu
naudojant ABTS™, DPPH’ radikalo sujungimo, FRAP redukavimo metodus, o
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dichlorometano ir cikloheksano ekstraktai buvo kelis kartus silpnesni radikaly
akceptoriai, i§skyrus pries$ tai apraSytas kelias riisis. Moksliniais tyrimais jrodyta,
kad didesnis antioksidanty kiekis i§ augalinés Zaliavos dazniausiai iSgaunamas
poliniais ekstrahentais (Brahmi et al., 2012), ta¢iau musy atlikto tyrimo metu tai
galiojo ne visoms laukinéms gryby riisims (Smolskaité et al., 2015). Suminiai
antioksidacinio aktyvumo balai buvo taip pat apskaiiuoti jvertinus skirtingo
poliskumo ekstrahenty efektyvuma tirtoms gryby rasims 4 pav.

3.2.2. Junginiy skirstymas i§ grybuy ekstrakty virSutinio agaro sluoksnio
metodu

Bioautografija yra labai patogus ir paprastas metodas gamtiniams
metabolitams atrinkti, ypa¢ tiems, kurie pasizymi stipriu biologiniu poveikiu
patogeniniams mikroorganizmams. Natiiraliy produkty i$skyrimas kartais gali
sukurti ir optimizuoti process, kurio metu galima aptikti mazus junginiy kiekius
ir nustatyti jy biologinj aktyvuma (Dewanjee et al.). Atsizvelgiant j S$ias
problemas, bioautografinis aptikimo metodas gali buti laikomas kaip vienas i§
galimy sprendimo biidy.

Siame tyrime metanolio ekstraktai buvo frakcionuoti plonasluoksnés
chromatografijos (PCh) plokstelése bioautografijos metodu ir aktyviis skaidriis
plotai stebéti violetiniame fone. Gyvy lasteliy mitochondrijy geltonas MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio bromido tetra-zolis) yra
redukuojamas j purpurinj formazang. Redukcija vyksta, kai mikroorganizmy
lastelés yra vis dar gyvos, todél skaidris plotai PCh plokstelése apibaidina
frakcijy efektyvuma ir Zuvusias lasteles. Antimikrobinj aktyvuma, naudojant
virSutinio agaro sluoksnio metods, galima paaiskinti kaip gryby antriniy
metabolity, tokiy kaip alkaloidai, flavonoidai, buvimg ekstraktuose. 1 lenteléje
pateikta 30 metanolio ekstrakty rezultaty suvesting, Kkurioje 17 ekstrakty
pasizyméjo antimikrobiniu aktyvumu. Septynios rii§ys aktyviai veiké B. cereus;
vienuolika ekstrakty pasizyméjo antimikrobiniu poveikiu E. coli; dvylika
ekstrakty inhibavo P. aeruginosa.

1 lentelé Laukiniy gryby rasiy PCh bioautografinis antibakterinis jvertinimas

Botaninis pavadinimas Mikroorganizmai
B. cereus E. coli P. aeruginosa

C. infractus + + ++

A. freirei + ++

A. menieri - +

C. odora - ++ -

G. ammophilus - - +

P. schweinitzii + ++ ++

1. hispidus - + ++
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Botaninis pavadinimas Mikroorganizmai

B. cereus E. coli P. aeruginosa
H. ferrugineum - + -
C. glaucescens + + +
A. fissuratus + - ++
M. cinereifolia ++ + T+
A. coniferarum ++ + -
T. auratum - - -
S. halophila ++ - -
A. ovoidea - - +
A. devoniensis - + ++
C. suberetorum - ++ T+

Kontrolinis variantas - - -
+ viena aktyvi frakcija; ++ dvi aktyvios frakcijos.

Antimikrobiniu aktyvumu pasizyméje metanolio ekstraktai plonasluoksnés
chromatografijos ploksteléje su vienu skaidriu plotu sudaré 54 proc., o plokstelés
su dviem skaidriais plotais sudaré 47 proc. visy tirty gryby rasiy. P. schweinitzii
ir 1. hispidus gryby rtsys pasizyméjo dviem reikSmingais ir skaidriais E. coli ir
P. aeruginosa inhibicijos plotais plonasluoksnés chromatografijos plokstelése.
Gautus skirtingus rezultatus galéjo nulemti mazos veikliyjy medziagy
koncentracijos, jy klasé, junginiy strukttiros, kurios daro tiesiogine jtaka frakcijy
aktyvumui PCh plokstelése

3.2.3. Gryby ekstrakty biologinés savybés®

Siekiant nustatyti naujas ir veiksmingas antileiSmaniozines medZiagas,
Sioje dalyje tirtas gryby frakcijy poveikis parazitams, naudojant L. infantum
amastigotus. 2 lenteléje pateikta inhibiciné koncentracija 50 proc. (ICs), citotoksiné
koncentracija  (CCsp), kuri 50 proc. sumazino lasteliy gyvybinguma, ir
selektyvumo indeksas (SI). Kaip kontrolinis vaistas buvo vartojamas
amfotericinas B. Rezultatai gauti jvertinus 80 gryby ekstrakty, i§ kuriy 43
frakcijos pasizyméjo aktyviu poveikiu L. infantum amastigotams. Desimt
ekstrakty, kuriy koncentracijos mazesnés nei 10uM, gebanciy slopinti parazity
augimg 50 proc., buvo laikomi tokiais pat aktyviais, kaip ir amfotericinas B.
Antilei$manioziniu aktyvumu pasizyméjo 40 proc. dichlorometano, 37 proc.
cikloheksano ir 23 proc. metanolio visy tirty gryby rasiy ekstrakty.

! Tyrimai buvo atlikti Tuliizos universiteto Medicinos ir biologijos tyrimy centre
(Pharma Dev, Université de Toulouse, IRD, UPS).
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2 lentelé In vitro poveikis L. infantum amastigotams ir citotoksiskumo vertinimas

Botaninis Frakcija  Amastigotai Macrofagai SI
pavadinimas (L.infantum) (citotoksiSkumas) (selektyvumo
1Cs pg/ml CCsp pg/ml indeksas)
A. menieri C 21,83 >100 >4,58
A. pseudopratensis D 60,29 >100 >1,66
A. freirei C 11,39 >100 >8,78
D 10,89 >100 >9,18
M 90,96 >100 >1,10
A. devoniensis D 58,06 >100 >1,72
A. coniferarum C 40,46 >100 >2,47
D 31,76 >100 >3,15
L. litoralis C 12,89 >100 >7,76
D 15,17 74,25 4,89
L. subolivaceus o 73,06 >100 >1,37
D 43,20 >100 >2.31
S. subvolvatus M 44,04 >100 >2,27
G. ammophilus Cc 2,04 >100 >49,02
D 10,18 >100 >9,82
B. lepidus Cc 13,03 >100 >7,67
M 12,84 >100 >7,79
A. impolitus Cc 7,10 >100 >14,08
D 10,21 >100 >9,79
M 64,85 >100 >1,54
A. luridus C 8,60 >100 13,21
D 6,54 78,81 12,05
M 8,58 >100 >11,68
S. halophila Cc 4,37 >100 >22,88
D 4,46 >100 >22,42
M 46,66 >100 >2,14
T. focale C 29,48 87,04 2,95
M 14,00 >100 >7,14
T. auratum D 14,08 23,12 1,64
T. caligatum c 14,55 >100 >6,87
D 20,22 >100 >4,95
M 161,96 >100 >0,62
A. odora C 17,64 >100 >5,67
D 12,74 >100 >7,85
C. suberetorum C 13,35 >100 >7,49
D 16,59 >100 >6,03
M 6,72 >100 >14,88
C. infractus C 8,00 >100 >12,50
D 9,81 >100 >10,19
P. schweinitzii C 22,66 >100 >4,41
D 22,72 >100 >4,40
I. hispidus D 53,17 >100 >1,88
M 61,00 >100 >1,64
Amfotericinas B 0,28 30,94 110,5

C: cikoheksanas; D: dichlorometanas; M: metanolis; amfotericinas B: kontrolinis vaistas; ®ICs, ir
PCCs reikimés pateikiamos kaip maziausiai dviejy matavimy vidurkis (SD 10 %)..
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Siy bandymy metu taip pat buvo jvertintas tirty ru§iy citotoksiskumas
pelés makrofagy lasteléms. Kaip potencialus klinikinis vaistas nuo L. infantum
amastigoty buvo atrinkti maziau lasteléms toksiski ekstraktai. Daugelio ekstrakty
citotoksiskumo Kkoncentracijos kito nuo 23,13 (T. auratum) iki daugiau nei
100 pg/ml (2 lentelé), kurios sumazino 50 proc. lgsteliy gyvybinguma. Tik
keturiy gryby ekstraktai T. auratum, L. litoralis, B. luridus, T. focale pasizyméjo
mazesniu citoksiSkumu nei 100 pg/ml.  Selektyvumo indeksas (SI) buvo
apskaiCiuotas kaip citotoksiSkumo ir poveikio L. infantum amastigotams
aktyvumo santykis. In vitro G. ammophilus cikloheksano ekstrakto terapinis
indeksas (SI = 49,09) buvo selektyvesnis nei tiriant A. blazei vandens ekstrakta,
kurio selektyvumo indeksas buvo mazesnis (SI =41,9) L. chagasi. Sio grybo
naudojimas siejamas su liaudies medicina gydant tokias ligas, kaip leukemija,
vézys ir arteriné hipertenzija (Valadares et al., 2012). S. halophila cikloheksano
ir dichlorometano ekstraktai pasizyméjo du kartus maZesniu selektyvumu nei
G. ammophilus cikloheksano ekstraktas. Kitos tirtos gryby rii§ys buvo maZziau
veiksmingos parazitui L. infantum inhibuoti dél galimai nedideliy aktyviy
junginiy koncentracijy ekstraktuose.

3.3. ANTRINIU METABOLITUY ISSKYRIMAS IR IDENTIFIKAVIMAS
IS PHAEOLUS SCHWEINITZII (FR.) METANOLIO EKSTRAKTO

Ivertinus Pranciizijos Piety Pirény regione auganciy gryby antioksidacinj,
antimikrobinj ir biologinj potencialus, buvo nustatyta, kad P. schweinitzii grybo
metanolio ekstraktas pasizyméjo reikSmingu aktyvumu jvairiais tirtais metodais.
Nors keletas junginiy buvo identifikuoti, deja, néra iSsamios informacijos apie
antriniy metabolity biologinj, antioksidacinj aktyvumga. Siy tyrimy metu buvo
siekiama isskirti aktyvius junginius i§ P.schweinitizii metanolio ekstrakto,
panaudojant preparatinés ir analizinés chromatografijos metodus.

6 pav. Hispidino (6-(3,4-dihidroksistiril)-4-hidroksi-2-pirono) struktiira
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8 pav. Inonotinés rugsties metilesteris (7-(3,4-dihidroksi-fenil)-5-hidroksi-3-okso-
hepta-4,6-dienoinés rigsties metilesteris)

Spektroskopijos metodais (ESI-MS, MS/MS, *H NMR, **C NMR, HMBC,
COSY, HMQC) buvo nustatyti trys junginiai: hispidinas, hispolonas ir
inonotinés rigsties metilesteris; pastarieji du junginiai buvo iSskirti i$
P. schweinitizii ir apraSyti pirma kartg (6, 7, 8 pav.).

3.4. JUNGINIU, ISSKIRTU IS P. SCHWEINTIZII, ANTIOKSIDACINIO,
BIOLOGINIO IR ANTIPARAZITINIO AKTYVUMO VERTINIMAS

3.4.1. Junginio hispidino antioksidacinis aktyvumas

Sios tyrimo dalies tikslas — jvertinti hispidino aktyvumga antioksidacinio
aktyvumo metodais (ORAC, DPPH’, ABTS™, FRAP).

Iskirto hispidino antioksidacinis aktyvumas jvertintas deguonies radikalo
sujungimo geba naudojant fluorescencinj metoda (ORAC-FL). Jo metu
nustatomas santykinis antioksidacinis potencialas ir junginio aktyvumas, kuris
yra prilyginamas standartui troloksui. 9 pav. matoma fluoresceino oksidacijos
peroksilo radikalu emisijos kinetika esant skirtingoms hispidino koncentracijoms
(6,25-50 pM/L). 10 pav. pavaizduotas hispidino ir trolokso koncentracijos
kitimas, pastebétas panaSus apsauginis oksidacinis aktyvumas, esant vienodoms
abiejy junginiy koncentracijoms. 1g hispidino antioksidaciné geba iSreiksta
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trolokso ekvivalentais (TE) , kurios reikSmé ORAC metodu atitinka 2.825 £+ 0.7
mM TE/qg, ir yra lygi 0,706 g troloksui.
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9 pav. Fuoresceino skilimas esant skirtingoms hispidino koncentracijoms (6,25-50uM/L)
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10 pav. Fluoresceino skilimas esant vienodoms trolokso ir hispidino koncentracijoms

DPPH’ radikaly sujungimo geba i3reiksta procentais ir pavaizduota 11 pav.
Tyrimo metu kaip antioksidantas naudotas hispidinas, kuris buvo lyginamas su
kontroliniu troloksu. Hispidino DPPH" radikaly sujungimo geba didéjo didéjant
koncentracijai ir Kkito 3,32-87,53 proc.; 0 trolokso aktyvumas sieké 2,82—
83,04 proc. Hispidinas pasizyméjo labai panasiu aktyvumu, kaip standartas, todél
jis gali bati naudojamas kaip natdralus antioksidantas. ApskaiCiuota
koncentracija, reikalinga 50 proc. DPPH" radikalams sujungti, sieké 3.66 mM,
t.y. 20 proc. daugiau hispidino, nei atlikty tryimy duomenimis norint
sujungti pus¢ DPPH' radikaly (Chen et al., 2007). 1g hispidino antioksidaciné
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geba iSreiksta trolokso ekvivalentais (TE) , kurios reiksmé DPPH’ metodu
atitinka 2.09 = 0.04 mM TE/q, ir yra lygi 0, 52 g troloksui.

Literattiros duomenimis, hispidino ir DPPH" radikaly sujungimo galia kito
27-75 proc. (Han et al., 2013), didesnis aktyvumas pastebétas, kai buvo
naudojamos maZesnés junginio koncentracijos (25-200 pM/L) nei musy atlikty
tyrimy metu. Tai galima paaiSkinti tuo, kad stipriai skyrési tyrimy metu naudoti
DPPH’ radikaly ir hispidino koncentracijy santykiai.
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11 pav. Hispidino ir trolokso antioksidacinis aktyvumas (%) DPPH" radikalu. Intarpas:
DPPH" radikaly sujungimo gebos (%) priklausomybé nuo hispidino koncentracijos

ABTS™ radikalo sujungimas pagrjstas hispidino atioksidacine geba,
lyginant ji su standartu troloksu. Tyrimo metu stebimas absorbcijos mazéjimas ir
spalvoto ABTS™ radikalo skilimas. Hispidino antioksidaciné geba (kito nuo 1,57
iki 73,83 proc.) buvo dvigubai efektyvesné nei trolokso (kito nuo 1,20 iki
31,88 proc.), esant didesnéms junginiy koncentracijoms; 0 naudojant mazesnes
koncentracijas aktyvumas buvo panaSus (12 pav.). 1g hispidino antioksidaciné
geba idreiksta trolokso ekvivalentais (TE) , kurios reikimé ABTS™ metodu
atitinka 7.27 £ 0.03 mM TE/q, ir yra lygi 1,81 g troloksui.

FRAP bandymu buvo jvertinta i§skirto junginio geba redukuoti Fe** jonus
iki Fe?*, lyginant jj su standartu troloksu. Hispidino aktyvumas kito nuo 11,70 iki
49,71 proc., o trolokso — 8,77-20,18 proc. (13 pav.). Gelezies jony (Fe*")
redukcinis aktyvumas buvo dvigubai efektyvesnis tirtose koncentracijose,
palyginti su troloksu. Hispidino Gelezies jony (Fe**) redukcinis aktyvumas
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iSreikstas trolokso ekvivalentais (TE) , kurio reik§mé atitinka 15.54 = 0.2 mM
TE/g.
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12 pav. Hispidino ir trolokso antioksidacinis aktyvumas (%)naudojant ABTS " radikalo
metoda. Intarpas: ABTS " radikaly sujungimo gebos (%) priklausomybé nuo hispidino
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13 pav. Hispidino ir trolokso redukcinis aktyvumas (%), tirtas FRAP metodu. Intarpas:
redukcinés absorbcijos priklausomybé nuo hispidino koncentracijos

I8 gauty rezultaty matyti, kad hispidino efektyvumas, palyginti su sintetinu
standartu troloksu, pasizymi dideliu antioksidaciniu aktyvumu. Hispidinas gali
biiti vartojamas kaip perspektyvus natiiralus antioksidantas.
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3.4.2. Isskirty junginiy bei P. schweinitzii ir 1. hispidus ekstrakty biologinis
aktyvumas

3.4.2.1. Iiskirty junginiy antileiSmaniozinio aktyvumo nustatymas®

Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti i§ P. schweinitzii iskirty junginiy poveikio
parazitams aktyvuma, naudojant L. infantum promastigotus. Lygiagreciai
jvertintas hispidino, hispolono ir inonotinés riigsties metilesterio citotoksiSkumas
grauziky lasteléms. Kaip antileiSmanioziniai kontroliniai vaistai pasirinkti
miltefozinas, pentamidinas, amfotericinas B; o doksorubicinas buvo vartojamas
kaip teigiamas kontrolinis méginys citotoksiskumo tyrimams atlikti.
Selektyvumo indeksas (SI) buvo apskai¢iuojamas kaip citotoksiSkumo ir
aktyvumo veikiant L. infantum promastigotus santykis. Lyginant kontrolinj
vaista pentamiding su identifikuotomis molekulémis, hispidino selektyvumas
buvo 25 proc. didesnis. O hispolono (33 proc.) ir inonotinés riig§ties metilesterio
(51 proc.) selektyvumo indeksas pastebétas mazesnis. Palyginti su Kitais
kontroliniais vaistais amfotericinu B ar miltefozinu, tirti junginiai maZziau
aktyviai veiké L. infantum promastigotus. Taciau Svarbu pazymeéti tai, kad $ie
junginiai buvo 7-12 karty maziau citotoksiski nei kontroliniai vaistai
amfotericinas B ar pentamidinas. Atlikti tyrimai rodo, kad junginiai aktyviai
veikia L. infantum promastigotus ir gali pasizyméti imunomoduliaciniu poveikiu,
kuris pakeicia infekuoty makrofagy antiparaziting reakcija.

3.4.2.2. 18 P. schweinitzii grybo isskirto hispidino iS§samus biologinio
aktyvumo ivertinimas3

Siame tyrime i$samiai jvertintas i§ P.schweintzii isskirto hispidino
genotoksinis aktyvumas. Atlikus tyrimus nustatyta, kad hispidinas nebuvo
genotoksiskas analizuojant mikrobranduoliy metodu (doziy intervalas 10—
150 pg/ml) ir nesukélé reikSmingo chromosominiy aberacijy padidéjimo. Taciau
iSskirtas junginys pasizyméjo genotoksiniu poveikiu seseriniy chromatidziy
mainy tyrimuose ir sukélé statistiSkai reikSminga nuo dozés priklausoma
chromatidziy mainy padidé¢jima. Hispidinas nesukélé geny mutacijy Salmonella
typhimurium bakterijy lastelése ir nepazeidé DNR donory limfocituose.

2 Tyrimai buvo atlikti Tuliizos universiteto, Medicinos ir biologijos tyrimy centre
(Pharma Dev, Université de Toulouse, IRD, UPS)

3 Tyrimai buvo atlikti Vilniaus universiteto Gamtos moksly fakulteto Botanikos ir
genetikos katedroje
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3.4.2.3. Antihelmintinis poveikis vir§kinamojo trakto nematodams

Is P. schweiniztii isskirti hispidinas ir hispolonas buvo tiriami kaip
antihelmintiniai preparatai nuo placiai paplitusio virS§kinamojo trakto nematodo
H. contortus, Kkuris yra vienas i§ dazniausiai sutinkamy parazity. O Kitas
pasirinktas nematodas T. colubriformis taip pat yra Zalingas, kaip ir Heamonchus
(Mahieu et al., 2007). Tyrimy metu taikytas nematody nérimosi metodas, kuriuo
galima iSmatuoti biologiskai veikliy junginiy efektyvuma, pavélinant arba
slopinant dirbtinai sukelta L3 stadijos lervy i$sinérima (Bahuaud et al., 2006).
Junginiai, pasizymintys antihelmintiniu aktyvumu, sustabdo nematody nérimosi
procesa, todél lerva negali uzkrésti gyviino; neissinérusi lerva pasalinama i§
atrajojanciy gyviny vir§kinamojo trakto kartu su i$matomis (Hertzberg et al.,
2002).

Eksperimento metu po dirbtinai sukelto i§sinérimo (trukmé — 60 min.)
tuséivosiuose kontroliniuose bandiniuose H. contortus ir T. colubriformis
nematody gyvybingumas sieké 97-100 proc. visy lervy (14 ir 15 pav.).
Hispolonas lengvai slopino T. colubriformis nematody i8siritimg, kai jo
koncentracija buvo 300 pg/ml; tyrimai su H. Contortus atlikti nebuvo. Nustatant
hispidino aktyvuma (konc. 300 pg/ml) su abiem prie§ tai minétais nematodais,
pastebétas stiprus slopinamasis poveikis per 60 min. (i$sinéré 16,52 + 7,72 proc.
H. contortus; 14 pav.; 3,97 = 2,88 proc., T. colubriformis, 15 pav.). Hispidino
koncentracijg atitinkamai sumazinus du ir keturis kartus, pastebéta, kad
T. colubriformis nematody i$sinérimas nuosekliai vélavo 40 min laikotarpiu.
Taciau naudojant H. contortus buvo gauti skirtingi rezultatai; uzfiksuotas
hispidino aktyvumas buvo silpnesnis nei T. colubriformis ir kito nuo 53 proc. iki
100 proc. (150 pg/ml) ir nuo 84 proc. iki 100 proc. (75 pg/ml) 60 min.
laikotarpiu.
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14 pav. T. columbiformis nematody slopinimas esant skirtingoms hispidino
koncentracijoms
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15 pav. H. contortus nematody slopinimas esant skirtingoms hispidino
koncentracijoms

Slopinant lervy nérimasi, proceso efektyvumas priklauso nuo hispidino ir
hispolono struktiiros, junginiy molekulinés masés bei nematody lasteliy
struktiros. Literatiros duomenimis, pavyzdziui flavan-3-oliy antihelmintinis
aktyvumas priklauso nuo hidroksilo grupés skai¢iaus molekuléje, junginiy
molekulinés masés bei hidroksilo padéties C ziede (Brunet and Hoste, 2006).
Nors polifenoliy antihelmintinés savybés ir jy poveikis yra jrodytas moksliniais
tyrimais, deja, tikslus veikimo procesas néra apibréztas — jy aktyvumas gali
priklausyti nuo nematodo rasies, jo vystymosi stadijos, maistiniy medziagy
biocheminiy savybiy ir biologiskai veikliy molekuliy strukttros (Paolini et al.,
2003a, Paolini et al., 2003b, Athanasiadou et al., 2001).

100
w
g 80
3
£
260
-§ =g Kontrolé
= 1200 pg/ml
§ 40 e 600 g/ M|
‘j e 30018/ M|
< 20 e 150 g/ml

o - /

0 10 20 30 40 50 60

Trukmé, min

16 pav. H. contorus nematody slopinimas esant skirtingoms I. hispidus (2011 m.)
ekstrakto koncentracijoms
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Sios tyrimy dalies tikslas buvo jvertinti P. schweintzii metanolio ekstrakty
antihelmintinj efektyvuma H. contortus ir T. colubriformi nematodams. Grybai
buvo renkami skirtingu derliaus nuémimo metu, 2011 ir 2012 metais. Taip pat
buvo jvertintas ir I. hispidus metanolio ekstrakty antihelmintinis aktyvumas,
grybus renkant dvejus metus i§ eilés (skirtingi derliaus nuémimo periodai).
I. hispidus pasirinktas, nes $io grybo antriniy metabolity taip pat aptinkama ir
P. schweintzii.

Tyrimo metu tuSCiuosiuose kontroliniuose bandiniuose iSsinéré 97—
100 proc. visy H. contorus nematody. Stipriu slopinamuoju poveikiu pasizyméjo
I. hispidus (rinkti 2011 m.) ekstraktai, kai buvo vartojamos 1200 pg/ml ir
600 pg/ml  koncentracijos (16 pav.). O bandymus atlikus, esant 300 pg/mi
koncentracijai, pastebéta, kad dalis nematody iSsinéré. Neefektyvi buvo ir
maziausia tirta 150 ug/ml koncentracija. Panasis rezultatai gauti ir su |. hispidus
(rinkti 2012 m.) metanolio ekstraktu, kurio antihelmintinis aktyvumas buvo
aiskiai pastebimas, kai vartotos 1200 ir 600 pg/ml koncentracijos (18 pav.).
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17 pav. H. contorus nematody slopinimas esant skirtingoms P. schweinitzii (2011 m.)
ekstrakto koncentracijoms

P. schweintzii (rinkti 2011 m.) metanolio ekstraktas efektyviai slopino
nematody nérimosi procesg esant 1200, 600 ir 300 pg/ml koncentracijoms, o,
esant 150 pg/ml koncentracijai, pastebétas silpnas nematody i$sinérimo
slopinimas (17 pav.). P. schweintzii (rinkti 2012 m.) ekstraktas nepasizyméjo
antihelmintiniu aktyvumu, 0 nematody nérimosi aktyvumas buvo toks pats arba
artimas tustiems bandiniams (19 pav.).
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18 pav. H. contorus nematody slopinimas esant skirtingoms |. hispidus (2012 m.)
ekstrakto koncentracijoms
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19 pav. H. contorus nematody slopinimas esant skirtingoms P. schweinitzii (2012 m.)
ekstrakto koncentracijoms

Tyrimams naudojant T. columbiformis, per 60 min. tus¢iuose
kontroliniuose bandiniuose dirbtinai iSsinéré nuo 92 iki 100 proc. nematody.
I. hispidus (rinkti 2011 m.) metanolio ekstraktas pasiZzyméjo stipriu inhibiciniu
poveikiu ir slopino nematody i$nérimg esant 600 ir 1200 pg/ml koncentracijoms;
0, esant 300 pg/ml koncentracijai, slopinimo aktyvumas per 60 min. sumazéjo
iki 41,40 proc. (20 pav.). Skirtingi rezultatai buvo gauti naudojant 2012 m. rinkty
I. hispidus gryby ekstraktus. DidZiausias antihelmintinis aktyvumas (67,80 proc.)
nustatytas, kai ekstrakto koncentracija sieké 1200 pg/ml (22 pav.). Atliekant
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tyrimus su maZesnémis ekstrakto koncentracijomis, antihelmintinio aktyvumo
nepastebéta.
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20 pav. T. colubriformis nematody slopinimas esant skirtingoms |. hispidus (2011 m.)
ekstrakto koncentracijoms
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21 pav. T. colubriformis nematody slopinimas esant skirtingoms P. schweintzii (2011 m.)
ekstrakto koncentracijoms

P. schweintzii (2011 m.) ekstrakto slopinamasis poveikis T. columbiformis
nematodams, esant 1200 ir 600 pg/ml koncentracijoms, buvo atitinkamai lygus
2,76 proc. ir 15,43 proc. (21 pav.). Inhibicinis aktyvumas esant 300 pg/ml
ekstrakto koncentracijai buvo lygus 26,19 proc. per pirmasias 40 tyrimo minuéiy,
taciau véliau slopinamasis poveikis iSnyko. Ekstraktas, kai naudota 150 pg/ml
koncentracija, buvo neaktyvus. O P. schweintzii (2012 m.), esant 1200 pg/ml
ekstrakto koncentracijai, pasizyméjo stipriu antihelmintiniu aktyvumu, jis tyrimo
metu sieké 21,04 proc. (23 pav.). Bandymams naudojant maZesnes
koncentracijas, nebuvo pastebétas slopinamasis  ekstrakto  poveikis
T. columbiformis nematody i§sinérimui.
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22 pav. T. colubriformis nematody slopinimas esant skirtingoms |. hispidus (2012 m.)
ekstrakto koncentracijoms
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23 pav. T. colubriformis nematody slopinimas esant skirtingoms P. schweintzii (2012 m.)
ekstrakto koncentracijoms

Gauti rezultatai patvirtino, kad P.schweintzii ir I. hispidus metanolio
ekstraktai yra biologiskai aktyvis ir gali bati vartojami kaip slopinamieji
preparatai, kovojant su tirtais H. contortus ir T. colubriformis nematodais.
Abiejy gryby ekstrakty poveikis tirtiems nematodams priklausé nuo derliaus
rinkimo periodo. 2011 m. surinkty gryby metanolio ekstraktai pasizyméjo
didesniu aktyvumu ir buvo veiksmingesni esant mazesnéms koncentracijoms.
Pavyzdziui, P.schweintzii (2011 m.) ekstraktai (koncentracija 1200 ir
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600 pug/ml)  pasiZzyméjo  stipriu  inhibiciniu  poveikiu  H. contorus ir
T. colubriformis, kai uzfiksuota maziau nei 20 proc. iSsinérusiy nematody;
panaSiu aktyvumu pasizyméjo ir I. hispidus metanolio ekstraktas. Ne tokie
aktyvis buvo 2012 m. surinkty P.schweintzii ir I. hispidus gryby ekstraktai.
Nedidelis antihelmintinis aktyvumas (21-68 proc. issinérusiy nematody)
pastebétas tik tuomet, kai buvo vartojamos didziausios ekstrakty koncentracijos.
Atliekant bandymus su 150 ir 300 pg/ml koncentracijomis, ekstrakty
antihelmintinis aktyvumas uzfiksuotas nebuvo. Gauty ekstrakty skirtumus galéjo
nulemti tokie veiksniai, kaip skirtingy biologiskai veikliy komponenty sudétis ir
koncentracija grybuose, jy rinkimo periodas bei gryby amzius. Pavyzdziui,
dirvozemyje esancios druskos gali stipriai pakeisti flavonoidy sudétj augaluose
(Tattini and Traversi, 2008). Be to, ekstrakty aktyvumas tiesiogiai priklauso ir
nuo biologiskai veikliy komponenty saveikos su tam tikromis nematody rasimis
bei nematody lasteliy sandaros.
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4. ISVADOS

1. Nuosekliai ekstrahavus 30 laukiniy gryby rasiy nustatyta, kad, didéjant
naudojamo ekstrahento poliskumui, taip pat didéja ir gauto ekstrakto iSeiga.
Gauty cikloheksano ir dichlorometano ekstrakty iSeigos buvo daug mazesnés
0,61 proc. (S. halophila), -5,14 proc. (R. badia), 0,52 proc. (G. ammophilus) -
3,42 proc. (T. caligatum) nei naudojant polinius tirpiklius, tokius kaip vanduo ir
metanolis —  atitinkamai 2,94 proc.  (H. ferrugineum), -25,29 proc.
(T. caligatum), 6,77 proc. (S. halophila) ir -41,29 proc. (A. pseudopratensis).
Didziausia ekstrakty iSeiga gauta i§ Agaricaceae, Tricholomataceae, Boletacea
gryby Seimy.

2. ABTS™, DPPH’, FRAP ir ORAC metodais tirty gryby antioksidacinis
aktyvumas priklausé nuo keliy faktoriy: tirty gryby raSiy, Seimy ir tarp
skirtingais  ekstrahentais i§skirty frakcijy. |. hispidus (808 psv/g gsm),
P. schweinitzii (712 psv/g gsm) ir C. infractus (481 psv/g gsm) pasizyméjo
didziausiu antioksidaciniu potencialu. Didziausias antioksidacinis aktyvumas
nustatytas tiriant Agaricaceae ir Boletaceae Seimas; jy suminiai antioksidaciniai
balai kito nuo 109 iki 325 ir nuo 140 iki 253 psv/g gsm.

3. Dauguma tirty gryby ekstrakty pasizyméjo antimikrobiniu aktyvumu
(89 proc. visy tirty méginiy); 59 proc. visy ekstrakty buvo nustatytas dalinai
slopinantis antimikrobinis poveikis tirtoms bakterijoms. Metanoliu i§
P. schweinitzii, 1. hispidus ir C.infractus isskirtos frakcijos pasizyméjo
stipriausiu antimikrobiniu aktyvumu disko difuzijos (inhibicijos riba >15 mm) ir
bioautografijos bandymuose. Tirtos gryby rasys pasizyméjo didesniu
antibakteriniu  poveikiu  gramteigiamoms  (B. cereus, S.aureus) nei
gramneigiamoms (P. aeruginosa, E. coli) bakterijoms.

4. Nustatyta, kad G.ammophilus (cikloheksano) ir S. halophila
(cikloheksano ir dichlorometano) gryby ekstraktai aktyviai veikia L. infantum
amastigotus; ekstrakty selektyvumo indeksas yra atitinkamai 49,09, 22,28 ir
22,42,

5. Stipriu  antioksidaciniu ir  biologiniu  aktyvumu pasizZymintis
P. schweinitzii metanolio ekstraktas buvo frakcionuojamas panaudojant
preparatinés ir analizinés chromatografijos metodus, tokius kaip planasluoksné ir
kolonéliné chromatografija. Tokiu biidu buvo isskirtos ir bioautografijos metodu
aptiktos 2 aktyvios frakcijos.

6. Panaudojant ESI-MS, MS/MS, 'H NMR, *C NMR, HMBC, COSY ir
HMQC spektroskopijos metodus i§ P. schweinitzii grybo buvo identifikuoti
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hispidinas, hispolonas bei inonotinés rtigsties metilesteris; pastarieji du junginiai
i§ grybo P. schweinitzii i§gryninti ir nustatyti pirma karta.

7. I8skirty junginiy aktyvumas buvo jvertintas panaudojant antioksidacinius ir
biologinius metodus. Atliekant tyrimus ABTS™, DPPH’, FRAP, ORAC metodais
nustatyta, kad hispidinas pasizyméjo stipriu antioksidaciniu poveikiu; jo
aktyvumas gali bati prilyginamas stipriam sintetiniam antioksidantui troloksui.
Hispidinas nepasizyméjo genotiksiskumu, nesukélé DNR paZeidimy ar
bakteriniy lasteliy mutacijos. Hispidinas, hispolonas ir inonotinés riigsties
metilesteris efektyviai slopino L. infantum promastigotus.

8. P. schweintzii ir 1. hispidus ekstraktai pasizyméjo stipriu antihelmintiniu
poveikiu H. contortus ir T. colubriformis virskinamojo trakto nematodams.
Skirtingais metais (2011 ir 2012 m.) rinkty gryby ekstraktai pasizyméjo skirtingu
aktyvumu, kurj nulémé nevienodos aktyviy junginiy koncentracijos grybuose.
Hispidinas beveik visiSkai inhibavo nematodus, kai jo koncentracija sieké
300 pg/ml. O hispolonas efektyviai slopino tik T. colubriformis nematodus.

9. Atlikus sistemingg rety ir netyrinéty laukiniy gryby rasiy antioksidaciniy ir
biologiniy savybiy analiz¢, gauta moksliné informacija gali buti sékmingai
panaudota tolimesniems tyrimams atlikti, taip pat palengvinti vykstanéiy procesy
suvokima ar iSskiriamy biologiskai aktyviy junginiy identifikavima. IS gryby
rasiy, pasizyminc¢iy dideliu antioksidaciniu aktyvumu, i$skirti ekstraktai gali baiti
naudojami kaip efektyvi priemoné apsaugant gaminius nuo oksidacinio
pazeidimo ar siekiant pasalinti nematodus i§ gyviny virskinamojo trakto. Tokiy
natiiraliy gamtiniy organiniy junginiy, kaip hispidinas, hispolonas ar inonotinés
rugsties metilesteris, pritaikymo galimybés yra ganétinai didelés, pavyzdziui,
gaminant funkcinius ingredientus, maisto papildus ar medikamentus. Siekiant
sékmingai panaudoti biologiSkai veiklius junginius vertéty atlikti detalius
tyrimus, siekiant iSsiaiskinti gauty ekstrakty, frakcijy ir iSskirty biologiskai
veikliy molekuliy poveikj gyviesiems organizmams tiek in vivo, tiek in vitro
(pvz., lasteliy kulttras) metodais.
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INTRODUCTION

Due to the metabolic diversity, ecological variety, significant role in nature
and complicated web of life cycles, fungi have attracted the attention of various
scientists, mycologists, chemists, biologists and pharmacists in multiple ways
(Tkacz, 2004). The level of mushroom consumption has been increasing over
recent years, and they remain a commercially important sources for the
producers of speciality foods (Nowacka et al., 2014). Scientific expertise is
increasingly being applied to help achieve the primary development goals, which
include poverty alleviation and the sustainable use of natural resources. Real
progress has been and continues to be made in the roles that mushrooms play in
achieving these goals (Boa, 2004).

In the past many new secondary metabolites with diversified chemical
structures and various interesting bioactivity functions have been isolated from
higher fungi. These molecules are likely to provide lead compounds for new
substances that can improve biological body functions or medicinal discoveries,
such as chemopreventive agents possessing the bioactivity of
immunomodulatory, anticancer, etc. However, numerous challenges of bioactive
molecules from mushrooms are encountered including bioseparation,
identification, biosynthetic metabolism or screening model issues. Researchers
have constantly searched for new active substances from mushrooms, however,
commercial products as yet are very limited and mainly from field cultivation,
which is obviously a time-consuming and labour-intensive process (Zhong and
Xiao, 2009). Strategies to enhance new secondary metabolites existing as useful
natural products in the wild, unknown and underinvestigated mushroom species,
due to the high prevalence could be an extensive source of valuable components
for industy. Moreover, among the known species the relative amount of well
investigated mushrooms is very low. This fact together with the information
about the great potential of microscopic fungi for the production of bioactive
metabolites, the experience in ethnomedicinal use of mushrooms, the ecologic
need for fungi to produce bioactive secondary metabolites and the improved
opportunities for genetic, pharmacological and chemical analysis lead us to
believe that mushrooms have a great potential for successful bioprospecting
(Lindequist, Niedermeyer and Julich, 2005). A large, untapped, and chemically
diversity resource of bioactive metabolites from wild macrofungi provide
increasing opportunities for finding new lead structures for medicinal,
nutritional, functional, therapeutic and phytochemical chemistry, and a new era
of higher fungi secondary metabolite research has emerged Quang, Hashimoto
and Asakawa, 2006)
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According to folk mycologist knowledge the lesser known wild
mushrooms grown in the Midi-Pyrénées region of France might be a good source
of bioactive constituents. Investigations into the scarce information on the
presence of natural secondary metabolites and their properties such as
antioxidants, antimicrobials and other food protecting and/or health promoting
compounds on selected wild mushroom species have not been performed until
now. On this basis the main hypothesis asserts that wild mushroom species may
contain valuable natural bioactive molecules with multifunctional properties
beneficial for various food and medicinal applications, such as ingredients of
functional foods and nutraceuticals. Meanwhile, the hypothesis needs to be
investigated to find promising sources of natural bioactive molecules, carrying
out detail investigations into those showing potential and optimising detection
techniques in biochemical studies towards the safety of newly discovered
sources, and the bioavailability of active molecules.

The aim of the thesis

The main aim of this study was to investigate antioxidant, antimicrobial
and other bioactivities of the selected underinvestigated wild mushroom species
to obtain scientific information, which is required for their valorisation as a
source for human nutrition and production of functional ingredients.

The objectives of this study:

1. To fractionate dried mushroom material using increasing polarity solvents
and to determine extract yields.

2. To evaluate antioxidant activity of mushroom fractions by using several
in vitro assays.

3. To evaluate antimicrobial activity of mushroom fractions by using various
microorganisms.

4. To evaluate cytotoxicity properties of the selected wild mushrooms
species.

5. To isolate and purify secondary metabolites from the selected mushrooms
species using various chromatographic methods.

6. To elucidate the structures of purified metabolites using spectroscopic
techniques such as ESI-MS, ESI-MS/MS, *H NMR, *C NMR, HMBC,
COSY, HSQC.

7. To evaluate antioxidant and cytotoxicity activity of the main secondary
metabolites, isolated from selected mushroom species.

8. To examine the influence of selected mushroom extracts collected at
different mushroom harvesting periods and their isolated compounds
inhibitory activity properties against gastrointestinal nematodes in vitro.

Scientific novelty
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The scientific novelty of the research performed may be summarised by the
following main points:

eSystematic and comprehensive evaluation of antioxidant, antimicrobial and
cytotoxic properties of various mushroom species from the Midi-
Pyrénées region of France has been performed for the first time;

eSome compounds isolated from the analysed mushroom species have been
reported for the first time;

oThe effects identified in some mushroom species compounds against
gastrointestinal nematodes, as well as their antioxidant and cytotoxic
activity, have been evaluated for the first time;

eThe extracts from selected mushroom species have been reported as
anthelmintic agents for the first time;

Practical significance

Wider exploration of underinvestigated bioresources, including various
mushroom species, requires sound scientific evidence about their composition
and properties. From this point of view comprehensive and systematic evaluation
of antioxidant, antimicrobial and other properties of wild Midi-Pyrénées
mushroom species may be considered as an important step for the practical
valorisation of these species as a sources of natural functional ingredients to be
applied in nutraceuticals, functional foods and other applications.

More specifically, the new knowledge obtained on hispidin, hispolon and
inonotic acid methyl ester, the compounds that were identified in mushroom
extracts, and which have been characterised for their cytotoxic and antioxidant
activity, may be useful for industries searching for new practical structures to be
incorporated into food, nutraceutical, pharmaceutical and cosmetic products as
efficient bioactive natural ingredients.

Finally, the in vitro assay results confirmed the potential activity of
selected mushroom species and the isolated compounds that inhibit
gastrointestinal nematodes. This knowledge may be applied to develop new
effective preparations possessing anthelmintic activities for increasing resistance
to worm populations in ruminants. For instance, mushroom extracts might be a
promising natural candidate as an alternative to synthetic drugs causing residues
in animal raw materials, which is an important characteristic in the production of
organic livestock.

The key points of the thesis

3. Selected wild mushroom species contain valuable bioactive
constituents, such as antioxidants, antimicrobial and cytotoxic agents,
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while the proper selection of solvents enables the extracts to be
obtained with the highest concentration of bioactive compounds that
might be a valuable source of natural products for wvarious
applications.

4, The selected mushroom genus P. schweinitzii and 1. hispidus
have the potential in vitro activity against gastrointestinal nematodes;
however, depending on the mushroom harvesting period, anthelmintic
activity may change in terms of active constituent concentrations
accumulated in the selected genus.

Structure and content of the dissertation

The dissertation is written in English. It consists of acknowledgements, a
list of abbreviations, introduction, literature review, materials and methods,
results and discussion, conclusions, a list of references, annexes, and a list of
publications relevant to the results of thesis. The dissertation has 138 pages in
total, results presented in 9 tables and 41 figures. The list of references includes
244 bibliographic sources.

Approval of the work

2 scientific papers have been published on the basis of the material of this
dissertation: the journal “IJMM-Indian Journal of Medical Microbiology”
(accepted) and “LWT-Food Science and Technology” in the Scientific
Information database “Thomson Reuters Web of Knowledge”. The material of
the dissertation has been presented in 8 scientific conferences.

CONCLUSIONS

1. Sequential fractionated 30 wild mushroom extract yields increased with
increasing polarity of extraction solvent. The highest polarity water and
methanol enabled the highest extract yields to be obtained from 2.94 (H.
ferrugineum), 25.29% (T. caligatum) and from 6.77% (S. halophila) and 41.29%
(A. pseudopratensis). The yields of cyclohexane and dichloromethane extracts
were remarkably lower from 0.61 (S. halophila), 5.14% (R. badia), 0.52 (G.
ammophilus) and 3.42% (T. caligatum). The families possessing significant total
yields were Agaricaceae, Tricholomataceae and Boletacea.

2. The following factors had effects on the antioxidant capacity of
mushroom extracts measured by the in vitro ABTS™, DPPH’, FRAP, ORAC and
TPC assays: mushroom family and species, solvent type and polarity and
evaluation method. The highest ‘antioxidant scores’, which were introduced for
integrating numerous antioxidant evaluation data and expressed in comparative
integrated units per g of mushroom dry weight, were demonstrated by 1. hispidus
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(808 ciu/g mdw), P. schweinitzii (712 ciu/g mdw) and C. infractus (481 ciu/g
mdw). In general, the species of the Agaricaceae and Boletaceae families
possessed superior antioxidant potential, which was in the ranges of 109-325 and
140-253 ciu/g mdw respectively. The correlation between total phenolic and total
antioxidant activity observed in our study was not as strong as may be expected,
most likely due to the presence of various compound classes participating in the
applied assays by different mechanisms. In general, the extracts isolated with
polar solvents were characterised as possessing higher antioxidant activity.

3. The majority of mushroom extracts (89% of the total samples tested)
demonstrated antimicrobial activity, 59% of them characterised as partial
antimicrobial activity and not fully inhibiting microorganisms. Methanol
fractions of P. schweinitzii, I. hispidus and C. infractus were the strongest
antimicrobial agents against tested microorganisms in disc diffusion assay
(inhibition zones were from 10 to >15 mm) and the bioautography method. It
should be noted that the same species demonstrated the highest antioxidant
potential with Gram-positive bacteria; Bacillus cereus and Staphylococcus
aureus were more sensitive to mushroom extracts than Gram-negative,
Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli.

4. Cyclohexane extracts of G. ammophilus as well as cyclohexane and
dichlomethane extracts of S. halophila exhibited good cytotoxic activity against
the parasite Leishmania infantum amastigotes: the selectivity indexes (SI)
indicating the ratio between cytotoxicity and activity against parasites for the
above-mentioned extracts were 49.09, 22.28 and 22.42 respectively. These
findings are promising for the further development of novel natural antiparasite
preparations.

5. P. schweinitzii methanolic extract, as the substance possessing strong
antioxidant capacity and antimicrobial activity, was fractionated by thin layer
chromatography (TLC), column chromatography (CC) and high performance
liquid chromatography (HPLC): TLC-DPPH" bioautography assay revealed 2
fractions exhibiting remarkable radical scavenging capacities which were
purified by CC and HPLC.

6. Three principal constituents, namely hispidin, hispolon and inonotic acid
methyl ester were elucidated and identified in P. schweinitzii by using a range of
spectroscopic techniques - ESI-MS, ESI-MS/MS, 1H NMR, **C NMR, HMBC,
COSY, HSQC. Hispolon and inonotic acid methyl ester are reported in P.
schweinitzii for the first time.

7. The activities of the purified principal components were tested for their
antioxidant capacity and cytotoxicity. Hispidin was an effective antioxidant in
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ABTS™, DPPH’, FRAP, ORAC assays; in general, its activity was similar to the
strong synthetic antioxidant, Trolox. The in vitro assessment of hispidin on
human lymphocytes in the micronucleus and induction of chromosome
aberrations in human lymphocytes did not reveal its genotoxicity. Also, hispidin
did not induced primary DNA damage and mutation in bacterial cell. Hispidin,
hispolon and inonotic acid methyl ester demonstrated an activity against
promastigotes L. infantum and had immunomodulatory effects modifying the
antiphrastic response of infected macrophages.

8. The extracts of P. schweinitzii and I. hispidus were potent inhibitors on
larvae exsheathment against H. contortus and T. colubriformis gastrointestinal
nematodes; however, the effects of extracts isolated from the mushrooms
collected in different years were different, indicating that active components may
be present at different concentrations. Hispidin led to a strong inhibition with the
highest tested concentration (300 pg/ ml) against both tested nematodes, while
hispolon provoked a slightly delay against T. colubriformis.

9. In general, comprehensive and systematic evaluation of antioxidant and
antimicrobial properties of underinvestigated wild mushroom species provides
important data for their further valorisation as a source of valuable ingredients.
More specifically, the extracts isolated from the species possessing the strongest
antioxidant potential may be promising protecting agents against oxidative
damage and inhibitors of gastrointestinal nematodes. The principal components
of such species, hispidin, hispolon and inonotic acid methyl ester may represent
a group of new natural compounds for developing functional ingredients for
nutraceuticals, functional foods, pharmaceuticals and other applications. Further
research should be focused on elucidating the mechanisms of the performance of
extracts, fractions and purified compounds using wider spectra of the in vitro
(e.g. cell cultures) and in vivo studies.
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