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Summary

Mushrooms of the Amanita genus are considered among the most toxic, causing severe
poisoning, often resulting in death. However, of the 707 described species within this genus,
only around a dozen contain the toxic octapeptides classified as amanitotoxins and phallotox-
ins. While most representatives of the genus are considered inedible species, there are a few
exceptions that are palatable edible species. Amanita muscaria and Amanita pantherina fall
into the category of poisonous species, with significant ethnomycological impact on human
evolution and sociology, alongside their other psychoactive effects.

This study aimed to obtain mycelium of A. muscaria and A. pantherina species under
controlled laboratory conditions, using 10 L air-lift bioreactors and to evaluate the obtained
fungal material as a potential pharmaceutical raw material containing muscimol and other
biologically active compounds of importance, which may have significance in the prevention
of depression. The resulting biomass was analyzed by RP-HPLC and AAS to identify various
organic compounds (indole compounds, sterols, lovastatin, ergothioneine, muscimol, and
ibotenic acid) and different bioelements.

Based on the results obtained, it can be concluded that the mycelium of A. muscaria
contains several bioactive compounds, such as lovastatin, ergothioneine, and 5-hydroxy-L-
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tryptophan, at higher levels than 4. pantherina. The determination of muscimol and other
bioactive substances, which have not been previously studied, in the biomass obtained through
in vitro cultivation, compared to those found in the fruiting bodies, suggests the potential of
these species in the treatment of depression. However, further research, including in vitro
experiments and subsequent clinical trials, is required.

Stowa klucze: zwiagzki indolowe, muscymol, biopierwiastki

Key words: indole compounds, muscimol, bioelements

Wstep

Grzyby to najmniej zbadane krélestwo Eucaryota, ktére ma olbrzymi wptyw na
rozne aspekty zycia cztowieka. Hyde i wsp. [1] przedstawili w swojej pracy 50 moz-
liwych zastosowan grzybow i opisali ich metabolity, ktore moga by¢ wykorzystywane
jako potencjalne leki, substancje przydatne w przemysle i ogrodnictwie badz jako
czynniki zdolne remediowac zanieczyszczenia ze Srodowiska naturalnego [2].

Grzyby z rodzaju Amanita sa uwazane za jedne z najbardziej toksycznych or-
ganizmow powodujacych zatrucia, czgsto konczace sie Smiercig. Lecz sposrod 707
opisanych gatunkdéw tylko kilkanascie zawiera silnie toksyczne cykliczne oktapeptydy
z grupy amanitotoksyn i falotoksyn, a wigkszo$¢ sklasyfikowana jest jako niejadalne.
Rodzaj ten to jeden z tych, w ktorych wystepuja te najbardziej trujace, jak i bardzo
smaczne jadalne gatunki. Amanita muscaria i Amanita pantherina miaty duzy etnomy-
kologiczny wptyw na ewolucje i socjologie cztowieka, migdzy innymi z powodu ich
dziatania psychoaktywnego. Jednocze$nie niektore gatunki, np. Amanita rubescens,
sg uwazane za jadalne, a przez znawcow gatunek ten uznawany jest za grzyb o wyjat-
kowym smaku i aromacie. Wszystkie gatunki Amanita to grzyby mikoryzowe, Zyjace
w skomplikowanej symbiozie ze specyficznymi gatunkami drzew, ale tez z bakteriami
1innymi grzybami [3].

Rodzaj Amanita, a przede wszystkim jego charakterystyczny przedstawiciel —
A. muscaria, jest najbardziej rozpoznawalnym gatunkiem grzyba na $wiecie, cho¢
przez bardzo dtugi czas byt pomijany w literaturze naukowej. Szereg prac opisuje duze
znaczenie kulturowe i historyczne tego gatunku w etnomykologii, badaniu zwigzkow
miedzy grzybami a ludzmi, zwlaszcza w kontekstach kulturowych [4, 5].

Gatunek ten byt zwigzany z cztowiekiem od samych poczatkow istnienia ludzkosci,
na co moze wskazywac jego zastosowanie w celach mistycznych, rytualnych, religij-
nych, w medycynie tradycyjnej 1 praktykach szamanskich [4, 5]. Badania naukowe
nad Amanita spp. zapoczatkowano w XX wieku, ale u jego schytku temat ten stawat
si¢ coraz mniej popularny, co moglo mie¢ zwigzek z negatywnym podejsciem do
substancji psychoaktywnych. Ponowne zainteresowanie roznymi praktykami szaman-
skimi, zmianami §wiadomosci oraz poszerzaniem percepcji przez ludzi spowodowato
nasilenie konsumpcji roslin i grzybow psychoaktywnych. Moze si¢ to taczy¢ z coraz
szybszym tempem Zzycia, ze stresem, a co za tym idzie — ze stale rosnaca liczba 0séb
chorujacych na depresje i inne schorzenia oSrodkowego uktadu nerwowego. Stosowanie
A. muscaria przez cztowieka jest zagadnieniem niezwykle zawitym, jednak widac¢ spore
zainteresowanie jego wykorzystywaniem w nowatorskich psychoterapiach. W Stanach
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Zjednoczonych Ameryki prowadzone sa badania nad leczeniem depresji z uzyciem
grzybow psychoaktywnych, ktorych zadaniem jest wytworzenie silnego do§wiadczenia
psychodelicznego [6, 7]. Efekty zatrucia A. muscaria sa niebezpieczne dla zdrowia,
aw ostatnich latach zaobserwowano wzrost zainteresowania konsumpcja tego gatunku.
Nalezy zaznaczy¢, ze przewlekle przyjmowanie owocnikow czy ekstraktow z nich
otrzymanych moze prowadzi¢ do $§mierci [8, 9].

Innymi waznymi grzybami halucynogennymi znanymi juz od czaséw prehisto-
rycznych sa grzyby z rodzaju Psilocybe [6, 10]. Siggano po nie gtownie w ramach
praktyk religijnych, wrozbiarskich, ale rowniez w celach leczniczych. W Europie grzy-
by te poznano doktadniej dopiero w drugiej potowie XX wieku. Psylocybina zostata
wyizolowania przez szwajcarskiego naukowca Alberta Hofmanna, ktory opisat tez
psychoaktywne wiasciwosci LSD (dietyloamid kwasu D-lizergowego) otrzymywanego
z Claviceps purpurea (Fr.) Tul. Od tego czasu grzyby z rodzaju Psilocybe traktowa-
no jako narzedzia stuzace do ,,poszerzania $wiadomosci”, co przyczynito si¢ do ich
naduzywania, a w konsekwencji do ich zakwalifikowania do grupy niebezpiecznych
substancji narkotycznych [6, 10, 11]. Na przetomie XX i XXI wieku ponownie bada-
cze zaczeli przygladaé sig¢ blizej psylocybinie 1 jej pochodnym. Tym razem opisano
jej potencjalne znaczenie terapeutyczne, w szczegdlnosci w leczeniu takich schorzen,
jak depresja, stany lekowe, zespdt stresu pourazowego (PTSD) czy uzaleznienia.
Odkrycie potencjalnych korzysci zdrowotnych pltynacych z przyjmowania grzybow
halucynogennych sprawito, ze na catym $wiecie po raz kolejny podjeto dyskusj¢ na
temat ich legalizacji i ewentualnego dopuszczenia do terapii z uwzglednieniem za-
grozen zwigzanych ze stosowaniem substancji psychodelicznych. Co istotne, 1 lipca
2023 roku Australia zostata pierwszym krajem, w ktorym oficjalnie zezwolono na
uzycie psylocybiny w leczeniu lekoopornej depresji (informacje dostepne na stronie
internetowej rzadu Australii — Australian Government, Department of Health and
Aged Care, Therapeutic Goods Administration) [6, 11, 12]. Dopuszczenie do obrotu
tego rodzaju substancji miato tez znaczenie dla badan nad innymi grzybami halucy-
nogennymi o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym — w tym nad muchomorami
(rodzaj Amanita) [7, 12].

A. muscaria zawiera muscymol. Substancja ta jest agonistg receptorow GABA. Sa
to receptory blonowe wigzace kwas y-aminomastowy w mozgu cztowieka, powodujac
psychoaktywne dziatanie takie jak pobudzenie, halucynacje oraz urojenia. Psychoak-
tywny muscymol dziata na receptory GABA , w podobny sposob jak leki przeciwde-
presyjne,jednakze do tej pory nie byt on wykorzystywany medycznie. W ograniczonym
zakresie w latach 70. XX wieku prowadzano badania nad jego uzyciem w klinicznym
leczeniu schizofrenii, jednak nie osiggnigto satysfakcjonujacych rezultatow [7, 13].

Obecnie prowadzone sa badania naukowe, ktorych celem jest wykorzystanie
muscymolu i okres$lenie optymalnej dawki, jaka mogtaby mie¢ dziatanie przeciwde-
presyjne. Co wazne, muscymol jest takze obecny w innych gatunkach Amanita spp.
— zostat oznaczony m.in. w 4. pantherina [7, 14].

Badania mialy na celu okreslenie zawartosci w myceliach i owocnikach A. mu-
scaria i A. pantherina zwiazkow, ktore potencjalnie moglyby znalez¢ zastosowanie
w profilaktyce i leczeniu depresji. Zawarto$¢ muscymolu w $wiezych owocnikach
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Amanita spp. jest bardzo zmienna, zalezna osobniczo i moze r6zni¢ si¢ nawet o kil-
ka—kilkanascie procent, co stwarza problemy w pozyskaniu dobrego zrddta materiatu
grzybowego ze srodowiska naturalnego [9]. Rozwiazaniem tego problemu okazuje si¢
biotechnologiczne pozyskiwanie mycelium w warunkach laboratoryjnych, co powoduje
zmniejszong ingerencje w srodowisko naturalne oraz zmniejszone prawdopodobien-
stwo omytkowego zebrania gatunku, a takze stwarza mozliwosci celowanej produkc;ji
okreslonych substancji bioaktywnych.

Celem naszej pracy byto pozyskanie ze $rodowiska naturalnego owocnikdéw
1 otrzymanie metodami biotechnologicznymi myceliow dwoch gatunkow: A. muscaria
1A. pantherina w 10 L bioreaktorach z systemem air-lift, oraz ocena zawarto$ci w uzy-
skanym materiale substancji biologicznie aktywnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
zwigzkow o znaczeniu w profilaktyce depresji. Nalezy podkresli¢, ze celem badania
byto nie tylko oznaczenie muscymolu czy kwasu ibotenowego, lecz rowniez po raz
pierwszy przeanalizowanie zawarto$ci innych substancji o znaczeniu leczniczym,
zwlaszcza niehalucynogennych pochodnych indolowych, takich jak np. L-tryptofan,
ktory jest prekursorem syntezy serotoniny w oSrodkowym uktadzie nerwowym, czy
5-hydroksy-L-tryptofan — o udowodnionej aktywnosci przeciwdepresyjnej. Co istotne,
przeprowadzono analiz¢ porownawcza zawarto$ci zarowno zwigzkdéw organicznych,
jak 1 biopierwiastkow.

1. Materialy
1.1. Materiat badawczy

Owocniki Amanita muscaria (L.) Lam. oraz Amanita pantherina (DC.) Krombh
zebrano w lasach mieszanych Polski potudniowej (w poblizu Krakowa). Identyfi-
kacji taksonomicznej dokonano na podstawie analizy mykologicznej (prof. Bozena
Muszynska) oraz klucza do rozpoznawania grzybow [15]. Probki materiatu sg prze-
chowywane w Katedrze Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum w Krakowie (numer depozytu: KBF/AM — 1/2022., KBF/
AP —2/2022).

1.2. Kultury myceliane — otrzymywanie

Swiezych owocnikéw uzyto do zainicjowania kultur mycelialnych. Wyprowadzenie
kultur in vitro na pozywce zestalonej agarem przeprowadzono wedtug procedury opra-
cowanej przez Muszynska i wsp. [16]. W pierwszym etapie tego procesu otrzymano
kultury stacjonarne na zmodyfikowanej pozywce wedtug Oddoux [17].

1.3. Kultury ptynne wytrzasane

W celu zainicjowania kultur ptynnych, prowadzonych jako kultury wytrzasane
(wglebne), do kolb Erlenmeyera o pojemnosci 500 mL przeniesiono fragmenty my-
celium z kultur agarowych. Kolby umieszczono na wytrzasarce obrotowej (czestotli-
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wo$¢ 140 obr./min) (ALTEL, £6dzZ, Polska) i prowadzono w temperaturze 25 + 2°C
w warunkach zmiennego o$wietlenia (z zachowaniem cyklu dobowego). Kultury te
shuzyty jako materiat macierzysty do zapoczatkowania kultur eksperymentalnych,
bioreaktorowych — podlegajacych procesowi optymalizacji.

1.4. Eksperymentalne kultury w bioreaktorach z systemem air-/ift

W celu uzyskania efektywnych przyrostow biomasy z przeznaczeniem do dalszych
analiz grzybni¢ z kultur ptynnych wytrzgsanych przeniesiono do 10 L biofermentora
(butle szklane SIMAX®), w ktorym mieszanie biomasy zapewnione byto przez doptyw
sterylnego powietrza oraz odprowadzanie CO, (system air-/iff). Po 10 dniach biomasg
oddzielono od pozywki, zamrozono, a nastgpnie liofilizowano, a uzyskany materiat
postuzyt do dalszych etapow badan.

2. Metody
2.1. Ekstrakcja uzyskanego materiatu

Zliofilizowang w liofilizatorze (Labconco Freezone lyophilizer 4.5, Kansas City,
USA) biomase (owocniki i mycelia z kultur in vitro) rozdrobniono w mozdzierzu
agatowym. Probki o odpowiednich nawazkach — 3 gramy — ekstrahowano przez
20 minut metanolem (100 mL) z zastosowaniem ultradzwigkow o czestotliwo$ci
40 kHz. Ekstrakcje powtorzono dziewieciokrotnie dla kazdej z probek. Ekstrakty
odwirowano (15 minut, 35 000 obr./min). Otrzymany supernatant oddzielono znad
osadu 1 umieszczono w krystalizatorach do odparowania metanolu (w temperaturze
25 + 2°C). Powstalg suchg pozostatos¢ rozpuszczono ilosciowo w metanolu o czy-
stosci HPLC (Honeywell Riedel-de Haén, Sheelze, Niemcy) i filtrowano z uzyciem
filtréw strzykawkowych (Millipore Millex® GP 0,22 um, Merck, Dramstadt, Niemcy).
Otrzymany ekstrakt przeznaczono do analiz metodg HPLC nastepujacych zwigzkow:
muscymol, kwas ibotenowy, zwigzki indolowe, lowastatyna oraz ergotioneina.

2.2. Analiza zawarto$ci zwigzkoéw indolowych

W celu oznaczenia zwigzkoéw indolowych ekstrakty z owocnikow i myceliow
z kultur in vitro poddano analizie metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
w uktadzie faz odwréconych (RP-HPLC) z wykorzystaniem analizatora HPLC (Merc
Hitachi, Tokio, Japonia) z detektorem UV L-7400, termostatem L-2350, pompg L-7100,
degazerem VWR7614, kolumng RP-18 4 x 250 mm (Purospher®, 5 um). Temperatura
kolumny wynosita 25°C. Do oznaczenia L-tryptofanu, melatoniny, tryptaminy i 5-me-
tylotryptaminy zastosowano rozdziat izokratyczny z uzyciem mieszaniny metanolu,
wody 1 octanu amonu w proporcji 15: 14: 1 v/v/v. Detekcji dokonano przy dlugosci
fali A = 280 nm. Do oznaczenia 5-hydroksy-L-tryptofanu jako eluent zastosowano
mieszanine 0,1% kwasu fosforowego i acetonitrylu w stosunku objetosciowym 93: 7.
Obecnos$¢ tego zwigzku analizowano przy A =275 nm. Szybko$¢ przeptywu eluentu
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w toku analizy wszystkich zwigzkoéw indolowych wynosita 1,0 mL/min. Analiz¢
ilosciowg przeprowadzono metodg krzywej kalibracyjne;j.

2.3. Analiza zawarto$ci ergotioneiny

Analize zawarto$ci ergotioneiny wykonano metodg RP-HPLC wedlug Zhou i wsp.
[18] z uzyciem analizatora opisanego powyzej. Zastosowano rozdzial izokratyczny
z wykorzystaniem mieszaniny 1% metanolu z kwasem borowym (pH = 5), a tempera-
tura kolumny wynosita 25°C. Analizy przeprowadzono przy dlugosci fali A =275 nm.
Szybkos¢ przeptywu eluentu wynosita 0,5 mL/min.

2.4. Analiza zawarto$ci lowastatyny

Do oznaczenia lowastatyny w badanych prébkach wykorzystano metodg Pansuriya
i Singhal [19]. Analiz¢ wykonano metodg RP-HPLC za pomocg aparatury opisanej
powyzej. Zastosowano rozdziat izokratyczny z uzyciem mieszaniny acetonitrylui0,1%
kwasu fosforowego w proporcji 60: 40 v/v. Temperatura kolumny wynosita 25°C,
dlugos¢ fali A = 238 nm, a szybko$¢ przeptywu eluentu 1 mL/min.

2.5. Analiza zawarto$ci muscymolu i kwasu ibotenowego

Oznaczenie muscymolu i kwasu ibotenowego przeprowadzono wedtug metodyki
opracowanej przez Tsunoda i wsp. [20, 21] z wlasnymi modyfikacjami w zakresie pro-
porcji uzytego eluentu oraz warunkow badania. Do oznaczen wykorzystano zestaw do
chromatografii cieczowej opisany powyzej. Zastosowano elucje izokratyczna, a eluent
stanowita mieszanina: wody, acetonitrylu i metanolu 60: 20: 10 v/v z dodatkiem 4 mM
kwasu fosforowego o pH 2,2 oraz siarczanu dodecylu sodu (2,1 mM). Oznaczen do-
konano przy dtugosci fali A =210 nm, a temperatura kolumny wynosita 35°C.

2.6. Analiza zawartoS$ci steroli

Do analizy zawarto$ci steroli odwazono 5 g zliofilizowanych owocnikow A. mu-
scaria, A. pantherina oraz ich mycelia i ekstrahowano je w mieszaninie metanolu
i dichlorometanu (75: 25 v/v) w tazni ultradzwigkowej z czestotliwoscig 40 kHz przez
10 minut. Po 2 godzinach uzyskany ekstrakt wirowano przy obrotach (12 000 obr./min)
przez 5 minut. Procedure ekstrakcji powtoérzono dwukrotnie, a nastepnie supernatant
oddzielono od osadu, umieszczono w krystalizatorach o objetosci 80 mL i pozostawiono
az do odparowania metanolu. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w metanolu o czystosci
HPLC (Merc, Dramstadt, Niemcy) i filtrowano z uzyciem filtrow strzykawkowych.
Oznaczenia prowadzono wedlug metodyki opisanej przez Sutkowska-Ziaje i wsp. [22].
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2.7. Analiza zawarto$ci B-glukanow

Zawarto$¢ B-glukandow oznaczono z uzyciem zestawu testowego (Megazyme©
International, Ireland Ltd, Wicklow, Irlandia) zgodnie z instrukcjami producenta i pro-
cedurg opisang przez Sari i wsp. [23]. Wszystkie probki w ilosci 0,1 g liofilizowanego
materiatu zmielono za pomocg mtynka analitycznego i przesiano przez sito 0,5 mm.
Na kolejnym etapie dodano 1,5 mL 37% HCI i mieszaning ogrzewano w temperaturze
30°C przez 45 minut. Nastgpnie do kazdej probki dodano 10 mL wody destylowane;j
i inkubowano przez 2 godziny we wrzacej tazni wodnej. Po neutralizacji 2 M KOH
do probek Amanita spp. dodano bufor octanowy (pH = 5), aby uzyskac¢ koncowa
objetos¢ 100 mL. Nastepnie pobrano 0,1 mL roztworu i dodano egzo-1,3-p-glukanaze
(20 U/mL) i B-glukozydaze (20 U/mL). Tak otrzymany roztwdr inkubowano w tazni
wodnej w temperaturze 40°C przez 1 godzing. Do kazdej analizowanej probki do-
dano 3 mL odczynnika do oznaczania glukozy Megazyme (oksydaza glukozowa/
peroksydaza; GOPOD), a mieszanin¢ ponownie inkubowano w temperaturze 40°C
przez 20 minut. Probki analizowano za pomoca spektrofotometru UV/VIS Helios
Beta (Thermofisher, Wielka Brytania) przy dlugosci fali A = 510 nm i poréwnywa-
no z proba slepa. Do wykrywania 1,3-1,6-f-glukanéw zastosowano metode testu
enzymatycznego, ktora jest skuteczng metoda ilosciowego oznaczania B-glukanow
w grzybach, a standardowy blad metody wynosi <5% (Megazyme®© International,
Ireland Ltd, Wicklow, Irlandia) [23].

2.8. Analiza biopierwiastkow

Wysuszone owocniki i mycelia badanych gatunkow sproszkowano w mtynie ku-
lowym Pulverisette 14 (Merazet, Poznan, Polska). Probki analizowano na zawartos¢
biopierwiastkow: Mg, K, Na, Ca, Fe, Zn, Mn i Cu. Z kazdego wysuszonego materiatu
grzybowego odwazono 0,5 g probki i przeniesiono do teflonowych naczyn zawieraja-
cych 2 mL 30% H,0, oraz 6 mL 65% HNO,. Nastgpnie probki poddano mineralizacji
mokrej w systemie zamknietym w mineralizatorze Magnum Il (ERTEC—Poland, Wroc-
taw, Polska). Otrzymany zmineralizowany roztwor ogrzewano na ptycie grzewczej
przez 60 minut w 120°C w celu usuni¢cia nadmiaru odczynnikow. Nastepnie probki
przeniesiono do 10 mL kolb i rozcienczono czterokrotnie woda destylowang. Do ozna-
czenia pierwiastkoOw wykorzystano atomowga spektrometri¢ absorpcyjng z atomizacja
w plomieniu (ASA). Do wszystkich pomiaréw zastosowano spektrometr iCE3500
(Thermo Scientific, Gloucester, Wielka Brytania).

2.9. Analiza statystyczna wynikow

Analize statystyczng wynikow opracowano, stosujac analize wariancji ANOVA,
wyznaczajac grupy jednorodne z zastosowaniem testu HSD Tukeya przy p < 0,05,
w programie Statistica wersja 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, Kalifornia, USA).
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3. Wyniki
3.1. Zawarto$¢ zwiazkow organicznych

Najwickszg zawarto$¢ sposrod zwigzkow indolowych wykazano dla 5-hydroksy-
-L-tryptofanu. W mycelium 4. muscaria jego ilos¢ wynosita 167 mg/100 g s.m.,
aw owocnikach 137 mg/100 g s.m. W wypadku A. pantherina wartosci te byly ponad
dwukrotnie mniejsze (32,5-63,5 mg/100 g s.m.). Zawarto$¢ S-metylotrypaminy byta
najwicksza w mycelium 4. pantherina — 12,8 mg/100 g s.m., a w wypadku pozosta-
lych analizowanych probek zawarto$¢ wynosita 2,21-5,94 mg/100 g s.m. Zawarto$¢
L-tryptofanu byta zblizona w owocnikach obu gatunkéw i miescita si¢ w zakresie
26,8-31,6 mg/100 g s.m. Najmniej tej substancji oznaczono w mycelium 4. muscaria
(6,23 mg/100 g s.m.), niemniej jednak tylko w tym materiale oznaczono melatoning
—10,5 mg/100 g s.m. (tab. 1).

Tabela 1. Zawarto$¢ zwiazkow bioaktywnych w materiale grzybowym Amanita muscaria
i Amanita pantherina |[mg/100 g s.m. = SD]| oraz dla B-glukanéw [g/100 g s.m. + SD]

Amanita spp. A . , Amanita . , Amanita
Zwiazki manita muscfarla muscaria Amanita panth.erlna pantherina
bioaktywne kultury mycelialne owocniki kultury mycelialne owocniki
Muscymol 0,051 £ 0,003 0,692 +0,091° 0,051 + 0,003 0,093 £ 0,002
Kwas ibotenowy * * * *
Ergosterol * 751 +25° 8,97 £3,07° 18,2+0,1°
Nadtlenek ergosterolu * * * *
Lowastatyna 51,7+0,9° 3,64 £0,30° 10,6 £0,4° 1,83 +£0,02¢
Ergotioneina 9,96 + 0,807 19,2 +£2,3 14,4 £0,4° 2,68 +£0,07¢
5-Hydroksy-L-tryptofan 164 + 5 137 £ 5 635+24° 325+0,1¢
L-Tryptofan 6,23 £0,912 3614 26,8 +0,6° 28,6+0,2°
Tryptamina 0,061 £ 0,0012 * Nd Nd
Melatonina 10,5+1,8° Nd * *
5-Metylotryptamina 5,94 + 0,342 4,64 +0,11° 12,8+0,3° 2,21 +0,01¢
B-Glukany 6,24 £ 0,09 578 +0,12° 9,84 £0,12¢ 6,13 £ 0,06¢

n=29; * —ilosci §ladowe; Nd — nie oznaczono; litery obok wartosci oznaczaja wyniki post-hoc HSD
Tukeya (p < 0,05)

Najwyzsza zawarto$¢ ergotioneiny oznaczono w owocnikach 4. muscaria
(19,2 mg/100 g s.m.), a najnizszag w owocnikach A. pantherina (2,68 mg/100 g s.m.).
W wypadku lowastatyny najwigksza jej zawarto$¢ oznaczono w mycelium A. muscaria
(51,7 mg/100 g s.m.), natomiast w pozostatych probkach byto jej minimum piecio-
krotnie mniej. Ergosterol oznaczono w najwigkszej iloSci w owocnikach A. muscaria
(75,1 mg/100 g s.m.), a w pozostatych probkach wartosci te byty kilkukrotnie mniejsze.
Jesli chodzi o mycelium z kultur in vitro A. muscaria — nie oznaczano tej substancji.
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Zawartosci ergotioneiny, lowastatyny i ergosterolu byly istotnie statystycznie zrozni-
cowane we wszystkich badanych probkach. Zawarto$¢ B-glukanow byla najwyzsza
w mycelium A. pantherina (9,84 g/100 g s.m.) — w wypadku innych obiektoéw wartosci
nie roznily si¢ istotnie statystycznie. Pewne ilo$ci charakterystycznego dla Amanita
spp. muscymolu oznaczono we wszystkich badanych probkach. Najwigksze ilo$ci tej
substancji oznaczono w owocnikach 4. muscaria (0,692 mg/100 g s.m.); pozostale
badane probki zawieraty niewielkie ilosci tej substancji. Oznaczano rowniez §ladowa
zawarto$¢ kwasu ibotenowego (na granicy poziomu oznaczalnos$ci) (tab. 1).

3.2. Zawartos¢ mikroelementow 1 makroelementow

Wyniki zawarto$ci biopierwiastkow przedstawiono w tabeli 2. Najwyzszg zawar-
to$¢ Fe oznaczono w owocnikach A. muscaria (53,4 mg/100 g s.m.), w wypadku innych
probek ilos¢ ta byta ponaddwukrotnie mniejsza i we wszystkich istotnie statystycznie
roézna. Zawarto$¢ Cu byta na podobnym poziomie w owocnikach obu badanych ga-
tunkow (3,30—4,13 mg/100 g s.m.). W kulturach mycelialnych oznaczono kilkukrotnie
nizsze zawartosci tego pierwiastka. Owocniki A. pantherina zawieraly najwiecej
Zn (68,9 mg/100 g s.m.), a pozostaty badany materiat miat ponaddwukrotnie mniejsza
zawarto$¢ tego pierwiastka. Zawartos¢ Mn byta najwyzsza w mycelium A. muscaria
(9,16 mg/100 g s.m.), anajnizsza w owocnikach A. pantherina (0,838 mg/100 g s.m.).

Tabela 2. Zawarto$¢ wybranych biopierwiastkow w gatunkach Amanita muscaria
i Amanita pantherina l[mg/100 g s.m. £+ SD]

Biopierwiastek Amanita muscaria | Amanita muscaria | Amanita pantherina | Amanita pantherina
kultury mycelialne owocniki kultury mycelialne owocniki

Ca 4,70 £0,26° 7,03+0,10° 8,16 £ 0,06 440+£3,3

Cu 0,412 £ 0,0372 3,30 £ 0,24° 0,575 + 0,033 4,13+0,13

Fe 36,4 +0,5° 534+0,2° 241+£0,2 18,1+ 1,1¢

K 497 £19° 157 £ 1° 637 + 38° 156 + 1°

Mg 152 £ 63¢ 114 + 4b¢ 119 + 3abe 107 £ 4°

Mn 9,16 £ 0,04 4,55 +0,14° 3,35+0,17° 0,838 + 0,059

Na 79,5+ 2,0° 18,5+0,5° 758 £1.4° 6,65+ 0,13¢

Zn 13,4 +0,3 6,19+ 0,27 26,7 £0,5° 68,9 + 3,1

n = 9; litery obok warto$ci oznaczaja wyniki post-hoc HSD Tukeya (p < 0,05)

Najwyzszg zawartos¢ K oznaczono w mycelium A. pantherina (637 mg/100 g
s.m.). Istotnie mniej oznaczono go w mycelium 4. muscaria (497 mg/100 g s.m.),
a takze w owocnikach obu gatunkow. Zawartos¢ Mg byta na zblizonym poziomie
w badanym materiale, niemniej jednak réznice byly istotne statystycznie — najwiecej
Mg oznaczono w mycelium A. muscaria (152 mg/100 g s.m.), anajmniej w owocnikach
A. pantherina (107 mg/100 g s.m.). Z kolei zawarto$¢ Ca byta najwyzsza w owocnikach
A. pantherina (44,0 mg/100 g s.m.). W wypadku Na oznaczono podobne zawartosci
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tego pierwiastka w myceliach (75,8 mg/100 g s.m.179,5 mg/100 g s.m.), a kilkukrotnie
mniejsze w owocnikach (tab. 2).

4. Dyskusja wynikow

W biomasie otrzymanej z kultur mycelialnych A. muscaria oznaczono muscymol
(rys. 1A) w ilo$ci 0,05% suchej masy, jednakze bioragc pod uwage tatwos¢ produkeji
mycelium, moze okaza¢ si¢ to efektywnym sposobem pozyskiwania muscymolu, tym
bardziej ze trwajg prace nad mikrodozowaniem tej substancji [24, 25]. Inni autorzy
oznaczali gtéwnie takie substancje, jak muskaryna w ilosci 0,02% suchej masy, kwas
ibotenowy w ilosci okoto 1% suchej masy, muscymol w ilosci okoto 0,09% suchej
masy, a takze §ladowe ilo$ci alkaloidéw tropanowych. W §wiezym owocniku wazacym
miedzy 50-70 g mozna oznaczy¢ muscymol w ilosci okoto 6 mg, natomiast zawartos$ci
kwasu ibotenowego moga wynosi¢ az 70 mg [26, 27]. Ilosci muscymolu oznaczone
w niniejszej pracy pokrywajg sie z wezesniejszymi analizami, natomiast w przeciwien-
stwie do danych z piSmiennictwa naukowego w naszym eksperymencie kwas ibotenowy
wystepowat jedynie w ilo$ciach sladowych (tab. 1) [26, 27]. Co interesujace, dla obu
analizowanych gatunkow potwierdzono uprzednio wystepowanie znacznie wyzszych
zawarto$ci zarowno muscymolu, jak i kwasu ibotenowego w kapeluszach grzybow
[27]. Ze wzglgdu na potencjalne dziatanie toksyczne analizowanych gatunkow grzy-
boéw wczesniejsze badania nie obejmowaty pomiaru zawarto$ci zwigzkow biologicznie
aktywnych o wilasciwos$ciach prozdrowotnych. W zwigzku z tym przeprowadzone
w niniejszej pracy analizy dotyczace obecnosci nichalucynogennych zwigzkow ind-
olowych, ergosterolu, ergotioneiny oraz lowastatyny stanowig pierwsze tego rodzaju
badania mykochemiczne, co stanowi dodatkowy atut naukowy prezentowanego projektu.

Muscymol jest silnym agonistg receptorow neuroprzekaznika GABA (kwasu
y-aminomastowego), oddziatujagcym gléwnie na receptory GABA, w osrodkowym
uktadzie nerwowym (OUN). GABA jest gldwnym neuroprzekaznikiem hamujacym
w moézgu, a dziatanie muscymolu na receptory GABA, daje efekty uspokajajace,
przeciwlgkowe 1 nasenne. Moze réwniez wywotywac stan relaksu, a w wigkszych
dawkach stan hipnotyczny lub bezposrednio usypiajacy. Dziatanie przeciwlekowe
osiagga si¢ przez wzmocnienie neurotransmisji hamujgcej za posrednictwem recepto-
réw GABA w mozgu. Dziatanie muscymolu moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od dawki,
indywidualnej wrazliwosci 1 czynnikow $rodowiskowych. Spozywanie grzybow
zawierajacych muscymol moze by¢ niebezpieczne i nalezy go unikaé ze wzgledu na
zagrozenie zatruciem oraz potencjalne powazne skutki uboczne [28].

Dodatkowo w badaniach oznaczono szereg innych substancji bioaktywnych, w tym
zwiazki indolowe, ktore rowniez dziatajg przeciwdepresyjnie. Zwigzki te, a przede
wszystkim 5-hydroksy-L-tryptofan (rys. 1B), to prekursory serotoniny, ktora jest jed-
nym z najwazniejszych neuroprzekaznikow w mozgu odpowiadajacych za kontrole
samopoczucia, jako$¢ snu czy apetyt [29]. Grzyby sa bogatym zrodtem zwigzkow
indolowych, wsrod ktorych wyszczegdlni¢ mozna réwniez melatoning [30].

W pracy oznaczono wysokie zawartosci zwigzkéw indolowych — w mycelium
A. muscaria zawarto$¢ 5-hydroksy-L-tryptofanu wynosita 164 mg/100 g s.m., wysoka
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Rysunek 1. Wzory strukturalne: muscymol (A), 5-hydroksy-L-tryptofan (B)

zawartos¢ zostata oznaczona rowniez w owocniku tego gatunku. W poréwnaniu z inny-
mi gatunkami jest to warto$¢ srednia— w zaleznos$ci od gatunku zawarto$¢ 5-hydroksy-
-L-tryptofanu, jak i innych zwiazkoéw indolowych, waha sie od ilo$ci §ladowych po
nawet ponad 700 mg/100 g s.m. w mycelium Pleurotus djamor [31, 32]. W wypadku
kultur in vitro mozna wystandaryzowa¢ warunki i sterowaé¢ metabolizmem grzybni,
dodajac rézne substancje do pozywki, w tym prekursory syntezy nichalucynogennych
pochodnych indolowych, takich jak seryna czy kwas antranilowy, albo L-fenyloalaning
bedaca prekursorem syntezy kwasow fenolowych [33, 34]. By¢ moze z zastosowaniem
innych sktadnikow i dodatkow, np. soli pierwiastkow, mozliwe bedzie otrzymanie
surowca bogatszego w pozadany sktadnik aktywny — taka zalezno$¢ zaobserwowano
w wypadku grzybow uprawnych, takich jak Agaricus bisporus i Pleurotus spp. [16, 35].

W ekstraktach z uzyskanego mycelium oraz owocnikach A. muscaria i A. pantheri-
na oznaczono rowniez inne zwigzki, takie jak ergotioneina, lowastatyna oraz ergosterol.
Ergotioneina to aminokwas bedacy pochodng histydyny, ktéra ma silne wlasciwosci
antyoksydacyjne. Niektorzy badacze sugeruja, ze powinna by¢ zaliczana do witamin,
jako ze jest niezbgdna do dziatania organizmu cztowieka, a pobierana jest wytacznie
z pozywienia [36]. W przeprowadzonych badaniach wybranych gatunkéw oznaczo-
no wysokie zawartosci ergotioneiny — najwiecej] w owocnikach 4. muscaria, a jej
ilo$¢ wynosita 19,2 mg/100 g s.m. Grzyby uwazane sg za jedno z najlepszych zrodet
tej substancji, co potwierdza jej ilos¢ w innych jadalnych gatunkach, takich jak np.
Pleurotus spp. [31, 37]. Lowastatyna to zwigzek regulujacy metabolizm cholesterolu
u cztowieka, co w konsekwencji obniza poziom jego szkodliwej formy LDL (lipopro-
teiny o niskiej gestosci), jednoczesnie regulujac poziom dobrego cholesterolu HDL
(lipoproteiny o wysokiej gestosci). Grzyby uwaza si¢ za jedno z lepszych zrodet tej
substancji [37]. W pracy oznaczono zawarto$¢ lowastatyny dla mycelium 4. muscaria
wynoszacg 51,7 mg/100 g s.m., co jest ilocig stosunkowo wysoka. Dla poro6wnania
w owocnikach Cantharellus cibarius oznaczono 67,89 mg tej substancji w 100 g s.m.,
a w Pleurotus citrinopileatus — 28,84 mg/100 g s.m. [31, 37].

Sterole to zwiazki powszechnie wystgpujace w grzybach, ktore traktuje si¢ jako ich
dobre zrodto. W sktad grupy steroli wchodzi ergosterol bedacy prekursorem witaminy
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D [38]. Za jego bogate zroédlo uwaza si¢ A. bisporus (pieczarka dwuzarodnikowa),
ktora zawiera 61,5 mg ergosterolu w 100 g s.m. [39]. Przeprowadzone badania wy-
kazaly, ze rowniez owocniki A. muscaria sa dobrym zrédlem tej substancji. Grupa
zwigzkow szeroko badanych pod wzgledem aktywnos$ci biologicznej sg polisacha-
rydy, w szczegdlnosci B-glukany wchodzace w sktad $ciany komorkowej grzybow.
Maja one udowodnione wiasciwosci immunomodulujace i stosowane sg w terapiach
nowotworowych jako adiuwanty w standardowej chemio — 1 radioterapii — gldwnie
w Chinach i Japonii [40]. We wszystkich badanych probkach oznaczono B-glukany,
jednak poréwnanie ich zawarto$ci z innymi gatunkami jest trudne i nie zawsze
miarodajne ze wzgledu na indywidualng aktywno$¢ polisacharydow w okreslonych
gatunkach grzybow [23]. W przeprowadzonych w 1992 roku badaniach p-glukanow
zawartych w A. muscaria stwierdzono ich hamujaca aktywno$¢ wobec rozrostu guzoéw
nowotworowych w warunkach in vitro. Wykazano tez potencjat przeciwnowotworowy
ekstraktow zawierajacych polisacharydy 4. muscaria przeciwko czerniakowi [41, 42].

Owocniki grzybéw majg wiele makro — i mikroelementéw, ktore sg niezbedne
cztowiekowi do prawidtowego funkcjonowania. Grzyby zawieraja m.in. K, Ca, Mg, Zn,
Na, Se, Fe w ilosciach, ktore pozwalaja na stwierdzenie, ze sg ich cennym dostawca,
a ich konsumpcja moze okaza¢ si¢ istotng forma suplementacji [38, 43]. Obecnosé
tych substancji jest w srodowisku naturalnym bardzo zmienna i zalezy od podtoza,
na ktérym grzybnia rosta — w wypadku kultur in vitro mozna tatwo modyfikowac
i dodawac rézne biopierwiastki, zmieniajac metabolizm grzybow, a takze uzyskujac
organiczna, tatwiej przyswajalng forme np. deficytowego selenu [44]. Ilosci makro —
i mikroelementoéw w badanych obiektach sg zblizone do wynikow uzyskanych w innych
pracach naukowych dla grzybow jadalnych. W opisywanej tu pracy wykazano duze
zawartosci Fe, Mn, Zn, Mg i K — wartosci te byty jednak zmienne w zaleznosci od
badanego surowca (tab. 2). W odniesieniu do uprzednio oznaczanych biopierwiastkow
dla 4. muscaria zaobserwowano szczeg6lnie duze réznice w zawarto$ciach takich
biopierwiastkow, jak Ca (136,7 mg/100 g s.m., a obecnie 7,03 mg/100 g s.m.), Fe (11,8
mg/100 g s.m., a obecnie 53,4 mg/100 g s.m.) oraz Zn (12,9 mg/100 g s.m., a obecnie
6,19 mg/100 g s.m.). Z kolei dla Mg i Cu oznaczone ilo$ci byty podobne (1301 114
mg/100 g s.m. oraz 3,84 13,30 mg/100 g s.m.). W wypadku A. pantherina oznaczono
podobne zawarto$ci Fe 1 Cu (odpowiednio 16,51 18,1 mg/100 g s.m. oraz 4,52 14,13
mg/100 g s.m.), natomiast dla Zn i Mg w obecnym eksperymencie byly one wyzsze
(odpowiednio 16,5 1 68,9 mg/100 g s.m. oraz 103,9 1 156 mg/100 g s.m.). Roznice
zaobserwowano rowniez dla Ca (84,2 mg/100 g s.m. w uprzednich badaniach i 44,0
mg/100 g s.m. obecnie) [45].

Podsumowujac, nalezy uznaé, mycelia badanych gatunkoéw sg potencjalnym
zrédtem muscymolu, a dodatkowo nie zawierajg toksycznego kwasu ibotenowego.
W owocnikach, jak i mycelium 4. muscaria i A. pantherina oznaczono szereg substan-
cji o whasciwosciach prozdrowotnych. Mycelium A. muscaria zawierato przewaznie
najwi¢cej zwigzkow aktywnych w porownaniu z A. pantherina.



Czy mycelia z kultur in vitro Amanita muscaria i Amanita pantherina versus owocniki 13

Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze mycelium A. muscaria
oraz A. pantherina jest potencjalnym surowcem zawierajagcym substancje dziatajgce
na uktad nerwowy cztowieka. Muscymol oraz oznaczone zwigzki indolowe moga
w przysztosci postuzy¢ do opracowania preparatu o dziataniu przeciwdepresyjnym,
jednak potrzebne sg dalsze badania w tym zakresie, w tym w modelach in vitro, in
vivo oraz kliniczne. Po raz pierwszy oznaczona wysoka zawarto$¢ innych zwigzkow
o udowodnionym potencjale prozdrowotnym, takich jak lowastatyna, ergosterol czy
ergotioneina, dodatkowo zwicksza potencjalng warto$¢ leczniczg surowca, jakim jest
mycelium A. muscaria oraz A. pantherina. Niezbgdne sg wszakze wielkoskalowe,
znacznie bardziej ztozone i dluzsze badania, Zzeby lek na bazie Amanita spp. zostat
wprowadzony do uzytkowania. Taki lek nie powinien zarazem sta¢ si¢ suplementem
diety z powodu zawarto$ci muscymolu o dziataniu psychoaktywnym.

Ztozonos¢ problematyki zwigzanej z podjetymi badaniami 4. muscaria oraz
A. pantherina zostata w tej pracy jedynie zaznaczona, a jesli chodzi o ustalenie zna-
czenia kultur mycelialnych jako potencjalnego $rodka leczniczego — dopiero zapo-
czatkowana. Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze nie tylko owocniki otrzymywane
ze $rodowiska naturalnego, ale réwniez mycelia z kultur in vitro moga stanowié¢ wy-
standaryzowany rodzaj materiatu grzybowego, z przeznaczeniem do dalszych ekspe-
rymentow badajacych potencjat muscymolu czy pochodnych indolowych w depresji,
a takze w innych schorzeniach OUN.

Finansowanie

Publikacja powstata ze Srodkow Priorytetowego Obszaru Badawczego qLife w ramach programu
strategicznego ,, Inicjatywa Doskonatosci— Uczelnia Badawcza” w Uniwersytecie Jagiellonskim
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