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Bioaktywne zwiazki grzybow z rodzaju Lactarius
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Streszczenie
Grzyby z rodzaju Lactarius s3 malo przebadane, bowiem badania skfadu chemicznego sa
prowadzone gléwnie dla gatunkow jadalnych i uprawnych. Tymczasem grzyby Lactarius
zawierajg stosunkowo duze ilo$ci bialek, polisacharydéw (chityna) oraz interesujacych
bioaktywnych zwigzkéw seskwiterpenowych wystepujacych w soku mlecznym i owocnikach.
Wezesniejsze badania grzybow Lactarius wykazaly obecno$é¢ takich zwigzkow jak: velutinal,
stearovelutinal, velleral, izovelleral. Furanodiol oraz laktarorufiny A i B znaleziono w Lactarius
rufus. W tej pracy z grzybow Lactarius vellereus wyizolowano furanodiol oraz niewielkie

ilosci laktarorufiny A, izolarktarorufiny A i laktarorufiny B.

Summary
Mushrooms genus Lactarius are less widely studied, because the investigations of chemical
composition are focused on edible and cultivated ones. Lactarius species are rich in proteins,
polysaccharides (chitin) and interesting bioactive sesquiterpenes present in latex as well as in
fruiting body. Previous studies on Lactarius revealed the presence of velutinal, stearovelutinal,
velleral and izovelleral. Furanodiol, lactarorufin A, lactarorufin B were first isolated from
Lactarius rufus. In the present work furanodiol, and small amounts of lactarorufin A, B were

obtained from fruiting bodies of Lactarius vellereus.
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Wstep

Rodzaj Lactarius nalezy do rodziny Russulaceae (gotabkowate) i rzedu Agaricales
(pieczarkowce) oraz klasy Basidiomecetes (podstawczaki). Grzyby z rodzaju
Lactarius s3 malo przebadane [1, 2], bowiem badania skladu chemicznego
s3 prowadzone gléwnie dla gatunkow jadalnych, a zwlaszcza uprawianych
(pieczarka, boczniak). Owocniki grzybow rodzaju Lactarius zawieraja dos¢
duze ilosci biatka i weglowodanéw oraz niewielkie ilosci lipidow. Frakcja
lipidowa otrzymana przez ekstrakcje owocnikow mleczaja rydza (Lactarius
deliciosus) zawierata gtownie kwas olejowy (41,3%) i stearynowy (25,3%),
mniejsze ilosci palmitynowego (12,1%), linolowego (17,1%) i linolenowego
(0,3%). Mleczaj rydz (gatunek grzybow nalezacy do rodziny gotabkowatych)
zawiera znaczne ilo$ci mannitolu (13,7% suchej masy) oraz niewielkie ilo$ci
glukozy i trehalozy. Sposréd polisacharydow w najwiekszej ilosci wystepuje
chityna, moze ona stanowi¢ nawet do 80-90% suchej masy. Podstawowym
sterolem wystepujacym w grzybach jest ergosterol, ktéry pod wptywem pro-
mieniowania stonecznego ulega przemianie do witaminy D,. Ergosterol jest
charakterystycznym produktem dla calego krolestwa grzybow [3]. W sktadzie
chemicznym grzybow z rodzaju Lactarius szczegolnie interesujace dla farmacji
i medycyny sg zwigzki seskwiterpenowe zawarte zaréwno w owocniku, jak
i w mleczku.

Celem pracy byta ocena mozliwosci wyizolowania zwigzkéw seskwiterpeno-
wych z grzybow z rodzaju Lactarius vellereus (mleczaj chrzastka) w iloci umoz-
liwiajacej modyfikacje ich struktury w kierunku otrzymania nowych zwigzkéw,
potencjalnie interesujacych dla farmakologii. Zwlaszcza furanodiol i pochodne
laktarorufiny mogtyby stanowi¢ material wyjsciowy do dalszych syntez.

Zwiazki seskwiterpenowe z grzybow

Grzyby z rodzaju Lactarius zawdzigczajg swojg nazwe sokowi o konsystencji
mleka, niekiedy zabarwionemu na zétto, np. u Lactarius chrysorrheus lub czer-
wono-pomaranczowo, np. u Lactarius deliciosus. Grzyby o czerwono-poma-
ranczowym zabarwieniu soku mlecznego s3 jadalne i majg fagodny smak. Sok
pojawia si¢ w momencie uszkodzenia grzyba. Stanowi on mechanizm obronny,
bowiem zawiera labilne zwigzki obronne oraz zestaw enzymow przeksztalcajacy
je w kolejne pochodne. Sok mleczny pelni funkcje obronng na dwa sposoby -
poprzez zmiang koloru odstrasza pasozyty, a nieprzyjemny ostry i piekgcy smak
odstrasza potencjalnych konsumentéw [4]. Najczesciej spotykanym prekursorem
o roli obronnej jest velutinal lub stearovelutinal (Rysunek 1).
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CH3(CH,)4COO

Rysunek 1. Wz6r strukturalny stearovelutinalu

Pierwszymi produktami przemiany stearovelutinalu, powstajacymi w kilka
sekund po uszkodzeniu owocnika, sg bardzo gorzkie zwigzki: velleral i izovel-
leral (gléwnie izovelleral); w ciggu kilku minut zaczynajg one ulega¢ redukcji
do vellerolu i izovellerolu (Rysunek 2).
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Rysunek 2. Produkty przemiany stearovelutinalu: a.) velleral oraz b.) izovelleral

Szwedzka grupa naukowcdéw [5] zbadala przemiany velutinalu zachodzace
po naruszeniu grzyba Lactarius vellereus z uzyciem zwigzkéw znaczonych
deuterem. Jednak po 30 minutach nie znaleziono nawet sladowych ilosci zna-
czonego velutinalu, co oznacza, ze przereagowal on catkowicie. Estryfikacja jest
sposobem ochrony velutinalu przed enzymami, aby nie ulegal on przeksztat-
ceniom przed naruszeniem owocnika. Przemiany zachodzace pod wptywem
systemu enzymatycznego w grzybach z rodzaju Lactarius badano za pomoca
spektroskopii Ramana [6]. Obserwujac zmiany intensywno$ci sygnatéw w cza-
sie stwierdzono, ze reakcje w mleczku sg zakonczone praktycznie po uptywie
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12-15 minut. Por6wnujgc widma Ramana soku mlecznego réznych gatunkéw
rodzaju Lactarius, mozna w przyblizeniu okresli¢ skfad probki.

Grzyby jadalne, takie jak mleczaj rydz, s3 lubiane ze wzgledu na walory
smakowe. W przypadku grzybéw niejadalnych uwage zwraca ich dzialanie
toksyczne, a nawet halucynogenne. Stwierdzono, ze wiele gatunkéw z rodzaju
Lactarius jest odpornych na szkodniki, a takze nie s3 zjadane przez zwierzeta.
Zauwazono draznigce dzialanie niektorych grzybow na btone sluzowa zotadka
ijelit, powodujace zatrucia. Wlasciwosci antyfidantne seskwiterpendw zaleza
od ich budowy [4]. Wykazano duzo wigkszg aktywno$¢ marazmanéw i lak-
tarandw niz izolaktaranow. Stwierdzono takze stabe dzialanie cytotoksyczne
niektdrych seskwiterpendw o szkielecie guajanu wystepujacych u gatunkow
jadalnych, np. Lactarius deliciosus. ZwigzKki te s3 termolabilne i nie przetrzy-
muja procesOw gotowania, nie sg wiec grozne dla ludzi.

Znane s3 doniesienia o dzialaniu przeciwnowotworowym gatunkéw z rodzaju
Lactarius; wyciag etanolowy z Lactarius volemus hamuje rozwdj niektoérych
komérek nowotworowych in vitro [7]. Lactarius necator zawiera nekatoryne,
seskwiterpen o silnym dzialaniu mutagennym. Stwierdzono, ze wigkszo$¢ nie-
nasyconych aldehydow seskwiterpenowych (np. velleral, lactardial, piperdial)
nie wykazuje wlasciwosci mutagennych. Wiasciwosci takie wykazuje jednak
izovelleral i izovellerol. Metanolowy ekstrakt z Lactarius vellereus wykazuje
natomiast wlasciwosci przeciwmutagenne [8].

Wtasciwosci antyoksydacyjne grzybow zalezg w duzej mierze od zawartosci
polifenoli, a takze od stadium rozwoju grzyba. W przeprowadzonych bada-
niach [9, 10] okreslano wlasciwosci antyoksydacyjne wyciggéw metanolowych
z grzybow. Za dzialanie to odpowiedzialne s3 gléwnie pochodne fenolowe,
a takze obecne w niewielkich ilo$ciach: kwas askorbinowy, beta-karoten oraz
likopen (w Lactarius piperatus).

Gatunki z rodzaju Lactarius produkuja nienasycone seskwiterpenowe
dialdehydy, ktore wykazuja aktywno$¢ biologiczna. Szczegdlnie silnie dziata
velleral i izovelleral, jednak ich zastosowanie jest praktyczne ograniczone,
poniewaz sg bardzo niestabilne i tatwo ulegaja redukcji do nieaktywnych al-
koholi. Stwierdzono, ze Lactarius vellereus hamuje wigzanie lipopolisacharydu
(toksyna bakteryjna) do receptora CD-14 na komoérkach odpornosciowych.
Stwierdzono takze aktywnos$¢ mutagenng w odniesieniu do szczepow Salmo-
nella oraz dziatanie na komorki nowotworowe (zwiekszenie przepuszczalnosci
blony komérkowej).

Whasciwosci antybiotyczne, bakteriobdjcze i cytostatyczne seskwiterpenow
sktonily profesora W.M. Daniewskiego i jego zesp6l do lepszego poznania
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seskwiterpenow z rodzaju Lactarius. Prace prowadzono w latach 70., a pierw-
szymi seskwiterpenami wyizolowanymi z grzybow Lactarius rufus byly: izo-
laktarorufina [11], laktarorufina A [12, 13] i laktarorufina B [14] (Rysunek 3).

izolaktarorufina laktarorufina A laktarorufina B

Rysunek 3. Pierwsze seskwiterpeny wyizolowane z grzybdw z rodzaju Lactarius [10-14]

W latach 80. wyizolowano szereg interesujacych biologicznie seskwiterpe-
néw, ktore majg zréznicowang budowe szkieletu weglowego. Seskwiterpeny
o szkieletach kariofylenu, guajanu, draminu spotykane sa tylko w niektérych
grzybach Lactarius. ZwigzKki o szkielecie kariofylenu wyizolowano z grzybow
Lactarius camphoratus [15]. Szkielet guajanu jest specyficzny dla seskwiter-
penow pochodzacych z Lactarius sanguiflus [16], Lactarius deterrimus [17],
Lactarius indigo [18], Lactarius deliciosus [19, 20, ], zas$ szkielet drimanu dla
zwiazkow wydzielonych z Lactarius uvidus [21, 22]. Seskwiterpeny o szkielecie
guajanu izolowano gltéwnie z gatunkéw o intensywnym zabarwieniu mlecz-
ka, np. Lactarius deliciosus czy Lactarius indygo. Sekwiterpeny o szkielecie
kariofylenu znaleziono tylko w grzybach gatunku Lactarius camphoratus,
a o szkielecie drimanu w Lactarius uvidius. Wérdd zwigzkow seskwiterpe-
nowych wystepujacych w grzybach sg marazman, laktaran, sekolaktaran
iizolaktaran. Najliczniejsza grupa seskwiterpendw wyizolowanych z grzybow
rodzaju Russula i Lactarius stanowily zwigzki o szkielecie laktaranu. Trzy nowe
zwigzki, subvellerolaktony, wyizolowano w 2010 roku z owocnikow Lactarius
subvellereus [23] razem z czterema znanymi laktaranami. Natomiast nowe
badania owocnikow rydza Lactarius deliciosus pokazaly obecnos¢ seskwiter-
penoidow o strukturze typu azulenu [24].
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Czesc eksperymentalna
Grzyby z gatunku Lactarius vellereus (mleczaj chrzastka) zebrano w lasach
nalezacych do nadlesnictwa Chojnéw, tworzacych Lesny Kompleks ,,Lasy
warszawskie” w wojewodztwie mazowieckim.

Sposdb izolacji bioaktywnych zwigzkow polegal na ekstrahowaniu rozdrob-
nionych grzybéw za pomocg alkoholu etylowego. Swiezo zebrane, oczyszczone
i rozdrobnione grzyby (70 kg) umieszczono w stalowym pojemniku i zalano
90% etanolem. Po miesigcu maceracji grzybow w temperaturze pokojowej,
alkoholowy roztwor przesgczono pod cisnieniem przez cellit i odparowano
otrzymujac ekstrakt 1. Przeprowadzono porcjami ekstrakcje 1 do chlorku
metylenu, ekstrakty odparowano do sucha (ekstrakt 2, wilosci 37,17 g). Eks-
trakt ten oczyszczono na kolumnie z tlenku glinu w celu usuniecia kwasow
tluszczowych. Po odparowaniu rozpuszczalnika otrzymano 23 g suchego
ekstraktu 3. Ekstrakt 3 rozpuszczono w 70% roztworze metanolu w wodzie
i ekstrahowano n-heksanem. Otrzymano metanolowo-wodny ekstrakt 4a
zawierajacy zwigzki o wiekszej polarnosci i n-heksanowy ekstrakt 4b za-
wierajacy zwiazki o mniejszej polarnosci. Roztwory odparowano do sucha,
otrzymujac 10,45 g 4a. Poprzez rozdzial chromatograficzny (pod normalnym
ci$nieniem w systemie gradientowym, w ukladzie chlorek metylenu:aceton
(7:3), na kolumnie wypelnionej zZelem krzemionkowym) z ekstraktu 4a
otrzymano pie¢ frakeji F1-F5. Frakcje F1, F2, F3, F4 rozdzielono, ale nie iden-
tyfikowano otrzymanych zwigzkow. Frakcje F5, ktora stanowita ponad 50%
masy rozdzielanej mieszaniny poddano analizie na kolumnie preparatywne;.
Frakcja ta zawierala furanodiol (Rysunek 4), zwigzek seskwiterpenowy obecny
w ekstrakcie w najwigkszych ilosciach.

Rysunek 4. Wzdr strukturalny furanodiolu
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Wyniki
Z frakcji F5 otrzymano furanodiol, a takze niewielkie ilosci laktarorufiny
A (C.H,0,), izolarktarorufiny A (C, H,O,) i laktarorufiny B (C,H,0O,).
Strukture otrzymanych zwigzkéw potwierdzono, mierzac ich temperatury
topnienia (z wyjatkiem furanodiolu, ktéry byt olejem, Tabela 1), i poréwnujac

je z danymi literaturowymi [25].

Tabela 1. Temperatura topnienia otrzymanych zwigzkow z frakeji F5

Nazwa | FURANODIOL | LAKTARORUFINA A | IZOLAKTARORUFINA A | LAKTARORUFINA B
ZWiqZku CISHZZO3 C15H2204 C15H2204 CISHZZOS
T, [Cl] - 166-167°C 195°C 213°C

Wykonano dla nich widma UV (Rysunek 5) oraz badania metoda spektro-
metrii mas. Zarejestrowano widma 'H i "C NMR w deuterowanym metanolu
(CD,OD) oraz korelacj¢ HSQC (spektrometr Varian, 300 MHz).

N
|

Absorpcja

200 250 300 350
dhugos¢ fali (nm)

Rysunek 5. Widmo UV-vis, maksimum absorpcji laktarorufiny B wynosiA_ =219 nm

770 kg grzybow otrzymano 3,98 g furanodiolu, ktory stanowit 76% frakeji
F5. Wydajnos¢ izolacji furanodiolu wyniosta 0,0057% (masa otrzymanego
zwigzku/masa grzybéw*100%). Mala wydajnos¢ procesu izolacji spowodo-
wana jest niewielkg zawartoscig stearovelutinalu, estryfikowanego prekursora
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w owocniku. Nalezy tez pamigtac, ze powstale po uszkodzeniu grzyba seskwi-
terpeny nie przechodza catkowicie do etanolu. Znacznie wigksza wydajnos¢
mozna by uzyskac, izolujac seskwiterpeny bezposrednio z soku mlecznego,
jednak jego zebranie sprawia wigksze trudnosci.

Podsumowanie

Grzyby z gatunku Lactarius (mleczaj) wystepuja powszechnie w polskich lasach;
zbiera si¢ je pdzng jesienia, w pazdzierniku. Popularnym grzybem jadalnym jest
mleczaj rydz (Lactarius deliciosus). W ostatnich latach ukazuje sie duzo prac
na temat sktadu chemicznego grzybow, zaréwno jadalnych, jak i niejadalnych.
Pokazujg one, ze w owocnikach grzybow jest wiele biologicznie aktywnych
zwigzkow. Z punktu widzenia farmacji i medycyny, szczegdlnie interesujace s3
polisacharydy oraz seskwiterpeny. Mleczny sok pojawiajacy sie¢ w momencie
uszkodzenia grzyba zawiera skladniki, ktore stanowig mechanizm obronny.
Seskwiterpenoidy obecne w soku i w owocnikach sg warte szczegétowych
badan chemicznych, biochemicznych i farmakologicznych. Niejadalne grzyby
Lactarius vellereus moga by¢ zrédtem potencjalnych substancji leczniczych
oraz zwigzkow wyjsciowych do dalszych syntez. Gléwnym zwigzkiem otrzy-
manym z grzybéw byl furanodiol (ok. 4 g), ilosci laktorororufin byly ponizej
0,1 g. Ze wzgledu na maly ilos¢ laktarorufin w surowcach naturalnych warto
podja¢ proby otrzymania ich drogg syntezy poprzez utlenianie zwigzkow
furanowych (furanodiolu) do odpowiednich laktonéw.
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