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Dolgo ¢asa je veljalo, da halofilnosti med glivami ni, potem pa so iz naravnih hiperslanih okolij izolirali glive,
ki sicer ne potrebujejo soli za preZivetje, vendar se lahko prilagodijo na Sirok razpon koncentracij soli — od
sladke vode do skoraj nasiene raztopine natrijevega klorida. Nedavno se je pokazalo, da lahko halofilne in
halotolerantne glive, ki Zivijo v skrajnih okoljih, sintetizirajo potencialno zanimive bioaktivne sekundarne
metabolite. Potencial halofilnih in halotolerantnih gliv ni dobro raziskan, zato smo se v pri¢ujoci nalogi
ukvarjali z iskanjem aktivnih snovi v organskih ekstraktih 36 gliv, ki so pripadale redu Dothideales in izbranim
kvasovkam. Izolirane so bile iz razli¢nih okolij Arktike in solin. Testirali smo jih s tremi razli¢nimi testi. To so
bili test hemoliti¢ne aktivnosti, protibakterijski test ter test inhibicije encima AChE. Uporabili smo metanolne
in acetonske ekstrakte liofiliziranih vzorcev. Ugotovili smo, da 21 vrst deluje hemoliti€éno. Na Gram negativno
bakterijo Escherichia coli je inhibitorno delovalo 13 vrst, na Gram pozitivno bakterijo Bacillus subtilis pa 30
vrst. 13 vrst je delovalo na obe bakteriji. Delovanja encima acetilholinesteraze ni inhibirala nobena vrsta.
Rezultati so torej pokazali, da vsebujejo nekateri organski ekstrakti bioloSko aktivne spojine, ki bi bile lahko
zanimive v farmakologiji. Najbolj obetavni so bili ekstrakti rodov Aureobasidium in Cladosporium, ki so

kazali tako visoko hemoliti¢no kot tudi protibakterijsko aktivnost proti obem vrstam bakterij Bacillus subtilis

in Escherichia coli.
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It has been long assumed that halophilic fungi do not exist. However, several fungal species have been isolated
from natural hypresaline environments. Salt is not essential for their survival, but they are able to adapt to a
wide range of salt concentrations — from freshwater to almost saturated concentrations of sodium chloride. It
has been discovered recently that halophilic and halotolerant fungi have the ability to produce potentially
interesting bioactive secondary metabolites. The potential of halophilic and halotolerant fungi is not yet well
investigated, therefore we investigated the presence of bioactive substances in organic exstracts of 36 fungi,
belonging to the ordo Dothideales and to selected species of yeasts. They were isolated from different
environments in the Arctic and from a salterns. They were tested for the three activities: hemolytic activity,
antibacterial activity and inhibition of the enzyme acetylholinesterase. Lyophilised methanol and acetone
samples were used. We concluded that 21 species have hemolytic activity. 13 species are inhibitory on Gram
negative Escherichia coli and 30 species on Gram positive Bacillus subtilis. 13 species inhibit both bacterial
species. None of the fungi inhibit the enzyme acetylholinesterase. The results show that some of the extracts
contain biologically active substances that could be of interest in pharmacology. The most promising extracts

originated from the species of the genera Aureobasidium and Cladosporium. They showed high hemolytic and

antibacterial activity against Bacillus subtilis and Escherichia coli.
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SEZNAM OKRAJSAV
YNB yeast nitrogen base
YNB_BS gojisce brez dodatka natrijevega klorida
YNB_10S gojisce z 10-odstotnim natrijevim kloridom
YNB_17S gojisce s 17-odstotnim natrijevim kloridom
SS koncentacija suhe snovi
IC Sirina cone inhibicije pri protibakterijskemu testu
MIC minimalna inhibitorna koncentracija pri protibakterijskemu testu
AChE encim acetilholinesteraza
ts0 polovicni ¢as hemolize

Aceton, brez NaCl in A_BS  acetonski ekstrakti gliv, gojenih na gojiScu brez dodatka natrijevega
klorida

Aceton, 10 % NaCl in A_10S acetonski ekstrakti gliv, gojenih na gojiscu z 10-odstotnim
natrijevim kloridom

Aceton, 17 % NaCl in A_17S acetonski ekstrakti gliv, gojenih na gojiScu s 17-odstotnim
natrijevim kloridom

Metanol, brez NaCl in M_BS metanolni ekstrakti gliv, gojenih na gojiscu brez dodatka
natrijevega klorida

Metanol, 10 % NaCl in M_10S metanolni ekstrakti gliv, gojenih na gojiS¢u z 10-odstotnim

natrijevim kloridom
Metanol, 17 % NaCl in M_17S metanolni ekstrakti gliv, gojenih na gojiscu s 17-odstotnim

natrijevim kloridom
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1 UVOD

V zadnjih nekaj letih se je pokazalo, da so nekatere skupine gliv sposobne Zivljenja in razmnoZevanja v
razlicnih skrajnih razmerah. Nasli so jih namre¢ na suhih povrSinah tako hladnih kakor vrocih skal, v
globinah oceanov, v zelo kislih vodah in v izjemno slanih vodah (Sonjak, 2006). Mnenje, da halofilnosti
med glivami ni, je veljalo dolgo Casa, vendar so Gunde-Cimerman in sod. (2000) dokazali nasprotno. Iz
slanih okolij, kot so npr. soline, so izolirali glive, ki soli za preZivetje sicer ne potrebujejo, vendar so se
sposobne prilagoditi na Sirok razpon koncentracij slanosti (vse od sladke vode do ekstremno slane in
skoraj nasicene raztopine NaCl). Med halofilne oz. ekstremno halotolerantne so Gunde-Cimerman in sod.

(2000, 2005) uvrstili glive, izolirane iz ekstremno slanih okolij. Te so med gojenjem v laboratoriju rastle

.....

.....

Halofilne in halotolerantne glive, obravnavane v tej nalogi, spadajo v debli Ascomycota in Basidiomycota.
Izolirali so jih predvsem iz solin, nekaj pa jih je tudi z Arktike in drugih ekoloskih niS. Za Arkticna
obmoc¢ja so znacilne ekstremno nizke temperature (do -50°C). Voda v obliki ledu je organizmom
nedostopna, zato v takSnih okoljih prihaja do zniZane vodne aktivnosti, visokih pritiskov, nizkih
temperatur in nizke koncentracije hranil (Sonjak, 2006). Vse to pa seveda vpliva na aktivnost
mikroorganizmov. V ekstremno slanih habitatih, kakrSen so soline, prihaja do nizke koncentracije kisika,
pH-vrednosti okoli nevtralnega in visoke koncentracije hranil v vodi, koncentracije morske soli v
kristalizacijskih bazenih pa lahko doseZejo nasicenost (Gunde-Cimerman in sod., 2001). Povecana
koli¢ina raztopljene soli v vodi zniza ozmotski potencial raztopine (postane bolj negativen), kar povzroci

oddajanje vode iz organizmov, kar ima za posledico zniZanje vodne aktivnosti.

Lastni sekundarni metaboliti nimajo o€itne vloge v celi¢ni fiziologiji organizma, in so velikokrat
bolj uporabni za ljudi kakor za sam organizem (Hale in sod., 1995). Ocitno je, da halofilni in
halotolerantni organizmi Zivijo v moc¢no druga¢nem okolju kakor mezofilni organizmi, zato je

mogoce pri¢akovati, da se tudi njihovi sekundarni metaboliti razlikujejo (Saleem in sod., 2007).

Bioloski potencial morskih gliv je Se malo raziskan (Saleem in sod., 2007), Se manj pa je znanega o glivah,
prilagojenih na visoko slanost v okolju. Zato smo se v tej nalogi ukvarjali z iskanjem potencialno
zanimivih biolosko aktivnih snovi iz nekaterih halofilnih in halotolerantnih gliv. Izbrane glive smo gojili
ekstraktom smo izmerili hemoliticno aktivnost, ugotavljali protibakterijsko aktivnost in sposobnost
inhibicije encima acetilholinesteraze. PoskuSali smo ugotovili, ali se z gojenjem v razmerah nizke in

visoke slanosti sprozi sinteza sekundarnih metabolitov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZNACILNOSTI GLIV

Glive (Fungi) spadajo v samostojno kraljestvo, ki se deli na 6 debel: Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota, Glomeromycota, Microsporidia, Zygomycota in Deuteromycotina (zadnja

skupina ni formalna taksonomska kategorija, ker gre za polifiletsko skupino) (Kirk in sod., 2008).

Glive se lahko pojavljajo kot enoceli€ni organizmi (kvasovke) ali pa v obliki cevastih nitk
imenovanih hife (Hale in sod., 1995). Njihova celi¢na stena je iz hitina in f—glukana. Rezervne
snovi v celici so olja in glikogen, nikoli skrob. RazmnoZujejo se spolno ali nespolno. Ekolosko so

pomembni saprofiti, paraziti in simbionti (Jogan, 2001, Kirk in sod., 2008).

Industrijskega pomena so predvsem plesni (napr. rod Penicillium), ki proizvajajo antibiotike in
nekatere organske kisline. Stevilne glive sodelujejo pri procesih pridelave hrane. Ekonomsko so

pomembne tudi parazitske vrste, ki povzrocajo Skodo na gojenih vrstah (Jogan, 2001).

2.2 SEKUNDARNI METABOLITI GLIV IN VPLIV SLANOSTI NA NJIHOVO PRODUKCIIO

Sekundarni metaboliti niso bistvenega pomena za rast in razvoj organizma, vseeno pa se za njihovo
sintezo porabi veliko energije. Tak tip metabolizma nastopi ob koncu rastne faze ali v stacionarni fazi rasti
mikroorganizma. Sinteza je mocno odvisna od okoljskih razmer (Madigan in sod., 2003, Kirk in sod.,
2008). Dejavniki, ki vplivajo na rast in s tem tudi na produkcijo teh snovi, so kisik, temperatura in vodna
aktivnost (Samson in sod., 2004). Sekundarni metaboliti lahko inducirajo nastajanje spor in povecujejo

njihovo prezivetje, zato je ta tip metabolizma pogosto povezan s sporulacijo gliv (Calvo, 2002).

Metaboliti lahko delujejo na druge organizme in s tem glivi omogocajo kompetitivno prednost in
zaSCito pred plenilci. Simbiontske glive na rastlinah s sekundarnimi metaboliti odganjajo

rastlinojede ZuZelke (Fox in Howlett, 2008).

Mikotoksini so sekundarni metaboliti gliv, ki so toksi¢ni za vretencarje. So predvsem molekule z nizko
molekulsko maso, ki delujejo toksi¢no Ze v nizkih koncentracijah (Bennett in Klich, 2003). Morske glive
verjetno sintetizirajo Stevilne naravne produkte z bioloSko aktivnostjo, ki so potencialno zanimivi tudi

farmakolosko (Haefner, 2003, Mayer in Lehmann, 2000, Proksch in sod., 2002).
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Kemija morskih gliv se je razcvetela po letu 1990. Do leta 2006 so opisali Ze veC kot 272 ucinkovin
morskih gliv (Bugni in Ireland, 2004, Bhadury in sod., 2006). Te vkljucujejo predvsem poliketide,

terpene, steroide, alkaloide in peptide.

Splosno mnenje je bilo, da halofilni in ekstremno halotolerantni organizmi zaradi svoje ekstremne
ekoloske niSe ne potrebujejo toliko bioaktivnih molekul, zaradi katerih bi imeli kompetitivno prednost.
Frisvad (2005) pa je ugotovil, da se najvec in najvecje Stevilo metabolitov izlo€a pri slanosti -5 % NaCl,
pri koncentracijah visjih od 5 % pa se produkcija niza. Razlog je v tem, da je za rast pri visjih
koncentracijah soli veC energije potrebno za obvladovanje stresa kakor za sintezo sekundarnih

metabolitov.

V Prilogi A so prikazani do sedaj zbrani podatki o aktivnostih obravnavanih gliv. Zanimalo nas je, ali so

bile aktivnosti, ki so jih pokazali nasi testi, Ze prej opisane, ali pa smo odkrili kakSno novo aktivnost.

2.3 NAMEN DELA IN HIPOTEZA

2.3.1 Namen dela

Namen naloge je bil testirati biolosko aktivnost organskih ekstraktov izbranih halofilnih in halotolerantnih
gliv, ki so bile gojene na gojiS¢u brez NaCl in z 10 % NaCl oziroma z 10 % NaCl in 17 % NaCl. Ker
povisana koncentracija soli predstavlja stres, nas je zanimalo, kako to vpliva na izloCanje sekundarnih
metabolitov. Testirali smo hemoliti¢no aktivnost, inhibicijo encima acetilholinesteraze in protibakterijsko

aktivnost na izbranih po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterijah.

2.3.2 Hipoteza

Glede na to, da halofilne in halotolerantne glive predstavljajo neraziskan vir strukturno novih in
biolosko aktivnih spojin, smo predvidevali, da bomo v pripravljenih organskih ekstraktih nasli
potencialno zanimive in Se neopisane ucinkovine, ki jih bo v prihodnosti mogoce izolirati. Poleg

.....

razli¢no slanostjo, razli¢na.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 SEZNAM GLIV

Preglednica 1: Seznam uporabljenih sevov iz zbirke EXF iz Katedre za biologijo mikroorganizmov, Oddelka za biologijo in
MZKI iz MikrobioloSke zbirke Kemijskega instituta

Vrsta Sev Oznaka Habitat
Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2329 AltS1 soline
Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2318 AltS2 soline
Alternaria tenuissimum grupa X EXF - 2338 AltS3 soline
Alternaria aborescens EXF - 2340 AlaS soline
Aureobasidium pullulans EXF - 150 ApS soline
Aureobasidium pullulans EXF - 922 AspA arktika
Aureobasidium pullulans var. melanogenum EXF - 3233 ApG morje, 4000 m globine
Cladosporium cladosporioides EXF - 381 CcS1 soline
Cladosporium cladosporioides EXF - 2504 CcA Arktika
Cladosporium sphaerospermum EXF - 385 CcS2 soline
Cladosporium dominicanum EXF - 732 CdS soline
Cladosporium velox EXF - 466 CvS soline
Cladosporium halotolerans EXF - 572 ChS soline
Cladosporium salinae EXF - 335 CsaS soline
Cladosporium langeronii EXF - 1000 CIS nohti
Cladosporium psychrotolerans EXF - 391 CpS soline
Cladosporium fusiforme EXF - 449 CfS soline
Cladosporium spinulosum EXF - 334 CsS3 soline
Hortaea werneckii EXF - 225/ MZKI B736 HwS soline
Phaeotheca triangularis MZKI 206 PtS soline
Trimmatostroma salinum EXF - 295 / MZKI B734 TsS soline
Fusarium sp. 2 EXF - 2276 F2S soline
Fusarium sp. 3 EXF - 2275 F3S soline
Wallemia ichthyophaga EXF - 994 WiS soline
Wallemia muriae EXF - 951 Wm soline
Wallemia sebi EXF - 958 Ws soncni¢no seme
Cryptococcus albidus MZKI K528 CaA Arktika
Cryptococcus liquefaciens MZKI K428 CIA Arktika
Filobasidium floriforme MZKI - K560 FfA Arktika
Pichia guilliermondii EXF - 518 PgS soline
Pichia guilliermondii EXF - 1496 PgA Arktika
Rhodosporidium babjevae EXF - 513 RbS soline
Rhodosporidium diobovatum MZKI K650 RdA Arktika
Candida parapsilosis EXF - 1574 CpS soline
Candida parapsilosis EXF - 517 CpA Arktika
Saccharomyces cerevisiae MZKI K86 ScK kontrola

Vse glive razen dveh smo gojili na gojis¢u YNB (Yeast Nitrogen Base) brez dodatka NaCl
(YNB_BS) in YNB z 10 % dodatkom NaCl (YNB_10S). Glivi Wallemia ichthyophaga in Wallemia
muriae sta obligatna halofila in smo ju zato gojili na gojis¢u YNB z 10 % dodatkom NaCl

(YNB_10S) in YNB z 17 % dodtakom NaCl (YNB_17S).
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3.2 PRIPRAVA GOJISC IN FIZIOLOSKE RAZTOPINE

Pripravili smo tri razli¢na gojisc¢a: eno z 10 % dodatkom NaCl in drugo s 17 % dodatkom NaCl in

tretje brez dodatka NaCl.

Za g0jiS¢e YNB (Yeast Nitrogen Base) brez NaCl:

-0,85g YNB

-2,5g (NH,),S04

- 10g glukoza
- 10g agar

- manj kot 500 ml dH,O

Za g0jisée YNB (Yeast Nitrogen Base) z 10 % NaCl oziroma za 17 % NaCl:

-0,85¢ YNB

- 2,5g (NH4)>SO4

- 10g Glc
- 10g agar

- 50g NaCl za 10 % in 85g za 17 % raztopino NaCl

- manj kot 500 ml dH,O

Fiziolo$ka raztopina (0.9 % NaCl)

-9 g NaCl

- 1000 ml dH,O

3.3 KEMIKALIJE

Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij.

Kemikalija Proizvajalec

AChE iz elektricne jegulje Sigma, ZDA

Agaroza Carl Roth, Karlsruhe, Nemcija
Celofan Sigma — Aldrich, Steinheim, Nemcija
EDTA Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija
Glukoza Kemika, Zagreb, Hrvaska

Luria Broth (LB) Sigma, ZDA

Metanol Carl Roth, Karlsruhe, Nem¢ija
NaCl Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija
(NH,),SO; Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija
Tris baza Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija
Tris-HCl Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija
Yeast Nitrogen Base (YNB) Bio 101 Systems

Aceton Carl Roth, Karlsruhe, Nemc¢ija
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3.4 LABORATORIJISKA OPREMA

Preglednica 3: Seznam uporabljene laboratorijske opreme.

Laboratorijska oprema

Proizvajalec

Analitska tehtnica MC 210 P max 210g ISO 9001
Avtoklav A-63C

Bunsenov gorilnik

Centrifuga 5810 R

Centrifuga 5417 C

Citalec mikrotitrskih plo¢
DvozZarkovni spektrofotometer
Hladilniki (T = + 4 °C)

Hladna soba

Laminarij IBK 1V2

Magnetno meSalo Rotamix SSOMMH
Mikrotitrske plosce

Polavtomatske pipete

pH meter Metrohm 713

Stresalnik Vibromix 301 EVT
Tehtnica EXACTA 310

Topla soba

Rotacijski stresalnik EV-100
Zmrzovalnik (T = - 80 °C)

Sartorius, Nemcija

Kambic¢, Slovenija

TLOS, Zagreb, Hrvaska
Eppendorf, Hamburg, Nemcija
Eppendorf, Hamburg, Nemcija
Dynex Technologies, ZDA
Shimadzu, Japonska

Gorenje, Electrolux, Slovenija
Smeva, Valkenswaard, Nizozemska
Iskra, Slovenija

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Nunc, Danska

Eppendorf, Hamburg, Nemcija
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Smeva, Valkenswaard, Nizozemska
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Heto ultra freeze, Ceska

3.5 METODE

3.5.1 Gojisca in pridobivanje biomase

V caSi smo zmeSali YNB, glukozo, vodo in (NH4),SO4 in meSali, dokler se sestavine niso
popolnoma raztopile. Nato smo izmerili pH in po potrebi dodali NaOH. Ko je bil pH gojis¢a 7, smo
ga prelili v merilni valj in tako izmerili volumen. Ce je bil ta manj§i od 500 ml, smo dolili
destilirano vodo do Zeljenega volumna. V erlermajerico smo dali agar in dolili nase gojisce. Vse
skupaj smo nato avtoklavirali 15 minut pri 121°C. Po kon¢anem avtoklaviranju smo gojis¢a razlili v
petrijevke. Ko se je gojis€e dovolj strdilo, smo petrijevke obrnili in jih inkubirali v topli sobi na

37°C dokler ni vsa vlaga izhlapela (priblizno 1 dan). Po inkubaciji v topli sobi smo gojisc¢a, ki so se

med pripravo okuzila, zavrgli, druge pa shranili v hladni sobi pri 4°C.

Hkrati smo pripravili tudi poSevnike, t.j. gojiS€a v epruvetah, na katere smo iz zbirke gliv precepili

Zeljene seve, da bi opazovali njihovo rast na gojiS€u z oziroma brez NaCl in zato, da bi se jih lahko

naprej uporabljalo kot inokulum.
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Da bi glive kasneje lahko laZe postrgali z gojisca, smo kot podlago za rast uporabili celofan. Tega
smo prej narezali na kvadrate s prirezanimi vogali in avtoklavirali. Nato smo ga poloZzili na gojiSce

v petrijevkah.

Pomembno je, da je bilo delo ¢im bolj sterilno, kar je v naSem primeru pomenilo delo v laminariju,
uporabo rokavic, sterilizacijo povrSin, rok in inStrumentov s 70 % etanolom, delo ob ognju in

obZiganje instrumentov. To vse je bilo pomembno tudi pri nacepljanju gliv.

Posamezni sev iz mikrobioloske zbirke smo s plasticno cepilno zanko za enkratno uporabo precepili
na YNB posevnik brez NaCl in na YNB posSevnik z 10 % NaCl ter, v primeru Wallemia ichthyophaga
in Wallemia muriae, na YNB poSevnik z 10 % NaCl in na YNB poSevnik s 17 % NaCl. Nacepljene
posSevnike smo nato inkubirali na sobni temperaturi do stacionarne faze (1 do 3 tedni). Po inkubaciji
smo glivne kulture na YNB posevnikih suspendirali v 5 ml fizioloSke raztopine (0,9 % NaCl). Po 80
ul glivne suspenzije smo s pipeto prenasali na YNB plosce z ali brez NaCl in razmazali do suhega. Da
bi pridobili dovolj biomase smo za vsak sev uporabili po 10 plos¢. Plosce smo ovili s plasti¢no folijo

in glivne kulture inkubirali na sobni temperaturi do stacionarne faze (1-3 tedni).

Vse glive v stacionarni fazi rasti smo s sterilno spatulo postrgali z gojis¢a in jih enakomerno
razdelili v dve oznaceni Ependorf mikrocentrifugirki (primerne so tako 1,5 kot 2 mikrolitrske). Te

smo nato potopili v tekoc¢i duSik in nato do ekstrakcije shranili v skrinji pri -80°C.

3.5.2 Priprava organskih ekstraktov

Vse ekstrakte, shranjene v centrifugirkah po Ependorfu, smo zaradi hlapljenja topila vedno oblepili

s parafilmom in shranjevali v hladilniku pri 4°C.

Mikrocentrifugirke smo vzeli iz hladilnika, jih odmasili in liofilizirali 48 ur do suhega. Eni polovici
vzorcev smo nato dodali metanol, drugi pa aceton. Micelij smo homogenizirali s stekleno palcko ter ga
premesali na rotacijskem meSalu. Mikrocentrifugirke smo ovili s parafilmom in jih v erlenmajericah dali
na stresalnik. Prva ekstrakcija je potekala 24 ur pri 600 obratih/minuto in pri 37 °C. Nato smo jih
centrifugirali 20 min pri 1300 obratih/minuto pri sobni temperaturi. Supernatant smo prestavili v nove
mikrocentrifugirke z enako oznako ter ga do uporabe shranili v zamrzovalniku. Druga ekstrakcija

sedimentov je potekala 3 ure v enakih razmerah.



Cajnko M.M. Biolosko akt. snovi v org. ekstraktih nekaterih halofilnih in halotolerantnih gliv iz redu Dothideales... §
Diplomsko delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Biologijo, 2010

Supernatante iz posameznih sevov smo nato zdruZzili in iz njih odparili izhodno topilo (metanol ali
aceton). PosuSenim ekstraktom v mikrocentrifugirkah smo dodali po 1 ml 96 % etanola, dobro

premesali na rotacijskem stresalniku, oblepili s parafilmom in shranili pri 4°C.

3.5.3 Dolocanje koncentracije suhe snovi

V posodice s premerom okoli 1,5 cm, ki smo jih naredili iz aluminijaste folije, smo nanesli 100 pl
ekstrakta in ga posusili v sterilizatorju pri temperaturi 100°C. Posodice smo pred tem stehtali in oznacili,
po suSenju pa smo jih tehtali Se enkrat. Iz razlike smo izraunali neto vrednost suhe snovi v 100 pl

vzorca. [z tega smo izraCunali koncentracijo suhe snovi in jo izrazili v miligramih na mililiter ekstrakta.

3.5.4 Testi za dolo¢anje bioloske aktivnosti

3.5.4.1 Test protibakterijske aktivnosti

Protibakterijsko aktivnost vzorcev smo dolocali s standardnim difuzijskim testom na agarju.
Uporabili smo po Gramu pozitivno bakterijo (Bacillus subtilis) in po Gramu negativno bakterijo
(Escherichia coli) bakterijo. Bakterije smo nagojili preko no¢i v 10 ml LB (Luria Broth) gojiS¢a na
stresalniku s stresanjem z 250 obrati/minuto pri 37°C. Naslednji dan smo Stevilo bakterij dolocili s
pomocjo dvozarkovnega UV/VIS spektrofotometra. Opti¢no gostoto smo izmerili pri 600 nm. Za
kontrolo smo uporabili sterilno teko¢e LB gojisée. Stevilo bakterij smo dologili s standardiziranima
umeritvenima krivuljama. Nato smo pripravili plosc¢e s trdnim LB gojis¢em z vcepljeno bakterijsko
kulturo. Se vroge avtoklavirano LB gojis¢e z agarjem smo ohladili na priblizno 42°C in mu dodali
toliko kulture, da je bila kon¢na koncentracija enaka 5x10° bakterijskih kolonij/liter. Na vsako od
Petrijevih ploS¢ smo razlili 20 ml LB gojiS¢a z agarjem z vcepljeno bakterijsko kulturo. Do uporabe
smo jih shranili pri 4°C. S pomocjo steriliziranega plutovrta smo v vsaki plos¢i zvrtali 8 luken;j
premera 1 cm. V vsako smo za protibakterijski test dodali po 100 pul ekstrakta vzorcev gliv iz

preglednice 2. Po 48-urni inkubaciji na 37 °C smo od¢itali polmere inhibicijskih con okoli lukenj.

3.5.4.2 Test inhibicije encima acetilholinesteraze

Inhibicijo encima acetilholinesteraze (AChE) z vzorci gliv iz preglednice 2 smo spremljali z
Ellmanovo metodo (Ellman in sod., 1961) s pomocjo ¢italca mikrotitrskih plo$¢. Uporabili smo

AChE iz elektri¢ne jegulje, ki smo jo raztopili v 100 mM fosfatnem pufru (pH 7.3) v koncentraciji
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500 encimskih enot (EE)/ml. Tik pred zacetkom testa smo encim 200 krat red¢ili v enakem pufru.
V vdolbinice mikrotitrske plos¢e smo nanesli 140 pl Ellmanovega reagenta (raztopina 5,5-ditiobis-
2-nitrobenzojske kisline (91 mg) in NaHCO; (37.5 mg) v 25 mM fosfatnem pufru, pH 8) in 10 pl
substrata acetiltioholina v kon¢ni koncentraciji 1 mM. Nato smo dodali 10 pl vsakega ekstrakta
vzorcev gliv in tik pred zacetkom meritve Se 50 pl encima AChE. Kontrola je namesto vzorca

vsebovala 10 ul vode. Merili smo 12 minut pri 412 nm in 25 °C.

3.5.4.3 Hemoliti¢ni test

Iz sveze goveje krvi smo s centrifugiranjem izolirali eritrocite. Da ni prislo do strjevanja, smo krvi
dodali citrat. Eritrocite smo trikrat sprali s fiziolosko raztopino (0,9 % NaCl) in jih do uporabe shranili v
Alseverjevem konzervansu v hladilniku. Tako pripravljene eritrocite smo uporabljali, dokler se zaradi
hemolize supernatant ni pobarval rdece. Pred uporabo smo konzervirane eritrocite dvakrat sprali s
fiziolosko raztopino. Pripravili smo pufer za eritrocite, ki je vseboval 0.13 M NaCl in 0.02 M Tris-HCl,

pH 7.4. Suspenzija pufra in eritrocitov je imela pri 630 nm absorpcijo 10 + 0.01.

Test hemolize smo izvedli na mikrotitrski plos¢i. Vdolbinice smo napolnili s po 100 pl eritrocitnega
pufra in 20 pl ekstrakta vsakega vzorca gliv iz preglednice 2. Po kon¢anem pipetiranju smo v vsako
vdolbinico dodali Se 100 pl eritrocitov ter priceli z meritvijo. Hemolizo smo opazovali kot zniZanje
absorpcije pri 630 nm. Za kontrolo smo uporabili 100 pl eritrocitnega pufra, 20 pl deionizirane vode
in 100 pl eritrocitov. Hemolizo smo spremljali 20 minut pri 25 °C. Pri vzorcih, pri katerih smo
opazili aktivnost, smo odcitali polovi¢ni Cas hemolize (tsp), to je Cas, pri katerem absorpcija pade na

polovico svoje zacetne vrednosti.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANJE KONCENTRACIJE SUHE SNOVI

Izmerili smo koncentracije suhe snovi v vzorcih organskih ekstraktov in jih navedli v preglednicah
5 in 6. NajniZje koncentracije suhe snovi sta imela dva acetonska ekstrakta gliv, ki so zrastle na
gojiScu brez soli (Pichia guilliermondii EXF - 518 in Alternaria tenuissimum grupa X EXF - 2338),
in Stirje acetonski ekstrakti gliv, ki so zrastle na gojiS¢u z 10 % soli (Wallemia murie EXF - 951,
Wallemia sebi EXF - 958, Cryptococcus liquefaciens MZKI K428 in Pichia guilliermondii EXF -
518). Najvisje koncentracije suhe snovi pa so se pojavile v Sestih metanolnih ekstraktih gliv, ki so
zrasle na gojiS€u z dodano soljo (Aureobasidium pullulans EXF - 150, Aureobasidium pullulans
var.melanogenum EXF - 3233, Cladosporium halotolerans EXF - 572, Cladosporium langeronii
EXF - 1000, Cladosporium spinulosum EXF - 334, Hortaea werneckii EXF - 225 / MZKI B736) in
dveh metanolnih ekstraktih gliv, ki so zrastle na gojis¢u brez soli (Aureobasidium pullulans EXF -

922 in Cladosporium halotolerans EXF - 572).

Pri 27 od 36 gliv je bila koncentracija suhe snovi v metanolnih ekstraktih vi§ja, ¢e smo glive gojili

na visji koncentraciji NaCl. Enako je veljalo za 19 acetonskih ekstraktov.
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in Yeast Nitrogen Base z dodatkom 10 % NaCl (YNB_10S). Legenda: koncentracija suhe snovi (SS), acetonski ekstrakti gliv,
gojenih na YNB_BS (Aceton, brez NaCl) oziroma na YNB_10S (Aceton, 10 % NaCl), metanolni ekstrakti gliv, gojenih na
YNB_BS (Metanol, brez NaCl) oziroma na YNB_10S (Metanol, 10 % NaCl).

Vrsta Sev SS (mg/mL)
Aceton, Metanol, Aceton, Metanol, 10
brez NaCl | brez NaCl | 10 % NaCl % NaCl

Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2329 1,7 11,8 29,8 1,7
Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2318 2,3 7,6 1,8 259
Alternaria tenuissimum grupa X EXF - 2338 0,3 3,9 2,8 4,5
Alternaria aborescens EXF - 2340 2,0 12,3 3,5 28,1
Aureobasidium pullulans EXF - 150 2,6 14,7 20,4 65,8
Aureobasidium pullulans EXF - 922 3.8 484 7.4 5,0
Aureobasidium pullulans var. melanogenum EXF - 3233 4.4 14,0 6,3 46,6
Cladosporium cladosporioides EXF - 381 4.9 2,0 2,2 39,9
Cladosporium cladosporioides EXF - 2504 1,7 6,8 2.4 19,1
Cladosporium sphaerospermum EXF - 385 49 134 4.4 28.8
Cladosporium dominicanum EXF - 732 4,6 14,0 3,5 30,7
Cladosporium velox EXF - 466 4.1 25,1 2.7 35,1
Cladosporium halotolerans EXF - 572 17,0 65,3 6,7 63,8
Cladosporium salinae EXF - 335 4,7 9,2 4.4 18,1
Cladosporium langeronii EXF - 1000 5,5 24,0 6,9 47,6
Cladosporium psychrotolerans EXF - 391 7,2 17,3 52 26,9
Cladosporium fusiforme EXF - 449 7,9 8,8 5,7 23,8
Cladosporium spinulosum EXF - 334 2,8 7,1 2,7 30,8
Hortaea werneckii EXF - 225 / MZKI B736 4.6 8,5 1.4 71,2
Phaeotheca triangularis MZKI 206 6,1 17,8 29 29,2
Trimmatostroma salinum EXF - 295 / MZKI B734 1,2 4,7 2,6 15,4
Fusarium sp. 2 EXF - 2276 2,0 7,7 3,1 20,2
Fusarium sp. 3 EXF - 2275 5,9 10,4 10,4 18,2
Wallemia sebi EXF - 958 4,7 9,1 0,6 14,3
Cryptococcus albidus MZKI K528 1,9 8,6 1,7 11,3
Cryptococcus liquefaciens MZKI K428 2.4 21,3 0,6 7,7
Filobasidium floriforme MZKI - K560 14,7 3,5 14,9 10,7
Pichia guilliermondii EXF - 518 0,3 19,3 0,5 14,7
Pichia guilliermondii EXF - 1496 2,2 4,8 1,0 244
Rhodosporidium babjevae EXF - 513 2,2 21,1 1,7 19,3
Rhodosporidium diobovatum MZKI K650 1,9 22,2 7.4 3,1
Candida parapsilosis EXF - 1574 2,9 14,8 3,0 23,7
Candida parapsilosis EXF - 517 4.8 19,4 1,7 16,0
Saccharomyces cerevisiae MZKI K86 3,9 7,8 1,0 7,1
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Yeast N1trogen Base z dodatkom 17 % NaCl (YNB_1 7S). Legenda: koncentracija suhe snovi (SS), acetonski ekstrakti gliv,
gojenih na YNB_10S (Aceton, 10 % NaCl) oziroma na YNB_17S (Aceton, 17 % NaCl), metanolni ekstrakti gliv, gojenih na

YNB_10S (Metanol, 10 % NaCl) oziroma na YNB_17S (Metanol, 17 % NaCl).

Vrsta Sev SS (mg/mL)
Aceton, Metanol, Aceton, Metanol,
10 % NaCl 10 % NaCl 17 % NaCl 17 % NaCl
Wallemia ichthyophaga EXF - 994 1,6 17,7 1,8 22,4
Wallemia muriae EXF - 951 0,7 13,6 6,6 23,6
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35
30 -
— 25 -
£
E, 20 -
= 15 |
(2}
@ 10 1
5 mn
0 -
CNOND 20 SFINADLNDNNBNRODDANELILIINDINDI DL
2285222838836 3080420 20035580 PREEEEG
Glivni sevi O Brez soli 0z.niZja konc.soli
B Visja konc.soli

Slika 1: Primerjava suhih teZ acetonskih ekstraktov gliv, gojenih brez soli oz. na nizji koncentraciji soli (W.

ichthyophaga, W. muriae) in na visji koncentraciji soli.
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Slika 2: Primerjava suhih teZz metanolnih ekstraktov gliv, gojenih brez soli oz. na nizji koncentraciji soli (W.

ichthyophaga, W. muriae) in na visji koncentraciji soli.
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4.2 REZULTATI TESTOV INHIBICIJE ENCIMA AChE

Rezultati testa inhibicije AChE so bili vsi negativni, kar pomeni, da nobeden od testiranih vzorcev

ni inhibiral encima acetilholinesteraze.

4.3 REZULTATI TESTOV HEMOLIZE

Hemoliti¢no aktivnost je pokazalo 41 od 144 vzorcev, kar je vidno iz preglednic 7 in 8. Aktivnih je
bilo 14 acetonskih in 13 metanolnih ekstraktov gliv, ki so zrastle na gojiS¢u brez soli, in 8
acetonskih in 6 metanolnih ekstraktov gliv, ki so zrastle na gojiS¢u z 10 % soli. Halofilni glivi
Wallemia ichthyophaga EXF - 994 in Wallemia muriae EXF - 951 in kontrola (Saccharomyces

cerevisiae) niso pokazale hemoliti¢ne aktivnosti.

Ekstrakti gliv, ki so kazali hemoliti¢no aktivnost, so bili izolirani iz naslednjih gliv:

e Glive, gojene na gojiscu brez soli (YNB_BS):
— Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2329 (acetonski ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans EXF - 150 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans var melanogenum EXF - 3233 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium dominicanum EXF - 732 (metanolni ekstrakt)
— Cladosporium halotolerans EXF - 572 (metanolni ekstrakt)
— Cladosporium cladosporioides EXF - 381 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium sphaerospermum EXF - 385 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium Salinae EXF - 335 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium langeronii EXF - 1000 (acetonski ekstrakt)
— Cladosporium psychrotolerans EXF - 391 (acetonski ekstrakt)
— Cladosporium fusiforme EXF - 449 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium spinulosum EXF - 334 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Phaeotheca triangularis MZKI 206 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Filobasidium floriforme MZKI — K560 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Pichia guilliermondii EXF - 518 (acetonski in metanolni ekstrakt)

— Rhodosporidium babjavae EXF - 513 (acetonski in metanolni ekstrakt)
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e (Glive, gojene na gojiscu s soljo (YNB_10S):
— Aureobasidium pullulans EXF - 922 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans var. melanogenum EXF - 3233 (acetonski ekstrakt)
— Hortaea werneckii EXF - 225 / MZKI B736 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Phaeotheca triangularis MZKI 206 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Trimmatostroma salinum EXF - 295 / MZKI B734 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Pichia guilliermondii EXF - 518 (acetonski ekstrakt)
— Cryptococcus albidus MZKI K528 (metanolni ekstrakt)
— Rhodosporidium babjavae EXF - 513 (acetonski ekstrakt)
— Rhodosporidium diobovatum MZKI K650 (acetonski in metanolni ekstrakt)

V Stirih primerih se je hemoliti¢na aktivnost pri glivi pokazala, ko smo jo gojili tako na gojiScu brez
soli, pa tudi, ko smo jo gojili na gojisc¢u z 10 % soli. V 10 primerih se je aktivnost pojavila samo, ko

smo glivo gojili na gojiscu brez soli, in v 5 primerih, ko smo glivo gojili na gojis¢u z 10 % soli.

NajintenzivnejSo hemoliti¢no aktivnost (tso od 0 do 5 minut oziroma + + + ) smo zasledili pri 9
acetonskih in 4 metanolnih ekstraktih gliv, ki so zrastle na gojiScu brez soli, in pri 4 acetonskih in 4
metanolnih ekstraktih gliv, ki so zrastle na gojis¢u z 10 % soli. Od tega so bili glede na

koncentracijo suhe snovi najbolj aktivni acetonski ekstrakti 5 gliv:

— Aureobasidium pullulans var.melanogenum EXF - 3233 — gojen na gojiS¢u brez soli
— Aureobasidium pullulans EXF - 922 — gojen na gojis¢u z 10 % soli

— Phaeotheca triangularis MZKI 206 — gojena na gojiscu z 10 % soli

— Aureobasidium pullulans EXF - 150 — gojen na gojiscu brez soli

— Cladosporium cladosporioides EXF - 381 — gojen na gojis€u brez soli
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Nitrogen Base z dodatkom 10 % NaCl (YNB_10S). Legenda: koncentracija suhe snovi, uporabljene v testu (SS), polovi¢ni Cas
hemolize (t50), hitra hemoliza (+ + + oziroma 0 do 5 minut), zmerna hemoliza (+ + oziroma 6 do 10 minut), po¢asna hemoliza (+
oziroma 11 do 14 minut), acetonski ekstrakti gliv, gojenih na YNB_BS (Aceton, brez NaCl) oziroma na YNB_10S (Aceton, 10
9%NaCl), Metanolni ekstrakti gliv, gojenih na YNB_BS (Metanol, brez NaCl) oziroma na YNB_10S (Metanol, 10 % NaCl).

Vrsta Sev Aceton, Metanol, Aceton, Metanol,
brez NaCl brez NaCl 10 % NaCl 10 % NaCl
SS tso SS tso SS tso SS tso
[mg/ml] [min] | [mg/ml] [min] [mg/ml] [min] [mg/ml] [min]
Alternaria tenuissimum grupa C| EXF - 2329 0,154 11 1,072 - 2,709 - 0,154 -
+
Alternaria tenuissimum grupa C| EXF - 2318 0,209 - 0,69 - 0,163 - 2,354 -
Alternaria tenuissimum grupa X| EXF -2338 0,027 - 0,354 - 0,254 - 0,409 -
Alternaria aborescens EXF - 2340 0,181 - 1,118 - 0,318 - 2,554 -
Aureobasidium pullulans EXF - 150 0,236 2 1,336 3 1,854 - 5,981 -
+++ +++
Aureobasidium pullulans EXF - 922 0,345 - 4.4 - 0,672 1.5 0,454 3
+++ +++
Aureobasidium pullulans var. | EXF - 3233 0,4 1.5 1,272 3 0,572 3 4,236 -
melanogenum +++ +++ +++
Cladosporium cladosporioides | EXF -381 0,445 2 0,181 6 0,2 - 3,627 -
+++ ++
Cladosporium cladosporioides | EXF - 2504 0,154 - 0,618 - 0,218 - 1,736 -
Cladosporium sphaerospermum| EXF - 385 0,445 2 1,218 7 0,4 - 2,618 -
+++ ++
Cladosporium dominicanum EXF - 732 0,418 - 1,272 6 0,318 - 2,79 -
++
Cladosporium velox EXF - 466 0,372 - 2,281 - 0,245 - 3,19 -
Cladosporium halotolerans EXF - 572 1,545 - 5,936 10 0,609 - 5.8 -
++
Cladosporium salinae EXF - 335 0,427 2 0,836 6 0,4 - 1,645 -
+++ ++
Cladosporium langeronii EXF - 1000 0,5 10 2,181 - 0,627 - 4,327 -
++
Cladosporium psychrotolerans | EXF -391 0,654 12 1,572 - 0,472 - 2,445 -
+
Cladosporium fusiforme EXF - 449 0,718 4 0,8 7 0,518 - 2,163 -
+++ ++
Cladosporium spinulosum EXF - 334 0,254 7 0,645 11 0,245 - 2,8 -
++ +
Hortaea werneckii EXF-225/| 0418 - 0,772 - 0,127 6 6,472 2
MZKI B736 4 4
Phaeotheca triangularis MZKI 206 0,554 4 1,618 4 0,263 1 2,654 2
+++ +++ +++ +++
Trimmatostroma salinum EXF-295/ 0,109 - 0,427 - 0,236 6 1,4 3
MZKI B734 iy .
Fusarium sp. 2 EXF - 2276 0,181 - 0,7 - 0,287 - 1,836 -
Fusarium sp. 3 EXF - 2275 0,536 - 0,945 - 0,945 - 1,654 -
Wallemia sebi EXF - 958 0,427 - 0,827 - 0,0545 - 1,3 -
Cryptococcus albidus MZKI K528 | 0,172 - 0,781 - 0,154 - 1,027 12
+
Cryptococcus liquefaciens MZKIK428 | 0,218 - 1,936 - 0,0545 - 0,7 -
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Vrsta Sev Aceton, Metanol, Aceton, Metanol,
brez NaCl brez NaCl 10 % NaCl 10 % NaCl
SS tso SS tso SS tso SS tso
[mg/ml] [min] | [mg/ml] [min] [mg/ml] [min] [mg/ml] [min]
Filobasidium floriforme MZKI- K560 1,336 2 0,318 3.5 1,354 - 0,971 -
+++ +++
Pichia guilliermondii EXF-518 0,0272 14 1,754 10 0,0454 12 1,336 -
+ ++ +
Pichia guilliermondii EXF - 1496 0,2 - 0,436 - 0,0909 - 2,218 -
Rhodosporidium babjevae EXF - 513 0,2 5 1,918 6 0,154 10 1,754 -
+++ ++ ++
Rhodosporidium diobovatum | MZKI K650 0,172 - 2,018 - 0,672 2 0,281 10
+++ ++
Candida parapsilosis EXF-1574 | 0,263 - 1,345 - 0,272 - 2,154 -
Candida parapsilosis EXF - 517 0,436 - 1,763 - 0,154 - 1,454 -
Saccharomyces cerevisiae MZKI K86 0,354 - 0,709 - 0,0909 - 0,645 -

.....

Base z dodatkom 17 % NaCl (YNB_17S). Legenda: koncentracija suhe snovi, uporabljene v testu (SS), polovi¢ni ¢as hemolize

(t50), hitra hemoliza (+ + + oziroma 0 do 5 minut), zmerna hemoliza (+ + oziroma 6 do 10 minut), po€asna hemoliza (+ oziroma
11 do 14 minut), acetonski ekstrakti gliv, gojenih na YNB_10S (Aceton, 10 % NaCl) oziroma na YNB_17S (Aceton, 17
9%NaCl), metanolni ekstrakti gliv, gojenih na YNB_10S (Metanol, 10 % NaCl) oziroma na YNB_17S (Metanol, 17 % NaCl).

Vrsta Sev Aceton, 10 % NaCl |Metanol, 10 % NaCl| Aceton, 17 % NaCl | Metanol, 17 % NaCl
SS tso SS tso SS tso SS tso
[mg/ml] | [min] | [mg/ml] | [min] | [mg/ml] | [min] | [mg/ml] | [min]
Wallemia ichthyophaga EXF - 994 0,145 - 1,609 - 0,163 - 2,036 -
Wallemia muriae EXF - 951 0,0636 - 1,236 - 0,6 - 2,145 -
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Slika 3: Primerjava hitrosti hemolize acetonskih ekstraktov gliv, gojenih brez soli oz. na niZji koncentraciji soli (W.

ichthyophaga, W. muriae) in na vi§ji koncentraciji soli. Legenda: ni hemolize (vrednost 0), pocasna hemoliza — nad 10

minut (vrednost 1), zmerna hemoliza — od 6 do 10 minut (vrednost 2), hitra hemoliza — od 1 do 5 minut (vrednost 3)
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Slika 4: Primerjava hitrosti hemolize metanolnih ekstraktov gliv, gojenih brez soli oz. na niZji koncentraciji soli (W.

ichthyophaga, W. muriae) in na vi§ji koncentraciji soli. Legenda: ni hemolize (vrednost 0), pocasna hemoliza — nad 10

minut (vrednost 1), zmerna hemoliza — od 6 do 10 minut (vrednost 2), hitra hemoliza — od 1 do 5 minut (vrednost 3)
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Odvisnost hitrosti hemolize od koncentracije suhe snovi uporabljene v testu - acetonski
ekstrakti gliv, gojenih brez soli oz. na nizji koncentraciji soli (W. ichthyophaga , W. muriae)

SS [mg/ml]
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Slika 5: Odvisnost hitrosti hemolize od koncentracije suhe snovi, uporabljene v testu — acetonski ekstrakti gliv, gojenih
brez soli oz. na niZji koncentraciji soli (W. ichthyophaga, W. muriae). Legenda: koncentracija suhe snovi, uporabljene v
testu (SS), ni hemolize (vrednost 0), po€asna hemoliza — nad 10 minut (vrednost 1), zmerna hemoliza — od 6 do 10

minut (vrednost 2), hitra hemoliza — od 1 do 5 minut (vrednost 3)

Odvisnost hitrosit hemolize od koncentracije suhe snovi uporabljene v testu - metanolni
ekstrakti gliv, gojenih brez soli oz. na nizji koncentraciji soli (W. ichthyophaga , W. muriae)
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Slika 6: Odvisnost hitrosti hemolize od koncentracije suhe snovi, uporabljene v testu — metanolni ekstrakti gliv, gojenih
brez oz. na niZji koncentraciji soli (W. ichthyophaga, W. muriae). Legenda: koncentracija suhe snovi, uporabljene v
testu (SS), ni hemolize (vrednost 0), pocasna hemoliza — nad 10 minut (vrednost 1), zmerna hemoliza — od 6 do 10

minut (vrednost 2), hitra hemoliza — od 1 do 5 minut (vrednost 3)
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Odvisnost hitrosti hemolize od koncentracije suhe snovi uporabljene v testu - acetonski
ekstrakti gliv, gojenih na visji koncentraciji soli
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Slika 7: Odvisnost hitrosti hemolize od koncentracije suhe snovi, uporabljene v testu — acetonski ekstrakti gliv, gojenih

na vi§ji koncentraciji soli. Legenda: koncentracija suhe snovi, uporabljene v testu (SS), ni hemolize (vrednost 0),

pocasna hemoliza — nad 10 minut (vrednost 1), zmerna hemoliza — od 6 do 10 minut (vrednost 2), hitra hemoliza — od 1

do 5 minut (vrednost 3)

Odvisnost hitrosti hemolize od koncentracije suhe snovi uporabljene v testu - metanolni
ekstrakti gliv, gojenih na visji koncentraciji soli
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Slika 8: Odvisnost hitrosti hemolize od koncentracije suhe snovi, uporabljene v testu — metanolni ekstrakti gliv, gojenih

na vi§ji koncentraciji soli. Legenda: koncentracija suhe snovi, uporabljene v testu (SS), ni hemolize (vrednost 0),

pocasna hemoliza — nad 10 minut (vrednost 1), zmerna hemoliza — od 6 do 10 minut (vrednost 2), hitra hemoliza — od 1

do 5 minut (vrednost 3)
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4.4 REZULTATI PROTIBAKTERIJSKIH TESTOV

Rezultati protibakterijskih testov so prikazani v preglednicah 9-12. Protibakterijsko aktivnost proti
Gram negativni bakteriji Escherichia coli je kazalo 15-144 testiranih vzorcev, medtem ko je bila
protibakterijska aktivnost precej bolj izraZena proti Gram pozitivni bakteriji Bacillus subtilis, saj je
85 testiranih vzorcev inhibiralo njeno rast. Izmed vseh testiranih vzorcev jih je 14 kazalo aktivnost
proti obema bakterijama. Od tega je bilo 11 metanolnih in 3 acetonski ekstrakti. Kontrola

(Saccharomyces cerevisiae) je bila v obeh testih neaktivna.

Glive, ki so inhibirale rast Gram pozitivne bakterije Bacillus subtilis, so naslednje:

e (Glive, gojene na gojiscu brez soli (YNB_BS):
— Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2329 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2318 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Alternaria tenuissimum grupa X EXF - 2338 (metanolni ekstrakt)
— Alternaria aborescens EXF - 2340 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans EXF - 150 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans EXF - 922 (metanolni ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans var.melanogenum EXF - 3233 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium cladosporioides EXF - 381 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium cladosporioides EXF - 2504 (acetonski ekstrakt)
— Cladosporium cladosporioides EXF - 385 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium cladosporioides EXF - 732 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium salinae EXF - 335 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium langeronii EXF - 1000 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium psychrotolerans EXF - 391 (metanolni ekstrakt)
— Cladosporium fusforme EXF - 449 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium spinulosum EXF - 334 (acetonski ekstrakt)
— Hortaea werneckii EXF - 225 / MZKI B736 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Phaeotheca triangularis MZKI 206 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Trimmatostroma salinum EXF - 295 / MZKI B734 (acetonski ekstrakt)
— Fusarium sp. 2 EXF - 2276 (acetonski in metanolni ekstrakt)

— Fusarium sp. 3 EXF - 2275 (acetonski in metanolni ekstrakt)
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— Wallemia sebi EXF - 958 (acetonski in metanolni ekstrakt)

— Cryptococcus liquefaciens MZKI K428 (acetonski ekstrakt)

— Filobasidium floriforme MZKI K560 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Pichia guilliermondii EXF - 518 (acetonski ekstrakt)

— Pichia guilliermondii EXF - 1496 (acetonski in metanolni ekstrakt)

¢ (Glive, gojene na gojis¢u z dodtkom 10 % soli (YNB_10S):
— Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2329 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2318 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Alternaria tenuissimum grupa X EXF - 2338 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Alternaria aborescens EXF - 2340 (acetonski ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans EXF - 150 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans EXF - 922 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans var.melanogenum EXF - 3233 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium cladosporioides EXF - 381 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium cladosporioides EXF - 2504 (metanolni ekstrakt)
— Cladosporium cladosporioides EXF - 385 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium salinae EXF - 335 (acetonski ekstrakt)
— Cladosporium langeronii EXF - 1000 (acetonski ekstrakt)
— Cladosporium psychrotolerans EXF - 391 (acetonski ekstrakt)
— Cladosporium fusforme EXF - 449 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Cladosporium spinulosum EXF - 334 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Hortaea werneckii EXF - 225 / MZKI B736 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Phaeotheca triangularis MZKI 206 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Trimmatostroma salinum EXF - 295 / MZKI B734 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Wallemia sebi EXF - 958 (acetonski ekstrakt)
— Cryptococcus albidus MZKI K528 (metanolni ekstrakt)
— Cryptococcus liquefaciens MZKI K428 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Pichia guilliermondii EXF - 1496 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Candida parapsilosis EXF - 517 (acetonski ekstrakt)

¢ (Glive, gojene na gojis¢u z dodatkom 17 % soli (YNB_17S):
— Wallemia ichthyophaga EXF - 994 (acetonski ekstrakt)
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Glive, ki so inhibirale rast Gram negativne bakterije Escherichia coli, so bile:

e (Glive, gojene na gojiscu brez soli (YNB_BS):
— Cladosporium fusiforme EXF - 449 (acetonski in metanolni ekstrakt)
— Filobasidium floriforme MZKI K560 (acetonski ekstrakt)

¢ (Qlive, gojene na gojis¢u z dodano soljo (YNB_10S):
— Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2329 (metanolni ekstrakt)
— Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2318 (metanolni ekstrakt)
— Alternaria tenuissimum grupa X EXF - 2338 (metanolni ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans EXF - 150 (metanolni ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans EXF - 922 (metanolni ekstrakt)
— Aureobasidium pullulans var.melanogenum EXF - 3233 (metanolni ekstrakt)
— Cladosporium cladosporioides EXF - 391 (metanolni ekstrakt)
— Cladosporium cladosporioides EXF - 2504 (metanolni ekstrakt)
— Cladosporium sphaerospermum EXF - 385 (metanolni ekstrakt)
— Cladosporium fusiforme EXF - 449 (acetonski ekstrakt)
— Pichia guilliermondii EXF - 518 (acetonski ekstrakt)
— Pichia guilliermondii EXF - 1496 (metanolni ekstrakt)

V 21 primerih se je sposobnost inhibicije rasti bakterije Bacillus subtilis pri glivi izrazila, ko smo
jo gojili tako na gojiscu brez soli, kakor tudi, ko smo jo gojili na gojisc¢u z 10 % soli. V 6 primerih
se je aktivnost pojavila samo, ko smo glivo gojili na gojis¢u brez soli, v 2 primerih, ko smo glivo
gojili na gojiS¢u z 10 % soli, in v enem primeru, ko smo glivo gojili na gojiScu z dodatkom 17 %
soli. Inhibicija rasti Escherichia coli se je v 11 primerih pokazala, ko smo glivo gojili na gojiscu z
10 % soli, v 1 primeru, ko smo jo gojili na gojiscu brez soli, in v 1 primeru, ko smo jo gojili tako na

gojiScu brez soli kakor tudi na gojiS¢u z 10 % soli.
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.....

(YNB_BS) in Yeast Nitrogen Base z dodatkom 10 % NaCl (YNB_10S). Legenda: koncentracija suhe snovi, uporabljene v testu
(SS), acetonski ekstrakti gliv, gojenih na YNB_10S (Aceton, 10 % NaCl) oziroma na YNB_BS (Aceton, brez NaCl), metanolni
ekstrakti gliv, gojenih na YNB_10S (Metanol, 10 % NaCl) oziroma na YNB_BS (Metanol, brez NaCl), §irina inhibicijske cone
ac

Vrsta Sev Aceton, Metanol, Aceton, Metanol,
brez NaCl brez NaCl 10 % NaCl 10 % NaCl
SS IC SS IC SS IC SS IC
[mg/ml] [mm] [mg/ml] [mm] [mg/ml] [mm] | [mg/ml] [mm]
Alternaria tenuissimum grupa C | EXF-2329 1,7 3,5 11,8 1,5 29,8 3,5 1,7 1
Alternaria tenuissimum grupa C | EXF-2318 2,3 3,5 7,6 2,5 1,8 1,5 25,9 1,5
Alternaria tenuissimum grupa X | EXF-2338 0,3 - 3,9 3,5 2,8 2,5 4.5 1,5
Alternaria aborescens EXF - 2340 2,0 5 12,3 5 3,5 4,5 28,1 -
Aureobasidium pullulans EXF - 150 2,6 4 14,7 4 20,4 3 65,8 4
Aureobasidium pullulans EXF - 922 3,8 - 48.4 1 7.4 1 5,0 1
Aureobasidium pullulans var. EXF - 3233 4.4 4,5 14,0 5 6,3 5 46,6 3,5
melanogenum
Cladosporium cladosporioides EXF - 381 4,9 4 2,0 2 2,2 2 39,9 2,5
Cladosporium cladosporioides | EXF -2504 1,7 4 6.8 - 24 - 19,1 6
Cladosporium sphaerospermum EXF - 385 4,9 4 13,4 5 4.4 1 28,8 1
Cladosporium dominicanum EXF-732 4,6 4 14,0 4 35 - 30,7 -
Cladosporium velox EXF - 466 4,1 - 25,1 - 2.7 - 35,1 -
Cladosporium halotolerans EXF-572 17,0 - 65,3 - 6,7 - 63,8 -
Cladosporium salinae EXF - 335 4,7 3 9,2 3 4.4 2 18,1 -
Cladosporium langeronii EXF - 1000 5,5 3 24,0 4 6.9 3 47,6 -
Cladosporium psychrotolerans EXF - 391 7,2 - 17,3 1,5 5,2 2 26,9 -
Cladosporium fusiforme EXF - 449 7.9 4 8,8 4 5.7 5 23,8 7
Cladosporium spinulosum EXF -334 2,8 2 7.1 - 2,7 4 30,8 35
Hortaea werneckii EXF - 225/ 4,6 1 8,5 1 1.4 4 71,2 3,5
MZKI B736
Phaeotheca triangularis MZKI 206 6,1 4 17,8 3 2.9 5 29,2 4,5
Trimmatostroma salinum EXF -295/ 1,2 3 4,7 - 2,6 2 15,4 3
MZKI B734
Fusarium sp. 2 EXF - 2276 2,0 5 7,7 4 3.1 - 20,2 -
Fusarium sp. 3 EXF - 2275 5,9 5 10,4 7 10,4 - 18,2 -
Wallemia sebi EXF - 958 4,7 2 9,1 2 0,6 3 14,3 -
Cryptococcus albidus MZKI K528 1,9 - 8,6 - 1,7 - 11,3 1
Cryptococcus liquefaciens MZKI K428 24 2 21,3 - 0,6 1 7.7 2
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Vrsta Sev Aceton, Metanol, Aceton, Metanol,

brez NaCl brez NaCl 10 % NaCl 10 % NaCl

SS IC SS IC SS IC SS IC

[mg/ml] [mm] [mg/ml] [mm] [mg/ml] [mm] | [mg/ml] [mm]

Filobasidium floriforme MZKI-K560| 14,7 4 3.5 2 14,9 - 10,7 -
Pichia guilliermondii EXF - 518 0,3 2 19.3 - 0,5 - 14,7 -

Pichia guilliermondii EXF - 1496 2,2 2,5 4,8 2 1,0 3,5 24.4 2,5
Rhodosporidium babjevae EXF - 513 2,2 - 21,1 - 1,7 - 19,3 -
Rhodosporidium diobovatum MZKI K650 1,9 - 22,2 1 7.4 - 3,1 -
Candida parapsilosis EXF - 1574 2,9 - 14,8 - 3,0 - 23,7 -
Candida parapsilosis EXF-517 4.8 - 19.4 - 1,7 1.5 16,0 -
Saccharomyces cerevisiae MZKI K86 3,9 - 7.8 - 1,0 - 7,1 -

.....

(YNB_10S) in Yeast Nitrogen Base z dodatkom 17 % NaCl (YNB_17S). Legenda: koncentracija suhe snovi, uporabljene v testu
(SS), acetonski ekstrakti gliv, gojenih na YNB_10S (Aceton, 10 % NaCl) oziroma na YNB_17S (Aceton, 17 %NaCl), metanolni
ekstrakti gliv, gojenih na YNB_10S (Metanol, 10 % NaCl) oziroma na YNB_17S (Metanol, 17 % NaCl), Sirina cone inhibicije

dI0).
Vrsta Sev Aceton, 10 % NaCl| Metanol, 10 % Aceton, 17 % NaCl |Metanol, 17 % NaCl
NaCl
SS IC SS IC SS 1C SS 1C
[mg/ml] [mm] [mg/ml] [mm] [mg/ml]| [mm] [mg/ml] [mm]
Wallemia ichthyophaga EXF - 994 1,6 - 17,7 - 1,8 1 224 -
Wallemia muriae EXF - 951 0,7 - 13,6 - 6,6 - 23,6 -
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Protibakterijska aktivnost acetonskih ekstraktov - Bacillus subtilis
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Slika 9: Protibakterijski testi na Bacillus subtilis — Primerjava protibakterijske aktivnosti acetonskih ekstraktov gliv,
gojenih brez soli oz. na niZji koncentraciji soli (W. ichthyophaga, W. muriae) in na vi§ji koncentraciji soli.. Legenda:

Sirina cone inhibicije (IC)

Protibakterijska aktivhost metanolnih ekstraktov - Bacillus subtilis
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Slika 10: Protibakterijski testi na Bacillus subtilis — Primerjava protibakterijske aktivnosti metanolnih ekstraktov gliv,
gojenih brez soli oz. na nizji koncentraciji soli (W. ichthyophaga, W. muriae) in na visji koncentraciji soli. Legenda:

Sirina cone inhibicije (IC)
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Odvisnost protibakterijske aktivnosti proti bakteriji Bacillus subtilis od koncentracije
suhe snovi uporabljene v testu - acetonski ekstrakti gliv, gojenih brez soli oz. na nizji
koncentraciji soli (W. ichthyophaga , W. muriae)
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Slika 11: Odvisnost protibakterijske aktivnosti (Sirina cone inhibicije) na bakterijo Bacillus subtilis od koncentracije
suhe snovi, uporabljene v testu — acetonski ekstrakti gliv, gojenih brez soli oz. na niZji koncentraciji soli (W.

ichthyophaga, W. muriae). Legenda: koncentracija suhe snovi (SS), Sirina cone inhibicije (IC)

Odvisnost protibakterijske aktivnosti proti bakteriji Bacillus subtilis od koncentracije
suhe snovi uporabljene v testu - metanolni ekstrakti gliv, gojenih brez soli oz. na nizji
koncentraciji soli (W. ichthyophaga , W. muriae)

8
7
6 =
€S E
(=]
E 4 E
O 3 7))
5 | 7]
1 |
0 |
Glivni sevi = IC
_e—ss

Slika 12: Odvisnost protibakterijske aktivnosti (Sirina cone inhibicije) na bakterijo Bacillus subtilis od koncentracije
suhe snovi, uporabljene v testu — metanolni ekstrakti gliv, gojenih brez soli oz. na niZji koncentraciji soli (W.

ichthyophaga, W. muriae). Legenda: koncentracija suhe snovi (SS), Sirina cone inhibicije (IC)
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Odvisnost protibakterijske aktivnosti proti bakteriji Bacillus subtilis od koncentracije
suhe snovi uporabljene v testu - acetonski ekstrakti gliv, gojenih na visji koncentraciji soli
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Slika 13: Odvisnost protibakterijske aktivnosti (Sirina cone inhibicije) na bakterijo Bacillus subtilis od koncentracije
suhe snovi, uporabljene v testu — acetonski ekstrakti gliv, gojenih na vi§ji koncentraciji soli. Legenda: koncentracija

suhe snovi (SS), §irina cone inhibicije (IC)

Odvisnost protibakterijske aktivnosti proti bakteriji Bacillus subtilis od koncentracije suhe
snovi uporabljene v testu - metanolni ekstrakti gliv, gojenih na visji koncentraciji soli
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Slika 14: Odvisnost protibakterijske aktivnosti (Sirina cone inhibicije) na bakterijo Bacillus subtilis od koncentracije
suhe snovi, uporabljene v testu — metanolni ekstrakti gliv, gojenih na vi§ji koncentraciji soli. Legenda: koncentracija

suhe snovi (SS), Sirina cone inhibicije (IC)
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.....

(YNB_BS) in Yeast Nitrogen Base z dodatkom 10 % NaCl (YNB_10S). Legenda: koncentracija suhe snovi, uporabljene v testu
(SS), acetonski ekstrakti gliv, gojenih na YNB_BS (Aceton, brez NaCl) oziroma na YNB_10S (Aceton, 10 % NaCl), metanolni
ekstrakti gliv, gojenih na YNB_BS (Metanol, brez NaCl) oziroma na YNB_10S (Metanol, 10 % NaCl), Sirina cone inhibicije
{10).

Vrsta Sev Aceton, Metanol, Aceton, Metanol,
brez NaCl brez NaCl 10 % NaCl 10 % NaCl
SS IC SS IC SS 1C SS 1C
[mg/ml] [mm] [mg/ml] [mm] [mg/ml] [mm] | [mg/ml] [mm]
Alternaria tenuissimum grupa C | EXF -2329 1,7 - 11,8 - 29,8 - 1,7 1
Alternaria tenuissimum grupa C | EXF-2318 2,3 - 7,6 - 1,8 - 25,9 1,5
Alternaria tenuissimum grupa X | EXF-2338 0,3 - 3,9 - 2.8 - 4.5 1,5
Alternaria aborescens EXF - 2340 2,0 - 12,3 - 3,5 - 28,1 -
Aureobasidium pullulans EXF - 150 2,6 - 14,7 - 20,4 - 65.8 4
Aureobasidium pullulans EXF - 922 3,8 - 48,4 - 7.4 - 5,0 1
Aureobasidium pullulans var. EXF - 3233 4,4 - 14,0 - 6.3 - 46,6 3,5
melanogenum
Cladosporium cladosporioides EXF - 381 4.9 - 2,0 - 2,2 - 39,9 2,5
Cladosporium cladosporioides | EXF -2504 1,7 - 6.8 - 24 - 19,1 6
Cladosporium sphaerospermum | EXF - 385 4,9 - 13,4 - 4.4 - 28,8 1
Cladosporium dominicanum EXF-732 4,6 - 14,0 - 35 - 30,7 -
Cladosporium velox EXF - 466 4.1 - 25,1 - 2.7 - 35,1 -
Cladosporium halotolerans EXF - 572 17,0 - 65,3 - 6,7 - 63,8 -
Cladosporium salinae EXF - 335 4,7 - 9,2 - 4.4 - 18,1 -
Cladosporium langeronii EXF - 1000 5,5 - 24.0 - 6,9 - 47,6 -
Cladosporium psychrotolerans EXF - 391 7,2 - 17,3 - 52 - 26,9 -
Cladosporium fusiforme EXF - 449 7.9 1 8,8 1 5,7 1,5 23,8 -
Cladosporium spinulosum EXF-334 2,8 - 7.1 - 2.7 - 30,8 -
Hortaea werneckii EXF - 225/ 4.6 - 8,5 - 1.4 - 71,2 -
MZKI B736
Phaeotheca triangularis MZKI 206 6,1 - 17,8 - 2,9 - 292
Trimmatostroma salinum EXF -295/ 1,2 - 4.7 - 2,6 - 15,4 -
MZKI B734
Fusarium sp. 2 EXF - 2276 2,0 - 7.7 - 3,1 - 20,2 -
Fusarium sp. 3 EXF - 2275 5,9 - 10,4 - 10,4 - 18,2 -
Wallemia sebi EXF - 958 4.7 - 9,1 - 0,6 - 14,3 -
Cryptococcus albidus MZKI K528 1,9 - 8,6 - 1,7 - 11,3 -
Cryptococcus liquefaciens MZKI K428 2,4 - 21,3 - 0,6 - 7.7 -
Filobasidium floriforme MZKI - K560 14,7 1 3,5 - 14,9 - 10,7 -
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Vrsta Sev Aceton, Metanol, Aceton, Metanol,

brez NaCl brez NaCl 10 % NaCl 10 % NaCl

SS IC SS IC SS IC SS IC

[mg/ml] [mm] [mg/ml] [mm] [mg/ml] [mm] | [mg/ml] [mm]

Pichia guilliermondii EXF - 518 0,3 - 19,3 - 0,5 1,5 14,7 -
Pichia guilliermondii EXF - 1496 2,2 - 4.8 - 1,0 - 244 2
Rhodosporidium babjevae EXF-513 2,2 - 21,1 - 1,7 - 19,3 -
Rhodosporidium diobovatum MZKI K650 1,9 - 22,2 - 7.4 - 3.1 -
Candida parapsilosis EXF - 1574 2,9 - 14,8 - 3,0 - 23,7 -
Candida parapsilosis EXF-517 4,8 - 19.4 - 1,7 - 16,0 -
Saccharomyces cerevisiae MZKI K86 3.9 - 7,8 - 1,0 - 7,1 -

Preglednica 11: Protibakterijski testi na Escherichia coli — vzorci gliv, gojenih na gojis¢ih Yeast Nitrogen Base z 10 % NaCl
(YNB_10S) in Yeast Nitrogen Base z dodatkom 17 % NaCl (YNB_17S). Legenda: koncentracija suhe snovi, uporabljene v testu
(SS), acetonski ekstrakti gliv, gojenih na YNB_10S (Aceton, 10 % NaCl) oziroma na YNB_17S (Aceton, 17 %NaCl), metanolni
ekstrakti gliv, gojenih na YNB_10S (Metanol, 10 % NaCl) oziroma na YNB_17S (Metanol, 17 % NaCl), Sirina cone inhibicije
I10).

Vrsta Sev Aceton, Metanol, Aceton, Metanol,
10 % NaCl 10 % NaCl 17 9% NaCl 17 % NaCl
SS IC SS IC SS IC SS IC
[mg/ml] | [mm] | [mg/ml]| [mm] | [mg/ml]| [mm] | [mg/ml]| [mm]
Wallemia ichthyophaga EXF - 994 1,6 - 17,7 - 1,8 - 22,4 -
Wallemia muriae EXF - 951 0,7 - 13,6 - 6,6 - 23,6 -
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Slika 15: Protibakterijski testi na Escherichia coli — Primerjava protibakterijske aktivnosti acetonskih ekstraktov gliv,
gojenih brez soli oz. na niZji koncentraciji soli (W. ichthyophaga, W. muriae) in na visji koncentraciji soli. Legenda:

§irina cone inhibicije (IC)
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Protibakterijska aktivnost metanolnih ekstraktov - Escherichia coli
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Slika 16: Protibakterijski testi na Escherichia coli — Primerjava protibakterijske aktivnosti metanolnih ekstraktov gliv,
gojenih brez soli oz. na niZji koncentraciji soli (W. ichthyophaga, W. muriae) in na visji koncentraciji soli. Legenda:

Sirina cone inhibicije (IC)

Odvisnost protibakterijske aktivnosti proti bakteriji Escherichia coli od koncentracije
suhe snovi uporabljene v testu - metanolni ekstrakti gliv, gojenih na visji koncentraciji soli
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Slika 17: Odvisnost protibakterijske aktivnosti (Sirina cone inhibicije) na bakterijo Escherichia coli od koncentracije
suhe snovi, uporabljene v testu — metanolni ekstrakti gliv, gojenih na visji koncentraciji soli. Legenda: koncentracija

suhe snovi uporabljene v testu (SS), Sirina cone inhibicije (IC)

Da bi lahko doloc¢ili minimalno inhibitorno koncentracijo, smo najbolj aktivne vzorce dodatno
red¢ili v razmerjih 1:10, 1:100 in 1:1000. Rezultati testa so prikazani v preglednici 13. Etanol kot
slepi testni vzorec ni kazal protibakterijske aktivnosti. Zelo mocno aktivnost je kazala vrsta

Fusarium sp.3 EXF - 2275.
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Preglednica 12: Protibakterijski testi na E.coli in B.subtilis po dodatnem red¢enju vzorcev. Legenda: koncentracija suhe snovi,
uporabljene v testu (SS), acetonski ekstrakti gliv, gojenih na YNB_BS (A_BS) oziroma na YNB_10S (A_10S), metanolni
ekstrakti gliv, gojenih na YNB_BS (M_BS) oziroma na YNB_10S (M_10S), Sirina cone inhibicije pri red¢itvi 1:10 (1:10, IC
[mmy]), Sirina cone inhibicije pri redcitvi 1:100 (1:100, IC [mm]), Sirina cone inhibicije pri red¢itvi 1:1000 (1:1000, IC [mm)]),
minimalna inhibitorna koncentracija (MIC [mg/ml]).

Vrsta Sev | Vzorec SS B.subtilis — RedcCitve E.coli — Redcitve
tme/mll 410 [ 12100 [ 1:1000] MIC | 1:10 [1:100] 1:1000 | MIC
IC IC IC | [mg/ml]| IC IC IC [mg/ml]
[mm]| [mm] | [mm] (mm] | [mm] | [mm]

Alternaria EXF-| A_BS 1,7 - - - 1,7 - - - -
tenuissimum grupa C 2329 M_BS 11.8 ) ) ) 11.8 _ _ ) _
A_10S 29,8 1,5 - - 2,98 - - - -

M_10S 1,7 - - - 1,7 - - - 1,7
Alternaria EXF-| A _BS 2.3 - - - 2.3 - - - -
tenuissimum grupa C 2318 M_BS 7.6 1 i i 0.76 i i i i
A_10S 1,8 - - - 1,8 - - - .

M_10S 25,9 - - - 25,9 - - - 25,9
Alternaria EXF-| A_BS 0,3 - - - - - - - -
tenuissimum grupa X 2338 M._BS 3.9 i i i 3.9 i i i i
A_10S 2,8 - - - 2,8 - - - .

M_10S 4,5 - - - 4,5 - - - 4,5
Alternaria EXF-| A BS 2,0 - - - 2,0 - - - -
aborescens 2340 M_BS 123 i i i 123 i i i i
A_10S 3,5 - - - - - - - -
M_10S 28,1 - - - - - - - -
Aureobasidium EXF-| A_BS 2,6 1 0,5 - 0,026 - - - -
pullulans 0 MBS | 147 | 1 | 05 - 0,147 | - - - -
A_10S 20,4 3 1 - 0,204 - - - -

M_10S 65,8 1 0,5 - 0,658 1 0,5 - 0,658
Aureobasidium EXF-| A BS 3,8 - - - - - - - -
pullulans 2 M_BS | 484 _ _ _ 48,4 - - _ -
A_10S 7.4 - - - 7.4 - - - -

M_10S 5,0 - - - 5,0 - - - 5,0
Aureobasidium EXF-| A_BS 4.4 1.5 1 - 0,044 - - - -
pullulans var. 3233 M_BS 14,0 1 i i 1.40 i i i i

melanogenum

A_10S 6,3 2,5 1 - 0,063 - - - -

M_10S 46,6 - - - 46,6 - - - 46,6
Cladosporium EXF-| A_BS 4.9 0,5 - - 0,49 - - - -
cladosporioides 381 M_BS 2.0 i i i 2.0 i i i i
A_10S 2,2 - - - 2,2 - - - ,




Cajnko M.M. Biolosko akt. snovi v org. ekstraktih nekaterih halofilnih in halotolerantnih gliv iz redu Dothideales... 32
Diplomsko delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Biologijo, 2010

Vrsta Sev | Vzorec SS B.subtilis — Redcitve E.coli — Redcitve
[me/mll 10 T 1:100 [1:1000] Mic | 1:10 [1:100] 1:1000 ] MiIC
IC IC IC [mg/ml] | IC IC IC [mg/ml]
[mm]| [mm] | [mm] (mm] | [mm] | [mm]
M_10S 39,9 - - - 39,9 - - - 39,9
Cladosporium EXF-| A_BS 1,7 - - - 1,7 - - - -
cladosporioides 2504 M._BS 6.8 _ _ _ _ i i _ i
A_10S 2.4 - - - - - - - -
M_10S 19,1 - - - 19,1 - - - 19,1
Cladosporium EXF-| A_BS 4.9 1,5 1 - 0,049 - - - -
sphaerospermum 383 M_BS 13.4 i . . 134 . . . .
A_10S 4.4 - - - 4.4 - - - -
M_10S 28,8 - - - 28,8 - - - 28,8
Cladosporium EXF-| A_BS 4,6 - - - 4,6 - - - -
dominicanum 732 M._BS 14,0 0.5 _ _ 14 i i _ i
A_10S 3,5 - - - - - - - -
M_10S 30,7 - - - - - - - -
Cladosporium EXF-| A_BS 4,7 2 1 - 0,047 - - - -
salinae P Mes | 92 | 1| os | - oo | - | - - :
A_10S | 44 - - - 4.4 - - - -
M_10S | 18,1 - - - - - - - -
Cladosporium EXF-| A_BS 7,9 1 - - 0,79 - - - 7,9
Jusiforme ' \ies 8,8 1 - - 088 | - - - 8.8
A_10S 5.7 1 - - 0,57 1 0,5 - 0,057
M_10S 23,8 1 - - 2,38 - - - -
Cladosporium EXF-| A _BS 5,5 1 - - 0,55 - - - -
langeronii 1000 M._BS 24.0 1 R R 2.4 - - - -
A_10S 6,9 1 - - 0,69 - - - -
M_10S 47,6 - - - - - - - -
Cladosporium EXF-1 A _BS 7,2 - - - - - - - -
psychrotolerans 391 M._BS 173 05 _ _ 1,73 . ; - -
A_10S 5,2 - - - 52 - - - -
M_10S 26,9 - - - - - - - -
Cladosporium EXF-| A_BS 2,8 - - - 2,8 - - - -
spinulosum 334 M._BS 7.1 _ _ _ _ i i _ i
A_10S 2,7 1 0,5 - 0,027 - - - -
M_10S 30,8 - - - 30,8 - - - -
Hortaea werneckii g(SF/ A_BS 4,6 - - - 4,6 - - - -
MZKI| M_BS 8,5 - - - 8,5 - - - -
B736
A_10S 1.4 1,5 0,5 - 0,014 - - - -
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Vrsta Sev | Vzorec SS B.subtilis — Redcitve E.coli — Redcitve
tme/mll 4 10 [ 12100 [ 1:1000] MIC | 1:10 [1:100] 1:1000 | MIC
IC IC IC | [mg/ml]| IC IC IC [mg/ml]
[mm]| [mm] | [mm] (mm] | [mm] | [mm]

M_10S 71,2 1,5 1 - 0,712 - - - -

Phaeotheca MZKI| A_BS 6,1 - - - 6,1 - - - -

triangularis 206 M_BS 17.8 1 - - 1,78 - - - -

A_10S 2,9 - - - 2,9 - - - ,

M_10S 29,2 - - - 29,2 - - - .

Trimmatostroma EXF-| A BS 1,2 - - _ 1,2 _ _ _ _

salinum I\%IQZS K/I MBS 7 - - - - ) ) ) )
B734

A_10S 2,6 - - - 2,6 - - - .

M_10S 15,4 - - - 15,4 - - - .

Fusarium sp. 2 5)2(71:6 A_BS 2,0 3 2 - 0,02 - - - -

M_BS 7,7 - - - 7,7 - - - ,

A_10S 3,1 - - - - - - - .

M_10S 20,2 - - - - - - - .

Fusarium sp. 3 1;)2(71:5 A_BS 59 2 1,5 - 0,059 - - - -

M_BS 10,4 3 1,5 1 0,0104 - - - -

A_10S 10,4 - - - - - - - ,

M_10S 18,2 - - - - - - - ,

Wallemia ichthyophaga | EXF-| A_10S 1,6 _ _ _ _ _ _ _ _

- M_10S 17,7 - - - - - - - ,

A_17S 1,8 - - - 1,8 - - - .

M_17S 224 - - - - - - - .

Wallemia sebi Eg)?; A_BS 4,7 1,5 1 - 0,047 - - - -

M_BS 9,1 2 1 - 0,091 - - - .

A_10S 0,6 1 0,5 - 0,006 - - - -

M_10S 14,3 - - - - - - - ,

Cryptococcus albidus | MZK1| A BS 1,9 _ _ _ _ _ _ _ _
K528

M_BS 8,6 - - - - - - - ,

A_10S 1,7 - - - - - - - .

M_10S 11,3 - - - 11,3 - - - .

Cryptococcus MZKI| A_BS 2.4 - - - 2.4 - - - -

liquefaciens K428 MBS 213 - - - - ) ) ) )

A_10S 0,6 - - - 0,6 - - - ,

M_10S 7,7 - - - 7,7 - - - ,

Filobasidium MZKI| A BS 14,7 1 - - 1,47 0,5 - - 1,47
floriforme o0 MBS | 35 |05 | - - 035 | - ] ] ]
A_10S 14,9 - - - - - - - .
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Vrsta Sev | Vzorec SS B.subtilis — Redcitve E.coli — Redcitve
tme/mll 10 T 12100 [ 1:1000] Mic | 1:10 [1:100] 1:1000] MIC
IC | IC IC |[mgml]| IC | IC | IC | [mg/ml]
[mm] | [mm] | [mm] [mm] | [mm] | [mm]
M_10S | 10,7 - ; - ] _ ] ] ]
Pichia guilliermondii Es)?; A_BS 0,3 - - - 0,3 - - - -
M_BS | 19,3 - - - ) ] ] ] _
A_10S 0,5 - - - - 1 - - 0,5
M_10S 14,7 - - - - - - - -
Pichia guilliermondii ?1(9126 A_BS 2.2 - - - 2,2 - - - -
M_BS 4,8 - - - 4.8 - - - -
A_10S | 1,0 . . - 1,0 - ] ] ]
M_10S 24.4 - - - 24 .4 1,5 1 0,244
Rhodosporidium MZKI| A BS 1,9 - - - - - - - _
diobovatum K650
M_BS 22,2 - - - 22,2 - - - -
A_10S 7.4 - - - - - - - -
M_10S 3,1 - - - - - - - -
Candida parapsilosis ES)?; A_BS 4.8 - - - - - - - -
M_BS 19.4 - - - - - - - -
A_10S | 1,7 |05 | - - 017 | - ] ] ]
M_10S 16,0 - - - - - - - -
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Morske glive so do sedaj izolirali iz okoljskih vzorcev morja, naplavljenega lesa in povrsin
razli¢nih morskih organizmov, kakr$ni so spuzve, zelene alge in morska trava in Se nekaterih drugih
povrsin kot so steblo koruze in prst. Ti morski organizmi imajo mehko strukturo ali Zive pritrjeno in
so zato razvili kemi¢no obrambo, ki jo bodisi proizvajajo sami ali jo pridobijo od simbiontskih
morskih mikroorganizmov (Haefner, 2003). Ker je verjetno, da sekundarni metaboliti delujejo kot
potencialni inhibitorji fizioloSkih procesov plena, predatorja ali kompetitorja (Haefner, 2003), smo
pricakovali, da bomo s testiranjem bioloSkih aktivnosti organskih ekstraktov izbranih halofilnih in
halotolerantnih gliv, ki naseljujejo skrajnostna okolja, tudi mi odkrili podobne ali nove u€inkovine.
Zanimalo nas je tudi, kako poviSana koncentracija soli, ki predstavlja prevladujo¢ stresni pogoj,

vpliva na sintezo sekundarnih metabolitov.

Z organskimi topili se ekstrahirajo predvsem pigmenti, lipidi in sekundarni metaboliti. Liofilizirane
micelije smo ekstrahirali v acetonu in metanolu, ki sta organski topili z razlicno polarnostjo
(dielektricna konstanta za metanol je 33.6, za aceton pa 20.7). Z organskimi topili s podobnimi
dielektricnimi konstantami se ekstrahirajo podobne substance in zato nase rezultate lahko do neke
mere primerjamo z Ze objavljenimi. Za preverjanje bioloSkih aktivnosti organskih ekstraktov smo
izbrali tri teste. Spremljali smo hemoliti¢no in protibakterijsko aktivnost vzorcev, testirali pa smo

jih Se kot inhibitorje encima acetilholinesteraze.

5.1.1 Hemoliti¢ni test

Hemoliti¢no aktivnost je pokazalo 41 (28 %) od 144 vzorcev, od pozitivnih vzorcev je bilo 66 %
ichthyophaga EXF - 994, Wallemia muriae EXF - 951 in kontrolni organizem (Saccharomyces

cerevisiae) niso pokazale hemoliti¢ne aktivnosti.

Acetonski in metanolni ekstrakti so si bili podobni po hemoliti¢ni aktivnosti. Razlika se je pokazala,
¢e uposStevamo koncentracijo suhe snovi v vzorcu. Ta je bila pri veliki vecini acetonskih akstraktov
manjsa v primerjavi z metanolnimi, zato lahko sklepamo, da imajo acetonski ekstrakti intenzivnejso

hemoliti¢no aktivnost od metanolnih in da so snovi, ki povzroc¢ajo hemolizo bolj nepolarne.
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V literaturi nismo zasledili raziskav o hemoliti¢ni aktivnosti pri izbranih halofilnih in halotolerantnih
glivah. Nasli smo le porocila o citotoksi¢nosti, ki bi sicer lahko bila, a ne nujno, posledica membranske
aktivnosti snovi, prisotnih v preucevanih glivah. Med snovmi, izoliranimi iz nedoloCene vrste rodu
Fusarium, so Kobayashi in sodelavci (1995) odkrili citotoksicno snov fusarielin A, Renner in sodelavci
neomagnikol A (1998) in magnikole A-G (1999), Belofsky in sodelavci (1999) sansalvamid ter Cueto in
sodelavci (2000) N — metilsansalvamid. Pri vrsti Cladosporium sp. so Shigemori in sodelavci izolirali
sporiolida A in B, iz vrste Wallemia sebi pa so Wood in sodelavci izolirali valeminol. Fusarielin A je
kazal citotoksi¢nost proti HeLa S3 in NCI — H69 celicam, neomagnikol A proti MCF — 7 celicam
Cloveskega karcinoma dojke in CACO - 2 celicam Cloveskega raka debelega Crevesa, sansalvamid proti
HCT — 116 celicam karcinoma dojke, sporiolid A in B proti L1210 celicam miSjega limfoma in
valeminol proti jetrnim in BHK ledvi¢nim celicam podgan. Citotoksi¢nost v presejalnih testih s 60
razlicnimi celicnimi linijami so kazali magnikoli A — G in sansalvamid. Od naSih 11 sevov rodu
Cladosporium spp. jih je 9 kazalo hemoliticno aktivnost. Sevi Fusarium sp. in Wallemia sebi v

razmerah nasih raziskav niso pokazali hemoliti¢ne aktivnosti.

5.1.2 Test protibakterijske aktivnosti

Rast po Gramu pozitivne bakterije Bacillus subtilis je inhibiralo 84 (58 %) od 144 vzorcev, rast po
Gramu negativne bakterije Escherichia coli pa petnajst (10 %) od 144. Pri prvi se je aktivnost

pokazala pri vseh obravnavanih rodovih gliv razen Saccharomyces in je bila rahlo vecja, ko smo

.....

.....

Rezultati niso presenetljivi, saj vemo, da mnoge antibiotike pridobivamo prav iz gliv. Glede na to,
da je bila inhibicija rasti pogostejSa pri Gram pozitivnih bakterijah, lahko sklepamo na selektivno

delovanje ekstrahiranih u¢inkovin na bakterije.

V literaturi so glivno protibakterijsko aktivnost testirali kot aktivnost proti bakterijam E. coli, B. subtilis in
S. aureus ali na sploS$no kot aktivnost proti po Gramu pozitivnim (G+) in po Gramu negativnim (G-)
bakterijam. Iz vrste Hortaea werneckii so Brauers in sodelavci (2001) izolirali hortein, vendar se je ta v
opravljenih protibakterijskih testih pokazal za neaktivnega. Iz glive Fusarium sp. so Renner in sodelavci
(1998) izolirali neomagnikol B. Ta je bil aktiven proti bakteriji Bacillus subtilis. Smith in sodelavci (2000)
so iz neidentificiranega glivnega seva 1965215 izolirali izo-kladospolid B, seko-patuloid, pandangolida 1
in 2 ter kladospolid, od katerih nobeden ni kazal antibioticne aktivnosti proti G+ in G- bakterijam, do
konc¢ne koncentracije 250 pg/ml. Jadulco in sodelavci (2001) so iz glive Cladosporium herbarum izolirali
pandagolide 2, 3 in 4, kladospolid B, izo-kladospolid B, Sumikijevo kislino in acetil-Sumikijevo kislino.
Pandagolidi so bili neaktivni proti G+ in G- bakterijam, obe kislini pa sta bili aktivni proti vrstam Bacillus

subtilis in Staphylococcus aureus v koncentracijah nekaj pg/ml in neaktivni proti bakteriji Escherichia
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coli. Shigemori in sodelavci (2004) so iz glive Cladosporium sp. izolirali sporiolida A in B. Oba sta kazala
protibakterijsko aktivnost. Takahashi in sodelavci (1993) so iz glive Wallemia sebi izolirali steroidom
podobni spojini UCA 1064 — B in UCA 1064 — A, ki sta obe kazali protibakterijsko aktivnost proti G+ in
G- bakterijam pri koncentraciji 40 pg/ml.

5.1.3 Test inhibicije encima AchE

Acetilholin (ACh) je nevrotransmiter, (AChE) je encim, ki ga razgrajuje. Od nasih 144 vzorcev nobeden
ni inhibiral AChE. Tudi v literaturi ni podatkov o nevrotoksi¢nih sekundarnih metabolitih izbranih gliv.

5.1.4 Koncentracija suhe snovi v ekstrahiranih vzorcih

Poleg razli¢nih bioloskih aktivnosti nas je zanimalo tudi, kako poviSana vsebnost soli v gojiS¢u
vpliva na biomaso glive. Pri 27 od 36 gliv je bila koncentracija suhe snovi v vzorcu (SS) v
metanolnih ekstraktih visja, ko smo glive gojili na visji koncentraciji soli. Enako je veljalo za 19
acetonskih ekstraktov. Pri kontroli (Saccharomyces cerevisiae) je bila koncentracija suhe snovi v
vzorcu (SS) tako acetonskih kot metanolnih ekstraktov visja, ko smo glivo gojili na gojiS¢u brez
soli (YNB_BS). Iz tega je razvidno, da poviSana koncentracija soli (stresni pogoji) vpliva na
poveCano sintezo snovi, ki se ekstrahirajo z bolj polarnimi topili (metanol). Pri primerjavi z
acetonskimi ekstrakti pri teh nismo opazili istega trenda, zato tezko sklepamo, da ima poviSana

koncentacija soli vpliv na sintezo snovi, ki se ekstrahirajo z manj polarnimi topili (aceton).

Iz prej navedenega lahko ugotovimo, da so organski ekstrakti gliv delovali predvsem hemoliticno in
protibakterijsko. Po pregledu literature s podrocja opisanih bioloskih ucinkov organskih ekstraktov
testiranih gliv smo v diplomski nalogi ugotovili precej novosti. Prvi smo odkrili, da so ekstrakti
obravnavanih gliv hemoliti¢no aktivni in da ne inhibirajo encima acetilholinesteraze. Pri protibakterijskih
testih je bilo v literaturi zaslediti aktivnost pri glivah Hortaea werneckii, Fusarium sp., Cladosporium
herbarum, Cladosporium sp. in Wallemia sebi. Pri vseh, razen Cladosporium herbarum, ki ga v nasi
nalogi nismo uporabili, smo potrdili protibakterijsko aktivnost. Ostali protibakterijsko aktivni vzorci pa

verjetno predstavljajo Se neraziskane snovi s potencialno uporabnimi bioloskimi aktivnostmi.

Opazili smo, da poviSana koncentracija soli v gojiS€u poveca produkcijo sekundarnih metabolitov
pri dolocenih glivah. Opazili smo tudi, da kljub vecji produkciji sekundarni metaboliti niso bili tudi
bolj aktivni. To je najbolje vidno iz testa hemoliticne aktivnosti, v katerem je 65.8 % aktivnih
ekstraktov pridobljenih iz gliv, ki smo jih gojili na gojiS€u brez soli. Tako opazimo dva trenda,
povezana s poviSano koncentracijo soli v gojisS¢u. Prvi je poviSana produkcija sekundarnih

metabolitov in drugi je manjSa aktivnost teh metabolitov v izbranih bioloskih testih.



Cajnko M.M. Biolosko akt. snovi v org. ekstraktih nekaterih halofilnih in halotolerantnih gliv iz redu Dothideales... 38§
Diplomsko delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Biologijo, 2010

5.2 SKLEPI

PoviSana koncentracija soli v gojiS€u je vplivala na koncentracijo suhe snovi metanolnih
ekstraktov. Pri 75 % obravnavanih gliv je bila koncentracija suhe snovi metanolnih

ekstraktov vi§ja, ko smo glive gojili na vi§ji koncentraciji soli.

Prvi smo dolo¢ili hemoliti¢na aktivnost za razli¢ne vrste, ki jih uvrS¢amo v naslednje rodove
gliv: Aureobasidium, Alternaria, Cladosporium, Hortaea, Phaeotheca, Trimmatostroma,

Cryptococcus, Filobasidium, Pichia in Rodosporidium.

Protibakterijsko aktivnost proti po Gramu pozitivni bakteriji Bacillus subtilis je kazalo 83,3
% izbranih vrst gliv. Aktivni so bili vsi rodovi razen Saccharomyces, torej Alternaria,
Aureobasidium, Cladosporium, Hortaea, Phaeotheca, Trimmatostroma, Fusarium,
Wallemia, Cryptococcus, Filobasidium, Pichia, Rhodosporidium in Candida.
Protibakterijsko aktivnost proti po Gramu negativni bakteriji Escherichia coli je kazalo 36,1
% izbranih vrst gliv. Aktivnih je bilo le pet rodov: Alternaria, Aureobasidium,
Cladosporium, Filobasidium in Pichia. Trinajst vrst gliv je bilo aktivnih proti obema
vrstama bakterijam: Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2329 in EXF - 2318, Alternaria
tenuissimum grupa X EXF - 2338, Aureobasidium pullulans EXF - 150 in EXF - 922,
Aureobasidium pullulans var. melanogenum EXF - 3233, Cladosporium cladosporioides
EXF - 381, EXF - 2504 in EXF - 385, Cladosporium fusiforme EXF - 449, Filobasidium
Sfloriforme MZKI — K560 ter Pichia guilliermondii EXF - 518 in EXF - 1496.

Inhibicije encima acetilholinesteraze ni kazala nobena od preizkuSenih vrst gliv.

Ekstrakti gliv, ki so zrastle na gojis¢u brez dodatka soli, so pokazali ve¢jo hemoliti¢no in

protibakterijsko aktivnost proti bakteriji Bacillus subtilis kakor ekstrakti gliv, ki so zrastle na

.....

Acetonski ekstrakti so se v vseh testih izkazali za aktivnejSe od metanolnih razen v testu

protibakterijske aktivnosti proti po Gramu negativni bakteriji Escherichia coli.
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6 POVZETEK

Glive so vir velikega Stevila raznolikih bioloSko aktivnih spojin, ki se s pridom izkori$¢ajo v
industriji. Ravno zaradi tega so raziskave gliv izredno pomembne pri iskanju novih biolosko
aktivnih spojin, ki bi lahko delovale kot potencialna zdravila, industrijski reagenti, bioremediacijsko

pomembne snovi in drugo.

36 izbranih halofilnih in halotolerantnih gliv iz redu Dothideales in izbranih kvasovk smo testirali s
tremi razli¢nimi testi. To so bili test hemolitiCne aktivnosti, protibakterijski test ter test inhibicije
encima AChE. Osredotocili smo se na organske ekstrakte in zato za ekstrakcijo uporabili organski

topili aceton in metanol.

Rezultati so pokazali, da nekateri ekstrakti, dobljeni z organskimi topili, vsebujejo biolosko aktivne
spojine, ki bi lahko bile farmakoloSko zanimive. Najbolj obetavni so bili ekstrakti rodov
Aureobasidium in Cladosporium, ki so kazali tako visoko hemoliti¢no kot tudi protibakterijsko

aktivnost proti bakterijam Bacillus subtilis in Escherichia coli.
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PRILOGA A: PREGLED NARAVNIH PRODUKTOV OBRAVNAVANIH RODOYV GLI1YV,
IZOLIRANIH IZ MORJA

Priloga A: Iz literature zbrani podatki o dosedanjem iskanju bioloskih aktivnosti v ekstraktih obravnavanih gliv

lindemuthianum,
Helminthosporium oryzae

Gliva Izvor glive Ime snovi Tip snovi Pogoji za rast Topilo za Bioloska aktivnost Referenca
ekstrakcijo
Hortaea Izolirana iz Hortein Naravni fenolni 62 dni EtOH Neaktivna pri E.coli, S. Brauers G, Ebel R, Edrada
werneckii svezih vzorcev produkt z inkubacije, aureus, B.subtilis, R, Wray V, Berg A, Grife
morske spuzve unikatnim C.albicans U, Proksch P (2001).
a‘:f( 2; “;ZZZQ sistemom 27°C, N . ‘ ‘ Hortein, a new natural
obrodev Ni insekticidne aktivnosti product from the fungus
25 g/l sladni proti polifagnemu Hortaea werneckii
ekstrakt Skodljiveu Spodoptera associated with the sponge
litolaris Aplysina aerophoba. J. Nat.
Prod. 64: 651-652.
Fusarium okuZeno steblo Neofuzapiron pironi 25 dni, MeOH:1 % Protiglivna aktivnost proti: Evidente A, Conti L,
semitectum koruze vodna raztopina Geotrichum candidum: Altomare C, Bottalico A,
fuzapiron 25°C, NaCl (55:45) MIC (fuzapiron) = 12.1 Sindona G, Segre AL,
ug/disk, MIC Logrieco A (1994).
deoksifuzapi-ron PDA (deoksifuzapiron) = 2.4 Fusapyrone and
ng/disk deoxyfusapyrone, two
antifungal o — pyrones from
Ni toksi¢no za morske Fusarium semitectum. Nat.
kozice Artemia salina Tox. 2:4-13.
Fusarium sp. prst Fuzarielini A-D poliketidi 20 dni, Aceton / benzen | Fuzarielin A: protiglivna Kobayashi H, Sunaga R,
aktivnost proti A. Furihata K, Morisaki N,
20°C, fumigatus, Alternaria Iwasaki S (1995). Isolation
kikuchiana, Colleotricum and structures of an
PDA

antifungal antibiotic,
fusarielin A, and related




Gliva

Izvor glive

Ime snovi

Tip snovi

Pogoji za rast

Topilo za
ekstrakcijo

Bioloska aktivnost

Referenca

in Pyricularia oryzae (MIC
= 3.1, 50, 25, 12.5,25 in
50 pg/ml);

citotoksi¢no-st proti HeLa
S3 in NCI-H69 celicam

(ICs0s = 54.6 in 48.6 uM);
ni inhibicije agregacije

mikrotubulov do 200 uM

Fusarielin B:

Ni inhibicije rasti bakterij,
gliv ali tumorskih celic

compounds produced by a
Fusarium sp.

Fusarium sp.

Vzorec
naplavljenega
lesa zbranega na
Bahamih v
mangrovah

Neomagnikoli A-
C

sesterterpeni

21dni,

sterilna morska

voda, kvasni
ekstrakt (0.5 %),
pepton (0.5 %),
glukoza (1 %) in
zmlete rakovice
0.2 %)

MeOH /
diklorometan

Neomagnikol A:

citotoksi¢na aktivnost proti
celicam Cloveskega
karcinoma dojke MCF-7 in
celicam raka debelega
¢revesa CACO-2 (ICsos =
4.91in 5.7 uM).

Neomagnikol B: IC5y = 27
uM

protibakterijska aktivnost
proti B. subtilis (primerljiva
z aktivnostjo gentamicina)

Renner MK, Jensen PR,
Fenical W (1998).
Neomagnicols: structures
and absolute
stereochemistries of
unprecedented halogenated

sesterterpenes from the

marine fungus of the genus

Fusarium. J. Org. Chem.
63: 8346-8354.




Gliva Izvor glive Ime snovi Tip snovi Pogoji za rast Topilo za Bioloska aktivnost Referenca
ekstrakcijo
Fusarium sp. | PovrSina morske Sansalvamid Cikli¢ni Medij na bazi Frakcionacija | Citotoksi¢nost proti HCT- | Belofsky GN, Jensen PR,
trave Halodule pentadepsipeptid | morske vode surovega 116 celicam karcinoma Fenical W (1999).
wrightii homogenata debelega crevesa (ICs, of Sansalvamide: a new
micelija ¢ez 9.8 ug/ml). cytotoxic cyclic
silika gel, depsipeptide produced by a
precipitacija iz Povprecen ICsq = 27.4 marine fungus of the genus
EtOH raztopine z | Hg/ml v presejalnem testu s | Fysarium. Tetrahedron
heksanom 60 razlicnimi celi¢nimi Lett. 40: 2913-2916.
linijami (posebno proti
COLO 205 (rak debelega
¢revesa) in SK-MEL-2
(melanom): ICso 3.5in 5.9
pg/ml.
Fusarium sp. Vzorec Mangikoli A-G Sesterterpeni 21dni, MeOH / Povprecen ICs Renner M, Jensen PR,
naplavljenega polioli diklorometan magnikolov A-G v Fenical W (2000).
lesa zbranega na sterilna morska presejalnem testu s 60 Mangicols: structures and
Bahamih v voda, kvasni razli¢nimi celi¢nimi biosynthesis of a new class
mangrovah ekstrakt (0.5 %), linijami: 24.5 (A), 20.4 (B), | of sesterterpene polyols
pepton (0.5 %), 17 (C), 24.5 (D), 17.8 (E), | from a marine fungus of the
glukoza (1 %) in 36.3 (F), 25.1 (G). Ni genus Fusarium. J. Org.
zmlete rakovice selektivnosti proti izbranim | Chem. 65: 4843-4852.
(0.2 %) linijam rakastih celic
Mangikola A in C: znatna
inhibicija edema v misjem
usesu.
Fusarium sp. Vzorec zelenih N- Cikli¢ni 21 dni, MeOH/diklorom | Srednja citotksi¢nost ( ICs, Cueto M, Jensen PR,
alg Avrainvillea | metilsansalvamid depsipeptid etan of 8.2 ug/ml) Fenical W (2000). N-
sp. (mangrove) medij na bazi methylsansalvamide, a
morske vode, cytotoxic cyclic
Anwnicanctidn Funcn A cannwiaa




Gliva Izvor glive Ime snovi Tip snovi Pogoji za rast Topilo za Bioloska aktivnost Referenca
ekstrakcijo
25°C depsipeptide from a marine
fungus of the genus
Fusarium. Phytochemistry
55:223-226.
Fusarium sp. Alga Codium IM47 Cikli¢ni 30 dni, EtOAc Antibioti¢na aktivnost proti | Jiang Z, Barret MO, Boyd
fragile subsp. tetrapeptid HC- S. aureus in vankomicin- KG, Adams DR, Boyd
atlanticum toksinski analog 28°C, rezistentnim enterokokom | ASF, Burgess JG (2002).
o JM47, a cyclic tetrapeptide
medij 1?vr]avega HV-toxin analogue from a
nza marine Fusarium species.
Phytochemistry 60: 33-38.
Neidentificiran Vzorec tkiva Izo-kladospolid | 1,2: heksaketidi, 7 dni, EtOAc Ni antibioti¢ne aktivnosti Smith CJ, Abbanat D,
glivni sev indonezijske B, proti G+ in G- bakterijam | Bernan VS, Maiese WM,
196S215 morske spuzve 3,4: 12-¢lenski 22in 28°C, do 250 pg/ml Greenstein M, Jompa J,
Seko-patuloid, makrolidi Tahir A, Treland CM
Rast v razli¢nih (2000). Novel polyketide
Pandangolidi 1- medijih: sladni metabolites from a species
2, ekstrakt, agar, of marine fungi. J. Nat.
Czapekov agar, Prod. 63: 142-145.
kladospolid kvasni ekstrakt,
pepton
dekstrozni agar,
agar s polento,
PDA
Fusarium sp. PovrSina morske | Nevrosporaksant karotenoid 7 dni, aceton ni testirano Sakai H, Kaneno H,
vode na in in glikozil ester Sumiya Y, Tsusima M,
Japonskem nevrosporksantin 25°C, Miki W, Kishimoto N,
n ™
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Gliva Izvor glive Ime snovi Tip snovi Pogoji za rast Topilo za Bioloska aktivnost Referenca
ekstrakcijo
Japonskem B-D- medij na bazi Fujita T, Matsumoto S,
glukopiranozid morske vode Komemushi S, Sawabe A
medij (2002). A new carotenoid
glycosyl ester isolated from
a marine microorganism,
Fusarium strain T-1. J. Nat.
Prod. 65: 1683-1684.
Aureobasidium | Japonska morska | Diketopiperazin Orkinotriol: 6 dni, MeOH ni testirano Shigemori H, Tenma M,
pullulans spuzva 1 in 2, novi 1,3- Shimazaki K, Kobayashi J
dihidroksifenolni 25°C, (1998). Three new
orkinotriol derivat metabolites from the
PYG (gojiste z marine yeast
2 % glucoze) Aureobasidium pullulans
Aureobasidium Pregled vseh pululan Linearni o — D Antikoagulant, Chi Z, Wang F, Chi Z, Yue
pullulans bioproduktov A. glukan antitrombotik, protivirusno | L, Liu G, Zhang T (2009).
pullulans delovanje Bioproducts from
Aureobasidium pullulans, a
biotechnologically
important yeast. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 82:
793-804.
Cladosporium Morska spuzva | Pandangolidi 2, 3 1: makrolidi; 41 dni, EtOAc Pandangolidi so neaktivni |Jadulco R, Proksch P, Wray
herbarum Callyspongia | in 4, kladospolid proti G+ in G- bakterijam V, Sudarsono, Berg A,
aerizusa B, 4.5:5- 25°C, Grife U (2001). New
hidroksimethil-2- Kisline: aktivne proti B. macrolides and furan
izo-kladospolid | furanokarboksiln | 15 &/1 kvasniega subtilis in S. aureus (v carboxylic acid derivative
B, a kislina ekstrakta + 24.4 koncentracijah nekaj from the sponge-derived
g/l umetne ug/ml), neaktivne proti E. fungus Cladosporium
Sumikijeva meSanice morske coli in C. albicans herbaceum. T. Nat. Prod.




Gliva Izvor glive Ime snovi Tip snovi Pogoji za rast Topilo za Bioloska aktivnost Referenca
ekstrakcijo
kislina in acetil- soli coliin C. albicans 64: 527-530.
Sumikijeva
kislina
Cladosporium Dva seva iz Herbarina A in 1: o — pironi, 35 dni, EtOAc Ni testirano vendar je bilo Jadulco R, Brauers G,
herbarum morskih spuzev B, opazeno, da dva glivna Edrada R, Ebel R, Wray V,
Aplysina 3: Ftalide kvasni ekstrakt seva producirata Sudarsono, proksch P
aerophoba in | Citreoviridin A, + umetna popolnoma drugacne (2002). New metabolites
Callyspongia » meSanica soli sekundarne metabolite: from sponge-derived fungi
aerizusa Her.bat‘rlcna Curvularia lunata and
kislina Seva iz A. aerophoba: Cladosporium herbarum. J.
vecinoma pironski derivati | Nat. Prod. 65: 730-733.
Seva iz C. aerizusa:
vec¢inoma makrocikli¢ni
laktoni
Cladosporium Japonska rjava | Sporiolida A in 12 — ¢lenski 28°C, 1 EtOAc Citotoksic¢nost proti Shigemori H, Kasai Y,
sp. morska alga B makrolidi celicam L1210 miSjega Komatsu K, Tsuda M,
Actinotrichia 4 dni, limfoma (ICs, 130in 810 | Mikami Y, Kobayashi Y
fragilis ng/ml za sporiolida A in B. | (2004). Sporiolides A and
B, new cytotoxic twelve-

SC gojisce (1 %
skrob + 0.1 %
kazein)

Sporiolid A: protiglivna

aktivnost proti C.
albicans, Cryptococcus
neoformans, A. niger in N.
crassa,

antibakterijska aktivnost
proti M. luteus (nekaj
desetink pg/ml).

membered macrolides from

a marine-derived fungus
Cladosporium species.
Mar. Drugs 2: 164-169.




Gliva Izvor glive Ime snovi Tip snovi Pogoji za rast Topilo za Bioloska aktivnost Referenca
ekstrakcijo
Wallemia sebi Vzorec torte in valeminol cis — fuzioniran 2-10 tednov, heksan valeminol: pri 80 pug/ml Wood GM, Mann PJ,
dZema valeminon izo — kariopilen povzroca smrt 41 % Lewis DF, Reid WI, Moss,
25°C, morskih kozic; pri 50 MO (1990). Studies on a
ug/ml smrt protozojev in | toxic metabolite from the
2 % kvasni 50 pg/ml je tudi MIC za |  mould Wallemia. Food
ekstrakt z 4 % citotoksi¢nost za jetrne in Additives and
20 % saharoze BHK celice podgan Contaminants 7: 69-77.
Rast in produkcije toksinov
sta bila vecja pri 20 %
sukroza-kvas mediju
Wallemia sebi | Posusen krompir | UCA 1064-B in azasteroidi 4 dni, propanol UCA 1064-A in B: Takahashi I, Maruta R,
UCA 1064-A protiglivna aktivnost proti Ando K, Yoshida M,
28°C, Saccharomyces cerevisiae Iwasaki T, Kanazawa J,
(MIC = 50 in 390 ng/ml) Okabe M, Tamaoki T
6 % kvasni
ekstrakt

Protibakterijska aktivnost
proti G+ bakterijam (40
pg/ml)

Antiproliferativna aktivnost
proti HeLa S3 celicam
(12.7 in 14.8 uM)

(1993). UCA 1064-B, a
new antitumor antibiotic
isolated from Wallemia
sebi: production, isolation
and structural
determination. The Journal
of Antibiotics 48: 1312-
1313.




