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1. UVOD

Pecurke su poznate hiljadama godina kao kvalitetan izvor hrane. Najpre su sakupljane u svom
prirodnom stanistu, a tek u skorije vreme zapoceto je njihovo intenzivno gajenje u vestackim
uslovima, §to je dovelo i do porasta njihove upotrebe. Istorijski gledano, uloga pecurka u le¢enju
mnogih oblika poremecaja imuniteta je opisana jo$ u starim tradicionalnim istocnjackim
medicinama. Kineska farmakopeja dokumentuje upotrebu od preko 100 vrsta pecuraka od strane
tradicionalne medicine u lecenju raznih vrsta oboljenja. Jestive pecurke Cesto se smatraju
terapijskom hranom koja poseduje antikancerogena, antiholestrolemijska, antivirusna, kao i
profilakticka dejstva na bolesti srca i hipertenziju.

U poslednje dve decenije naucna istrazivanja peCuraka, ispitivanja njihovog sastava, osobina i
delovanja narocito su intenzifikovana. Savremena istraZivanja potvrduju pozitivna dejstva
konzumacije peCuraka i proizvoda na bazi peCuraka. NarocCito se istice njihovo antitumorno
delovanje. Klju¢na komponeta antitumornog delovanja pecuraka jeste odredena grupa
polisaharidnih jedinjenja. Polisaharidi izolovani iz pecuraka definisani su i kao veoma znacajni
imunomodulatori. U Kini, Japanu 1 SAD klini¢ki se testira 1 upotrebljava nekoliko proizvoda na
bazi pecuraka: Letinan izolovan iz plodonosnog tela pecurke Letinula edodes, Schizofilan
izolovan iz micelije Schizophyllum commune, PSK i PSP, dobijeni iz kulture micelije pecurke
Trametes versicolor i Grifon-D izolovan iz plodnog tela pecurke Grifola frondosa.

Pecurke su bogate proteinima, imaju nizak sadrzaj masti, ali vrlo visok udeo nezasi¢enih masnih
kiselina. One su bogat izvor gotovo svih esencijalnih aminokiselina i vitamina, naro¢ito vitamina
B 1 D gupe. Nukleozidi, posebno adenozin, smatraju se aktivhim komponentama pecurke
Cordyceps, koja je svoju dugogodi$nju primenu u tradicionalnoj Kineskoj medicine pronasla u
terapiji nesvestice, hiperglikemije, hiperlipidemije, sr€anih aritmija, bolesti respiratornog sistema
1 jetre. PeCurke su takode, izvor mineralnih komponenata, poput esencijalnih selena i cinka, ¢ije
prisustvo uti¢e pozitivno u prevenciji karcinogenih i kardiovaskularnih oboljenja. Cink i selen,
fenolne komponente 1 neka specificna jedinjenja (eritadenin), nosioci su antioksidativnog
delovanja pecuraka i proizvoda na bazi pecuraka.

Zbog ovih osobina pecurke su funkcionalna hrana, izvor lekovitih komponenata i vazan c¢inilac
pravilne ishrane, pa bi se upotreba pecuraka mogla opisati Hipokratovim nacelom “Neka hrana
bude tvoj lek, a lek tvoja hrana”.

Sve vece interesovanje za lekovite preparate tradicionalne medicine koji se koriste u terapiji
raznih poremecaja, kao i otkri¢e modifikatora bioloskog odziva - imunomodulatora u pe¢urkama,
doveli su do pojave termina “nutriceutici na bazi pe€uraka”. Proizvodi dobijeni iz lekovitih
pecuraka kreirani kao dodatak ljudskoj ishrani, a ne kao regularna hrana, u cilju poboljSanja
zdravlja, mogu se svrstati u kategoriju dijetetskih suplementa/nutriceutika. Ovi proizvodi su
precisceni, delimi¢no definisani ekstrakti koji se konzumiraju u obliku kapsula ili tableta. Mnogi
proizvodi, odnosno dijetetski suplementi na bazi pecuraka, danas se proizvode i intenzivho
koriste u Japanu, Koreji i Kini, dok zapadna medicina proizvode na bazi pecuraka joS uvek
nedovoljno koristi.
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Podrucje Srbije, kao 1 cela teritorija Balkana, smatraju se podru¢jem bogatim razli¢itim vrstama
pecuraka. Vrste koje ovde rastu, od kojih se neke sakupljaju i koriste u ishrani, slabo su istrazene
u pogledu nutritivnih karakteristika, kao 1 u pogledu potencijalno farmakoloski vrednih
komponenata.

Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje nekoliko odabranih vrsta pecuraka, ekstrakcija i
analiza sastava dobijenih ekstrakata, identifikacija farmakoloSki znacajnih komponenata
prisutnih u ekstraktima, kao i ispitivanje potencijalno pozitivnog delovanja i mogucée primene
ekstrakata u ishrani 1 farmaciji.

IstraZivanje je bazirano na dobijanju 1 ispitivanju dva razli¢ita ekstrakta peCuraka. Jedan ekstrakt
dobijen je primenom etanola kao ekstragensa, a drugi primenom superkriticnog ugljendioksida.
U etanolnim ekstraktima pecuraka odreden je sadrzaj fenola, flavonoida, mikro- i makro-
elemenata, kao i adenozina, a antioksidativno delovanje ekstrakata je ispitano na razliitim
sistemima 1 primenom razliitih metoda analize. U ekstraktima dobijenim primenom
superkriti¢cnog ugljendioksida ispitan je sastav masnih kiselina, a identifikovana su i neka
potencijalno farmakoloski znaCajna jedinjenja sterolne strukture. In vivo istraZivanjem uticaja
superkritiénih ekstrakata pecuraka na propustljivost membrane eritrocita ispitano je njihovo
delovanje na hipertenziju.
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2. OPSTI DEO

2.1. PECURKE

Postoji razlika izmedu termina gljiva 1 pecurka. Zanimljivu definiciju pecuraka, na osnovu koje
ova razlika postaje jasnija, dali su 1997. godine Chang i Miles: pecurke su mikrofagusi sa
posebnim plodnim telom koje moze da se razvija iznad ili ispod zemlje, a dovoljno je veliko da
se vidi golim okom ili da se ubere rukom. Ova definiciija nije savrSena, ali se moze koristiti kao
radni termin da bi se pecurke definisale (Miles 1 Chang, 1997).

Gljive se smatraju drugom najve¢om grupom organizama u biosferi posle insekata. 1990. godine
broj poznatih vrsta gljiva iznosio je oko 69.000 (Hawskworth, 1991), ali je ukupni broj vrsta
procenjen na 1,5 milion. U period od 1920. do 1950. godine na godiSnjem nivou opisivalo se oko
700 novih vrsta gljiva. Taj broj se tokom godina povecavao, da bi u periodu izmedu 1986. 1
1990. godine iznosio godisnje oko 1.700 novih vrsta (UN APCAEM). Od oko 70.000 opisanih
vrsta, oko 14.000-15.000 produkuju plodonosno telo dovoljne veli¢ine da se smatraju
makrofungama, odnosno pecurkama. Od ovog broja oko 5.000 poseduju razliciti stepen
jestivosti, a oko 2.000 vrsta smatraju se primarnim jestivim pecurkama. Samo 100 vrsta se
uzgaja u eksperimentalnim uslovima, od tog broja 30 se uzgaja komercijalno, a samo 6 vrsta
dostiglo je industrijsku scale-up proizvodnju. 1.800 vrsta pecuraka su lekovite. Otrovno je oko
10% od ukupnog broja vrsta, a njih 30 se smatraju letalnim (Miles 1 Chang, 1997).

Pecurke su neobican, raznovrstan i nedovoljno proucen svet. Budu¢i da ne vrSe osnovnu funkciju
biljaka, fotosintezu, jer ne poseduju hlorofil, da se ne kre¢u i ne razmnozavaju polno poput
zivotinja, ne mogu se svrstati ni u prvo ni u drugo carstvo, ve¢ predstavljaju carstvo za sebe.

Mogu se pronaéi gotovo svuda. Odgovara im vlaga, pa se ¢eS¢e mogu pronadi na terenima sa
ovom karakteristikom. U kiSnim tropskim Sumama ima ih tokom cele godine (UN APCAEM). U
suvljim regionima pojavljuju se nakon kiSe. U ovim ekosistemima odredene vrste pecuraka
nalaze se u prolece ili u letnjem periodu, a nekima za razvoj plodonosnog tela odgovara jesen.
Samo mali broj vrsta se javlja i opstaje tokom zime. U nekim godinama, zbog perioda intenzivne
suSe, formiranje plodonosnog tela pecurke moze u potpunosti da izostane.

Boje pecuraka krecu se od sasvim neupadljivih do izuzetno jakih. Po mirisu i ukusu su takode
raznolike. Miris peCurke podse¢a na miris belog luka, brasno, voée, krompir, bud, badem,
kajsiju, neke su ljute, neke gorke, neke blagog, a neke veoma prijatnog ukusa. Po obliku su
veoma razliite. Srecu se tanjiraste, peharaste, trubaste, loptaste, valjkaste i mnoge druge forme.

Struktura koja se naziva pecurkom u sustini je samo plodonosno telo. Vegetativni, odnosno
podzemni deo gljive koji se zove micelija, prozima zemlju, odnosno supstrat ili lignocelulozni
materijal na kome raste. Nakon perioda rasta i pod povoljnim uslovima razvijena micelija
produkuje plodonosnu strukturu gljive — pecurku (slika 1).


http://bs.wikipedia.org/wiki/Fotosinteza
http://bs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDivotinje
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Slika 1. Prikaz grade pecurke

Za opstanak, rast i metabolizam, peCurke se oslanjaju na organsku materiju koja nas okruzuje i
koja je sintetisana od strane biljaka ili na supstrat - organske ostatke poljoprivrednih useva.
Pecurke su jedinstven deo zivog sveta koji svoju hranu prikuplja na nacin da izluuju enzime
koji razlazu hranljivu materiju, prisutnu na biomasi na kojoj rastu, na jednostavnije komponente,
koje zatim absorbuju i transformiSu u svoje tkivo (UN APCAEM). Zbog ovoga nacina
funkcionisanja pecurke se smatraju heterotrofnim ili autotrofnim organizmima.

Sa ekoloskog aspekta pecurke se mogu svrstati u tri razli¢ita modela ili grupe rasta. Dakle, one
mogu biti saprofiti, paraziti ili mikorizne pecurke.

Saprofitske pecurke pripadaju grupi primarnih reciklera u prirodi koji enzimskim putem razlazu
kompleksnu organsku materiju uginulih organizama, naro¢ito drvenih struktura, ¢ime se
organske komponente vracaju ekosistemu na ponovno koriséenje. U okviru ove grupe pecuraka
nalaze se tri odvojene podgrupe organizama, koje se u mnogome i preklapaju:

1. Primarni dekompoziteri, su veliki razlaga¢i drvenih struktura i karakteriSu se enzimima
koji su sposobni da razlazu kompleksnu strukturu makromolekula, lignina i celuloze.
Mnoge lekovite gljive koje se koriste na Orijentu, na primer L. edodes, pripadaju ovoj
vrsti peCuraka.

2. Kada se micelija ovih gljiva formira 1 zapocne inicijalno razlaganje sirovog materijala,
sekundarni dekopoziteri nastavljaju dalje razlaganje i koris¢enje delimi¢no razlozenog
materijala. U ovu grupu pecuraka spada Agricus campestrist.

3. Kada je organski materijal intenzivno razloZen treca grupa pecuraka pocinje na njemu da
se razvija.

U prirodi ove tri grupe pecuraka nisu jasno odvojene (Smith i saradnici, 2002). Vecina uzgajanih
vrsta pecuraka pripadaju grupi saprofita.
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Pecurke paraziti najcesce napadaju Zivo 1 zdravo drvece Cine¢i pri tome veliku Stetu u Sumskim
ekosistemima. Ova Steta ponekad je i veoma velikih finansijskih srazmera. Neke od parazitskih
pecuraka, na primer Armillaria mellea, koju nazivaju i “Sumska smrt”, smatraju se veoma
Stetnim rastinjem. U vecini slu¢ajeva micelija ovakvih pecuraka raste i razvija se u telu zdravog
drveta 1 ponekad dovodi 1 do smrti domac¢ina. Neke od ovih pecuraka mogu da rastu i na
uginulom drvecu i tada se nazivaju fakultativni paraziti. Primer ove grupe pecuraka je Pleurotus
ostreatus (Smith 1 saradnici, 2002).

Najvecu grupu ¢ine mikorizne pecurke (myco-pecurka, rhizzal-koren). Ove pecurke su simbioti,
S$to znaci da zive u zajednici sa drugim biljnim vrstama i sa njima se ispomazu. U ovu grupu
pecuraka spadaju veoma ukusne jestive vrste, kao Sto su tartufi i lisi¢ice. Podzemna micelija ovih
pecuraka raste intenzivno oko korena odredene biljne vrste 1 formira zastitni omotac. Micelija
dalje raste kroz zemlju i pojavljuje se na povrSini kao plodonosno telo gljive ili se u zemlji
formira specificna fungalna masa. Fungalni omota¢ povecava absorpciju esencijalnih
nutritijenata, naro¢ito minerala, ¢ime omogucava povecanje otpornost drveta prema bolestima.
Mnoge mikorizalne pecurke se danas uzgajaju na odabranom medijumu-supstratu. U mnogim
zemljama Sirom sveta sakupljanje, distribucija i prodaja ukusnih pecuraka ove grupe iz prirodnih
staniSta predstavlja industriju vrednu nekoliko miliona funti (Smith i saradnici, 2002). U poznate
jestive pecurke ove grupe spadaju Tuber melanosporum (crni tartuf) i Tricholoma matsutake.

Neke vrste peCuraka se ne mogu svrstati samo u jednu vrstu. Tako je Ganoderma lucidum
saprofitna pecurka, ali moZze biti i patogen.

Pecurke su veoma znacajne sa aspekta iskoriS¢enja lignoceluloznog materijala, odnosno znacajne
su za reciklazu organskog otpada, koji predstavlja supstrat, odnosno najvazniji izvor rasta za
proizvodnji drugih lekovitih 1 jestivih vrsta pecuraka, koje su proizvodaci nutritivno znacajnih
komponenta i lekovitih supstanci (antibiotika, antikancerogenih komponenata, vitamina,
organskih kiselina, itd.).

Sto se ti¢e podele peduraka, prihvatljiva je jednostavna podela po kojoj se pedurke mogu svrstati
u sledecée grupe:

1. Jestive pecurke, koje su ukusne i jestive, npr. Agricus bisporus.
Lekovite pecurke, za koje se smatra da imaju lekovito delovanje, npr. G. lucidum.

3. Otrovne pecurke, za koje je dokazano ili se smatra da su otrovne, npr. Amanita
phalloides.

4. Ostale pecurke, one ¢ije su osobine slabije definisane (UN APCAEM).
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2.2. PECURKE I NJIHOVA UPOTREBA KROZ ISTORIJU

U mitologiji mnogih drevnih naroda pecurke zauzimaju znac¢ajno mesto i smatraju se simbolom
dugovecnosti. Znacajna svojstava pecuraka, poput lekovitog, prepoznata su jo$ pre vise hiljada
godina. Teritorijalno upotreba pecuraka je bila veoma raSirena, pa podaci o njihovom koriséenju
poticu sa gotovo svih meridijana.

Najstariji arheoloski dokaz o upotrebi peCuraka potice sa drevnog Africkog kontinenta i
predstavlja Tassili sliku, otkrivenu u kamenim pec¢inama AlZzira, za koju se smatra da potice joS
iz perioda od pre 5000 godina p.n.e. (slika 2). Na slici je prikazan igrac, najverovatnije Saman,
sa peCurkama u rukama, za koje se pretpostavlja da su sluzile kao halucinogena sredstva
(Samorini, 2001).

Slika 2. Prikaz Samana iz kamene pecine u AlZiru

Nedavno otkri¢e “Otzi the Iceman”, mumije pronadene u Italijanskim Alpima septembra 1991.
godine, za koju se veruje da je je stara oko 5.300 godina, donosi dalje zanimljive dokaze o
drevnoj upotrebi peCuraka (slika 3). Medu stvarima ovog drevnog lovca pronadene su dve
drvenaste pecurke Polyporaceae (Fomes fomentarius i Piptorus betulinis). Smatra se da se jedna
od njih koristila za paljenje vatre, a da je druga imala lekovita svojstva, odnosno da se koristila
za tretman rana, kao i za proizvodnju ¢aja za poboljSanje imuniteta (Hobbs, 1995).

Slika 3. “Otzi the Icemann” i stvari pronadene uz ovu mumiju
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Akumulirani podaci jasno ukazuju na upotrebu snaznih halucinogenih osobina pecuraka u
primitivnim formama religije. Kamene skulpture koja poticu iz perioda od oko 3000 godina
p.n.e. pronadene na teritoriji prapostojbine drevnih Maja u Gvatemali (slika 4) jasno ukazuju da
je postojao 1 kult peuraka (Smith 1 saradnici 2002). Autorima prvih pisanih spisa, napisanih oko
3000 godina p.n.e., koji dokumentuje upotrebu pecuraka u medicinske svrhe, smatraju se drevni
Indijanci (UN APCAEM).

Slika 4. Kamene skulpture pecuraka iz Gvatemale

U Staroj Gré¢koj moZe se pronaci veliki broj podataka o raznim vrstama pecuraka i1 njihovim
specificnim osobinama. Velika koli¢ina saznanja o pecurkama uslovila je formiranje posebne
nauke mikologije (od grékog myko - Sampinjon, pecurka, 10gos - nauka). Ova nauka je prosla
dug razvojni put, a njenim rodonacelnikom smatra se grcki filozof Aristototel, koji je dao 1 prve
opise pecuraka. U etnomikoloskim dokumentima pronadenim u Gr¢koj je zapisano da su pecurke
koris¢ene na ovoj teritoriji u religoizne svrhe, pa su se tako u obliku dekokta konzumirale u toku
raznih religioznih ceremonija.

Dalje kroz istoriju, Rimljani su ih nazivali hranom bogova, a Plinije u svojoj knjizi ,,Istorija
prirode” ih po prvi put deli na otrovne i jestive. PeCurke se spominju u delima najpoznatijih
pisaca i umetnika sveta, naroCito u doba renesanse, a u istorijskim spisima ostaju zabelezene i
povezane sa dve smrti, francuskog kralja Sarla VI i pape Klementa VII, za koje se veruje da su
umrli od trovanja pecurkama.

Najlepsi istorijski podaci o pecurkama beleze se ipak na teritoriji Kine, gde su pecurke smatrane
“eliksirom Zivota”.
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2.3. EKONOMSKI POKAZATELJI SAVREMENOG ZNACAJA
PECURAKA

Porast koriS¢enja pecuraka moze se pratiti kroz podatke o porastu njihove proizvodnje (tabela 1).
Na osnovu prikazanih podataka moze se zakljuciti da je Kina definitivno svetski lider u
proizvodnji pecuraka.

Tabela 1. Prikaz rasta proizvodnje pecuraka (Chang, 1999, 2006; Delcaire, 1978; UN
APCAEM)

Ukupna proizvodnja | Kineska proizvodnja Ucesée Kine u
Godina svetskoj proizvodnji
(x 1.000 tona) (x 1.000 tona) (%)

1.453,0 174,5 12,0
1990. 3.763.,0 1.083,0 28,8
1994. 4.909,3 2.640,0 53,8
1997. 6.158,4 3.918,0 63,6
2002. 12.250,0 8.650, 0 70,6

nije dostuEan Eodatak 14.000,0 nije dostuEan Eodatak

1997. godine Azija je u ukupnoj svetskoj proizvodnji pecuraka imala uces¢e od 74,4%, Evropa
16,3%, Severna Amerika 7,0%, a Afrika i Latinska Amerika zajedno nesto manje od 1%. Ova
razlika u proizvodnji prouzrokovana je nedostacima saznanja o pozitivnom delovanju pecuraka
na zdravlje ¢oveka, znanja o nutritivnim vrednostima pecuraka, podrske lokalnih vlasti i drzave u
proizvodnji peCuraka i ulagackog kapitala u poredenju sa podrSkom pri proizvodnji nekih drugih
sirovina, kao $to su kafa, ¢aj, duvan (UN APCAEM).

Proizvodnja pecuraka u evropskim i ameri¢kim zemljama prili¢no je jednoli¢na, jer se bazira
uglavnom na proizvodnji jedne vrste peCuraka (A. bisporus). U Severnoj Americi oko 98%
proizvodnje pripada proizvodnji A. bisporus, nesto vise od 1% L. edodes i oko 0,5% Pleurotus.
Potpuno druga slika o proizvodnji pecuraka u azijskim zemljama se dobija na osnovu podataka
datih u tabeli 2.

Svetsko trziSte pecuraka 2001. godine procenjeno je na preko 40 milijardi dolara i moZe se
podeliti na tri kategorije: jestive pecurke sa oko 30 milijardi dolara, proizvodi na bazi lekovitih
pecuraka oko 10 milijardi dolara 1 divlje pecurke na oko 4-5 milijardi dolara (UN APCAEM). U
kategoriju lekovitih peCuraka koje se najviSe koriste svrstavaju se: Auricularia auricular, T.
versicolor, Flammulina velutipes, G. lucidum, G. frondosa, Hericium erinaceus, L. edodes, Poria
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cocos (Smith i saradnici, 2002). Trzisna vrednost lekovitih peCuraka i njihovih dijetetskih
suplemenata stalno raste. Tako je ova vrednost 1994. godine iznosila je oko 1,2 milijarde dolara,
da bi se 1999. godine uvecala za oko ¢ak 5 puta i iznosila oko 6 milijardi dolara (Chang, 2006).
Samo vrednost dijetetskih proizvoda na bazi pe¢urke G. lucidum 1995. godine iznosila je 1,6
milijardi dolara. Sli¢ni podaci dobijeni su i za pecCurku L. edodes, kao i njenc dijetetske
suplemente. Najveca koli¢ina ovih proizvoda 1999. godine (gotovo 99%), prodavala se na trzistu
Azije, a svega oko 1% na trziStu Severne Amerike. U kasnijim godinama primecen je rast u
prodaji dijetetskih suplemenata na bazi pecuraka i na teritoriji Severne Amerike za oko 20% do
40% godisnje (UN APCAEM)

Tabela 2. Proizvodnja pecuraka u nekim Azijskim zemljama u 2003. godini (Chang, 2006; UN
APCAEM)

Proizvodnja

Agricus 12,8% - 11,6% 4,0%
Letinula 21,5% 10,7% 24,6% 33,4%
Pleurotus 24,0% 1,6% 36,5% 4.2%
Ostale pecurke 41,8% 87,8% 27,3% 58,4%
Ukupno (t) 10.386,9 330.864 170.000 107.800

Na osnovu prikazanih podataka moze se zakljuciti da proizvodnja i upotreba peCuraka Sirom
sveta intenzivno raste. Paralelno sa povecanjem proizvodnje povecava se i broj naucnih
istrazivanja kojima se potvrduju znacajna nutritivna i lekovita svojstva velikog broja razli¢itih
vrsta peCuraka, ali i sticu nova, znaCajna saznanja o ovoj vrednoj i jo§ uvek nedovoljno
iskoriS¢enoj prirodnoj sirovini.

2.4. SASTAV PECURAKA

Namirnice koje se koriste u ljudskoj ishrani treba da budu veoma kvalitetne i da zadovoljavaju
nekoliko osnovnih zahteva:

e da su izvor dovoljne koli¢ine kvalitetnih proteina koji predstavaljaju gradivni materijal
tela (body bilding material),

e da suizvor visoko energetskih komponenata (ugljenih hidrata i masti),

e da sadrze vitamine,

e da sadrZze neorganske komponente koje su neophodne za odrzavanje zdravlja (UN
APCAEM).

Pecurke zadovoljavaju sve navedene zahteve, pa se mogu smatrati kvalitetnim 1 znacajnim
namirnicama. Osim toga, one su se od davnina Sirom sveta cenile zbog svojih nutritivnih
vrednosti 1 specificnog ukusa. U nekim zemljama, poput Kine i Japana, predstavljaju
nezamenljivu namirnicu koja se svakodnevno i intenzivno koristi, 1 to kao osnovna hrana, kao
dodatak supama ili u obliku ¢aja. Neke vrste pecuraka, poput belih i crnih tartufa, predstavljaju
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pravi delikates, a cena jednog kilograma ovih retkih pecuraka moze dosti¢i i vise hiljada eura.
Kao namirnica najvise se koriste uzgajane pecurke i to Sampinjon (A. biosporus), mada je sve
veca potraznja za kvalitetnim, neobi¢nim i veoma ukusnim divljim peCurkama (crna truba,
lisiica, sunc¢anica, smrckak, itd.).

Hemijski sastav pecuraka odreduje njihovu hranljivu vrednost i organolepticke osobine, a
razlikuje se u zavisnosti od vrste gljive, podloge na kojoj se razvija, atmosferskih uslova, starosti
1 faze sakupljanja.

2.4.1. SUVA MATERIJA I SADRZAJ VODE

Suva materija je jedan od osnovnih parametara za karakterisanje sirovog materijala u odnosu na
hemijski sastav. SveZe gljive mogu da sadrze 10 - 20% suve materije, a nekad 1 manje, odnosno
od 70% do 95% vode u zavisnosti od vremena sakupljanja i uslova sredine u kojoj su se razvijale
(slika 5). Ovaj procenat sadrzaja vlage nesto je nizi za pojedine vrste (G. lucidum, Fomes
fomentarius, Daedaleopsis confragosa). U osusenim pecurkama sadrzaj vlage je mnogo manji i
iznosi od 10 do 13 % (UN APCAEM).

Proteini Lipidi

Ugljeni

Slika 5. Prikaz osnovnog hemijskog sastava svezih pecuraka

2.4.2. PROTEINI I AMINOKISELINE

Proteini su vazan sastojak suve materije kod pecuraka. Kao i kod mesa, proteini peCuraka imaju
zadatak da vezu i zadrzavaju vodu. Vise od polovine ukupnog azota ulazi u sastav proteina.
Visok sadrzaj proteina 1 niska kalori¢na vrednost glavni su razlozi hranljivosti pecuraka. Sadrzaj
proteina zavisi od vrste peCuraka, od substrata na kome se razvijaju i vremena sakupljanja.
Sadrzaj proteina u svezim pecurkama iznosi od 1,75 do 5,9%. U odnosu na suvu materiju sadrzaj
proteina varira od 19 do 39%. U Pleurotus ostreatus i A. bisporus, vrstama koje se najcesce
koriste u ishrani, sadrzaj proteina je 11%, odnosno od 7 do 19,5% (Barros i saradnici, 2007).
Boletus edulis sadrzi visok udeo proteina, oko 28%. Najveci sadrzaj proteina ima divlja vrsta
pecurke T. melanosporum (5,5 g na 100 g sveze materije). Sadrzaj proteina u svezim peurkama
je oko dva puta veci u odnosu na sadrZaja proteina u luku (1,4%) 1 kupusu (1,4%), a oko 12 puta
ve¢i od sadrzaja proteina u jabukama (0,3%). Sadrzaj proteina u mesu i namirnicama

10



Doktorska disertacija Senka Vidovi¢

zivotinjskog porekla je: od 9 do 16% u svinjskom mesu, od 12 do 20% u govedem mesu, od 18
do 20% u pile¢em mesu i ribi i od 2,9 do 3,3% u mleku. Dakle, sadrzaj proteina u svezim
pecurkama je manji od sadrzaja proteina u mesu, ali mnogo vec¢i od sadrzaja u ostalim Cesto
kori$¢enim namirnicama i mleku. Ukoliko se posmatra sadrzaj proteina u pecurkama sracunat na
suvu bazu, ovaj iznos je mnogo veci i1 iznosi od 19 do 35% (Miles 1 Chang, 1997).

Pecurke sadrze gotovo sve aminokiseline, jedino mogu biti limitirane u pogledu sadrzaja amino
kiselina koje sadrze sumpor, metionina i cisteina, ili izoleucina (Chang, 1997; Barros i saradnici,
2007). Osim esencijalnih aminokiselina u pe¢urkama se mogu naci i znacajne koli¢ine lizina,
alanina, arginina, glicina, histidina, glutaminske kiseline, asparaginske kiseline, prolina i serina.
Zahvaljujuéi izbalansiranom sadrzaju razli¢itih aminokiselina pecurke se preporucuju u ishrani
(Barros i saradnici, 2007).

2.4.3. UGLJENI HIDRATI

Sveze pecurke sadrze od 3 do 21% ugljenih hidrata. U odnosu na suvu materiju sadrzaj ugljenih
hidrata je znacajan i iznosi od 16 do 85%. SadrZaj ugljenih hidrata naj¢eSce koriS¢enih jestivih
svezih pecuraka iznosi od 3,8 do 6,7% kod P.ostreatus i od 2,6 do 5,2% kod A.bisporus (Manzi i
saradnici, 2001). Divlje pecurke sadrZze manju koli¢inu ugljenih hidrata, pa tako, posmatrano na
suvu materiju, Xerocomus badius sadrzi 1,5%, A. mellea 16,4%, a Coprinus atramentarius
24,0% (Florczak 1 saradnici, 2004). Znacajan deo ugljenih hidrata su dijetetska vlakna zbog ¢ega
je kalorijska vrednost pecuraka veoma niska. Ugljeni hidrati pecuraka se nalaze u obliku koji
humani organizam moze da koristi, najcesc¢e u obliku polisaharida razli¢itih veli¢ina. Polisaharidi
iz gljiva su pre svega glikogen i neki nesvarljivi oblici, kao S§to su hranljiva vlakna, celuloza,
hitin, manani 1 glukani koji su vazni za pravilno funkcionisanje digestivnog trakta. Od ugljenih
hidrata najviSe su zastupljene pentoze (ksiloze, riboze), heksoze, glukoza, fruktoza, galaktoza,
manoza, dominantan je Secerni alkohol manitol, Se¢erne kiseline, amino-Seceri 1 hitin. Sadrzaj
manitola u A. bisporus iznosi od 3 do 30% sracunato na suvu materiju, zbog ¢ega ova vrsta
pecuraka ima slatkast ukus (Bernas i saradnici, 2006).

2.4.3.1. BETA GLUKANI

Medu komponentama sa bioloski aktivnim osobinama koje su izolovane iz pecuraka centralno
mesto po lekovitom delovanju, a koje se odnosi prvenstveno na imunomodulatorno, a samim tim
1 antikancerogeno delovanje, pripada polisaharidima. Najznacajnijim polisaharidima pecuraka
smatraju se B-glukani sa B(1-3), B(1-4) 1 B(1-6) glikozidnim vezama (slika 6). Ovi polisaharidi
narocito su efikasni u terapiji razli¢itih oblika kancera, kao i mnogih drugih oboljenja. Ista
jedinjenja pokazuju izrazeno dejstvo u eliminisanju propratnih negativnih efekata hemoterapije
(Smith 1 saradnici, 2002). 2001. godine dat je pregled od 650 vrsta pecuraka iz 182 razli¢ita
genusa koje poseduju farmakoloski aktivne polisaharide (Reshetnikov 1 saradnici, 2001).
Bioloski aktivni polisaharidi mogu biti izolovani iz plodonosnog tela pecurke, micelije ili kulture
na kojoj raste. P. ostreatus sadrzi znacajne koli¢ine B-glukana (139 mg/100 g sveze materije),
dok ih najcesce koriS¢ena u ishrani pecurka A. bisporus sadrzi malo (1,4 mg/100 g sveze
materije) (Manzi i saradnici, 2001). Sadrzaj B-glukana u lekovitoj pecurki L. edodes iznosi od
240 do 380 mg na 100 g sveze sirove materije (Ko i Lin, 2003).
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Ja€ina antitumornog delovanja povezana je sa molekulskom masom glukana i1 njegovom
rastvorljivosti u vodi. Poveéana rastvorljivost u vodi povecava antitumornu aktivnost (Bohn i
BeMiller, 1995). Smatra se da antitumorna aktivnost B-glukana potice 1 iz helikoidalne
konformacije spoljasnjeg lanca, ili, Sto je jo§ vaznije, od prisustva hidrofilnih grupa lociranih na
spoljasnjoj povrsini heliksa.
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Slika 6. Struktura B-D glukana

2.43.2. DIJETETSKA VLAKNA

Visokomolekularne komponente koje se nalaze u odredenim namirnicama 1 koje se izbacuju iz
ljudskog organizma bez prethodne digestije i absorpcije nazivaju se dijetetska vlakna. PeCurke
sadrze dijetetska vlakna koja pripadaju klasi B-glukana, hitina i heteropolisaharida (pektinske
supstance, hemiceluloza, poliuronidi, itd.). One ¢ine od 10 do 50% suve materije. Vecina
aktivnih polisaharida iz pecuraka, rastvornih 1 nerastvornih u vodi, klasifikuju se kao dijetetska
vlakna. Mnoge od ovih komponenata poseduju karcinostaticku aktivnost, Sto znaci da absorbuju
potencijalno karcinogene komponente i ubrzavaju njihovu ekskreciju iz creva. Prema tome,
pecurke mogu imati znacajnu ulogu u prevenciji kolorektalnog karcinoma (Mizuno, 1996).
Sadrzaj dijetetskih vlakana u pecurki A. bisporus iznosi 2,0 g, u P. ostreatus 4,1 g, odnosno 7,6
g u divljoj pecurki A. mellea, sra¢unato na 100 g sveze materije (Manzi i saradnici, 2001).
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2.44. MASTI

Pecurke imaju veoma nizak sadrzaj masti koji iznosi od 2 do 8%, sracunato na suvu materiju
(Breene, 1990). Pecurka P. ostreatus ima mali sadrzaj masnih komponenata (oko 2%), a A.
biosporus jos i manji (1,8%). Nesto veé¢i sadrzaj ovih komponenata nalazi se u divljim
pecurkama Boletus edulis i Chantarelus cibarus (3,6, odnosno 2,6%) (Karkocha i Mlodecki,
1965 ). Pecurke sadrze sve lipidne komponente ukljucujuéi i slobodne masne kiseline, mono-, di-
1 tri-gliceride, sterole, estre sterola i fosfolipide. Najmanje 72% masnih kiselina ¢ine nezasi¢ene
masne kiseline, koje su znacajne za ¢ovekovo zdravlje (Huang i saradnici, 1985). Medu ovim
komponentama pecuraka moZze se pronaci i lecitin, $to je sa nutricionisticke tacke gledista vrlo
znaCajno (Barasi, 1997). Lecitin pripada grupi fosfolipida i znacajan je za mnoge bioloske
aktivnosti.

2.4.5. VITAMINI

Pecurke se smatraju znacajnim izvorom vitamina, narocito vitamina B grupe i to tiamina (B1) i
riboflavina (B2). Od ostalih vitamina ove grupe prisutni su piridoksin, pantotenska kiselina,
folna kiselina i kobalmin. Pored ovih vitamina u pecurkama se mogu naci ergosterol, biotin,
fitohinon i tokoferoli (Matilla i saradnici, 2001). Misljenje je da se, uzimajuéi u obzir sadrzaj
tiamina, peCurke mogu smatrati vezom izmedu kvasaca i namirnica biljnog porekla (Karkocha i
Mlodecki, 1995). U pecurkama je takode zapazena znacajna koli¢ina vitamina PP (Bernas i
saradnici, 2006). Ispitivanjem sadrzaja vitamina nekoliko vrsta peCuraka najprisutnijih na trzistu
utvrdeno je da B. edulis ima najveéi sadrzaj vitamina, a L. edodes najmanji (tabela 3, Bernas i
saradnici, 2006).

Tabela 3. SadrZaj vitamina u nekim vrstama pecuraka sra¢unato na 100 g suve materije

Vitamin P. ostreatus | A. bisporus | L.edodes B. edulis C. cibarus
B1, mg 0,9-4,25 0,56-0,60 0,60 1,25 0,58
B2, mg 2,5-2,84 4,39-5,10 1,80 9,36 5,58
B3, mg 65,0 39,7-43,0 31,0 69,5 47,0
B12, mg 0,6 0,8 0,8 - -
Folacin, ng 640 450 300 - -
D, pg 0,3 3,0 22,0-110,0 35,0 -
C, mg 20 17 25 - -

Preporuc¢ena dnevna doza (reccomended daily intake-RDI) tiamina, koja bi se trebala uneti
hranom ili na drugi nacin, je oko 1,00 mg. RDI riboflavina je nesto veca i iznosi od 1 do 3 mg
(Demirci, 2006). Preporucena dnevna doza niacina iznosi od 15 do 20 mg. Obzirom na RDI 1
sadrzaj ovih vitamina u pecurkama, moglo bi se zakljuciti da su one veoma korisne namirnice
koje omogucavaju zadovoljenje dnevnih potrebna za vitaminima ove grupe.
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2.4.6. MIKRO- I MAKRO-ELEMENTI PECURAKA

Minerali su neophodni u ishrani za normalno odvijanje metabolickih funkcija, transmisiju
nervnih impulsa, pravilno formiranje kostiju, regulaciju balansa vode i soli (Kalac 1 Svoboda,
2000). Pecurke su dobar izvor gvozda, kalijuma, fosfora, magnezijuma, mangama, cinka i
kalcijuma. Utvrdeno je da kalijum iz voca i povréa smanjuje krvni pritisak. Nizak nivo natrijuma
i prisustvo velike koli¢ine kalijuma u pecurkama daje preporuku njihovoj upotrebi u
antihipertenzivnoj ishrani (Genccelep 1 saradnici, 2009).

Sadrzaj pepela u jestivim pecurkama varira izmedu 5 1 13% sracunato na suvu materiju (Bernas 1
saradnici, 2006). Pecurka sa vrlo visokim sadrzajem pepela je divlja peurka C. cibarus (10,7%),
dok B. edulis, vrlo zastupljena pecurka na nasem podru¢ju, sadrzi neSto manje pepela (6,7%)
(Rudawska 1 Laski, 2005). Sadrzaj pepela utice na unos minerala u organizam, jer se minerali
prisutni u pepelu smatraju biodostupnim.

Mineralne komponente pecuraka mogu se podeliti na makroelemente i mikroelemente
(Rudawska 1 Laski, 2005). Makroelementi ili makrokonstituenti su elementi koji su neophodni u
relativno velikim koli¢inama za normalno funkcionisanje fizioloskih procesa ljudskog
organizma. U makroelemente pecuraka spadaju: kalijum, natrijum, magnezijum, fosfor i sumpor.
Mikroelementi, mikronutritijenti ili “trace elements”, su esencijalni sastojci hrane neophodni za
normalno funkcionisanje organizma, a potrebni su u vrlo malim koli¢inama. U mikroelemente
pecuraka spadaju: bakar, kobalt, gvozde, jod, mangam, molibden, cink i selen. Sadrzaj
makrokonstituenata kao $to su natrijum, kalijum i fosfor je prili¢no konstantan, dok se sadrzaj
kalcijuma, magnezijuma i sumpora menja u zavisnosti od sastava supstrata na kome se pecurka
razvija. Od mineralnih materija u pecurkama se u najveéim koli¢inama mogu na¢i upravo
makrokonstituenti, i to kalijum i fosfor (od 20 do 57%, odnosno oko 39% u pepelu) (Mattila i
saradnici, 2001).

Mikroelementi peCuraka mogu imati vaznu ulogu u prevenciji mnogih oboljenja biolosSkog
sistema. Sto se ti¢e mikroelemenata ustanovaljeno je da neke peturke imaju visok sadrzaj selena,
oko 26 ng/100 g, Sto ¢ini oko 47% preporucenih dnevnih koli¢ina. Smatra se da su pecurke
odli¢an izvor bakra i da sadrzaj bakra iznosi 1 oko 0,5 mg/100 g suve materije, Sto ¢ini oko 55%
preporucenih dnevnih koli¢ina. Sadrzaj esencijalnog cinka u nekim vrstama moze da iznosi i oko
1,1 mg/100g suve materije, Sto ¢ini oko 11% ukupnih dnevnih potreba za cinkom. Nedostatak
mikroelemenata moZze da dovede do nastanka sr¢anih oboljenja, malignih bolesti, dijabetesa tipa
2 i poviSenog krvnog pritiska.
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Tabela 4. Sadrzaj (mg/100g suve materije) mikro- i makro-elemenata u peCurkama

Mikro- i makro- Pleurotus Agricus Boletus | Chantharellus
elementi ostreatus bisporus edulis cibarus
Natrijum 44-144 76-86 12-52 4-14
Kalijum 2.722-5.100 3.500-4.520 | 2.376-3.900 | 5.400-5.900
Kalcijum 89-150 46-99 46-99 19-57
Fosfor 618-1339 969-1730 1024-1730 500-657
Magnezijum 128-190 91-124 100-120 110-120
Sumpor 210 450 450 -
Gvozde 9-15 5-50 5-50 10-18
Cink 3-12 2-12 12 9-11

U tabeli 4 prikazan je sadrzaj mikro- i makro-elemenata kod nekoliko vrsta pecuraka najcesce
koris¢enih u ishrani (Bernas 1 saradnici, 2006).

Pecurke sadrze gotovo svaki mineral koji se moZe nac¢i na podlozi na kojoj rastu. Nivo
mineralnih komponenata zavisi od vrste 1 starosti pecurke, velicine podzemnog dela i1 sastava
podloge. U podzemnom delu pecurke nalazi se veéa koli¢ina bakra, gvozda, kalijuma,
magnezijuma, fosfora i cinka, a u plodonosnom telu natrijuma. Poslednjih godina svetski trend je
proizvesti peCurke sa dodatnom koli¢inom odredene zeljene komponente. Najcesce su u pitanju
esencijalni mikroelementi. Wermer i Beelman (2002) izveStavaju o proizvodnji pecuraka
obogacenih selenom. Dodatkom jedinjenja natrijum selenita u supstrat (kompost) na kome se
razvija peCurka omogucava se njegovo povecano usvajanja, a time i proizvodnja vrste koja ¢e u
sebi sadrzati mnogo vecu i tatno odredenu koli¢inu dodate Zeljene komponente.

Gotovo svi mikro- i makro-elementi koji se mogu na¢i u pecurkama su ukljuc¢eni u normalno
funkcionisanje bioloskog sistema i1 pozitivno deluju na odredena fizioloSka stanja. Kalijum je
neophodan za odrzavanje kiselo-bazne ravnoteZze u organizmu. Dnevne potrebe za kalijumom
iznose 590 mg, a mogu biti 1 vece. PeCurke se smatraju bogatim izvorom kalijuma. Nedostatak
kalijuma izaziva hipertenziju, sr€anu aritmiju, misi¢nu slabost, smanjenu pokretljivost creva itd.
Visak kalijum izlucuje se preko zdravih bubrega. Ukoliko visak kalijuma, iz nekog razloga, ne
moze da se izluci iz organizma, moze izazvati smetnje u sprovodnom sistemu srca. Dozvoljen
dnevni unos kalijuma je 1.000 mg (Dietary supplement fact sheet-DSFS).

Dozvoljene dnevne koli¢ine natrijuma iznose 2.400 mg (DSFS). Sadrzaj natrijuma u pecurkama
je nizak, zbog ¢ega se ova namirnica posebno preporucuje (Vetter, 2003).
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Kalcijum je neophodan za pravilan razvoj kostiju, a utie i na zgrusavanje krvi. Nedostatak
kalcijuma izaziva rahitis kod dece, a kod odraslih dovodi do razredenja koStane mase i
osteoporoze. Dozvoljen dnevni unos kalcijuma iznosi 1.000 mg (DSFS).

Gvozde ulazi u sastav hemoglobina, mioglobulina i1 respiratornih enzima, i jedan je od
najvaznijih oligoelemenata. Neophodan je sastojak vaznih enzima i koenzima (peroksidi,
citohrom) (Tasi¢ i1 saradnici, 2004). Gvozde moze da vrsi inhibiciju oksidacije LDL (Low
Density Lipoproteins) na endotelnim ¢elijama, a time i zaStitnu ulogu u procesima oksidativnog
ostecenja Celije (Thompson i saradnici, 1991). Osim toga, povecava otpornost prema bolestima,
sprecava zamor 1 anemiju. Od unete koli¢ine gvoZda organizam apsorbuje samo 10%. Dozvoljen
unos gvozda dnevno je 18 mg za muskarce i 8 mg za Zene, starije od 19 godina (DSFS).

Magnezijum predstavlja tre¢i po redu mineral (posle fosfora i kalijuma) prisutan u pecurkama
(Mattila i saradnici, 2001), a Cetvrti mineral po koli¢ini prisutan u telu. Oko 50% magnezijuma
nalazi se u kostima. Druga polovina se nalazi u ostalim tkivima i organima. Oko 1%
magnezijuma nalazi se u krvi. Magnezijum je potreban za visSe od 300 biohemijskih reakcija u
organizmu. Omogucéava normalno funkcionisanje misi¢a i nervnog sistema, podrzava imunitet,
¢ini kosti snaznim i omoguc¢ava odvijanje normalnog sréanog ritma. Smatra se da reguliSe nivo
Secera u krvi i da uti¢e na krvni pritisak (Saris i saradnici, 2000). Epidemioloska istrazivanja
pokazuju da magnezijum igra znacajnu ulogu u regulaciji krvnog pritiska (Institute of Medicine,
1999). Magnezijum se smatra protektivnom komponentom kod dijabetesa tipa 2. Igra bitnu ulogu
u metabolizmu ugljenih hidrata. Ova aktivnost uti¢e na oslobadanje i delovanje insulina,
hormona koji kontroliSe nivo Secera u krvi. Nizak nivo magnezijuma u krvi ¢esto se sre¢e kod
osoba obolelih od dijabetesa (Kobrin 1 Goldfarb, 1990). Poznat je antistresni mineral.
Magnezijum doprinosi zdravlju kardiovaskularnog sistema i pomaZe u prevenciji od srcanih
napada. U kombinaciji sa kalcijumom deluje kao prirodno sredstvo za umirenje. Mnoga
istrazivanja pokazuju da su visok nivo magnezijuma u krvi i mali rizik od koronarnih bolesti
povezani. Takode se smatra da visok dnevni unos magnezijuma u organizam smanjuje rizik od
mozdanog udara (Ascherio i saradnici, 1998). Preporuc¢ene dnevne doze magnezijuma su 400 mg
za muskarce, odnosno 310 mg dnevno za Zene izmedu 19-30 godina starosti, a za osobe starije
od 30 godina nesto vecée (Institute of Medicine, 1999).

Cink se smatra jednim od osnovnih nutritivnih mikroelementa pecuraka. On je esencijalni
sastojak biomembrana i neophodan je za njihovo odrzavanje i funkciju. Potreban je element za
normalan metabolizam proteina i1 ugljenih hidrata, funkcionisanje zlezda (prostate), kao i za
mnoge druge bioloSke funkcije. Najnovija istrazivanja pokazuju njegovu vaznu ulogu u
funkcionisanju mozga, zbog cega se primenjuje u leCenju mentalnih poremecaja (npr.
Sizofrenije). Potreban je za sintezu DNK, a ima veliku ulogu u razvoju i funkcionisanju organa
za reprodukciju. Cink je esencijalni oligoelement znacajan za stabilizaciju membrana i aktivnost
metaloenzima. In vitro ispitivanjima dokazano je da deficit cinka dovodi do oSte¢enja endotelne
membrane (Leonhardt i saradnici, 1997). Smatra se da cink ima protektivno dejstvo u odrzavanju
integriteta endotela 1 da je ovaj efekat u vezi sa aktivacijom citokina u uslovima oksidativnog
stresa (Tasi¢ 1 saradnici, 2004). Cink povecava broj odbranbenih T ¢elija i njihovu efikasnost,
pomaze u lecenju neplodnosti, €ira na Zelucu, ubrzava zarastanje rana. Smatra se da oko 48%
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globalne populacije ima rizik od nedostatka ovog esencijalnog elemanta (Oteiza i Mackenzie,
2005). Dozvoljen dnevni unos cinka je 15 mg (DSFS).

Selen je esencijalni mikronutritijent koji je narocito interesantan u medicinskim istraZivanjima i
u poslednje vreme zanimljiv za industriju hrane (Beelman and Royse, 2006). Dnevne potrebe
selena su izmedu 50 i1 200 pg (Tasi¢ i saradnici, 2004). Pozitivno delovanje i uticaj na mnostvo
fizioloskih funkcija vezuje se prvenstveno za antioksidativnu aktivnost selena. U sklopu toga
selen je neophodan sastojak glutation-peroksidaze i miSi¢nog citohroma, Sto mu daje poseban
znac¢aj u uslovima oksidativnog oStecenja, posebno karcionogeneze i1 kardiovaskularnih
oboljenja. Glutation-peorksidaza se nalazi u mnogim ¢elijama (eritrociti, leukociti, makrofagi,
trombociti 1 druge), pa nedostatak selena moze dovesti do brojnih poremeéaja (hemolize
eritrocita, poremecaja homeostaze, edema, peroksidacije kapilarnih membrana, oStecenja jetre,
itd.). Eksperimentalne studije su pokazale da je nedostatak selena u vezi sa kardiomiopatijom,
naglom smrti, kao 1 sniZenim brojem i funkcijom T-limfocita (Alissa i saradnici, 2003). Utvrdeno
je da su kod bolesnika sa akutnim infarktom miokarda znacajno nize koncentracije selena u
eritorcitima 1 serumu (Bor 1 saradnici, 1999). Eksperimentalna i klinicka istrazivanja pokazuju da
je pojava i smrt uzrokovana kancerom pluéa, kolorektalnim kancerom i kancerom prostate
mnogo manja kod osoba koje imaju visok dnevni unos selena (Russo i saradnici, 1997; Knekt i
saradnici, 1998; Shamberg, 1985). Naucnici pretpostavljaju da selen uti¢e na kancer na dva
nac¢ina. Kao antioksidant selen deluje protektivno u odnosu na oSte¢enja koja mogu da
prouzrokuju slobodni radikali. Selen moze da uspori rast kancera. Drugo delovanje selena vezuje
se za odredene produkte razlaganja preko kojih deluje na povecéanje i poboljSanje imuniteta
organizma (Combs i saradnici, 2001). Selen spada u grupu antioksidanata koja moze pomo¢i u
smanjenju oksidacije LDL holesterola (oksidovana forma proteina niske gustine) i time pomo¢i u
prevenciji koronarne arterijske bolesti (Neve, 1996).

2.4.7. AROMATICNE KOMPONENTE

Pecurke sadrze specificne aromati¢ne komponente. Ove komponete imaju znacajnu ulogu u
odabiru 1 konzumaciji od strane krajnjih potrosaca. Aromati¢ne komponente nemaju znacajnu
hranljivu vrednost, ali stimuliSu apetit jer pecurkama daju karakteristican ukus 1 miris.
Identifikovano je oko 150 aromati¢nih komponenti u raznim vrstama pecuraka. Najznacajnije
aromaticne komponente u pecurkama su terpeni, ugljovodonici formirani od izoprenskih
jedinica, kao i1 zasi¢ene i1 nezasi¢ene masne kiseline (Jong and Birmingan, 1993). Neke od
znacajnijih aromati¢nih komponenata su oktavalentni alkoholi 1 karbonilna jedinjenja, kao $to su
1-oktanol, 3-oktanol, 3-oktanon, 1-kaprinol-3-ol, 1-oktinol-3-ol, 2-oktinol-3-ol i 1-kaprinol-3-on.
1-oktinil-3-0l je tipi¢na aroma za sveze vrganje (B. edulis) i u ve¢im koli¢inama se pojavljuje u
mladim plodovima. Sa starenjem pecurke koli¢ina te aromaticne komponente se smanjuje (Mau i
Hwang, 1997). Aroma pecuraka takode zavisi 1 od sadrzaja aminokiselina, nukleotida 1 nekih
drugih elemenata, kao $to su azot, fosfor, kalijum, sumpor, gvozde, cink, ali i od autooksidacije
nezasi¢enih masnih kiselina. Na prisustvo 1 sadrzaj aromati¢nih komponenata pecuraka utiCu,
kao 1 na gotovo sve ostale komponente pecuraka, sastav podloge na kojoj rastu, spoljasnji uslovi,
kao 1 genetske varijacije (Jong and Birmingan, 1993).
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2.4.8. ENZIMI

Enzimski sistem pecuraka ¢ine enzimi: oksidaze, lipaze koje razgraduju masti, invertujuéi i
proteoliticki enzimi. NajviSe je ispitivana koncentracija 1 aktivnost polifenoloksidaze. Dejstvo
ovog enzima zasniva se na katalizi fenolnih komponenata oksidacije $to uzrokuje ubrzano
tamnjenje Sumskih pecuraka ¢ime se menjaju njihove senzorne i hranljive karakteristike (Espin 1
Witchers, 1999). Razli¢ite vrste pecuraka karakteriSe razli¢ita aktivnost ovog enzima.
Poredenjem aktivnosti u slucaju tri najesce koriS¢ene pecurke utvrdeno je da je aktivnost ovog
enzima najveca kod pecurke A. bisporus, a nesto manja kod pecuraka P.ostreatus i L. edodes.

2.4.9. KALORIJSKA VREDNOST

Zahvaljujuéi velikom sadrzaju vode 1 maloj kalorijskoj vrednosti pecurke se smatraju dobrom
dijetetskom namirnicom. Uzgajane vrste pecuraka A. bisporus i P. ostreatus se karakteriSu
srednjom kalorijskom vrednoséu od 125-151 J/100 g (Manzi i saradnici, 2001). Pecurke koje se
mogu pronaci u Sumskom stanistu (Suillus luteus, Morchella esculenta, C. cibarus i Lactarius
deliciosus) imaju malu kalorijsku vrednost koja iznosi od 46 do 59 J/100 g sveze materije.
Kalorijska vrednost ¢esto konzumirane divlje jestive pecurke B. edulis iznosi 71 J/100 g. Pecurka
sa visokom kalorijskom vrednoséu je T. melanosporum, ili crni tartuf (234 J/100 g) (Elmadfa i
Fritzche, 1999).

2.5. LEKOVITO DELOVANJE I NOSIOCI LEKOVITOG
DELOVANJA PECURAKA

Lekovito delovanje pecuraka ogleda se kroz nekoliko osnovnih delovanja:

1. imunomodulatorno,

2. antioksidativno,

3. antikancerogeno,

4. kardiovaskularno,

5. hepatoprotektivno,

6. antimikrobno delovanje.

Bioaktivne, odnosno lekovite komponente prisutne u pecurkama su:

antioksidativne komponente,
odredeni mikroelementi,
druge specifi¢ne komponente pecuraka.

1. polisaharidi velike molekulske mase,
2. polisaharidni-protein kompleksi,

3. glikoproteini,

4. imunomodulatorni proteini,

5. triterpenoidi,

6.

7.

8.
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Mnoge bioaktivne komponente identifikovane i izolovane iz pecuraka mogu ispoljavati vise
razlicitih lekovitih delovanja.

2.5.1. ANTIOKSIDATIVNO DELOVANJE

U smislu antioksidativnog delovanja pecuraka vec¢ina naucnih istrazivanja bavila se ispitivanjem
antioksidativnog delovanja metanolnih, vodenih i etanolnih ekstrakata razliitih vrsta pecuraka
primenom razli¢itih metoda i na razli€itim reaktivnim vrstama. Istrazivanja antioksidativnog
delovanja ovako dobijenih ekstrakata pecuraka pokazuju da su za antioksidativno delovanje
pecuraka i njihovih razliCitih ekstrakata odgovorna uglavnom fenolna jedinjenja i prisutne
organske kiseline (Valentao 1 saradnici 2005). Ispitivanjem antioksidativhog delovanja
heksanskog ekstrakta pecuraka utvrdeno je da 90 do 96% ovog delovanja potice od ergosterola,
kao 1 njegovih analoga prisutnih u pecurkama (Suqin i saradnici 2010). Pored ergosterola,
heksanski ekstrakt pecuraka sadrzi i druge lipofilne komponente, npr. masne kiseline (Kavishree
et al, 2008). Smatra se da masne kiseline ne doprinose antioksidativnom delovanju ekstrakata
pecuraka. Primenom DPPH metode utvrdeno je da je ICsy vrednost ergosterola 0,112 mg/ml $to
ga svrstava u red mnogo slabijih antioksidanata u odnosu na fenole i tokoferole (Li 1 saradnici
2007).

Pored nabrojanih komponenata sa jakim (fenoli), ili slabim antioksidativnim delovanjem
(jedinjenja ergosterolne strukture), antioksidativno delovanje pecuraka vezuje se za jo$ neke
specifi¢ne komponente pecuraka.

2.5.1.1. SLOBODNI RADIKALI I MEHANIZMI NJIHOVOG DELOVANJA

Da bi se razumelo delovanje i znacaj antioksidanata, pa i antioksidanata prisutnih u pe¢urkama, u
terapiji 1 prevenciji mnogih bolesti savremenog coveka, neophodno je detaljno upoznati
izazivace ovih bolesti, odnosno reaktivne vrste, njihovu strukturu, kao i mehanizam delovanja.

Paradoks metabolizma ogleda se u tome Sto se normalno funkcionisanje zivih sistema ne moze
odvijati bez kiseonika, a s druge strane isti taj kiseonik je veoma reaktivan molekul koji Steti
zivim organizmima preko reaktivnih oblika kiseonika koji iz njega ili njegovim posredstvom
mogu nastati (Sies, 1993). Siroki spektar patoloskih promena, kao $to su karcinogeneza i
degradacija Celija vezana za proces starenja i samo starenje, uzrokovane su upravo reaktivnim
kiseonikovim oblicima, odnosno vrstama (ROS-radical oxygen species). ROS nastaju pod
delovanjem sunceve svetlosti, ultravioletnog i jonizuju¢eg zraCenja, hemijskih reakcija i
metaboliti¢kih procesa (Sarafian i Bredesen, 1994).

ROS se mogu podeliti na reaktivne slobodnoradikalske vrste i neradikalske vrste (oksidaciona

sredstava koja lako mogu preéi u slobodne radikale). U tabeli 5 dat je pregled neradikalskih 1
slobodnoradikalskih reaktivnih kiseonikovih vrsta.
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Tabela 5. Reaktivne kiseonikove vrste (ROS)

Neradikalske ROS Slobodnoradikalske ROS

Superoksid radikal, ‘O,
Vodonik peroksid, H,O,
Hidroksil radikal, OH",
Hipohloritna kiselina, HC1O
Peroksil radikal, ROO",
Ozon, O3
Alkoksil radikal, RO",
Singletni kiseonik, 102

Hidroperoksil radikal, HO,’

Slobodnoradikalske reaktivne kiseonikove vrste su vrlo nestabilni reaktivni oblici koje poseduju
nesparen elektron, odakle i poti¢e njihova reaktivnost. U slobodno radikalske vrste spadaju
slobodni radikali, kao S§to su superoksid anjon radikal (‘O;"), hidroksil radikal ("OH),
hidroperoksil radikal (HO;"), peroksil radikal (RO;"), alkoksil radikal (RO"), itd. U reaktivne
kiseonikove neradikalske vrste spadaju vodonik peroksid (H,0,), ozon (O3), hipohlorna kiselina
(HOCI) 1 druga jedinjenja.

U bioloskim sistemima se produkcija slobodnih radikala deSava tokom raznih procesa:
oksidoredukcije u prisustvu metala sa promenljivom valencom, lipidne peroksidacije nezasi¢enih
masnih kiselina, apsorpcije zracenja, oksidativne fosforilacije u mitohondrijama, fagocitoze,
metabolizma etanola, enzimskih reakcija koje katalizuju oksidaze, itd. Reaktivni slobodni
radikali nastaju brojnim reakcijama koje se uglavnom svode na Cetiri osnovna tipa: termolizu,
fotolizu, oksido-redukcione procese i radijaciju visoke energije (Pileti¢ i saradnici, 1993).

Slobodni radikali nastaju na razli¢ite nacine 1 mogu biti razli¢ite reaktivnosti. Superoksid anjon
radikal i hidroksil radikali postoje u gotovo svim aerobim organizmima. Jedan od osnovnih
¢inilaca ukljucenih u produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u ¢elijama je prolaz molekulskog
kiseonika kroz elektron-transportni niz u mitohondrijama, pri ¢emu se kao sporedni proizvod
stvara minimalna koli¢ina superoksid anjon radikala ('O, ) (Cadenas i1 Davies, 2000). Takode,
ovaj radikal moze nastati i u toku reakcije kiseonika sa jonima prelaznih metala, aktivno$cu
nekih enzima, u toku degradacije oksihemoglobina, itd. (McCall i1 Frei, 1999). Superoksid anjon
radikal u medijima poput citoplazme slab je oksidant, a mnogo je snaznije redukciono sredstvo
koje je u stanju da redukuje komplekse gvozda poput citohroma c. U Celijskim oksidacionim
reakcijama superoksid anjon radikal se formira prvi, a njegov efekat moze biti uvecan
produkcijom drugih radikalskih vrsta i oksiduju¢ih agenasa. Hidroperoksil radikal, HO,", je
radikal slabiji po reaktivnosti od hidroksilnog, a jaci od superoksidnog radikala. Smatra se da su
hidroksil radikali najreaktivniji radikali, nespecifi¢ni prema vecini biomolekula i radikali koji
najvise Stete prouzrokuju u bioloskim sistemima (Liu i saradnici, 1997; Nunoshiba i saradnici,
1999). Superoksid radikalu (*O,") pripisuju se i pozitivne i1 negativne biolosSke funkcije, dok se
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aktivnost hidroksil radikala (OH") vezuje za isklju¢ivo negativne bioloske funkcije zbog njegove
visoke reaktivnosti (Halliwell i Gutteridge, 1999).

Neradikalska reaktivna kiseoni¢na vrsta, H,O, moZe da nastane u sledecoj reakciji uz prisustvo
superoksid anjon radikala (Stefan i saradnici, 2007):

NADPH + H" + 20, —» NADP" + 2H" +2'0,”

2°0, + 2H — H,O, + O,

H,0O,, prisutan u bioloskim sistemima deluje kao pokreta¢ u produkciji drugih ROS. U prisustvu
reaktivnog metalnog jona Fe’* (ili Cu®") iz H,O, i superoksid radikala dolazi do nastanka
hidroksil radikala (Bozin, 2004). Reakcija u kojoj dolazi do nastanka veoma opasne i reaktivne
radikalske vrste, odnosno hidroksil radikala, je reakcija Fentonovog tipa, Haber-Weiss-ova
reakcija, gde se Fe'™ redukuje sa "0, do Fe*" i ponovo oksiduje u prisustvu H,O:

‘0, +Fe’ > 0, + Fe*'

2'02_ +2H — H,O, + O,

H,0, + Fe*" — "OH + OH ™+ Fe’*

Uz reaktivne kiseonikove vrste veliki znacaj imaju i reaktivne vrste azota, od kojih su najvazniji
NO"iNO;".

ROS, ili slobodni radikali, imaju razli¢ite mehanizme delovanja. Jedna od najpoznatijih
slobodnoradikalskih reakcija u bioloskom sistemu je lanc¢ana reakcija peroksidacije lipida. Ona
se odvija kroz tri stupnja (inicijacija, propagacija i terminacija).

I — stupanj inicijacije

Fe*' + H,0, — Fe’" + HO+ OH™

L-H+HO" — L+ H,O

IT — stupanj propagacije

L'+ 0, —- LOO’

LOO'+L-H — LOOH + L*

IIT — stupanj terminacije

L'+L —L-L
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LOO"+L' - L-L+ 0,
2L.O0O"— neradikalski proizvodi

Prema prikazanim lancanim reakcijama u prvom stupnju inicijacije, slobodni radikal, ili neki
destruktivni spoljasnji faktori, zapocCinju reakciju lipidne peorksidacije u kojoj dolazi do
razruSavanja strukture visih masnih kiselina. Lipidna peroksidacija je proces koji moze uticati na
fluidnost ¢elijske membrane, a time i1 na odvijanje mnogih biohemijskih procesa. U toku ovog
procesa kao produkti razlaganja nastaju i mnoga karbonilna jedinjenja sa citotoksi¢nim efektom
(Bozin, 2004).

ROS u pojedinim fizioloskim uslovima imaju znacajnu ulogu, aktivno ucestvuju u odbrani
organizma od infekcija inaktiviranjem mikroorganizama i imaju vaznu ulogu u regulaciji i
inhibiciji respiracije i apoptoze mitohondrija. Znacajna je i njihova uloga u biosintezi aktivnih
molekula, kao $to su prostangladini (Halliwell, 1994). Odreden fizioloski nivo ROS je od velikog
znacaja za regulaciju celijskih funkcija (intracelularne signalizacije, aktivacije transkripcije i
¢elijske proliferacije) (Herrera i saradnici, 2001).

2.5.1.2. ANTIOKSIDANTI I MEHANIZMI NJIHOVOG DELOVANJA

Bioloski sistemi poseduju kompleksne mehanizme kojima kontrolisu prekomernu produkciju
slobodnih radikala, a time 1 spreavaju negativne procese do kojih prekomerna koli¢ina radikala
moze da dovede. Ovi sistemi odbrane obuhvataju: antioksidativni sistem, enzime, proteine i
druge biomolekule, koji su u stanju da inhibiraju stupanj inicijacije, propagacije ili obnavljaju
strukture ostecene dejstvom slobodnih radikala.

Kompleksni mehanizmi antioksidativne zastite aerobnih organizama mogu se podeliti u dve
grupe. Prvu grupu obuhvataju sistemi primarne zastite u koju spadaju enzimski i neenzimski
sistemi. Enzimski sistemi koji u bioloSkim sistemima imaju funkciju uklanjanja toksi¢nih oblika
kiseonika su: superoksid dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GSHPx), katalaza (CAT) i
citohrom oksidaza. Ovi enzimski sistemi deluju na sledeé¢i nacin:

v" superoksid dismutaza omogucava neutralisanje superoksid anjona uz produkciju
kiseonika 1 H>O».

v" Glutation peroksidaza uklanja H,O, neradikalsku ROS, kada je prisutna u malim
koncentracijama. Ovaj enzimski sistem uklanja organske hidroperokside;

v' Katalaza uklanja H,O, prisutan u velikim koncentracijama;

v’ Citohrom oksidaza spre¢ava oslobadanje reaktivnih ROS tokom redukcije O, u H,O
(Stefan, 2007).

U primarnu antioksidativnu zastiti ubrajaju se i jo§ neki enzimi (npr. selenijum-nezavisna
GSHPx, glutation reduktaza, redukovani glutation (GSH) i glukoza-6-fosfat dehidrogenaza), kao
i albumin, mokra¢na kiselina i bilirubin (Primiano i saradnici, 1997). Nedostatak ovi
kompleksnih sistema je $to su nedovoljni za potpunu zastitu organizma od slododnoradikalskog
delovanja.
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Druga grupa jedinjenja, ili jedinjenja sekundarnog sistema antioksidativne zastite, ¢ine mnoga
niskomolekularna jedinjenja (tokoferoli, karotenoidi, ubihinon (koenzim Q10), L-askorbinska
kiselinza, fenoli, flavonidi i dr.), kao i neki enzimski sistemi koji uCestvuju i u ispravljanju
nastalog oksidativnog oSte¢enja nukleinskih kiselina, proteina i lipida (Bozin, 2004).

Postoji 1 podela antioksidanata na: unutarcelijske antioksidante, membranske antioksidante i
izvancelijske antioksidante. U unutracelijske antioksidante spadaju ve¢ spomenuti enzimski
sistemi. U membranske antioksidante spadaju vitamin E, B-karoten i koenzim Q10. Membranski
antioksidanti se svojim lipofilnim delovima integriSu u membranske strukture delujuéi u njima
lokalno. Vitamin E reaguje sa peroksil radikalima brZze nego $to oni uspevaju da reaguju sa
nezasi¢enim masnim kiselinama i proteinima (Stefan i saradnici, 2007). Osnovna uloga
izvancelijskih antioksidanata jeste da zadrZavaju gvozde i bakar u nereaktivnim oblicima, ¢ime
sprec¢avaju njihovo dalje delovanje sa vodonikperoksidom i superoksid radikalom.

Po opstoj definiciji antioksidativnim komponentama se mogu smatrati sve one komponente koje
su u stanju da sprece proces oksidacije (Fraga 1 Oteiza, 2002). Antioksidanti, ili antioksidativni
sistemi sprecavaju formiranje ROS ili ih uklanjaju pre nego Sto ostete vitalne komponente celija
(Sies, 1993). Medutim, ROS ucestvuju 1 u korisnim 1 neophodnim procesima koji omogucavaju
normalno funkcionisanje ¢elija, funkcija antioksidanata bi se pre mogla definisati kao funkcija u
cilju odrZavanje nivoa ROS na optimalnom nivou.

Delovanje antioksidanata zasniva se na njihovoj sposobnosti da:

v’ deluju kao hvataéi “skevindzeri” slobodnih radikala, odnosno donori elektrona ili H-

atoma peroksil ili hidroksil radikalima,

deluju kao akceptori elektrona ili H-atoma ugljenikovih slobodnih radikala,

razgraduju hidroperokside lipida nastale u stupnju propagacije,

kompleksiraju jone metala (¢ime je onemoguéeno stvaranje inicijatora oksidacije, npr.

"OH radikala),

v' elimini$u dejstvo singletnih oblika kiseonika, inhibiraju neke enzime (Cheesman i Slater,
1993).

ASANEN

U zavisnosti od sposobnosti rastvaranja u vodi, antioksidanti se dele na hidrofilne 1 hidrofobne.
Hidrofilni antioksidanti deluju sa oksidantima u citosolu ¢elije i krvnoj plazmi, dok hidrofobni
antioksidanti Stite membranu ¢elije od procesa lipidne peroksidacije (Sies, 1997). U najpoznatije
hidrofilne radikale spadaju: glutation, vitamin C, polifenoli, bilirubini, urati, glukoza, selen, itd.
(Stefan i saradnici, 2007).

Ravnoteza koja u bioloskim sistemima postoji izmedu antioksidativnog zaStitnog sistema
organizma 1 produkcije slobodnih radikala moze da se poremeti. Poremecaj ravnoteze
prouzrokovan je endogenim izvorima ili stresnim faktorima okoline. Ovo stanje naruSene
ravnoteZe je uzrok nastanka mnogih oboljenja i naziva se oksidativni stress, koji se opisuje i kao
stanje u kome generacija slobodno radikalskih vrsta prevazilazi sposobnost sistema (organizma)
da ih neutralise ili eliminiSe (Sies, 1985).
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Negativno delovanje prekomerno proizvedenih slobodno radikalskih vrsta vrlo lako moze
dovesti do nezeljenih dejstava, odnosno poremecaja na ¢elijskim strukturama i biomolekulima.
Ova destrukcija slobodnih radikala odnosi se prvenstveno molekule proteina, lipida, ugljenih
hidrata, itd. Oksidacija tiolnih grupa proteina dovodi do disfunkcije enzima i proteinskih
molekula, kao 1 do poremecaja u transmembranskom i jonskom transportu. Oksidativno
razlaganje DNK dovodi do oSteenja genoma odnosno, mutacije i karcinogeneze. Usled
oksidativne destrukcije polisaharida dolazi do poremecaja i gubitka njihove funkcije 1 gubitka
viskoznosti hijaluronske kiseline (Bozin, 2004).

Prekomerna produkcija slobodnih radikala u vezi je sa nizom patofizioloSkih stanja
(neurodegenerativne bolesti, mailgnitet, dijabete melitus i ateroskleroza) (Suay 1 Arenal, 2000).
Veliki broj nau¢nih studija ukazuju na direktnu vezu izmedu slobodnih radikala (superoksid 1
hidroksil) i inflamacije, Soka i ishemije (Cuzzocrea i saradnici, 2001). Zbog prethodno
navedenog 1 mnogih drugih procesa koji se dovode u vezu sa ROS, odnosno slobodnim
radikalima, kontrolisana produkcija slobodnih radikala vrlo je bitna za normalno funkcionisanje
bioloskog sistema. Kontrolisana produkcija slobodnih radikala ima znacajnu ulogu u fizioloSkim
procesima i imunom odgovoru organizma (Droge, 2002).

Kao nosioci antioksidativnih komponenata antioksidativni suplementi su od velikog znacaja, jer
sadrze antioksidativne komponente i u stanju su da sprece Stetno delovanje slobodnoradikalskih
vrsta (Zhao i saradnici, 2008).

Znacaj antioksidativnih komponenata prirodnog porekla u poslednje vreme sve viSe raste,
obzirom da je za neke od Cesto koriS¢enih sintetiCkih antioksidanata, naro¢ito u prehrambenoj
industriji (butilovani hidroksianizol (BHA) i butilovani hidroksitoluen (BHT)) utvrdeno da
poseduju odredene toksi¢ne osobine.
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2.5.1.3. LIPIDNA PEROKSIDACIJA

Lipidna peroksidacija je proces peroksidacije membranskih lipida izazvan lancanom reakcijom
koju su zapocele ROS i u kojoj dolazi do reakcije sa nezasiCenim masnim kiselinama. U
normalnim uslovima ROS, kao §to su vodonik peroksid i superoksid radikal, nisu sposobne da
zapoc¢nu reakciju lipidne peroksidacije. Za proces lipidne peroksidacije se smatra da je najcesce
odgovoran mnogo reaktivniji hidroksil radikal, OH", ali ga mogu izazvati i HO,’, RO" i RO;".
Hidroksil radikal reaguje sa viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama, dok su zasi¢ene masne
kiseline mnogo otpornije na delovanje ROS. Proces lipidne peroksidacije odvija se
slobodnoradikalskim mehanizmom koji je objaSnjen u delu o slobodnim radikalima. Na slici 7
prikazan je proces lipidne peroksidacije (Sefan i saradnici, 2007).

o,

L
R RH \
\ j - . . » neradikalski
LH K \ » L LOO » produkti
HO H,O /
Fe™ + OH'j LOO
24 I~ —
Fe H,O, LH
I LOOH
Fe®
o,”
[ Fe* + OH"
O, LO

drugoredni produkti
peroksidacije

Slika 7. Lipidna peroksidacija

U lipidnim strukturama zapoc€injanje peroksidacijskog niza odnosi se na napad ROS-a,
sposobnog da izdvoji atom vodonika iz metilenske grupe (-CH;-). Tako iz visestruko nezasic¢enih
masnih kiselina nastaju slobodni radikali. Prisustvo dvostrukih veza u masnim kiselinama slabi
C-H vezu u blizini dvostruke veze, §to premestanje vodonika ¢ini lakSim.

U bioloskim sistemima intenzivna lipidna peroksidacija dovodi do gubitka fluidnosti, opadanja
vrednosti membranskog potencijala, pove¢anja permeabilnosti prema H™ i drugim jonima,
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moguce konacne repture Celije 1 otpuStanja njenog unutrasnjeg sadrzaja. Povecana lipidna
peroksidacija dovodi se u vezu sa nizom oboljenja, npr. nastankom aterosklereoze.

Ispitivanje procesa lipidne peroksidacije najceSc¢e se vr$i na membranskim modelima poput
lipozoma. Lipozomi predstavljaju dobre modele membrana obzirom da ispoljavaju selektivnost
na jone, osmotsko oticanje i odgovor na veliki broj faktora koji ubrzavaju ili usporavaju gubitak
jona ili molekula na nacin koji bar kvantitativno imitira njihovu aktivnost u prirodnim
membranskim sistemima. Pored toga, lipozomi omogucavaju laku manipulaciju u smislu
jednostavnog menjanja sastava membranskih lipida, menjanja pH vrednosti, temperature, kao i
sadrzaja razlicitih jedinjenja na definisan nacin (Bozin, 2004). Na slici 8 prikazana je struktura
lipozoma.
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Slika 8. Lipozom

2.5.1.4. CINK I SELEN KAO ANTIOKSIDANTI U PECURKAMA

Cink 1 selen se vrlo Cesto nazivaju i antioksidativnim nutritijentima, i pored toga §to ne poseduju
antioksidativnu aktivnost, jer se njihovo antioksidativno delovanje ispoljava samo u vezi sa
odredenim enzimima, naj¢esce glutation peroksidazom 1 superoksid dismutazom (SOD).

Cink ima nekoliko znac¢ajnih funkcija u bioloskom sistemu. Nalazi se u sastavu mnogih proteina,
pa je njegova funkcija strukturalna, a ucestvuje i u katalizi. Znacajan je fizioloski konstituent
antioksidativnog odbrambenog sistema. Vezan za membranu cink ima nekoliko uloga:
strukturalnu, regulatornu i antioksidativnu (Oteiza 1 Mackenzie, 2005). Cink je sastavni element
superoksid dismutaze, enzima u kome se nalazi kao metalni jon ili kofaktor. SOD pripada klasi
enzima koji ucestvuju u razgradnji superoksid anjona, pri ¢emu nastaje kiseonik i vodonik
peroksid (Bannister i saradnici, 1987). SOD je prisutna u gotovo svim aerobnim c¢elijama i
ekstracelularnim fluidima. Pored cinka kofaktori ovog enzima mogu biti bakar, mangan ili
gvozde. SOD koja sadrzi bakar ili cink kao kofaktore nalazi se u citosolu ili ekstracelularnim
fluidima (Johnson 1 Giulivi, 2005). Na slici 9 prikazan je antioksidativni odbrambeni sistem koji
ukljucuje SOD.
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Slika 9. Antioksidativni enzimski odbrambeni sistem

Nedostatak cinka menja aktivnost i koncentraciju enzima i drugih komponenata antioksidativnog
odbrambenog sistema i dovodi do povecanog oksidativnog osSte¢enja lipida, proteina i DNK (Ho
1 Ames, 2002). Ovaj nedostatak dovodi do povecéanja ¢elijskih oksidanata, pri cemu se povecanje
odvija na nivu reaktivnih kiseonic¢nih (ROS) 1 reaktivnih azotni vrsta (RNS) (Oteiza i saradnici,
2000; Zago i Oteiza, 2001; Ho i Ames, 2002). Povecana produkcija reaktivnih vrsta usled
nedostatka cinka nastaje veoma brzo. Nedostatak cinka menja mitohondrijalnu funkcija Sto
dovodi do povecanja reaktivnih vrsta, smanjuje se eksperesija komponenata respiratornog lanca i
menja se aktivnost enzima koji su uklju¢eni u metabolizam ROS (Oteiza i saradnici, 2000).
Pored ovih uloga, cink ucestvuje i u izgradnji metalotionena, proteina koji je bogat cisteinom, i
koji ima skevindzer sposobnost oksidanata, kao i sposobnost vezivanja aktivnih redoks metala
(Oteiza i Mackanzie, 2005). Cink moze da zameni aktivne redoks metale na vezujué¢im mestima
membrane. Zahvaljuju¢i ovoj sposobnosti inhibira proces lipidne peroksidacije, jer sprecava jone
gvozda 1 bakra da se vezu za fosfolipide membrane (Oteiza i saradnici, 2001). Takode, cink
sinergisti¢ki deluje sa hidrofobnim a-tokoferolom i hidrofilnim epikatehinom u prevenciji Fe*"
indukovane lipidne oksidacije (Zago i Oteiza, 2001).

Se/
@]
@]
HSe OH HoN
OH OH
Selenocistein Selenometionin

Slika 10. Struktura selenocisteina i selenometionina

Selen svoju antioksidativnu ulogu ispoljavaju preko aminokiseline selenocisteina (kao sastavni
deo antioksidativnog enzima tioredoksinreduktaze) i selenometionina, koji su znacajan integralni
deo protektivnih enzima (slika 10 ) (Klotz i saradnici, 2003).

Selen je konstitutivni deo enzima glutation peroksidaze, vrlo vaZznog enzima sistema
antioksidativne odbrane. Za funkcionisanje glutation peroksidaze neophodan je glutation kao
kofaktor i selen lociran u aktivhom centru i1 kovalentno vezan za enzim. Glutation peroksidaza je
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vrlo efikasan skevindZer vodonik peroksida (Brigelius Flohe, 1999). Glutation peroksidaza koja
sadrzi selenocistein, kataliSe redukciju vodonik peroksida do vode, a organske hidroperokside
(ROOH) redukuje do odgovarajuc¢ih alkohola (ROH). Kosupstrat za enzimsko delovanje je
redukovani glutation (GSH), koji se oksiduje u glutation dipeptid (GSSG):

2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,O

Proteini koji sadrze selen podeljeni su u tri grupe: proteine u koje je selen ugraden nespecifi¢no,
proteine sa specificno vezanim selenom i ,,prave selenoproteine* koji sadrze selen u formi
selenocisteina. Selenoproteini imaju znacajnu ulogu u nizu bioloskih procesa, izmedu ostalog i u
spomenutim procesima antioksidativne odbrane. Jedan od prvih identifikovanih selenoproteina
bila je upravo glutation peroksidaza (Brenneisen i saradnici, 2005).

2.5.1.5. POLIFENOLNA JEDINJENJA KAO ANTIOKSIDANTI U PECURKAMA

Polifenolne komponente, ili fenoli, predstavljaju heterogenu grupu sekundarnih metabolita,
prisutnih u gotovo svim biljkama, koji mogu da deluju kao antioksidanti ili neki drugi agensi i da
svojim razli¢itim mehanizmima delovanja doprinose antikarcinogenezi i kardioprotektivnom
delovanju (Rice Evans i saradnici, 1995). Jedinjenja ove grupe danas se mogu smatrati

Poznato je viSe od 8.000 fenolnih jedinjenja, koja se po svojoj strukturi veoma razlikuju, od
jednostavnih molekula kao $to su fenolne kiseline do visoko polikondenzovanih jedinjenja kao
Sto su tanini. Osnovna 1 najznaajnija osobina jedinjenja ove grupe je upravo njihovo
antioksidativno delovanje. Smatra se da postoji oko 4.000 jedinjenja koja pripadaju ovoj grupi
sekundarnih metabolita koja su antioksidanti (Williams 1 saradnici, 2004). IstraZivanja
polifenolnih jedinjenja novijeg datuma, koja obuhvataju eksperimente na humanom organizmu,
potvrduju da fenolna jedinjenja imaju nedvosmisleno pozitivan uticaj na zdravlje. Potreban
dnevni unos polifenolnih komponenata iznos od 20 mg do 1 g (Hertog i saradnici, 1993).

Osnovna strukturna karakteristika fenolnih jedinjenja je da se sastoje iz bar jednog aromati¢nog

prstena (C6) sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa (slika 11). SloZenije strukture se mogu naci i u
obliku kompleksa sa ugljenim hidratima, proteinima i drugim komponentama biljaka.

OH o 0 0 o ]
D | O—0—~0—0
2

Slika 11. Osnovna struktura fenolnog jedinjenja
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Postoje razlicite klasifikacije fenolnih jedinjenja, ali se u kao najznacajnija moze navesti podela
na: fenolne kiseline, flavonoidi, stilbeni, tanini (Kim i saradnici, 2008). Razlike izmedu
pojedinih grupa poti¢u od broja i1 polozaja hibroksilnih grupa, kao i od prirode 1 veliine
alkilovanog ili glikozilovanog dela strukture. Ove razlike uzrok su i razli¢itog antioksidativnog
delovanja.

Polifenolna jedinjenja u odnosu na antioksidativno delovanje su multifunkcionalna, Sto znaci da
deluju kao redukuju¢i agensi, kvenceri singelton kiseonika, antioksidanti donori vodonika, a
imaju 1 osobine heliranja metala (Rice Evans i saradnici, 1995). Da bi se polifenolna jedinjenja
definisala kao antioksidanti moraju da zadovoljavaju dva osnovna uslova:

1. Prvi uslov je da prisutni u malim koncentracijama u substratu mogu da odloZe, uspore ili
sprece delovanje slobodnih radikala (Halliwell i Gutteridge, 1990).

2. Drugi uslov je da novonastali radikal (radikal nastao nakon delovanja antioksidanta)
mora da bude stabilan (Shahidi i Wanasudara, 1992).

Ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala je aktuelan problem. Rastvaraci koji se
Cesto koriste za ekstrakciju fenolih komponenata iz biljnog materijala su etanol, etil acetat,
metanol, aceton, voda i drugi. Na rastvorljivost fenolnih jedinjenja uti¢e ekstragens (odnosno
njegova polarnost), stepen polimerizacije fenola, kao 1 interakcija fenola sa drugim
komponentama i formiranje nerastvornih kompleksa. Iz ovog razloga ne postoji jedinstven i
potpuno zadovoljavaju¢i postupak koji je pogodan za ekstrakciju svih fenola ili odredene vrste
fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala (Shahidi i Wanasudara, 1992).

U poslednje vreme pecurke se istrazuju kao atraktivan izvor prirodnih antioksidativnih
komponenata. Antioksidativnim osobinama i antioksidativnim komponentama pecCuraka bavila
su se mnoga istrazivanja (Yen i Hung, 2000; Mau 1 saradnici, 2002; Cheung i saradnici, 2003;
Cheung i Cheung, 2005; Lo i Cheung, 2005). Gotovo sva ova istrazivanja osnovu
antioksidativnog delovanja pecuraka pronalaze u jedinjenjima fenolne strukture (Kim i saradnici,
2008; Barros 1 saradnici 2007, Mau 1 saradnici, 2002; Cheung i saradnici, 2003; Cheung i
Cheung, 2005; Lo i Cheung, 2005, Turkoglu 1 saradnici, 2007).

Fenolne kiseline i flavonoidi ¢ine najznacajniju grupu polifenolnih jedinjenja. Fenolne kiseline
su hidroksilovani derivati benzoeve i cimetne kiseline (slika 12) (Matilla i saradnici, 2002).
Najces¢i derivat hidroksicimetne kiseline je p-kumarinska kiselina, kafena 1 ferulna kiselina, a
najpoznatija iz ove grupe kiselina je hlorogenska kiselina. Derivati hidroksibenzoeve kiseline u
hrani su prisutni u obliku glikozida. Naj¢esce se srecu p-hidroksibenzoeva kiselina, vanilinska i
protokatehinska kiselina (Herman, 1989).

Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina zavisi od hemijske strukture jedinjenja, izmedu

ostalog broja hidroksilnih grupa i1 njihovog polozaja, prisustva metoksi grupa, prirode grupe
izmedu aromati¢nog prstena i karboksilne grupe, itd.
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Slika 12. Hemijska struktura fenolnih kiselina

O uticaju strukture ovih komponenata na antioksidativnu aktivnost svedoc¢i nekoliko sledecih
podataka. Antioksidativna aktivnost raste sa povecanjem broja hidroksilnih grupa, pa derivati
dihidroksibenzoeve kiseline imaju vecu antioksidativnu aktivnost u odnosu na derivate
hidroksibenzoeve kiseline. Galna kiselina, kao 3,4,5-trihidroksi benzoeva kiselina, ima jace
antioksidativno delovanje od derivata dihidroksibenzoeve kiseline, $to je u skladu sa prethodnom
tvrdnjom, 1 smatra se benzoevom kiselinom sa najja¢im antioksidativnim delovanjem.
Monohidroksibenzoeve kiseline sa hidroksilnom grupom u orto i para polozaju ne pokazuju
antioksidativnu aktivnost, odnosno nemaju osobinu H-donora. Za razliku od njih m-
hidroksibenzoeva kiselina, zbog meta poloZaja OH grupe, poseduje antioksidativnu aktivnost.
Inkorporacija metilenske grupe izmedu aromati¢nog prstena i karboksilne grupe smanjuje uticaj
karboksilne grupe, ¢ime se gotovo udvostrucuje antioksidativna aktivnost (Rice Evans i
saradnici, 1995).
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Flavonoidi predstavljaju najznacajniju grupu fenolnih jedinjenja. Osnovni strukturni skelet
flavonoida ¢ine 15 atoma ugljenika u osnovnoj Ce-Cs-Ce strukturi, od kojih devet pripada
benzopiranskom prstenu (benzenski prsten A kondenzovan sa piranskim prstenom C), a ostalih
Sest ugljenikovih atoma €ine benzenski prsten B povezan sa benzopiranskim prstenom na poziciji
dva (flavoni, flavonoli, flavononi, dihidroflavoni, flavani i antocijanidini), na poziciji tri
(izoflavoni) 1 na poziciji Cetiri (neoflavoni) (slika 13).

Slika 13. Osnovna struktura flavonoida i katehina kao jednog od najzastupljenijih jedinjenja ove
grupe

U prirodi se najcesc¢e srecu jedinjenja sa hidroksilnim grupama u 3’ i 4’ poloZaju na B prstenu i
nesto manje sa jednom hidroksilnom grupom u poloZaju 4> B prstena. Seéerna komponenta
flavonoida je najCeSée vezana u polozaju 3 i rede u polozaju 7. Kao Seéerna komponenta
najcesce se javlja glukoza, a rede galaktoza, ramnoza i ksiloza (Hermann, 1989).

Utvrdeno je da su flavonoidna jedinjenja efikasni skevindZeri superoksid i peroksil radikala, da
imaju inhibitorni efekat na proces lipidne peroksidacije, kao i sposobnost heliranja metala. Kao 1
u slucaju fenolnih kiselina, antioksidativno delovanje jedinjenja ove grupe zavisi od strukturnih
karakteristika.

Dokaz protektivnog delovanja flavonoida in vivo su epidemioloska istrazivanja holandskih
naucnika koja pokazuju da su koronarne bolesti 1 dnevni unos flavonoida obrnuto proporcionalni
(Hertog 1 saradnici, 1993). Zahvaljuju¢i skevindzer aktivnosti hidroksil radikala utvrdeno je da
flavonoidi, kao 1 gotovo sva ostala fenolna jedinjenja, poseduju veliki broj bioloskih aktivnosti:
vazodilatorno, antikancerogeno, antibakterijsko, antiinflamatorno, antialergijsko, antivirusno,
imunostimulatorsko, antialergijsko, itd. (Ho 1 saradnici, 1992; Brown, 1980; Middelton i
Kandaswami, 1992).

Smatra se da su fenolne komponente osnovni nosioci antioksidativnog delovanja pecuraka.
Dokazano je postojanje linearne korelacije izmedu sadrzaja ukupnih fenola i antioksidativnog
delovanja pecuraka ili njihovih ekstrakata (Baros i1 saradnici, 2007). Vrlo je malo podataka o
konkretnim pojedinim fenolnim komponentama prisutnim u pecurkama i njihovim ekstraktima.
Jedno od istraZivanja koja su se bavila ovom temom bilo je istraZivanje Matile i saradnika
(2001). Ovim istrazivanjem utvrdeno je da pecurke A. bisporus, P. ostreatus i L. edodes kao
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fenolne komponente sadrze p-hidroksi benzoevu kiselinu, protokatehinsku i kafenu kiselinu.
Sadrzaj p-hidroksi benzoeve kiseline iznosio je od 51 do 790 nug/100 g suve materije, sadrzaj
protokatehinske kiseline od oko 30 do 139 ng/100 g suve materije, a sadrzaj kafene kiseline od
50 do 82 pg/100g suve materije (Mattila i saradnici, 2001.) Primenom HPLC metode Kim 1
saradnici (2008) su utvrdili da je jedno od najprisutnijih fenolnih jedinjenja u lekovitim 1 jestivim
pecurkama (L. edodes, P. ostreatus, G. lucidum, A. blazei) galna kiselina, ali da je, u skladu sa
prethodno spomenutim istrazivanjem Matilla 1 saradnika, Cesta 1 protokatehinska kiselina. Ostale
fenolne komponente prisutne su u malom udelu.

2.5.1.6. OSTALE ANTIOKSIDATIVNE KOMPONENENTE PECURAKA

Pecurke su u stanju da akumuliraju razlicite fitokomponente. Pored derivata fenola, kao nosioca
antioksidativnog delovanja prisutni su terpeni, steroidi, poliketidi, PB-karoten, tokoferoli,
askorbinska kiselina i neke specificne antioksidativne komponente pecuraka, kao Sto je
ergotionen. Vecéina od ovih komponenata su prisutne u razli¢itim pecurkama, odnosno njihovim
ekstraktima u relativno malim koli¢inama.

Sadrzaj tokoferola u metanolnim ekstraktima pecuraka kao Sto su A. bisporus, P. ostreatus,
Polyporus squamosus i Russula delica krece se od 4 do 9 mg/g. Najveéi sadrzaj tokoferola
odreden je u metanolnom ekstraktu pecurke A. bisporus (Elmastas i saradnici, 2006). Utvrdeno
je da je sadrzaj B-karotena u pecurkama i njihovim ekstraktima veoma nizak. U suvim uzorcima
nekoliko vrsta pecuraka (Pleurotus i Polyporus) iznosi do 2 mg/g, dok u pojedinim vrstama nije
ni detektovano njegovo prisustvo. Sadrzaj askorbinske kiseline u pecurkama je takode veoma
nizak (Mau i saradnici, 2002).

2.5.1.7. METODE ZA ODREPIVANJE SADRZAJA FENOLNA I
ANTIOKSIDATIVNOG DELOVANJA

Jedna od najcesce koriS¢enih metoda za odredivanje sadrzaj ukupnih fenolnih komponenata
u pecurkama je metoda po Folin-Ciocalteu (Singelton i Rosi, 1965). Ova metoda po se zasniva
na redukujucoj sposobnosti OH grupa, odnosno merenju redukujuc¢eg kapaciteta polifenolnih
jedinjenja, ¢ijom disocijacijom nastaje proton i fenoksidni anjon. Formiran fenoksidni anjon
redukuje Folin-Ciocalteu reagens, koji je zuto obojen, do plavo obojenog jona (Fenol —
MoW1040) * Ova reakcija je prikazana na slici 14.

Mo (VI) + ¢ — Mo (V)
zuto obojen plavo obojen
Slika 14. Reakcija po Folin-Ciocalteu
Reakcija na kojoj se zasniva merenje ukupnih fenolnih komponenata nije specifi¢na, jer na isti

nacin sa Folin—Ciocalteu reagensom mogu da reaguju jo$ neka jedinjenja. Da bi se odredio
sadrzaj pojedinacnih fenolnih komponenata u nekom uzorku potrebna je primena preciznije
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analiti¢ne metode, odnosno HPLC (High Pressure Liquid Chromatography), koja je 1 najcesce
koris¢ena metoda za odredivanje sadrzaja pojedinac¢nih fenolnih komponenata. Fenolne
komponente se, nakon razdvajanja na odgovaraju¢oj koloni, detektuju primenom razlicitih vrsta
detektora: UV-VIS detektora sa fotodiodnim nizom (PDA), diodnim nizom (DAD), kao i UV
fluorescentnim detektorom. Utvrdena je prednost HPLC/DAD tehnike u pogledu preciznosti
odredivanja fenolnih komponenata, a primena DAD detektora obezbeduje skeniranje celog UV-
VIS podrugja, od 210 do 650 nm (Zivkovié, 2009). Za strukturno odredivanje fenolnih
komponenata moze se koristiti HPLC/MS (masena spektrometrija), koja se karakteriSe dobrim
razdvajanjem 1 osetljivos¢u, a poseduje 1 veliku selektivnost zahvaljuju¢i MS detektoru.

Sadrzaj ukupnih flavonoida, kao fenolnih komponenata sa najjatim antioksidativnim
delovanjem, se najc¢es¢e odreduje primenom kolorimetrijske metode po Markham-u (1989, koja
zasniva na osobini flavonoida da sa metalima, narotito AI’", grade odgovaraju¢e metalo-
komplekse (slika 15).

OH (;)——-Al
. _OH " )
T [ ]
HO\/H‘“\/ O\I X AICl, HQ\FJ\‘I/O\‘,/"‘\
S = N
N “W “O—GI—~Ram \‘r d \[ O—GIt—Ram
oH O 02,0
Al

Slika 15. Reakcija flavonoida (rutina) sa AI’* metalnim jonom

Antioksidativna aktivnost se odreduje se primenom razli¢itih metoda. Jedna od najceSce
kori$¢enih je DPPH metoda. Ova metoda se zasniva na neutralizaciji slobodnih DPPH radikala
primenom DPPH testa po Espin-u (2000). DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je relativno
stabilan slobodni radikal. Primenu DPPH’ radikala radi utvrdivanja skevindzer kapaciteta
prirodnih antioksidanata koristio je jo§ pre oko pola veka Blois (1958). Danas gotovo sva
istrazivanja koja se ti€u antioksidativnog delovanja zapocinju svoje preliminarno ispitivanje
primenom ove metode.

0 . D L
Y N—=N & — 02N N=N +
= )
No: NOz

DPPH DPPB-H  Aroksi radikal

Slika 16. Struktura DPPH radikala i reakcija sa slobodnim radikalom
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Ovo je veoma jednostavana i brza spektrofotometrijska metoda u kojoj se nastale promene mogu
1 vizuelno pratiti. Stabilni DPPH" radikal je ljubicasto obojen. U prisustvu antioksidativne
komponente, usled doniranja H atoma, dolazi do transforamcije ovog radikala u DPPH-H formu,
koja je zuto obojena (slika 16). Ova promena pracena je smanjenjem apsorbance na ispitivanoj
talasnoj duzini. Za razliku od laboratorijski generisanih slobodnih radikala, kao §to su superoksid
1 hidroksil radikal, upotreba ovog stabilnog radikala ima svoje prednosti jer na njega ne mogu
uticati sporedne reakcije (heliranje od strane metala ili enzimska inhibicija). Antioksidativna
aktivnost odredena primenom ove metode izrazava se preko RSC vrednosti (kapacitet “hvatanja”
radikala, ili Radical Scavengig Capacity) koja se izra¢unava primenom jednacine:

100 - (Asample x 100)
Ablank

RSC(%) =

gde je Asample absorbanca ispitivanog uzorka, a Apiank absorbanca kontrole.

Na osnovu dobijenih RSC vrednosti izracunavaju su ICsy vrednosti. Prema FDA (Food and Drug
Administration) 1Cs vrednost je koncentracija koja je potreban za inhibiciju 50% radikala u in
vitro uslovima.

Kao preciznija metoda za odredivanje antioksidativne aktivosti koristi se EPR spektroskopija
(Electron Paramagnetic Resonance Spectroscopy). EPR spektroskopija je analiticka metoda koja
se moze koristiti za pracenje razli¢itih fizickih i hemijskih procesa (npr. oksido-redukcionih
procesa 1 slobodnoradikalskih reakcija), kao i1 za odredivanje strukture paramagnetnih supstanci.
Primenljiva je za sve paramagnetne sisteme koji imaju zbirni elektronski spinski momenat
razli¢it od nule. EPR tehniku karakteriSe velika osetljivost (10"% mol/l), nedestruktivno
delovanje i mala masa uzorka potrebna za analizu (Zivkovié, 2009). Za EPR spektralnu analizu
antioksidativnog delovanja na hidroksil i superoksid radikal, radikale koji su osnovni uzroc¢nici
oStecenja u bioloskim sistemima, neophodno je primeniti spin traping metodu. Po ovoj metodi
nestabilni radikali “hvataju se” pomocu odredenih organskih jedinjenja tzv. spin trapova, nakon
Cega nastaju stabilni radikali, koji imaju duze vreme Zzivota od nestabilnih, i koji se mogu
detektovati i pratiti. EPR spin traping eksperiment obuhvata sledece:

1. Odabrani radikal ("OH ili ‘O;") se proizvodi pomoc¢u hemijskog generatorskog sistema.
Njegov sadrzaj odreduje se na osnovu amplitude EPR signala koji potice od spin trap
adukta formiranog u reakciji sa radikalom.

2. Isti postupak se ponavlja uz dodatak uzorka (npr. ekstrakta), ¢ije se inhibitorno delovanje
odreduje, 1 koji bi trebao da dovede do smanjenja EPR signala, ukoliko ispitivani uzorak
inhibira odredenu koli¢inu nastalih radikala.

Sposobnost ispitivanih uzoraka da uklone odredenu vrstu slobodnih radikala odredena je na
osnovu amplitude EPR signala koji poti¢e od spin trap adukta, sa ili bez dodatka ispitivanog
uzorka. Rezultati se izraZzavaju preko relativane inhibicije (RI), koja predstavlja relativno
smanjenje sadrzaja radikala u sistemu i izraCunava se na osnovu jednacine:
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PA.. —PA

Rl = rgs rgs+e

Pi

rgs

gde je: PArgs — pik amplitude (radikal generatorski sistem); PArgs+e — pik amplitude (radikal
generatorski sistem + ekstrakt); Plygs — pik intenzitet (radikal generatorski sistem).

SkevindZer sposobnost "OH radikala odreduje se pomoc¢u Fenton-ove reakcije kao generatorskog
sistema ove radikalske vrste. Ova reakcija se moZze prikazati na slede¢i nacin:

Fe’" + H,0, — Fe’" + "OH + OH™

Kao spin trap najées¢e se koristi DEPMPO (5-dietoksifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oksid).
DEPMPO reaguje sa formiranim "OH radikalom pri ¢emu nastaje DEPMPO/OH adukt (slika

17).
0 0
H_:CH;CO‘-;III H*,CH:CO\-II! H
H3CH,CO oH H:CH:CO™
/ H —
3
CHj CHY "

Slika 17. Nastajanje DEPMPO/OH adukt.

SkevindZer sposobnost ‘O, radikala najCeS¢e se testira pomocu hipoksantin/ksantin oksidaza
(HX/XO) reakcije kao generatorskog sistema ove radikalske vrste. Skevnidzer aktivnost
interpertirana je preko RI vrednosti. Kao spin trap i u sluéaju ovog radikala najcesce se koristi
DEPMPO. DEPMPO reaguje sa formiranim ‘O, radikalom pri ¢emu nastaje DEPMPO/OOH
adukt.

EPR metoda je tehnika koja se koristi i za ispitivanje procesa lipidne perooksidacije. Kao
generatorski sistem i u ovom slucaju koristi se Fenton-ova reakcija jer produkuje hidroksil

-----

Za ispitivanje redukcione moci pecuraka najce$ce koris¢ena metoda je Reducing power po
Oyaizu (Vidovi¢ 1 saradnici, 2010). Ova metoda se zasniva na prac¢enju redukcione sposobnosti
N .. 3+ 2+ . . ..
ispitivanog uzorka na transformaciju Fe©" — Fe™ . Kao mera reduktivne sposobnosti koristi se
ECso vrednost koja predstavlja koncentraciju ispitivanog uzorka pri kojoj se postize apsorbanca
od 0,5 na talasnoj duzini od 700 nm. Redukciona sposobnost ispitivanog uzorka najcesce se
poredi sa redukcionom sposobno$¢u poznate antioksidativne komponente.
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2.5.2. KARDIOVASKULARNO DELOVANJE

Veoma znacajno lekovito delovanje pecuraka ogleda se i u pozitivnom uticaju na hipertenziju,
uticaju na smanjenje holesterola, antidijabetickom delovanju 1 uticaju na regulisanje sréanog
protoka i sr¢anih aritmija.

Koronarna bolest arterija danas se smatra jednim od najces¢ih uzroka smrti u razvijenim
zemljama, a uzrokuju je dijabetes, visoki krvni pritisak, hiperholesterolemija,
dislipoproteinemija, itd. (Alberts 1 saradnici, 1980). Gotovo 2/3 ukupnog holesterola u najve¢em
broju slucajeva endogenog je porekla. Inicijalni korak u prevenciji i leCenju koronarne bolesti
arterija i1 hiperholesterolemije je modifikacija nutritivnog unosa i ishrana siroma$na u mastima 1
zasi¢enim masnim kiselinama i bogata dijetetskim vlaknima. Pecurke, a posebno neke vrste
(Pleurotus, Letinula i Griofola) zbog visokog sadrzaja dijetetskih vlakana, prisustva sterola,
proteina, mikroelemenata, kao i male kalorijske vrednosti, gotovo su idealno dizajnirana hrana za
prevenciju kardiovaskularnih bolesti (Hobbs, 1995; Breene, 1990).

Kada se kontorlisana ishrana ne moze koristiti u terapijske svrhe, primenjuju se lekovi.
Regulacija poremeéenog holesterola odnosi se na inhibiciju sinteze holesterola inhibitorima
poput HMG-CoA (mikrozomalni enzim 3-hidroksi-3metilglutaril-koenzim A) reduktaze
(Rodwell i saradnici, 1976). Mevilonin, proizveden komercijalno od Aspergillus terreus, je bio
prvi specifi¢ni inhibitor HMG-CoA reduktaze, a time 1 lek koji je dobio odobrenje da moze biti
koriS¢en u terapiji hipoholesteremije (Alberts i saradnici, 1980). Nekoliko pecuraka genusa
Pleurotus proizvode mevilonin (Gunde Cimerman i Cimerman, 1995). Pozitivno delovanje
pecurke Pleurotus utvrdeno je u klinickom istrazivanju u kome je u periodu od mesec dana
pacijentima sa dijagnozom hiperholesterolemija uz svakodnevnu ishranu davano 15-20 g
osuSenog suplementa Pleurotus. U vecini slucajeva doslo je do smanjenja hiperholesterolemije
(Bobek i saradnici, 1998). Iz ovih razloga peCurke genusa Pleurotus smatraju se prirodnim
komponentama u humanoj ishrani za snizavanje nivoa holesterola (Gunde-Cimerman, 1999).

Polisaharidi izolovani iz peCuraka Tremella fuciformis i Tremella aurantia imaju antilipidemijski
efekat, odnosno uti¢u na snizavanje nivoa holesterola u plazmi (Kiho i saradnici, 1995). Odavno
je utvrdeno da eritadenin, komponenta izolovana iz etanolnog ekstrakta pecurke L. edodes, ima
sposobnost smanjenja nivoa holesterola u krvnom serumu, ali ne inhibicijom biosinteze
holesterola, ve¢ ubrzanjem ekskrecije unetog holesterola i njegovom metabolitiCkom
dekompozicijom (Susuki i Oshima, 1974). Razli¢ita istrazivanja pokazuju da pecurka L. edodes
utice 1 na smanjenje krvnog pritiska i slobodnog holesterola u plazmi, kao i da ubrzava
akumulaciju lipida u jetri. U jednom istrazivanju kardiovaskularnog delovanja pecuraka od 17
ispitivani vrsta makrofungi, 16 je pokazalo bar jedan od slede¢ih efekata: sposobnost da utice na
smanjenje hiperholesterolemije, sposobnost da smanjuje arterijalnu hipertenziju ili
hiperglikemiju, sposobnost normalizacije poremecene agregacije trombocita (Smith i saradnici,
2002).

Nukleinske kiseline u pecurkama su takode znacajne lekovite komponente koje mogu pronaci
svoju primenu u terapiji 1 prevenciji kardiovaskularnih bolesti. Utvrdeno je da nukleinske
kiseline iz L. edodes imaju znacajnu antitromboticku aktivnost (Smith i saradnici, 2002).
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Zahvaljujuéi visokom sadrzaju dijetetskih vlakana 1 proteina, a malom sadrzaju masti, ekstrakti
jestivih pecuraka smatraju se idealnom hranom za dijetetsku prevenciju hiperglikemije (Gunde
Cimerman, 1999). Ekstrakti nekoliko lekovitih pecuraka (Tremmella aurantia, Cordyceps
sinensis, G. lucidum i A. auricula judae) pokazuju uticaj na smanjenje sadrzaja glukoze u krvi
(Kiho 1 saradnici., 1995). Smanjenje nivoa glukoze kao i smanjenje nivoa triglicerida u krvi,
pokazuje nekoliko vodenih ekstrakata pecuraka (L. edodes, P. ostreatus i Phellinus linteus)
(Kim 1 saradnici 2001).

2.5.2.1. ADENOZIN

Veruje se da su aktivne komponente lekovite pecurke Cordyceps nukleozidi. 1z ove vrste
pecuraka izolovano je 10 razli¢itih nukleozida (Fan i saradnici, 2006). Utvrdeno je da su
nukleozidi ukljuceni u regulaciju razli¢itih fizioloSkih procesa u centralnom nervnom sistemu
(Fan 1 saradnici, 2006). Oni imaju znacajnu ulogu u razvoju i diferencijaciji gastrointestinalnog
trakta, kao 1 u pravilnom funkcionisanju imunog odgovora humanog organizma. Smatra se da
nukleozidi mogu nastati degradacijom DNK i RNK (Uauy i saradnici 1990; Carver, 1994).

Kineska pecurka Cordyceps sinensis se smatra jednim od najbogatijih izvora nukleozida sa
znacajnim farmakoloskim delovanjem. Cordyceps je vrlo redak u prirodi i skup na trziStu, ali i
veoma cenjen. Na trziStu Kine u prodaji je nekoliko produkata fermentacije ove pecurke i oni se
koriste kao lek ili dijetetski suplement (Yin i Tang, 1995). U poslednjih nekoliko godina
primecena je ekspanzija proizvoda na bazi ove pecurke i na drugim svetskim trziStima. Kao
supstituent ove retke vrste peCuraka ¢esto se koristi Cordyceps militaris (Fan i saradnici, 2006).

Cordyceps sadrzi znacajne koli¢ine nukleozida adenozina, guanozina i uridina, a smatra se da
adenozin (slika 19) ima klju¢nu ulogu u farmakoloskim efektima. Adenozin je prirodni purinski
nukleozid koji se sastoji od adenina vezanog B-Ny glikozidnom vezom za molekul riboze
(ribofuranoze). On ima znacajnu ulogu u biohemijskim procesima transfera energije kao
adenozin trifosfat (ATF) i1 adenozin difosfat (ADF), zatim u signalnoj transdukciji kao cikli¢ni
adenozin monofosfat, deluje na funkcije u nervnom tkivu (Ribeiro, 1995), smatra se inhibitornim
neurotransmiterom, itd. Adenozin je potencijalni antiinflamatorni agens, ima sposobnost
dilatacije arterija i relaksacije glatkih miSi¢a arterija, poseduje Sirok spektar delovanja na
koronarnu i cerebralnu cirkulaciju. Jedno od najznacajnijih osobina ovog jedinjenja je regulacija
sr¢anog ritma kod osoba koje pate od supraventrikularnih tahikardija (Ribeiro, 1995).

Akumulacije adenozina i drugih modifikovanih nukleozida u pecurkama privukla je znacajnu
paznju nauc¢ne javnosti, naroCito zbog znacajnih farmakoloskih delovanja ovih komponenata (Li
i saradnici, 2001). Sadrzaj adenozina u Cordyceps-u smatra se markerom kvaliteta ove pecurke
(Yue i saradnici, 1995). Pitanje odredivanja kvaliteta pecurke na ovaj nacin je ipak diskutabilno,
obzirom da je utvrdeno da efekat farmakoloSkih delovanja ove pecurke ne koreliSe samo sa
sadrzajem adenozina (Fan i saradnici, 2006).
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Slika 18. Adenozin

Zbog prisustva adenozina doslo je do pomaka u kultivaciji pe¢uraka vrste Cordyceps. Utvrdeno
je da u vedini slucajeva kultivisan Cordyceps sadrzi viSe adenozina nego prirodno sakupljen.
Visok sadrzaj nukleozida u kultivisanim vrstama smatra se posledicom brzog metabolizma u
kulturama dobijenim u vesStackim uslovima (L1i i saradnici, 2001). Zanimljiv podatak je i da svez
prirodni Cordyceps sadrzi mnogo manje nukleozida u odnosu na osusen i industrijski obraden
(Li 1 saradnici, 2001).

2.5.2.2. MASNE KISELINE

Lipidi imaju znacajnu ulogu u funkcionisanju covekovog organizma, jer uti¢u na funkcionisanje
hormona ili su njihovi prekursori, pomazu u procesu digestije 1 jedni su od osnovnih
konstituenata u metabolizmu energije. Takode, lipidi predstavljaju osnovne strukturne i
funkcionalne komponente biomembrana (Burtis i Ashwood, 1996). Osnovne strukturne jedinice
koje izgraduju lipide su masne kiseline. Masne kiseline se dele na zasi¢ene (saturated fatty acids,
SFA) i nezasi¢ene masne kiseline (unsaturated fatty acids, UFA). Postoji i podela nezasi¢enih
masnih kiselina na zasicene masne kiseline sa jednom nezasi¢enom vezom (monounsaturated
fatty acids, MUFA) i viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (polyunsaturated fatty acids, PUFA).
U ishrani supstitucija zasi¢enih masnih kiselina nezasi¢enim je veoma znacajna, poSto takva
ishrana dovodi do povecanja HDL (“dobrog” holesterola), odnosno do smanjenja LDL (“loseg”
holesterola) 1 triglicerida (Isang i Zhang 2007). Ova supstitucija izuzetno je znacajna jer je
dokazano da je ishrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama povezana sa povecanjem bolesti
kardiovaskularnog sistema, ateroskleroze i koronarne bolesti srca (Wang i1 saradnici, 2003).
Nezasi¢ene masne kiseline koje pripadaju grupi omega-6 i omega-3 masnih kiselina imaju
znaCajno biolosko delovanje i u malim koncentracijama. One su prekursori biosinteze
eikozanoida (prostaglandina). Ove znacCajne komponente izmedu ostalog kontroliSu mnoge
sisteme u humanom organizmu i uticu pozitivno na kardiovaskularne bolesti, nivo triglicerida,
krvni pritisak 1 artritis. Omega masne kiseline poseduju i antiimflamantorno, antitromboticko,
antiaritmicko, vazodilatatorno delovanje, a deluju i na dijabetes tip 2, ulcerativni kolitis,
Hronovu bolest (Voet 1 Voet, 2004).
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Smatra se da pecurke imaju mali sadrZaj masti, a da su preovladujuce masne kiseline nezasic¢ene
oleinska i linoleinska kiselina. Istrazivanjem profila masnih kiselina pecuraka bavila su se mnoga
naucna istrazivanja (Yilmaz i saradnici 2006; Kavishree i1 saradnici; 2008 Ribeiro i saradnici,
2009, Vidovi¢ i saradnici, 2011). Nezasi¢ena masna kiselina sa visokim udelom u gotovo svim
analiziranim vrstama pecuraka je oleinska kiselina (C 18:1 n9) sa jednom nezasi¢enom vezom
(MUFA) koja pripada grupi omega-9 masnih kiselina. Oleinska kiselina (slika 19) se u velikom
udelu nalazi u maslinovom ulju i utvrdeno je da je efikasna u smanjuju nivoa holesterola i
prevenciji kardiovaskularnih bolesti.

HO

Slika 19. Oleinska kiselina

Snizavanje nivoa holesterola seruma moze dovesti do prevencije koronarne arteroskleroze, kao 1
prevencije aresta (Barter 1 Rey, 1996). Zbog sposobnosti regulacije nivoa holesterola pecurke se
odavno koriste u hiperholesterolemickim i antiskleroznim dijetama u orijentalnoj medicini (Sun i
saradnici, 1984). Pored oleinske joS nekoliko kiselina koje pripadaju grupi omega-9 masnih
kiselina (nervonska i cis-11-eikosenoinska kiselina) detektovane su u pecurkama (Ribeiro i
saradnici, 2009).

Esencijalne masne kiseline se moraju unositi putem hrane ili suplemenata. Nedostatak
esencijalnih masnih kiselina moze biti odgovoran za niz disfunkcija u organizmu (dermatitis,
imunosupresija i sr¢ana disfunkcija) (Voet i Voet, 2004). Najprisutnija esencijalna masna
kiselina u pecurkama je linoleinska kiselina (C 18:2 n6), koja spada u grupu omega-6 masnih
kiselina (slika 20). Ovoj grupi masnih kiselina pripadaju jo$ neke kiseline kao S$to su y-
linoleinska, dihomo-y-linoleinska 1 arahidonska kiselina (Voet 1 Voet, 2004).

f’%f’%/\L
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Slika 20. Linoleinska kiselina

Linoleinska kiselina u pecurkama je i prekursor aromati¢nih alkohola sa osam ugljenikovih
atoma (1-okten-3-ol, 3-oktanol, 1-okten-3-on i 3- oktanon), koji su nosioci arome pecuraka
(Combet i saradnici, 2006).
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2.5.2.3. STEROLI

Ergosterol i holesteroli su bioaktivne supstance u pecurkama. Ergosterol je osnovni sterol
funglane ¢elijske membrane 1 za nju je ¢vrsto vezan (Suqion i saradnici, 2010). Fungalni steroli
omogucavaju karakteristicne funkcije neophodne za rast pecurke. Vecina fungalnih sterola (npr.
ergosterol) sadrze 28 ugljenikovih atoma (Matilla 1 saradnici, 2002). U pecurkama su
identifikovani razli€iti steroli, kao Sto su fungisterol, ergosta-5-7-dienol, 24-metil holesterol i
metilen holesterol (Weete 1 Gandhi, 1997). Utvrdeno je da biljni steroli imaju pozitivan uticaj na
ljudsko zdravlje. Smatra se da ove aktivnhe komponente pecuraka poseduju antidijabeticko 1
antiarterosklerozno delovanje, uticu na smanjenje nivoa holesterola u serumu, a znacajni su i u
prevenciji raka debelog creva (Piironen i saradnici, 2000). Fungalni steroli imaju slicne
karakteristike biljnim sterolima i poseduju ista pozitivna dejstva. Brojna naucna istrazivanja
pokazuju da ergosterol i njegovi produkti peroksidacije doprinose zdravlju u smislu smanjenja
bola koji je izazvan zapaljenskim procesima, ucestalosti kardiovaskularnih bolesti, a poseduju
antimikrobno i antitumorno delovanje (Suqin i saradnici 2010). Antitumorno delovanje
ergosterola povezuje se sa direktnom inhibicijom angiogeneze indukovane tumorom. Ergosterol
se apsorbuje u digestivnom traktu, akumulira, i moze biti metabolisan in vivo u nove bioaktivne
produkte kao §to je 17, 24-dihidroksiergosterol (Slominski i saradnici, 2005).

Ergosterol (slika 21) prisutan u pecurkama je prekursor vitamina D2 i1 u ovaj vitamin moze biti
konvertovan pomoc¢u UV zracenja (Jasinghe 1 Perera, 2005). Vitamin D2 ima znac¢ajnu ulogu u
regulaciji nivoa kalcijuma i fosfora (Greer i Marshall, 1989). Klinicka istrazivanja ukazuju na
uticaj izmedu nivoa vitamina D 1 kardiovaskularnih bolesti. Nizak nivo vitamina D smatra se
jednim od uzroka kongestivne bolesti srca (Pilz i saradnici, 2008). Istrazivanjem je utvrdeno i da
vitamin D ima protektivnu ulogu u prevenciji kolorektalnog kancera, kancera dojke, prostate i
kancera jajnika (Rossi i saradnici, 2009).

Slika 21. Ergosterol

Kultivisane pecurke imaju relativno visok sadrzaj sterola i sracunato na suvu materiju on iznosi
od 625 do 774 mg/100 g. Ergosterol je dominantni sterol peCuraka i u odnosu na ukupan sadrzaj
sterola prisutan je u udelu od 83 do 89% u pecurkama C. cibarus i B. edulis. Sadrzaja ergosterola
u suvoj materiji peurke A. bisporus iznosi 6,54 mg/g (Matilla i saradnici, 2002).

U A. bisporus i P. ostreatus prisutan je i ergosta-5,7-dienol i to u udelu od 7 do 12%, dok je kod
L. edodes u sli¢nom udelo detektovan fungisterol.
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2.5.3. IMUNOMODULATORNO I ANTIKANCEROGENO DELOVANJE

Imunomodulatorno i antikancerogeno delovanje mogu se, zbog mehanizma delovanja,
posmatrati zajedno. Najznacajnijim lekovitim komponentama izolovanim iz pecuraka smatraju
se polisaharidi i njihovi kompleksi. Ove komponente poseduju oba delovanja.

Osnovni nosioci imunomodulatronog delovanja su: polisaharidi (narocito B-glukani), protein i
triterpenoidi, odredeni steroidi i organski geranijum.

Ispitivanja lekovitih gljiva u svom fokusu imaju istrazivanje komponenata koje pozitivno ili
negativno stimuliSu bioloski odgovor imunih ¢elija. Jedinjenja koja su sposobna na interakciju sa
imunim sistemom, pri ¢emu dolazi do specificnih odgovora domacina koji podrazumeva
podizanje nivoa imuniteta ili smanjenja u odredenim uslovima, mogu se smatrati
imunomodulatorima (biological response modifier). Komponente koje mogu da stimulisu
humani imuni odgovor mogu na¢i svoju primenu u terapiji kancera, kao i drugih bolesti
izazvanih smanjenjem ili nedostatkom imuniteta.

Danas je u svetu poznato nekoliko preparata na bazi polisaharida pecuraka, koji se smatraju
imunomodulatorima. Medu najpoznatijim nalaze se polisaharidi izolovani iz pecurke L. edodes,
Lentinan, LEM i LAP. Lentinan sarzi polisaharide konstituenate celijskog zida plodonosnog tela
i micelije L. edodes, visoko je pre¢iscen, velike molekulske mase, rastvoran u vodi, otporan na
toplotu. Strukturno ovaj polisaharid se sastoji od osnovnog (B-D 1-3 glukoze) i bo¢nih lanaca (j3-
D 1-6 glukoze). Uspesno je primenjen u terapiji kolorektalnog i1 kancera zeludca (Taguchi i
Furue, 1985). LEM i LAP su ekstrakti dobijeni iz micelije L. edodes. Predstavljaju glukoproteine
koji sadrze glukozu, galaktozu, ksilozu, arabinozu, manozu i fruktozu. LEM sadrzi 24,6%
proteina, 44% Secera, a ostali deo ¢ine derivati nukleinskih kiselina, vitamini B grupe i ergosterol
(Ilzuka, 1997). Slicni polisaharidi 1 protein-polisaharidni kompleksi, PSK 1 PSP, dobijeni su iz
pecurke T. versicolor i odredenih frakcija pe¢urke G. frondosa (Nanba, 1997).

O prvom istrazivanju koje se odnosi na antikancerogeno delovanje polisaharida iz pecuraka
izvestavaju lkekawa i saradnici (1968; 1969). Ovim istrazivanjem dokazano je da ekstrakti
nekoliko razlic¢itih vrsta pecuraka poseduju zna¢ajno antitumorno delovanje protiv Sarkoma 180.
U oba istrazivanja komponente sa antitumornim delovanjem ekstrahovane su vrlo jednostavno,
vrelom vodom. Nakon ekstrakcije utvrdeno je da su ekstrahovane komponente sa antitumornim
delovanjem bile polisaharidi. U tabeli 6 dati su primeri nekoliko komponenata sa antitumornim
delovanjem (Ferreira i saradnici, 2010).
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Tabela 6. Komponente pecuraka sa antitumornim delovanjem

Komponente sa malom molekulskom | Komponente sa velikom molekulskom
masom: masom:

e cerebrozidi, e homo- i heteroglukani,

e izoflavoni, e glikoproteini,

e kateholi, o glikopeptidi,

e amini, e proteini i

e triacilgliceroli, e RNK-protein kompleks.

e seskviterpeni,

e steriodii

e organski germanijum i selen.

Smatra se da se antikancerogeno delovanje polisaharida i polisaharidnih kompleksa izolovanih iz
lekovitih pecuraka bazira na aktivaciji makrofaga, prirodnih ¢elija ubica i T ¢elija. One u
organizmu domacina aktiviraju proizvodnju interleukina, interferona i tumor nekrosis faktore
((TNF)-alfa), kao i neke druge komponente, koje su u stanju da uspesno uniSte ¢elije kancera
(Smith i saradnici, 2002).

2.5.4. ANTIMIKROBNO DELOVANJE PECURAKA

Droge koje sadrze antimikrobne komponente od davnina su se koristile u profilakticke i
terapeutske svrhe. Utvrdeno je da oko 75% Polyporace pecuraka pokazuju snazno antimikrobno
delovanje (Suay i saradnici, 2000). Ova aktivnost se vezuje ne samo za male molekule
(sekundarne metabolite) ve¢ 1 za molekule velike molekulske mase kao Sto su polisaharidi
izolovani iz ¢elijskog zida peCuraka. Antimikrobne komponente pecuraka, se mogu svrstati u dve
osnovne klase: komponente koje deluju indirektno preko modifikacije bioloskog odgovora
(obi¢no su to polisaharidi) i na komponente koje deluju direktno kao inhibitiori virusa (Brandt i
Pirano, 2000).

Brojni su primeri antimikrobnog delovanja pecuraka i komponenata izolovanih iz njih. Tako su
nekoliko polisaharida izolovanih iz lekovitih pecuraka pokazali antivirusno delovanje protiv
citomegalovirusa (Jong i saradnici, 1991). Lentinan izolovan iz pecurke L. edodes, kao i sulfatni
derivat Lentinana, pokazuju potencijalno anti HIV delovanje na taj nacin S§to inhibiraju
replikaciju virusa (Smith i saradnici, 2002). Osim toga, Lentinan pokazuje i antivirusno
delovanje na virus encefalitisa, Abelsonov virus, adenovirus tip 12, kao i znacajano delovanje na
Mycobacterium tuberculosis, Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococus lenteus,
Candida albicans i Saccharomyces cerevisie (Smith i saradnici, 2002).

LEM i komponenta JLS-18 obogacena lignanom pecuraka smatraju se znacajnim faktorima koji
se mogu ukljuciti u terapiju hepatitisa B 1 terapiju obolelih od HIV-a (Yamamoto 1 saradnici,
1997). Japanski Nacionalni Institut zdravlja i US Nacionalni Institut za kancer utvrdili su da je
sulfonovan oblik ekstrakta G. frondosa sposoban da sa¢uva oko 97% HIV inficiranih T-helper
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¢elija od unistenja. Ovo je znacajno, jer se merenjem broja T Celija prati progres HIV virusa ka
punom ispoljavanju AIDS-a (Zhuang i Mizuno, 1999).

2000. godine u Spaniji radeno je intenzivno istraZivanje antimikrobnog delovanja oko 200 vrsta
Basidiomyceta. U ovom istrazivanju gotovo 50% ispitivanih vrsta je pokazalo znacajno
antibioticko delovanje na Sirokom spektru testiranih mikroorganizama. Medu istrazenim vrstama
nalazile su se i Polyporace pecurke poput Piptorus betulinus, koja je pronadena u stvarima ,,0tzi
the Iceman® 1 koja je takode pokazala intenzivno antimikrobno delovanje (Suay i Arenal, 2000).

2.5.5. HEPATOPROTEKTIVNO DELOVANJE PECURAKA

Hepatoprotektivno delovanje pokazali su terpenoidi ganodermicke i ganosperericke kiseline i
polisaharidna jedinjenja i1 njihovi kompleksi izolovani iz razli¢itih vrsta pecuraka. Plodonosno
telo gljive G. lucidum odavno se koristi kao osnovna komponenta u tradicionalnoj medicini u
tretmanu hroni¢nog hepatitisa (Wilard, 1990). Ganodermicke kiseline R 1 S koje su izolovane iz
kulture micelije G. lucidum pokazale su znacajnu antihepatotoksi¢nu aktivnost u istrazivanju
radenom na laboratorijskim pacovima. Iz etarskog ekstrakta G. lucidum izolovana je jo$ jedna
komponenta sa slicnim delovanjem, ganosporericka kiselina A. Klinic¢ko istrazivanje radeno sa
liofiziranim ekstraktom G. lucidum pokazuje veoma znacajno delovanje ekstrakata ove pecurke
na poboljSanje kvaliteta Zivota pacijenata koji pate od aktivnog oblika hepatitisa B (Smith i
saradnici, 2002).

Polisaharidi izolovani iz L. edodes pokazali su u istrazivanju na zivotinjama, protektivno i
delovanje na poboljSanje rada jetre, kao i povecanu proizvodnju antitela na hepatitis B (Mizuno 1
saradnici, 1995). Primenom Lentinana 1 LEM postiZzu se znacajni rezultati u leCenju hroni¢nog i
viralnog hepatitisa.

2.5.5.1. TERPENOIDI

Postoji Citav spektar jedinjenja terpenoidne strukture koji su izolovani iz peCuraka i koji imaju
izuzetno znacajna delovanja. Terpenoidi prisutni u pecurkama su uglavnom lanostanskog tipa
(njih oko 150) ili su triterpeni. Oni deluju antioksidativno, antikancerogeno, hepatoprotektivno,
antivirusno 1 inhibitorno na sintezu holesterola. Najpoznatiji su terpeni izolovani iz pecurke G.
lucidum: ganoderi¢na, ganodermi¢na i ganolucidi¢na kiselina. Smatra se da ove komponente
deluju hepatoprotektivno 1 citotoksi¢no. Za neke terpenoide i njihove derivate izolovane iz
pecuraka vrste Polyporales i Ganodermatales utvrdeno je da poseduju citotoksi¢ne efekte i
imunomodulatorno delovanje. Najmanje 100 razli¢itih triterpena je identifikovano u
plodonosnom telu i miceliji pecuraka G. lucidum i Ganoderma applanatum, a u identifikovane
spadaju 1 ve¢ pomenuta ganodernicka, ganoderenicka, lucidenicka kiselina i nekoliko ganoderala
(Wasser i Weis, 1999). G. lucidum kao metabolite produkuje terpen ganoderiol F i
ganodermanontriol koji poseduju anti HIV aktivnost (El Mekkawy i saradnici, 1998).

Primer cititoksi¢nog monoterpena je montadial A, izolovan iz Polyporace pecurke Bondarzewia
montana. Ovaj monoterpen ima citotoksi¢no delovanje protiv limfocita leukemije kod miSeva,
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kao 1 kod ¢elija humane leukemije. Dva nova triterpena 3,4-sekolanastan tipa izolovani su iz
pecurke Poria cocos. Utvrdeno je da ove dve komponente, porikoi¢na kiselina G i porikoi¢na
kiselina H imaju cititoksi¢no delovanje na Epstein-Barr virus (Zjawiony, 2004).

2.6. LEKOVITE PECURKE KINE, KOREJE I JAPANA

Pored nutritivnog znacaja, druga po znacCaju osobina pecuraka, odnosno njihovo lekovito
delovanja, prepoznata je jo§ veoma davno u zemljama kao Sto su Kina, Koreja i Japan. Na
Orijentu ve¢ nekoliko hiljada godina mnoge jestive i nejestive pecurke se koriste kao lekovita
sirovina (Hobbs, 1995). Za oko 400 vrsta razlicitih pecuraka dokazano je da poseduju lekovito
delovanje, ali se za oko 1.800 razli¢itih vrsta smatra da sadrze potencijalno lekovite komponente
(UN APCAEM).

Lekovite pecurke u kojima je ve¢ odavno prepoznato lekovito i nutritivno ili funkcionalno
delovanje su gljive slede¢ih vrsta: Lentinus (Letinula), Auricularia, Hericium, Grifola,
Flammulina, Pleurotus i Tremella, dok su neke druge, Ganoderma i Trametes, prepoznate samo
zbog svojih lekovitih svojstava, posto su identifikovane kao nejestive vrste. Lekovite pecurke su
se kroz istoriju koristile obi¢no osusSene i samlevene, kao 1 u obliku vrelih vodenih ekstrakata,
koncentrata, tonika, tinktura, ¢ajeva i drugih oblika herbalnih formulacija. U neke od najvise
koris¢enih sa podruéja azijskih zemalja spadaju: G. lucidum, C. sinensis, Griofola frondosa i L.
edodes.

Ganoderma lucidum (slika 22) se smatra pecurkom za koju se vezuje upotreba u medicinske
svrhe duga vise od 4.000 godina. U Japanu ova pecurka se naziva 1 Reishi ili Mannetake (Sto u
prevodu znaci “10.000 godina stara pecurka”). U Kini i Koreji zove se Ling Chu ili Ling Zhi
(odnosno “pecurka besmrtnosti”’). Ova pecurka raste u gotovo svim delovima sveta. U Japanu
raste na drvetu §ljive (Smith i saradnici, 2002). Danas se moze dobiti kultivacijom, $to znacajno
doprinosi njenoj Siroj upotrebi.

Slika 22. Ganoderma lucidum

U ovoj pecCurki pronadeno je oko 100 razlicitih triterpena koji pokazuju antihipertenzivno i
antialergijsko dejstvo. Tradicionalno, ona se koristi u terapiji hroni¢nog hepatitisa, nefritisa,
hipertenzije, artritisa, bronhitisa, astme i gastritisa. NauCna istrazivanja dokazala su da
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komponente ekstrahovane iz ove pecurke smanjuju krvni pritisak, holesterol 1 Se¢er u krvi (Smith
i saradnici, 2002). Poznate su i komponente sa imunomodulatornim delovanjem izolovane iz ove
pecurke.

Letinula edodes (slika 23) je karakteristi¢na za podruéje Kine, Japana i drugih azijskih zemalja
zbog specifi¢nih klimatskih uslova u kojima raste. Proizvodnja ove pecurke evidentirana je,
doduse u veoma malom proizvodnom obimu, i na teritoriji nase zemlje. U Kini je poznata kao
Xiang Gu (“ukusna pec€urka”), ali 1 kao shiitake pecurka. Za razliku od drugih pecuraka ve¢ je
Siroko prihvacena od strane zapadnih zemalja, kako zbog svojih nutritivnih karakteristika, tako i
zbog svojih lekovitih svojstava.

Slika 23. Letinula edodes

U prethodnim poglavljima ve¢ je bilo reci o delovanju i znacajnim komponenatama izolovanim
iz ove pecurke, kao i o proizvodima na bazi ove pecurke. U Japanu se koriste kao dodatak
standardnoj hemoterapiji, jer je utvrdeno da znatno smanjuju negativna dejstva hemoterapije,
poboljsavaju kvalitet Zivota 1 produzuju zivot obolelih (Mizuno 1 saradnici, 1995).

Slika 24. Grifola frondosa

Grifola frondosa (slika 24) raste na korenu drveca ili na samom drvecu, ¢esto i kao parazit,
izazivajuéi truljenje drvene mase. Cesto se naziva i “Hen of woods” ili “Sheep’s head” zbog
svog neobicnog izgleda. U Japanu ova pecurka se naziva Maitake, $to u prevodu znaci “ninfa
koja igra”. Od 1970. godine se uzgaja, na panjevima i strugotinama, ¢ime je postala dostupna
Sirokoj grupi konzumenata. U Kineskoj medicini tradicionalno se koristi kod stomacnih
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problema, problema sa spavanjem, hemoroida i nervoze (Hobbs, 1995). Naucna istrazivanja
pokazuju da protein polisaharidni kompleks izolovan iz ove vrste pecuraka poseduje
antikancerogeno delovanje (Kurashige i saradnici, 1997). Klinicka ispitivanja uradena sa visoko
precis¢enim polisaharidom iz ove pecurke pokazala su visoku efikasnost u terapiji kancera pluca,
dojke, jetre, prostate i mozga. Ostale frakcije dobijene iz ove pecurke poseduju antihiperzitivno,
antidijabetick i anti-HIV delovanje (Zhuang i Mizuno, 1999). Kapsule koje u sebi sadrze osusenu
Maitake pecurku Siroko su prihvaceni dijetetski suplementi na trziStu azijskih zemalja, ali 1 SAD
1 Evrope (Smith i saradnici, 2002).

Radi se o pecurki parazitu koja parazitira na larvi Lepidoptera, polako zalaze¢i u sve delove
njenog tela. Larva se zakopava u zemlju 1 umire, a kasnije se na istom mestu razvija pecurka
Cordyceps. Ova takozvana katerpilar peCurka poznata i kao Tochukaso vekovima se koristi u
tradicionalnoj kineskoj medicini. Micelijum Cordyceps-a ima primenu u leenju nesvestice i
vrtoglavice, kardioloskih oboljenja, kao i u pobolj$anju motornih funkcija (Mizuno i saradnici,
1995).

Slika 25. Cordyceps sinensis
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2.7. PECURKE NASEG PODRUCJA

Podru¢je Balkana smatra se podru¢jem bogatim razli¢itim vrstama divljih pecuraka. Ovo
bogatstvo uslovljeno je pogodnim klimatskim uslovima i sastavom terena na kome se pecurke
mogu razvijati. Jedno od podru¢ja sa najpovoljnijim klimatskim uslovima za razvoj ovog
posebnog Zivog sveta smatra se Istra u Hrvatskoj. Istra je ujedno veoma znacajan svetski
proizvodac 1 izvoznik skupih i veoma cenjenih tartufa, ali i drugih vrsta samoniklih pecuraka.
Divlje i samonikle pecurke sa ostalih podruc¢ja Balkana se ne koriste se dovoljno, mada je u
poslednjih par godina jasno vidljivo sazrevanja svesti o znacaju ovog prirodnog bogatstva, a time
1 povecana eksploatacija, odnosno povecano koris¢enja pecuraka prvenstveno u ishrani. U Srbiji
u mnogo ve¢em obimu koriste se kultivisane vrste pecuraka, i to najviSe A. bisporus, bas kao i u
vedini evropskih zemalja. Pored kultivacije ove vrste peuraka u poslednjih par godina vidljiv je
pomak u kultivaciji P. ostreatus, odnosno bukovace, i L. edodes, odnosno shitaki pecurke.

U Srbiji 1 Zapadnom Balkanu ukupno je do sada identifikovano nesto viSe od 1.200 razlicitih
vrsta pecuraka (Uzelac, 2009). Neke od najpoznatijih vrsta peCuraka sa naseg terena su vrste
Morchella (smrcak), Agaricus (rudnjaca), Tricholoma (jurjevka), Lepista (modrika¢a), Russula
(zekice), Lactarius (mle¢nice), Coprinus (mastiljavke), Amanita (pupavke), Cantharellus
(lisicarke), Pleurotus (bukovace), itd. Gotovo sve ove pecurke, sem §to se smatraju namirnicama
veoma kvalitetnog sastava, izvor su potencijalno znacajnih farmakoloski aktivnih supstanci. U
tom smislu vrste pecuraka koje uspevaju u naSem okruzenju potrebno je detaljno ispitati,
obzirom da ne postoje naucni podaci o njihovim lekovitim aktivnim komponentama i delovanju.

Tema ove doktorske disertacije bile su peCurke sa ovog terena, razliCitih genusa, jestive i
nejestive: Boletus edulis, Boletus aurantiacus, Lycoperdon saccatum, Lycoperdon perlatum,
Armilaria mellea, Armilaria tabascens, Trametes gibbosa, Trametes versicolor, Daedaleopsis
confragosa, Clavaria pistilaris, Clavaria fennica i Macrolepiota procera. Neke od njih opisane
su u daljem tekstu.

Slika 26. Armillaria mellea
Pecurka Armillaria mellea (slika 26) na nasem podru¢ju je poznata kao puza, mraznica ili

medenjaca. Raste na hrastvom i1 grabovom drve¢u 1 moze da izazove njihovo truljenje posto
spada u parazitske vrste. Javlja u jesen, posle kiSe, u grupacijama. Ovo je jestiva pecurka, ali je
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tesSko svarljiva, pa kod nekih osoba moze izazvati mu¢ninu 1 povracanje. Klobuk ove pecurke je
mesnat i Zuc¢kast poput meda (odakle i naziv medenjaca), Sirok je od 5 do 10 cm i nalazi se na
drsci visine od 6 do 15 cm. Meso puze je belo ili bledo, nema izrazen miris, niti ukus (Bozac,
1984).

Slika 27. Lycoperdon saccatum

Pecurka Lycoperdon saccatum (slika 27) poznata je pod nazivom puhara. Ovih pecuraka ima
svuda, po livadama, pasnjacima, svim Sumama. Pojavljuju se poc¢etkom leta i mogu se pronaéi do
pred zimu posle svake obilnije kiSe (Bozac, 1984). Puhare su oblika vrecice ili jajolike, veli¢ine
plodonosnog tela od 5 do 20 cm. One nemaju odvojen klobuk (SeSir) od drske. Unutrasnjost
plodonosnog tela pecurke je ispunjena belim mesom, prijatnog mirisa, koje po sazrevanju prelazi
u smedi prah. Sve su jestive dok su mlade i kad su na popreénom preseku snezno bele boje. Cim
poc¢nu da zute puhare nisu za jelo. Kada ova pecurka sazri izbacuje spore kroz otvor koji se
formira na temenu plodonosnog tela.

Slika 28. Boletus edulis

NajviSe koriS¢ena divlja peCurka na nasoj teritoriji je Boletus edulis, ili peCurka poznata pod
nazivom vrganj (slika 28). Vrganj je izuzetno ukusna jestiva delikatesna vrsta pecuraka. Ova
pecurka raste leti 1 u jesen u listopadnim, ali i jelovim 1 smrekovim Sumama. Klobuk ove pecurke
prili¢no je krupan i u Sirini moze da iznosi od 5 do 30 cm, mesnat je, smede boje, sa obavezno
svetlijim obodom. Drska na kojoj se klobuk nalazi je Siroka, a njena visina moze da dostigne od
5 do 15 cm. Meso kod mladih plodova je tvrdo, ali kasnije omeksa, prijatnog je ukusa i mirisa
(Bozac, 1984). Ova pecurka se u znac¢ajnim koli¢inama sakuplja i priprema za otkup.
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Slika 29. Macrolepiota procera

Macrolepiota procera (slika 29) je pecurka poznata i pod nazivom Suncanica, parazolka,
kiSobranara, itd. Ova pecurka raste tokom leta i jeseni gotovo u svim predelima, na Sumskim
Cistinama, livadama, proplancima i u planinskim predelima. Ona je jestiva i vrlo ukusna pecurka.
Za jelo se koristi samo klobuk, jer je drska dosta tvrda i vlaknasta. Klobuk ove pecurke je Sirok
od 10 do 30 cm. Kada je pecurka mlada njen klobuk je okrugao i zatvoren, starenjem klobuk se
otvara i na kraju formira potpuno otvorenu formu sivo bele boje sa jasno izraZenim ispupcenim
centrom. Drska na kojoj se nalazi klobuk moze biti od 20 do 40 cm. Meso ove pecurke je belo,
mekano, prijatnom mirisa i specifi¢nog ukusa koji podse¢a na ukus lesnika (Bozac, 1984).

Daedaleopsis confragosa (slika 30) pripada velikom i zna¢ajnom genusu Polyporace, familiji
Polyporaceae. Pecurke koje pripadaju ovom genusu najznacajniji su izvor farmakoloski aktivnih
komponenata izolovanih iz pec¢uraka. Ova pecurka raste na drvecu, najces¢e vrbovom, i moze se
pronaci od juna do decembra. Klobuk ove pecurke je veli¢ine od 2,5 do 15 cm, ali se mogu javiti
1 krupnije forme. Boja klobuka krece se od sive do braon. Ona je tvrde 1 drvenaste strukture i
pripada grupi nejestivih pecuraka.

Slika 30. Daedaleopsis confragosa

Clavaria pistillaris (slika 31) je peCurka poznata u naSim krajevima pod nazivom veliki
buzdovan. Veliki buzdovan je jestiva peCurka i ona uglavnom raste u Severnoj Americi i Evropi.
Raste u Sumama i na dubrivu. Veli¢ina plodonosnog tela C. pistillaris je od 7 do 30 cm, a
debljina od 2 do 6 cm. Drska je bo¢na, zakrzljala ili je nema. Ne postoji jasno uocljiva razlika
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izmedu klobuka 1 drSke. Boja ove pecurke varira od zute i ljubicaste do braon. Spore su bele ili
zuckaste. Ukus ove pecurke moze biti blag ali i gorak.

Slika 31. Clavaria pistillaris

2.8. EKSTRAKCIJA I EKSTRAGENSI

2.8.1. KLASICNA EKSTRAKCIJA ORGANSKIM RASTVARACIMA

Pored odgovarajué¢e pripreme biljnog materijala, u smislu mlevanja droge, vrsta rastvaraca,
odnosno ekstragensa koji se primenjuje za ekstrakciju odredenih aktivnih principa igra veoma
vaznu ulogu. Potrebno je da ekstragens omoguéi §to potpunije iscrpljenje droge, odnosno da
omoguc¢i ostvarenje visokih prinosa ekstrakcije. Takode je neophodno voditi racuna o
selektivnosti ekstrakcije, odnosno dobijanju ekstrakata sa minimalnim sadrZajem primesa, a
maksimalnim sadrzajem zeljenih aktivnih principa. Izbor rastvaraca za ekstrakciju zavisi od
stepena hidrofilnosti supstance koja se Zeli dobiti ekstrakcijom, pri ¢emu se moze koristiti
poznato pravilo, slicno se rastvara u slicnom (Lepojevi¢, 2000).

Jugoslovenska farmakopeja (Ph. Jug. IV) za upotrebu propisuje tecne i suve ekstrakte. U
zavisnosti od karaktera rastvaraca koji je koriS¢en za dobijanje ekstrakta, razlikuju se:

v vodeni ekstrakti (Extracta aquosa),
v' alkoholni ekstrakti (Extracta spirituosa) i
v’ etarski ekstrakti (Extracta etherea).

Za ekstrakciju lekovitog bilja koristi se Citav niz razliCitih organskih rastvaraca, kao Sto su
etiletar, metilenhlorid, hloroform, benzol i dr. Veéina organskih rastvaraca je toksi¢na za humani
organizam. Obi¢no ekstrakti dobijeni upotrebom ovakvih rastvaraca predstavljaju prvu fazu u
proizvodnji farmakoloski aktivnih supstanci. Upotrebljeni organski rastvaraci iz ovakvih sistema
uklanjaju se uparavanjem pod snizenim pritiskom, ali u krajnjem proizvodu on uvek zaostaje u
odredenoj kolicini.
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MesSanjem alkohola i vode u razli¢itim kvantitativnim odnosima dielektri¢na konstanta smese se
menja u Sirokim granicama, $to omogucuje primenu ovakvih smeSa za ekstrakciju velikog broja
supstanci iz biljnog materijala (Lepojevi¢, 2000). Prednost ovog rastvaraca, pored toga Sto se
moze koristiti za ekstrakciju Citavog niza razlicitih supstanci, je njegova netoksi¢nost u odnosu
na humani organizam. Primenom smeSe etanola i vode, kao polarnog rastvaraa, mogu se iz
polaznog materijala ekstrahovati polarne komponete kao $to su fenoli, flavonoidi, tanini, Seceri,
glikozidi, soli, neki vitamini, itd.

Proces ekstrakcije se moze intenzifikovati primenom ultrazvuka. Ultrazvuk proizvodi razaranje
¢elija, redukovanje veliine Cestica i prolaz ultrazvucnog talasa kroz ¢vrst materijal, Sto dovodi
do veée dodirne povrsine izmedu cvrste i teéne faze, kao i boljeg kontakta rastvaraca sa
komponentama u poredenju sa tradicionalnim metodama ekstrakcije (maceracija, Soxhlet
ekstrakcija). Njena primena preporucuje se za ekstrakciju supstanci sa manjom molekulskom
masom. Tipian proces podrazumeva ekstrakciju ultrazvukom usitnjenog ispitivanog materijala
sa rastvaradem u vremenskom periodu od 0,5 do 2 sata (Zivkovi¢, 2009).

Rastvara¢ pozitivnih karakteristika, §to se ti¢e selektivnosti i netoksicnosti, koji se moze koristiti
za dobijanje ekstrakta visoke Cistoc¢e radi dalje prerade ili upotrebe od strane farmaceutske ili
prehrambene industrije je i ugljendioksid u superkriti¢cnom stanju.

Pecurke se ekstrahovane primenom razlicitih ekstragenasa, najvise metanola i vode (Cheung i
saradnici, 2003; Elamstas 1 saradnici 2006; Mau i saradnici 2002; Chey 1 saradnici 2008), etanola
(Turkoglu 1 saradnici, 2007; Turkoglu i saradnici, 2007), petrol etra i etil acetata (Cheung i
saradnici 2003; Chey i saradnici 2008). Ekstrakcija se odvijala obi¢no na temperaturi od 25°C ili
30°C, na mesalici, ili je koriS¢ena metoda po Soxletu (Sarikurcku i saradnici 2008; Gezer 1
saradnici 2006; Turkoglu 1 saradnici 2007).

2.8.2. EKSTRAKCIJA UGLJENDIOKSIDOM U SUPERKRITICNOM STANJU

Superkriti€na ekstrakcija predstavlja dobru alternativu klasi¢nim postupcima ekstrakcije. Ona
predstavlja ekstrakciju gasovim pod pritiskom 1 temperaturom iznad kriticnih vrednosti.
Superkritiéni fluid nema definisano agragatno stanje, ve¢ se njegove fizi€ko-hemijske
karakteristike nalaze izmedu karakteristika gasa i te¢nosti. Gustina superkriticnih fluida sli¢na je
gustini te€nosti, a viskozitet sli¢an viskozitetu gasa (Pasquli, 2008). Jedan od naj€esce koriS¢enih
gasova u procesu superkriti¢ne ekstrakcije je ugljendioksid. Iznad temperature od 31°C i pritiska
od 74 bara ugljendioksid prelazi u superkriticno stanje. Iznad kriti¢ne tacke se malim promenama
pritiska 1/ili temperature menjaju i osobine superkriticnog gasa kao ekstragensa, ¢ime je
omogucena selektivna ekstrakcija. Pove¢anjem pritiska raste zapreminska masa i1 dielektricna
konstanta, odnosno mo¢ rastvaranja ekstragensa, odnosno ugljendioksida. Ugljendioksid u
superkriticnom stanju ima osobine nepolarnog rastvaraa, pa se njegovom primenom iz
ispitivanog materijala mogu ekstrahovati nepolarne komponente: etarska ulja, masne kiseline,
jedinjenja sterolne strukture, odredeni vitamini, voskovi, itd.
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Slika 32. pT dijagram sa oznacenim podru¢jima za razlicite primene

U odnosu na ugljendioksid u gasovitom 1 tenom stanju ekstrakcija ugljendioksidom u
superkriticnom stanju ima niz prednosti poput:

v malog viskoziteta,

v’ velike gustine, jer gustina ovakvog ekstragensa odgovara gustini te¢nosi,

v’ visoke vrednosti koeficijenta difuzije, §to omoguc¢ava lako prodiranje ekstragensa,

v’ dobre rastvorljlivosti teze isparljivih supstanci na odredenom pritisku i temperaturi
(Damjanovi¢, 2005).

Pogodnom kombinacijom pritiska i temperature moze se podeSavati Zeljeni efekat rastvaranja,
odnosno moze se posti¢i odredena selektivnost ugljendioksida kao ekstragensa. Podrucja pritiska

1 temperature u okviru kojih se mogu izolovati razli¢iti ekstrakti prikazani su na slici 32.
(Zekovi¢, 1998).

Prednosti ugljendioksida u odnosu na ostale gasove, kao i u odnosu na ostale postupke
ekstrakcije, su sledece:

v" netoksi¢an je u odnosu na humani organizam i spada u tzv. GRAS ekstragense (generally
recognized as safe) (Martenis, 2001),

v’ nezapaljiv,

v' jeftin i lako dostupan,
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bez mirsa i ukusa, Sto mu omogucava upotrebu u prehrambenoj industriji,

omogucava frakcionisanje i selektivnu ekstrakciju,

ne ekstrahuje pesticide, kao ni proizvode njihove degradacije,

ima relativno nisku vrednost kriticnih parametara u odnosu na ostale gasove koji se
primenjuju u ovoj tehnologiji,

lako se odvaja od ekstrahovanih materija,

njegova upotreba spada u ekoloski bezbedne tehnologije, tzv. “environmental friendly”
(El-Aty i saradnici, 2009).

AN

AN

Ekstrakcija ugljendioksidom u superkriticnom stanju vrsi se pomocu uredaja koji je prikazan na
slici 33. Ekstrakcija se vrsi ugljendioksidom na odredenoj temperaturi, odredenom pritisku i pri
odredenom protoku, u ekstraktoru, a dobijeni ekstrakt se od ugljendioksida odvaja u separatoru
pri uslovima snizenog pritiska i temperature, odnosno pri uslovima pod kojim ugljendioksid
prelazi u gasovito stanje. Jedini nedostatak ovog postupka ekstrakcije jeste veoma skup uredaj za
izvodenje ovakvog procesa. O ekstrakceiji pe¢uraka superkriticnim ugljendioksidom vrlo je malo
podataka (Abdullah i saradnici, 1994; Vidovi¢ i saradnici, 2011).

Slika 33. Slika ekstraktora i uredaja za superkriticnu ekstrakciju
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

U eksperimentalnom delu rada koriS¢eni su razliciti uredaji i hemikalije. Podaci o modelu
uredaja, kao 1 o proizvodacu koris¢enog uredaja ili hemikalije navedeni su dalje u teksu.

UREDAJI

Za cekstrakciju na ultrazvuénom kupatilu koris¢eno je kupatilo model Branson b-220,
proizvodaca Smith-Kline Company, SAD. Srednji precnika Cestica usitnjenog materijala odreden
je pomocu seta sita proizvodaca Erweka GmbH, Nemacka. Supekriticni ekstrakti dobijeni
primenom uredaja HPEP (High Pressure Extraction Plant), proizvodata NOVA-Swiss,
Effertikon, Svajcarska. Spektrofotometrijska odredivanja radena su na spektrofotometru model
6300, proizvodaca Jenway, Velika Britanija. KoriS¢ene su teflonske epruvete proizvodaca Zeus
industries, Raritan, SAD. EPR odredivanja radena su na EPR spektrometru Bruker 300E,
proizvodaca Bruker, USA, i Varian E104-A, proizvodaca Varian, SAD, spektrometru koji je
opremljen sa X-trakom (9,51 GHz). Snimanje na Varian E104-A spektrometru izvrSeno je
koris¢enjem EW softvera, proizvodafa Scientific Software, Bloomington, SAD. Sadrzaj
kalijuma odreden je koris¢enjem PFP7 plamenog fotometra, proizvodaca Dunmow, Velika
Britanija. Odredivanje mikro- i makro-elemenata radeno je pomocu mikrotalasne pecnice,
proizvodaca Anton Paar, SAD, i ICP/MS-u (indukovana kuplovana plazma sa masenim
detektorom) model 9000, proizvodaca Perkin Elmer. HPLC analiza je izvrSena pomocu uredaja
HPLC Agilent 1200 sa DAD detektorom i Zorbax Eclipse Plus C18 kolonom. LC/MS analiza je
izvrSena na uredaju Agilent MSD TOF koji je kuplovan sa Agilent 1200 HPLC-om. GC/MS
analiza radena je na uredaju Agilent 7890A GC koji je kuplovani sa kvadrupoln masenim
spektrometrom model Agilent 5975C, proizvodaca Agilent, SAD. Za GC/FID analizu metil
estara masnih kiselina koris¢en je hromatograf model HP 5890 Serija II sa FID-om, proizvodaca
Hewlett-Packard, SAD.

HEMIKALIJE

U eksperimentalnom radu koriS¢en je monohidrat galne kiseline i (+)-katehin monohidrat
proizvodac Fluka A.G., Nemacka. Galna kiselina (98%) za HPLC, L-a-fosfatidilholin, DPPH,
hipoksantin 1 ksantin oksidaza proizvodaca Sigma, St. Luis, USA. FeSOj_ acetonitril 1 metanol,
Cistoce za hromatografiju proizvodaca Marck, Dermstadt, Nemacka. 7-DS (7-Doksil Stearate)
proizvodaca Molecular Probe, Junction City, SAD. Spin trap DEPMPO (5-dietoksifosforil-5-
metil-1-pirolin-N-oksid) je proizveden u Alexis Biochemical, Lausen, Svajcarska. DEPMPO je
preciscen 1 testiran na hidroksilamin necistoce. Proizvoda¢ H,O; je Renal, Budapest, Madarska.
Kori$¢ena je trihlorsiréetna kiselina proizvodaca Analyticals, Italija i FeCl;x6H,0 1 K3(Fe (CN)4)
proizvodada Zorka, Sabac, Srbija. U superkritiénoj ekstrakcije kori§éen je CO, proizvodada
Messer Tehnogas, Novi Sad, Srbija. K3EDTA proizvodaca Greiner Bio-One, Austrija.
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3.1. PRIPREMA MATERIJALA

Uzorci odabranih vrsta pecuraka sakupljeni su na podrucju Istre, u blizini sela Mune, Hrvatska, u
periodu izmedu jula i augusta 2007. godine. Pre procesa ekstrakcije suvi uzorci pecuraka
samleveni su u mlinu za kafu. Srednji pre¢nik Cestica usitnjenog materijala odreden je pomocu

seta sita i jednacine:
100 _ 5[
d o}

gde su: d - srednji precnik Cestica, m; - maseni procenat i-te frakcije (%) a d; - srednji pre¢nik i-te
frakcije (mm). Srednji precnik Cestica usitnjenih uzoraka suvih pecuraka dat je u tabeli 7.

3.2. EKSTRAKCIJA ETANOLOM

Samleveni uzorci pe€uraka ekstrahovani su 50% etanolom kao ekstragensom. Procedura
ekstrakcije sastoji se u slede¢em: 10 g samlevenog uzorka ekstrahovano je sa 100 ml ekstragensa
na ultrazvu¢nom kupatilu na temperaturi od 45°C u period od 40 minuta. Nakon toga, izvrSena je
filtracija, po potrebi korekcija mase dodatkom ekstragensa i odredena zapremina dobijenog
teCnog ekstrakta je uparena na rotacionom vakuum uparivacu do suva. Dobijeni ekstrakti suSeni
su na temperaturi od 60°C do konstantne mase. Za svaki uzorak samlevenih pecuraka postupak
ekstrakcije je ponovljen tri puta. Prinos ekstrakcije dat je kao g suvog ekstrakta/100 g droge
+S.D (standardna devijacija). Dobijeni suvi ekstrakti preneSteni su u staklene bocice, koje su
zatvorene 1 Cuvane u frizideru na temperaturi od 4°C do dalje analize.

55



Doktorska disertacija Senka Vidovi¢

3.3. EKSTRAKCIJA UGLJENDIOKSIDOM U SUPERKRITICNOM
STANJU

Superkriti€ni ekstrakti odabranih vrsta pecuraka dobijeni su superkriticnom ekstrakcijom
ugljendioksidom primenom uredaja ¢iji su osnovni delovi dati na slici 34 (Zekovi¢, 1998). Masa
uzorka u ekstraktoru za sve ispitivane vrste pecuraka je iznosila 60,0 g. Ekstrakcija B. edulis, M.
procera i A. mellea, izvrSena je na pritiscima 100, 200 i 300 bar i na temperaturi od 40°C, pri
protoku ugljendioksida od 0,194 kg/h. Vreme ekstrakcije iznosilo je 4 h. Ekstrakcija ostalih
uzoraka pecuraka izvrSena je samo na pritisku od 300 bar pri istim ostalim parametrima
ekstrakcije. Prinos ekstrakcije pracen je nakon 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 1 240 minuta.

MP1 MP2
V6 V7
T2 9
T3

Slika 34. Sema uredaja za ekstrakciju pod visokim pritiskom

1- merni konektor; 2 — filteri; 3 — kompresor sa dijafragmom; 4 — kontrolni ventil;
5 —sigurnosni ventil; B — boca sa ugljendioksidom; V — ventil; M — manometer;
RV —regulacioni ventil; IT — izmenjivac toplote; P — merac pritiska;
E — ekstraktor (V =200 ml); T — termometar; UT — ultratermostat;
S — separator (V = 200 ml); Eks — ekstrakt; MP — merac¢ protoka.
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3.4. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH FENOLA U
EKSTRAKTIMA PECURAKA

Sadrzaj ukupnih fenola u etanolnim ekstraktima pecuraka odreden je metodom po Folin-
Ciocalteu (Singelton i Rosi, 1965). 0,1 ml uzorka (rastvora etanolnog ekstrakta poznate
koncentracije) prenese se u epruvetu i doda 7,9 ml destilovane vode, 1,5 ml 20% Na,COs 1 0,5
ml reagensa Folin-Ciocalteu. Kao slepa proba koristi se smesa u koju je umesto 0,1 ml uzorka
dodato 0,1 ml destilovane vode. Nakon inkubacije od 1 h, na sobnoj temperaturi, meri se
absorbanca ispitivane smesSe na talasnoj duzini od 750 nm. Za svaki uzorak postupak je
ponovljen tri puta. Ukupan sadrzaj fenola u analiziranim uzorcima izrazen je kao mg ekvivalenta
galne kiseline po g suvog ekstrakta £ S.D (mg EGK/g + S.D).

3.5. ODREDPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH FLAVONOIDA U
EKSTRAKTIMA PECURAKA

Sadrzaj ukupnih flavonoida u etanolnim ekstraktima pecuraka odreden je kolorimetrijskom
metodom po Markham-u (1989). 1ml wuzorka (rastvoru etanolnog ekstrakta poznate
koncentracije) dodato je 4,0 ml destilovane vode i 0,3 ml 5% Na-nitrita. Kao slepa proba koristi
se smeSa u koju je umesto 1 ml uzorka dodato 1 ml destilovane vode. SmeSa je inkubirana na
sobnoj temperaturi 6 minuta. Nakon inkubacije u reakcionu smesu doda se 0,3 ml AlCI;x6H,0 1
5 minuta kasnije jo§ 2 ml 1M NaOH. Dobijena smeSa se dopuni destilovanom vodom do ukupno
10 ml. Absorbanca uzorka se meri na talasnoj duzini od 510 nm. Za svaki uzorak postupak je
ponovljen tri puta. Ukupan sadrZaj flavonoida u analiziranim uzorcima izraZzen je kao mg
ekvivalenta katehina po g suvog ekstrakta + S.D. (mg KE/g = S.D.).

3.6. HPLC/DAD I LC/MS ANALIZA EKSTRAKATA PECURAKA

Priprema uzorka. Suvi ekstrakt ispitivane pecurake (200 mg) rastvori se u 10 ml 70% metanola
na ultrazvu¢nom kupatilu. Nakon toga, rastvor su profiltrira kroz filter hartiju (50um precnika
otvora pora) i odredena zapremina (ul) se injektuje u HPLC/DAD ili LC/MS sistem.

HPLC/DAD analiza. HPLC analiza je izvrSena pomocu uredaja HPLC Agilent 1200 sa RP
Zorbax Eclipse Plus C18 kolonom (150 mm x 4,6 mm; 1,8 um). Mobilna faza A je 0,2% mravlja
kiselina (u vodi), a mobilna faza B acetonitril. Injektovana zapremina uzorka koncentracije
20mg/ml iznosi 1pl, uz gradijent program: od 0 do 20 min 5-16% B faza, od 20-28 min 16-40%
B faza, od 28 do 32 min 40-70% B faza, 32-36 min 70-99% B faza, 36-45 min 99% B faza, 45-
46 min 99-5%B. UV-VIS detekcija izvrSena je na talasnoj duzini 230, 280 i 320 nm.
Kvantitativna analiza je uradena na osnovu kalibracionih krivih dobijenih preko zavisnosti
povrSine pika od koncentracije za standardnu komponentu. Kao standardna komponente
koriS¢ene su galna kiselina, adenozin 1 pistilarin. SadrZzaj pojedina¢nih fenolnih komponenata
izrazava se kao ekvivalent galne kiseline.
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LC/MS analiza. LC/MS analiza je izvrSena na uredaju Agilent MSD TOF koji je kuplovan sa
Agilent 1200 HPLC-om. KoriS¢ena je ista kolona i gradijent program kao i u slucaju
HPLC/DAD analize. Analize mase molekula i fragmentiranih jona izvrSena je na osnovu
masenih spektara dobijeni upotrebom Agilent ESI-MSD TOF (time-of-flight) masenog
spektrometra na pozitivnom i negativnom polarnom modu. Protok gasa (N,) je 12 dm®/min.
Pritisak u nebulizatoru (rasprSivacu) iznosio je 45 psig (3,103 bar). Temperatura gasa bila je
350°C. Za ESI analizu postavljeni su slede¢i parametri: kapilarni napon od 4.000 V; fragmentor
140 V; Oct RF V 250 V, za pozitivan i negativan mod. Maseni opseg iznosio je od 100 do 2000
m/z.

3.7. KVANTITATIVNO ODREDJIVANJE MIKRO- I MAKRO-
ELEMENATA EKSTRAKTA PECURAKA

Priprema uzoraka (suvih ekstrakata pecuraka) uradena je digestijom odredene mase uzorka (0,5
g) u mikrotalasnoj pe¢nici, sa dodatkom 7 ml koncentrovane azotne kiseline. Nakon digestije
dobijena smesa dopunjena je ultra ¢istom vodom (18M€Q) do 50 ml. Nakon ovako pripremljenog
uzorka kvantitativno je odredivan sadrzaj mikro- i makro-elemenata na ICP/MS-u.

3.8. GC/MS ANALIZA SUPERKRITICNIH EKSTRAKATA PECURAKA

Priprema uzoraka za GC/MS analizu. Na 200 mg uzorka doda se 1 ml acetonitrila, smeSa se
rastvara 15 minuta na ultrazvu¢nom kupatilu, profiltirira kroz filter (50u precnika otvora pora) i
2 ul rastvora se injektuje.

GC/MS analiza. GC/MS analiza radena je na uredaju Agilent 7890A GC koji je kuplovan sa
kvadrupolnim masenim spektrometrom model Agilent 5975C. Primenjena je kapilarna HP-5MS
kolona (30 m x 0,25 mm; 0,25 pum). Radni uslovi sistema su: temperatura inleta od 250°C, split
odnos 20:1, gas nosa¢ He sa konstantnim pritiskom od 21,956 psi (1,5138 bar). Temperaturni
program je od 60 do 300°C (3°C/min). Vreme analize je 80 minuta. Radni uslovi masenog
spektrometra (MS) su: jonizacioni napon od 70 eV, jonska temperatura (“ion source”) 230°C,
sken opseg (m/z) od 35 do 550.

Identifikacija komponenata u ispitivanim uzorcima zasniva se na kompjuterskom poredenju sa
Adams 1 NIST/EPA/NIH verzija 2.0d bibliotekom masenih spektara. Konstituenti ekstrakata su
identifikovani na osnovu retencionih vremena koja su poredena sa retencionim vremenima datim
u Adams biblioteci.

Priprema wuzorka za GC/MS i GC/FID analizu metil estara masnih Kiselina.
Transesterifikacija uzoraka radena je na slede¢i nacin: 200 mg uzorka superkriticnog ekstrakta
rastvoreno je u 2 ml 3% sumporne kiseline u metanolu. Vijale sa reakcionom smeSom zatvorene
su i1 zagrevane na vodenom kupatilu u periodu od 2 ¢asa. Nakon hladenja, reakciona smesa je
neutralisana sa 2 ml rastvora NaHCOj3, posle ¢ega je dodato 2 ml CH,Cl,. Organski sloj je
osusen bezvodnim Na,SOy, filtriran, a rastvara¢ otparen na vakuum uparivacu.
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GC/MS analiza metil estara masnih Kkiselina. Za analizu metil estara masnih kisleina koristi se
kapilarna DB-23 kolona (30 m x 0,25 mm; 0,25 pm). Radni uslovi sistema u ovom sluc¢aju su:
temperatura inleta od 250°C, split odnos 20:1, gas nosa& He sa konstantnim pritiskom od 37,7 psi
(2,599 bar). Temperaturni program je od 200 do 240°C (5,6°C/min). Na temperaturi od 240°C
zadrzan je 15 minuta. Vreme analize iznosilo je 22,14 minuta. Radni uslovi masenog
spektrometra bili su identi¢ni prethodno opisanom. U uredaj se injektuje 2 ul pripremljenog
uzorka.

GC/FID analiza metil estara masnih Kiselina. Za GC/FID analizu metil estara koriS¢en je
Hewlett-Packard hromatograf model HP 5890 Serija II sa FID-om i ista kolna kao i1 u slu€aju
GC/MS analize (DB-23). Radni uslovi su bili sledeci: temperatura inleta od 250°C, split odnos
30:1, temperatura detektora 300°C, gas nosa¢ H, sa protokom od 1,0 ml/min. Temperaturni
program od 150 do 240°C (4°C/min) i zadrzan na temperaturi od 240°C u vremenskom period od
10 minuta. Vreme analize iznosi 32,5 minuta. 1 pl uzorka (rastvoren u CH,Cl, (1:100 v/v)) je
injektovan u uredaj. Procentualni sastav ispitivanih uzoraka izraunat je na osnovu metoda
normalizacije GC/FID povrsine dobijenog pika.

3.9. ISPITIVANJE ANTIOKSIDATIVNOG DELOVANJA
3.9.1. DPPH METOD

Antioksidativna aktivnost etanolnih ekstrakata peCuraka ispitana je neutralizacijom slobodnih
DPPH radikala primenom DPPH testa po Espin-u (2000). Suvi ekstrakt pecurke, dobijen
primenom etanola kao ekstragensa, rastvori se u vodi do pocetne koncentracije od 1 mg/ml, i
pomeSa sa 95% metanolom 1 90 pM rastvorom DPPH’" radikala (u metanolu) do razli¢itih
finalnih koncentracija (0,02; 0,05; 0,1 i 0,2 mg/ml). Kao kontrola koristi se smesa u koju je
umesto uzorka (suvog ekstrakta) dodata destilovana voda. Kao slepa proba koristi se 95%
metanol. Nakon 60 min inkubacije na sobnoj temperaturi izmeri se absorbanca reakcione smese
na talasnoj duzini od 515 nm. Na osnovu izmerene absorbance ispitivanog uzorka i absorbance
kontrole izra¢unata je RSC (%) vrednost. Za svaki uzorak i svaku koncentraciju postupak je
ponovljen tri puta Na osnovu dobijenih RSC vrednosti izraCunate su 1Csy vrednosti izraZzene u
mg/ml.

3.9.2. METODA REDUCING POWER

Reduktivna sposobnost ekstrakata pecuraka i vitamina C, kao standardne antioksidativne
komponente, odreden je prema metodi po Oyaizu (1986). Rastvori ekstrakata pecuraka razlicite
koncentracije (0,2; 0,5 1 2 mg/ml) 1 rastvor vitamina C u vodi razlicitith koncentracija (0,01;
0,02; 0,05; 0,1; 0,2 10,5 mg/ml) pomesani su sa fosfatnim puferom (2,5 ml, 0,2 M, pH 6,6) i 2,5
ml 1% kalijumfericijanida [K3Fe(CN)g]. Dobijena smeSa inkubirana je 20 minuta na temperaturi
od 50°C. Nakon inkubacije, 2,5 ml 10% trihlorsiréetne kiseline dodato je smeSi 1 ona je
centrifugirana 10 minuta na 3000 o/min. Dobijenom supernatantu (2,5 ml) dodata je
bidestilovana voda (2,5 ml) 1 0,1% FeCl; (0,5 ml). Absorbanca uzorka izmerena je na talasnoj
duzini od 700 nm. Za svaki uzorak i za svaku koncentraciju postupak je ponovljen tri puta.
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Reduktivna sposobnost ispitivanih ekstrakata izrazena je preko ECsy vrednosti koja predstavlja
koncentraciju ekstrakta pri kojoj se postize apsorbanca od 0,5 na talasnoj duzini od 700 nm.

3.9.3. ODREPIVANJE SKEVINDZER AKTIVNOSTI HIDROKSIL I
SUPEROKSID RADIKALA

3.9.3.1. ODREDIVANJE RELATIVNE INHIBICIJE HIDROKSIL RADIKALA

Radi utvrdivanja skevindzer saktivnost ‘OH radikala etanolnih ekstrakata peCuraka postavljen je
EPR spin traping eksperiment. SkevindZer sposobnost 'OH radikala ekstrakata pecuraka
odredena je pomoc¢u Fento-ove reakcije kao generatorskog sistema ove radikalske vrste. Za
izvodenje Fenton-ove reakcije koris¢en je 0,5 mM H,O, i 0,075 mM FeSO,4. Kao spin trap
koris¢en je DEPMPO. Finalna koncentracija DEPMPO koriS¢ena u testu iznosila je 28 mM.
DEPMPO sa 'OH radikalom formira DEPMPO/OH adukt. Na slici 35 tacka oznacava
DEPMPO/OH pik ¢iji je intenzitet meren. Finalna koncentracija ispitivanog ekstrakta bila je 0,2
mg/ml. Uzorak bez ekstrakta koriS¢en je kao kontrola. U svim eksperimentima koriS¢ena je ultra
Cista voda (18 MQ). Za svaki uzorak eksperiment je ponovljeni tri puta, a skvindzer aktivnost
"OH radikala prikazana kao relativna inhibicija, RI + S.D.

EPR spektri su snimljeni na sobnoj temperaturi pomoc¢u Varian E104-A EPR spektrometra sa
slede¢im podeSavanjem: modulatorna amplituda, 2 G; modulatorna frekvencija, 100 kHz;
mikrotalasna snaga, 10 mW; konstantno vreme, 0,032 s; centralno polje, 3.410 G; skan opseg,
200 G. Spektri su snimljeni uz pomo¢ EW softvera. Uzorci su uneti u gas-permeabilnu teflon
kolonu (debljine zida 0,025 mm i sa unutrasnjim pre¢nikom kolone od 0,6 mm). Merenje je
izvrSeno pomocu kvarcne kapilare u koju je smeStena teflon kolona. Snimanje je zapoceto 2
minuta nakon pocetka reakcije, a vieme snimanja iznosilo je 4 minute.
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Slika 35. EPR signal DEPMPO adukta "OH radikala u Fenton-ovoj reakciji

3.9.3.2. ODREDIVANJE RELATIVNE INHIBICIJE SUPEROKSID RADIKALA

Radi utvrdivanja skevindzer aktivnost ‘O, radikala etanolnih ekstrakata pecuraka postavljen je
EPR spin traping eksperiment. Skevindzer aktivnost "O," radikala ekstrakata pecuraka odredena
je pomocu hipoksantin/ksantin oksidaze (HX/XO) kao generatorskog sistema ove radikalske
vrste. HX/XO sistem sastoji se od hipoksantina (1,6 mM) 1 ksantin oksidaze (1,6 IU/ml) koja je
rastvorena u bidestilovanoj dejonizovanoj vodi (18 MQ). Finalna koncentracija DEPMPO bila je
28 mM. DEPMPO reaguje sa ‘O, nakon cega se formira DEPMPO/OOH adukt. Finalna
koncentracija ispitivanih ekstrakta pecuraka bila je 0,2 mg/ml. Uzorak bez ekstrakta koriscen je
kao kontrolni. Vreme inkubacije iznosilo je 2 minuta. Za svaki uzorak eksperiment je ponovljeni
tri puta, a skvindZer aktivnost "O,™ radikala prikazana kao relativna inhibicija, RI + S.D.

Podesavanje EPR-a bilo je identi¢no je kao i u prethodnom eksperimentu. Slika 37 prikazuje
EPR signal DEPMPO adukta dobijenog u HX/XO sistemu. Krug oznatava DEPMPO/OOH
signal ¢ija je amplitude merena. Moze se primetiti 1 slab signal DEPMPO/OH adukta, ali to ne
uti¢e na amplitude ili oblik centralnih linija DEPMPO/OOH signala.
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Slika 36. EPR signal DEPMPO adukta dobijen u HX/XO sistemu.
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3.9.4. ISPITIVANJE UTICAJA EKSTRAKATA PECURAKA NA
PROCES LIPIDNE PEROKSIDACIJE

Sposobnost etanolnih ekstrakata pecuraka da spree proces lipidne peroksidacije lipozoma
ispitana je koris¢enjem Fentonove recakcije kao generatorskog sistema "OH radikala. EPR spin
probing tehnika i membrane spin probe 7-DS (slika 37) kori$éeni su da bi omogucili promenu

(smanjenje) fluidnosti membrane za koji se zna da koreliSe da povecanom lipidnom
peroksidacijom.
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Slika 37. Struktura 7-DS

Na osnovu spektra 7-DS inkorporiranog u lipozome dobija se parameter S za koga je utvrdeno da
je u reciprocnoj zavisnosti sa fluidnos¢u membrane (Spasojevi¢ i saradnici, 2005).
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Slika 38. EPR spektar lipozoma sa 7-DS
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Na slici 38 prikazan je EPR spektar lipozoma sa 7-DS (crnom linijom oznaceni lipozomi tretirani
OH’ radikalima, sa sivom oznaceni netretirani lipozomi). S je parameter reda, 2Ty - spoljasnje
hiperfino razdvajanje, 2TL - unutrasnje hiperfino razdvajanje, a - izotropska hiperfina kupling
konstanta u kristalu [a = 1/3(Tx + Tyy + T5)]. @’ - izotropska hiperfina kupling konstanta u
membrani [@’ = 1/3(Ty + 2T1)]. Ty, Tyy, Tz su hiperfine konstante (za 7-DS; one su dobijene iz
T = Tyy = 6.1 G, T;; = 32.4 G). Prethodna slika pokazuje i1 kako su 2Ty 1 2TL netretiranog
lipozoma merene. Vertikalne strelice poticu iz 7-DS rastvora.

Za pripremu lipozoma koris¢en je hloroformski rastvor L-a-fosfatidilholina koji je potpuno
otparen pod vakuumom. Zatim je dodat fosfatni pufer (Na,HPO4 1,2 g/L., NaH,PO4 0,43 g/L, pH
7,4) da bi se dobila koncentracija od 125 mM lipida. Dobijena suspenzija je promeSana na
Vortex-u 5 min. Ekstrakti su rastvoreni u puferu do finalne koncentracije od 0,2 mg/mL (finalna
koncentracija lipida bila je 100 mM). U kontrolni uzorak se umesto ekstrakta dodaje pufer u istoj
zapremini. Uzorci se izloze dejstvu radikal generatorskog sistema, koji se sastoji od 0,5 mM
H,0, 1 0,075 mM FeSO,, 20 minuta, nakon ¢ega je dodata 10 puta veca zapremina fosfatnog
pufera kako bi se zaustavila reakcija. Uzorci su centrifugirani 10 minuta na 10.000 o/min, a
dobijeni supernatant je odbacen. Lipozomi su ponovo rastvoreni u puferu i u ovaj rastvor dodat
je 7-DS (prethodno rastvoren u metanolu) nakon ¢ega je smeSa ponovo promesana na Vortex-u.
Kontrolni uzorak tretiran je na isti na¢in s tom razlikom S§to nije bio izloZzen radikal
generatorskom sistemu. Kori$¢eni odnos spin probe/membranski lipidi iznosio je 1:200 (Suay i
saradnici, 2000). Parametar S odreden je iz spektralnih parametara koji su prikazani na slici 39.
Za svaki uzorak eksperiment je ponovljen tri puta.

EPR spektri snimljeni su na sobnoj temperaturi pomoc¢u Varian E104-A EPR spektrometra koji
radi na X-traci (9,51GHz) sa slede¢im podeSavanjem: modulatorna amplituda, 2 G; modulatorna
frekvencija, 100 kHz; mikrotalasna snaga, 10 mW; vremenska konstanta, 0,25 s; centar polja,
3390 G; scan opseg, 100 G; scan vreme, 8 minuta. Spektri su snimljeni pomo¢u EW softvera.
Merenje je izvrseno pomocu kvarcne kapilare, a uzorci su smesteni u 10 cm dugacku gas-
permeabilnu teflon kolonu, kao i u eksperimentu skevindzer aktivnosti hidroksil i superoksid
radikala.
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3.10. ISPITIVANJE UTICAJA SUPERKRITICNIH EKSTRAKATA
PECURAKA NA FLUIDNOST MEMBRANE ERITROCITA

Uticaj superkriti¢nih ekstrakata pec¢uraka na fluidnost membrane eritrocita ispitan je na uzorku
sveze krvi dobijene od dobrovoljnih davaoca primenom EPR metode. U cilju preciznijeg
ispitivanja uticaja ekstrakta na fluidnost membrane eritrocita korisé¢ene su dve spin-probe: 5-DS i
10-DS. Prva koristi da bi se prikupile informacije o fluidnosti membrane u blizini povrsine, dok
se druga, 10-DS, koristi radi ispitivanja fluidnosti dubljih slojeva eritrocitne membrane. Sveza
krv dobijena je od Cetiri zdrava dobrovoljna davaoca krvi, starosti izmedu 30 i 35 godina. Krv je
odmah po vadenju smeStena u specijalne kivete, u svaku po 3 ml, koje su sadrzale 0,072 ml 7,5%
K3EDTA, kao antikoagulaciono sredstvo. Spinsko oznacavanje eritorcita, ta¢nije membrane
eritrocita, izvreno je prema ranijim istraZivanjima (Tsuda i saradnici 2003; Zivkovi¢ i saradnici,
2008). Sveza krv isprana je tri puta sa izotoni¢nim fosfatnim puferskim rastvorom (NaCl 8,8 g/L,
Na,HPO4 1,2 g/L, NaH,PO4 0,43 g/L, pH je podeSena do 7,4 dodatkom 1M HCI), a ovako
pripremljen uzorak centrifugiran na 3500 o/min, 10 min, na 4°C. Hematokrit sveze krvi iznosi
40%, te je isti taj hematokrit (zapremina eritrocita u jedinici pune krvi) podeSen u svim uzorcima
pre procesa inkubacije. Ekstrakti su rastvoreni u metanolu, a ovaj rastvor razblazen puferom do
koncentracije ekstrakta od 1 mg/ml, nakon ¢ega su uzorci ostavljeni 2 sata da bi metanol otpario.
Puferski rastvor ekstrakta dodat je eritrocitima do finalne koncentracije ekstrakta od 0,2 mg/ml.
Svi uzorci su inkubirani 20 minuta na 37°C. Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani na 3500
o/min, 10 min, na 4°C, supernatant je uklonjen i eritrociti rastvoreni u dva dela fosfatnog
puferskog rastvora i isprani dva puta. Etanolni rastvor spin-proba 5-DS i 10-DS dodati su na
zidove druge staklene kivete. Nakon $to je sav etanol iz staklenih kiveta sa 5-DS i 10-DS otpario,
u kivetu su dodati analizirani uzorci i1 pazljivo promuckani. DS je dodat eritrocitima u koli¢ini
koja obezbeduje optimalan spin-label/membranski lipidi odnos od oko 1:100. EPR spektri su
snimljeni na Varian E104-A EPR spektrometru koji ima sledea podeSavanja: modulatorna
amplituda, 2 G; modulatorna frekvancija, 100 kHz; mikrotalasna snaga, 10 mW; skan opseg, 100
G; skan vreme, 4 min; vremenska konstanta 0,5 s. U toku merenja temperatura je iznosila 20°C.
Spektri su snimljeni i analizirani pomo¢u EW softvera. Parametar S se izraCunava se prema
jednacini datoj na slici 40. Ovaj parameter se koristi kao indikator membranske fluidnosti. Za
svaki uzorak eksperiment je ponovljen tri puta. Rezultati su prikazani kao S + S.D.

Parametar S izraunava se kao Sto je prikazano na slici 39, gde je 2TII je spoljasnje hiperfino
razdvajanje, 2T1 je unutrasnje hiperfino razdvajanje; a je izotropska hiperfina kupling konstanta
kristala [a = 1/3(Tw + Tyy + Tz)]; @ je izotropska hiperfina kupling konstanta membrane[a’
=1/3(TIL + 2T1)]; Txx, Tyy, Tz su hiperfine konstante. Konstante za 5-DS su: Tyx=Tyy = 6,1 GI T,
= 32,4 G; Konstante za 10-DS su: Tyx=6,26G Tyy = 5,81 G 1T, = 33,46 G.
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Slika 39. Karakteristicni EPR spektri 5-DS 1 10-DS membrane eritrocita

Isticanje kalijuma iz eritrocita koristi se kao indikator membranskog integriteta. Supernatanti
dobijeni prema proceduri pripreme EPR uzoraka kori$¢eni su da bi se utvrdio nivo K jona. Pufer
(bez eritrocita) u koji su dodati ekstrakti do finalne koncentracije od 0,2 mg/ml kori§¢eni su kao
kontrola, posto i ekstrakti mogu da sadrze kalijum. Supernatant je razblazen 100 puta da bi se
dobila koncentracija kalijuma koja je u opsegu detekcije plamenim fotometrom, nakon cega je
ekstracelularni kalijum izmeren. Koncentracije K odredene su pomoéu Jenway PFP7 plamenog
fotometra. Plameni fotometar kalibrisan je pre merenja. Isticanje jona kalijuma mereno je na
osnovu nivoa kalijuma u supernatantu eritrocita tretiranih ekstraktom 1 nivoa kalijuma u
uzorcima bez eritrocita.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Ispitivanje razli¢itih vrsta pecuraka u ovom radu obuhvata pripremu materijala za ekstrakciju,
ekstrakciju sa dva ekstragensa (etanol 1 superkritiéni ugljendioksid), odredivanje sadrzaja
odredenih aktivnih komponenata ekstrakta (fenoli, flavonoidi, mikro- i makro-elementi,
adenozin, masne kiseline, sterolna jedinjenja i dr.), kao i ispitivanje delovanja ekstrakata
pecuraka, kao $to su antioksidativno delovanje i delovanje na fluidnost membrane eritrocita.

4.1. SREDNJI PRECNIK CESTICA USITNJENOG MATERIJALA

Srednji precnik Cestica usitnjenog materijala odreden pomocu seta sita dat je u tabeli 7.

Tabela 7. Srednji precnik Cestica (d) usitnjenih pecuraka

Vrsta pecurke Veliézl;:‘nf)e stica
B. edulis 0,283
B. aurantiacus 0,272
C. fennica 0,301
C. pistillaris 0,303
A. mellea 0,268
A. tabascens 0,282
T. gibbosa 0,608
T. versicolor 0,499
D. confragosa 0,487
L. saccatum 0,132
L. perlatum 0,167
M. procera 0,234

Srednji precnik Cestica usitnjenog materijala je relativno ujednacen i krece se od 0,132 mm kod
pecurke L. saccatum do 0,608 mm kod pecurke T. gibbosa. Na ovaj nacin su ispitivane pecurke
pripremljene za operaciju ekstrakcije sa odgovaraju¢om usitnjeno$c¢u koja se preporucuje.
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4.2. EKSTRAKCIJA ODABRANIH VRSTA PECURAKA ETANOLOM

Etanol kao ekstragens, prema literaturnim podacima, koriS¢en je u ekstrakciji razli€itih vrsta
pecuraka, pri ¢emu su dobijeni ekstrakti imali povoljne karakteristike u pogledu sastava i
sadrzaja farmakoloSki znacajnih jedinjenja (Turkoglu i saradnici, 2007; Turkoglu i saradnici,
2007). Prednost etanola u odnosu na druge ekstragense je njegova netoksi¢nost i moguca dalja
primena ovako dobijenih ekstrakata u farmaciji 1 prehrambenoj industriji. Prinos ekstrakcije
nekih komponenata, kao §to su antioksidanti, koji su uglavnom polarnog karaktera, povecava sa
povecanjem polarnosti upotrebljenog ekstragensa. Povecanjem udela vode u upotrebljenom
rastvaréu povecava se 1 njegova polarnost, te se 50% etanol kao ekstragens moze smatrati

pogodnim za ekstrakciju jedinjenja ovog tipa.

Prinosi ekstrakcije odabranih vrsta pecuraka dobijenih primenom 50% etanola kao ekstragensa

dati su u tabeli 8.

Tabela 8. Prinos ekstrakcije ostvaren primenom 50% etanola kao ekstragensa

Uzorak Prinos (%, g/100 g)

B. aurantiacus 38,53+0,03
C. fennica 17,96+0,07
C.pistillaris 29,62+0,09
A. mellea 18,86+0,08
A. tabascens 23,96+0,10
T. versicolor 5,69 0,05
T. gibbosa 6,69 +£0,01
D. confragosa 8,43 +£0,02
L. saccatum 24,84 +£0,03
L. perlatum 24,37 +£0,11
M.procera 32,16 £0,08

Ostvareni prinosi esktrakcije kre¢u se od 5,69 do 39,09 g ekstrakta/100 g droge, odnosno %
(m/m). Priblizno sli¢ni prinosi ekstrakcije dobijeni su kod obe vrste peCuraka genusa Boletus,
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kao i kod obe vrste peCuraka genusa Lycoperdon. Nesto veca razlika u prinosu ekstrakcije
uocena je kod pecuraka genusa Clavaria, gde je ostvaren prinos kod pecurke C. pistillaris
(29,62%) znacajno veéi u odnosu na prinos ostvaren kod C. fennica (17,96%).

Najmanji prinosi ekstrakcije dobijeni su kod pe¢uraka familije Polyporaceae, D. confragosa, T.
gibbosa i T. versicolor (8,43, 6,69 i 5,69%). Ovaj mali prinos ekstrakcije peCuraka familije
Polyporaceae je ocekivan, obzirom na njihovu specifi¢nu i drvenastu strukturu. Najveci prinos
ekstrakcije ostvaren u odnosu na sve ispitivane pecurke je kod pecurke B. edulis (39,09%).

4.3. SADRZAJ UKUPNIH FENOLA I FLAVONOIDA

Fenolna jedinjenja u odnosu na antioksidativno delovanje mogu da deluju kao redukujuéi agensi,
antioksidansi donori vodonika, a imaju i osobine heliranja metala. Antioksidativno delovanje
ovih komponenata potic¢e iz viSe elemenata njihove hemijske strukture. Rezultati prikazani u
tabeli 9 pokazuju da se sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u suvim ekstraktima ispitivanih
pecuraka krece od 13,78 do 72,48 mg EGK/g ekstrakta. Najmanji prinos ukupnih fenola odreden
je u ekstraktu pecurke M. procera.

Tabela 9. Sadrzaj ukupnih fenola (TP), ukupnih flavonoida (TF) i TF/TP odnos u suvom

ekstraktu pecuraka
Ukupni fenoli (TP) Ukupni flavonoidi (TF) | TF
Uzorak —x100(%)
(mg EGK/g) (mg KE/g) TP
B. aurantiacus 36,43+0,09 17,62+0,05 48,37
C. fennica 42,27+0,03 23,70+0,06 52,30
C. pistillaris 72,48+0,07 36,51+0,09 50,37
A. mellea 26,89+0,02 16,18+0,08 60, 17
A. tabascens 17,80+0,06 8,99+0,02 50,50
T. versicolor 22,43+0,03 3,36+0,04 14,98
T. gibbosa 25,10+0,02 2,41+0,01 9,60
D. confragosa 54,17+0,002 48,46+0,004 89,46
L. saccatum 36,88+0,06 2,88+0,009 7,81
L. perlatum 34,56+0,08 3,01+0,07 8,71
M. procera 13,78+0,04 1,87+0,05 13,57
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Ako se uporede pripadnici istog genusa ekstrakt B. edulis sadrzi nesto vece koli¢ine ukupnih
fenolnih komponenata u poredenju sa ekstraktom B. aurantiacus. Isti je slucaj i sa L. saccatum u
odnosu na L. peraltum, kao i A. mellea koji sadrzi vise ukupnih fenolnih jedinjenja u odnosu na
ekstrakt A. tabascens. Znacajna razlika u sadrzaju ukupnih fenola ustanovljena je kod pripadnika
genusa Clavaria, gde je u suvom ekstraktu pecurke C. pistillaris detektovana koli¢ina ukupnih
fenolna veca za oko 30 mg EGK/g u odnosu na ekstrakt C. fennica. Kod drvenastih pecuraka
familije Polyporaceae pecurka D. confragosa sadrzi nesto vise od oko dva puta veéu koli¢inu
ukupnih fenolnih komponenat u odnosu na T. versicolor i T. gibbosa. Pecurka sa daleko
najveéim sadrzajem ukupnih fenolnih komponenata je ekstrakt pecurke C. pistilaris (72,48 mg
EGK/g).

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja odreden Folin-Ciocalteu metodom ne mora dati precizne
podatke o koli¢ini ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima, zbog moguceg prisustva
interferirajucih jedinjenja, odnosno jedinjenja koja reaguju na isti nacin kao fenolna jedinjenja u
ovoj reakciji (poput Secera, aromati¢nih amina, vitamina C, organskih kiselina, Fe(Il), itd.)
(Singelton i saradnici, 1999).

Mau i saradnici (2002) su utvrdili da se ukupan sadrzaj fenolnih komponenata u metanolnim
ekstraktima nekoliko lekovitih vrsta pecuraka (D. indusiata, G. frondosa, H. erinaceus i T.
giganteum) kre¢e od oko 7 do oko 16 mg/g, §to je znacajno manje u odnosu na neke ekstrakte
ispitivane u ovom radu. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktim nekoliko
vrsta lekovitih i jestivih pecuraka (A. bisporus, P. squamosus, P. ostreatus, L. nuda, R. delica,
itd.), odreden primenom metode po Folin-Ciocalteu i sracunat na ekvivalent galne kiseline,
iznosio je od oko 7 do oko 26 mg EGK/g. Primenom etanola kao ekstragensa dobijen je ekstrakt
pecurke Laetiporus sulphureus sa visokim sadrzajem ukupnih fenoloa (63,8 mg/g), kao i ekstrakt
pecurke Morchella conica sa sadrzajem fenola od 41,93 mg/g (Turkoglu, 2007). Sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja odreden u istrazivanju Turkoglu 1 saradnika uporediv je sa ukupnim
sadrzajem fenolnih jedinjenja ispitivanih vrsta pe€uraka u ovom radu.

Sadrzaj ukupnih flavonoida (TF) u analiziranim suvim ekstraktima pecuraka krece od 1,87 mg
KE/g za ckstrakt M. procera do 48,46 mg KE/g za ekstrakt D. confragosa (tabela 9). Veliki
sadrzaj flavonoida detektovan je i u suvom ekstraktu pecurke C. pistillaris (136,51 mg KE/g),
dok je sadrzaj (oko 3 mg KE/g) ekstrakta odreden za obe vrste genusa Lycoperdon, L. saccatum i
L. perlatum, kao i za drvenaste pecurke T. gibbosa i T. versicolor.

U naucnoj literature mnogo je manje podataka o sadrzaju ukupnih flavonoidnih jedinjenja u
pecurkama 1 njihovim ekstraktima u odnosu na podatke o ukupnim fenolima. Podaci o sadrzaju
ovih jedinjenja u pecuraka uglavnom se ticu podatakla u vrstama koje nisu bile predmet
istrazivanja ovog rada. Medu dostupnim literaturnim podacima je podatak za sadrzaj ukupnih
flavonoidnih jedinjenja u ekstraktu jestive pecurke R. delica od oko 8 mg/g sracunato na
kvercetrin kao ekvivalent (Turkoglu i1 saradnici, 2007). Sli¢an sadrzaj ukupnih flavonoidna
odreden je i za ekstrakt peCurke Ramaria flava (Gezer i saradnici, 2006). U oba slucaja za
odredivanje ukupnih flavonoida koris¢en je AlCls. Sadrzaj ukupnih flavonoidnih komponenata u
metanolnim ekstraktima Lactarius deterimus, Suillus collitinus, B. edulis i Xerocomus
chrysenteron, o kome izveStavaju Sarikurkcu i saradnici (2008), odreden istom
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spektrofotometrijskom metodom, vrlo je mali 1 iznosi od 0,3 do 0,5 mg ekvivalenta kvercetirna/g
ekstrakta. Posmatrano u odnosu na suvu materiju poznat je i sadrzaj flavonoida u najcesce
kori$¢enim vrstama pecuraka (A. bisporus, P. ostreatus i L. edodes) za koje je utvrdeno da sadrze
od 0,08 do 5 mg ukupnih flavonoida na 100 g suve materije (Mattila 1 saradnici, 2001).
Poredenjem dobijenih rezultata sadrzaja ukupnih flavonoida ispitivanih vrsta pecuraka u ovom
radu moZe se zakljuciti da je on znacajno veci, kod nekih vrsta u odnosu na literaturno dostupne
podatke.

Flavonoidi, zahvaljuju¢i svojoj hemijskoj strukturi, spadaju u fenolna jedinjenja sa
najizrazenijim antioksidativnim delovanjem. Udeo ukupnih flavonoida u ukupnim fenolima
mogao bi da ima uticaja na jafinu antioksidativnog delovanja pecurke ili odgovarajuceg
ekstrakta. Vrlo visok udeo flavonoida u odnosu na ukupne fenole dobijen je u ekstraktu pecurke
D. confragosa (89,46%). S druge strane, najmanji udeo flavonoida u ukupnim fenolnima sadrze
obe analizirane Lycoperdon vrste, gde je taj udeo oko 8%. Na osnovu ovih rezultata moze se
pretpostaviti da ispitivane peCurke mogu pokazati znaCajno antioksidativno delovanje u
zavisnosti od ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja, odnosno flavonoida. Pecurke se
potencijalnim antioksidativnim delovanjem su B. edulis, C. pistillaris i D. confragosa.

4.4. ANTIOKSIDATIVNO DELOVANJE

4.4.1. DPPHTEST

Kao prvi test u istrazivanju antioksidativnog delovanja ekstrakata odabranih vrsta pecuraka
koris¢en je DPPH test. Vec¢ina naucnih istrazivanja koja se bave izucavanjem antioksidativnog
delovanja nekog prirodnog materijala, Sto se odnosi i na istrazivanja u oblasti pecuraka,
primenjuju upravo kao jednu od osnovnih i prvih metoda analize, kojima se utvrduje postojanje
antioksidativnog delovanja, DPPH test. Koriste¢i ovaj test Turkoglu i saradnici (2007) ispitivali
su antioksidativno delovanje etanolnog ckstrakta pecurke Leatiporus sulphureus. Utvrdeno da
ekstrakt ove pecurke pri koncentraciji od 0,2 mg/ml dostize RSC vrednost od 26%, dok se 1Cs
vrednost postize pri koncentraciji od oko 0,4 mg/ml. Ista grupa nau¢nika proucavajuci etanolni
ekstrakt pecurke R. delica ustanovila je da ovaj ekstrakt ICsy vrednost postize pri koncentraciji
od 0,207 mg/ml (Turkoglu 1 saradnici, 2007). Primenom DPPH metode u ispitivanju
antioksidativnog delovanja metanolnog ekstrakta pecurke B. edulis sa podrucja Anatolije u
Turskoj, utvrdeno je da se RSC vrednost od oko 47% postiZe pri koncentraciji od 0,5 mg/ml. Pri
istoj koncentraciji RSC vrednost metanolnog ekstrakta L. deterrimus mnogo je manja, i iznosi
11,50% (Sarikurcku i saradnici, 2008). Pri koncentraciji od 0,180 mg/ml metanolni ekstrakati
pecuraka L. nuda, P. squamosus i P. ostreatus, dostizu RSC vrednost od 91,3%, 82,8 i 81,3%
(Elmastas i saradnici, 2006). Koncentracija metanolnog ekstrakta pecurke A. bisporus potrebna
da se inhibira 50% DPPH’ radikala vrlo je visoka, i iznosi oko 2 mg/ml (Elamstas i saradnici,
20006).

Primenom DPPH testa wutvrdeni su parametri antioksidativnog delovanja poznatih
antioksidativnih supstanci poput sintetickog BHT (butilovani hidroksitoluen), zatim vitamina C 1
a-tokoferola. Pri finalnoj koncentraciji od 0,02 mg/ml BHT, cesto primenjivan sinteticki
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antioksidant, dostize RSC vrednost od 94,52%. Pri istoj koncentraciji antioksidativna aktivnost
a-tokoferola izrazena preko RSC vrednosti iznosi 98,15% (Gezer i saradnici, 2006). Takode,
utvrdeno je da koncentracija vitamina C potrebna da se inhibira dejstvo 50% DPPH radikala,
odnosno ICsy vrednost, iznosi 0,005 mg/ml (Song i saradnici, 2003).

Tabela 10. Radical scavenging capacity (RSC (%)) za finalnu koncentraciju ekstrakata pecuraka

od 0,02 mg/ml

Ekstrakt pecurke RSC (%) ICs¢ (mg/ml)
B. aurantiacus 45,35 +0,4 0,0240 0,004
C. fennica 23,45 +£1,5 0,0320 0,002
C. pistillaris 96,32 +1,8 0,0104-+0,001
A. mellea 92,16 £2,0 0,0108 +0,002
A. tabascens 10,07 +1,1 0,2828+0,004
T. versicolor 8,29 +0,3 0,1390+0,005
T. gibbosa 8,27 +£0,09 0,055 +£0,003
D. confragosa 67,55 £0,5 0,0150+0,007
L. saccatum 61,91 +1,0 0,0161+0,001
L. perlatum 17,56 £0,3 0,0420 +0,003
M. procera 44,79 +0,9 0,0310 +0,003

Primenom DPPH testa odredena je skevindZer aktivnost DPPH" radikala pri koncentraciji
ispitivanih ekstrakta pecuraka od 0,02 mg/ml (tabelal0O). Pri ovoj koncentraciji ekstrakata
najve¢u RSC vrednost, a time 1 najvecu antioksidativnu aktivnost, od preko 90%, postizu
ekstrakti C. pistillaris i A. mellea. RSC vrednosti ekstrakata ove dve vrste peCuraka gotovo su
identicne sa literaturnim podacima poznatih antioksidanata a-tokoferola i eksperimentalno
odredenim vrednostima sintetickog antioksidanta BHT pri istoj ispitivanoj koncentraciji od 0,02
mg/ml. Kao najslabiji skevindzeri DPPH" radikala, sa RSC vredno$¢u od oko 8%, pokazali su se
ekstrakti drvenastih pecuraka T. versicolor i T. gibbos. Najnizu ICsy vrednost, §to implicira
najvecu antioksidativnu aktivnost, postize etanolni ekstrakt pecurke C. pistillaris (0,0104
mg/ml). U odnosu na antioksidativnu aktivnost vitamina C, izraZzenu takode preko ICsy vrednosti,
od 0,005 mg/ml (Song 1 saradnici, 2003), moze se zakljuciti da je aktivnost ove pecurke oko dva
puta manja, ali se ona i dalje moze smatrati vrlo visokom antioksidativnom aktivnosc¢u.
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Oba ekstrakta genusa Boletus pokazala su dobro antioksidativno delovanje. Antioksidativno
delovanje B. edulis ekstrakta ve¢ pri ispitivanoj koncentraciji prelazi 50%. Ovo je mnogo jace
antioksidativno delovanje od antioksidativnog delovanja metanolnog ekstrakta B. edulis sa
podrucja Anatolije (Sarikurcku i saradnici, 2008). Antioksidativno delovanje B. aurantiacus
nesto je slabije, o ¢emu svedoc€i 1 neSto veca ICsy vrednost (0,024 mg/ml) u odnosu na ICsg
vrednost B. edulisa (0,0160 mg/ml).

Antioksidativno delovanje etanolnog eckstrakta C. pistillaris je veée (oko 3 puta) od
antioksidativnog delovanje ekstrakta C. fennica. Zbog izuzetno male ICs, vrednosti ekstrakta C.
pistilaris, ova pecurka odnosno njen ekstrakt se mozemo izdvojiti kao prirodno sredstvo visokog
antioksidativnog delovanja.

I kod genusa Armilaria jedna od vrsta (A. mellea) pokazuje daleko jace antioksidativno
delovanje, daleko ve¢u RSC vrednost i daleko manju ICsp, u odnosu na ekstrakt A. tabescens, pa
se moze smatrati relativno jakim antioksidativnim proizvodom. Sli¢no se moze zakljuciti i za
pecurke genusa Lycoperdon.

Od tri ispitivane Polyporaceae vrste, D. confragosa ve¢ pri koncentraciji od 0,02 mg/ml postize
RSC vrednost vecu od 50%, dok je ista vrednost za druge dve ispitivane vrste daleko manja,
ispod 10%.

Jedina ispitivana vrsta genusa Macrolepiota, M. procera, pri ispitivanoj koncentraciji od 0,02
mg/ml postize RSC vrednost od oko 45%.

Skevindzer aktivnost DPPH" radikala suvih ekstrakata pecuraka smanjuje se prema slede¢em
redosledu: C. pistillaris > A. mellea > D. confragosa > L. saccatum > B. edulis > B. aurantiacus
> M. procera > C. fennica > L. perlatum > A. tabascens > T. versicolor > T. gibbosa.

Proizvod koji bi se na osnovu ovih preliminarnih testova, odnosno sadrzaja ukupnih fenola i
flavonoida, kao i inhibitornog delovanja na DPPH radikale, mogao izdvojiti kao potenicijalni
preparat izrazitog antioksidativnog delovanja je suvi ekstrakt C. pistillaris.

Poredenjem rezultata iz tabele br. 10 1 sarzaja ukupnih fenola i ukupnih flavonoida (tabela 9)
moze se zakljuciti da fenoli i flavonoidi nisu jedini nosioci antioksidativnog delovanja ekstrakata
pecuraka, ve¢ da je ovo delovanje uzrokovano postojanjem joS nekih antioksidativnih
komponenanta.

Na osnovu dobijenih rezultata antioksidativnog delovanja primenom DPPH testa, kao i na
osnovu sadrzaja ukupnih fenola i1 flavonoida u ekstraktima, izvrSen je odabir pecuraka sa
najjac¢im delovanjem, iz svakog genus po jedan predstavnik, koji ¢e u daljem radu biti ispitivani.
To su ekstrakti pecuraka: C. pistillaris, A. mellea, D. confragosa, L. saccatum, B. edulis i M.
procera.
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4.4.2. REDUCING POWER

Reducing power (reduktivni kapacitet) neke komponente mozZe da posluzi kao znacajan indikator
njegove potencijalne antioksidativne aktivnosti (Meir i saradnici, 1995). Merenje reduktivne
sposobnosti se zasniva na pracenju i ispitivanju transformacije Fe’™ — Fe’™ u prisustvu
ekstrakata peCuraka primenom metodu po Oyaizu (1986). Veca apsorbanca ukazuje na vecu
reduktivnu sposobnost. U ovoj metodi, Zuta boja test rastvora menja se u razli¢ite nijanse zelene
ili plave, u zavisnosti od redukcione mo¢i svake prisutne komponente u ispitivanom uzorku. U
prisustvu reduktanata (antioksidativnih komponenata) dolazi do redukcije Fe’™ fericijanidnog
kompleksa u Fe*" formu, a ova transformacija prati se na 700 nm merenjem formacije Perlovog
prusijanskog plavog (Fereira i saradnici, 2007).

Mau i saradnici (2002) istrazivali su reduktivnu sposobnost metanolnih ekstrakata pecuraka G.
frondosa, H. erinaceus i T. giganteum, i utvrdili da reduktivna sposobnost ekstrakata ovih
pecuraka pri koncentraciji od 9 mg/ml odgovara absorbancama od 1,18, 1,01 i 0,63. Sarikurcku i
saradnici (2008) ispitivali su reduktivnu sposobnost metanolnih ekstrakata nekoliko vrsta
pecuraka sa podrucja Anatolije u Turskoj (S. collitinus, B. edulis, X. chrysenteron i L.
deterrimus). Ustanovljeno je da reduktivni kapacitet ovih pecuraka pri koncentraciji od 1 mg/ml
odgovara absorbancama u opsegu od 0,144 do 0,284, dok je pri koncentraciji od 2 mg/ml opseg
dobijenih apsorbanci neSto veci i1 iznosi od 0,284 do 0,574. Pri koncentraciji od 1 mg/ml
apsorbanca ekstrakta B. edulis iznosi 0,263, a pri koncentraciji od 2 mg/ml vrednost je 0,481
(Sarikurcku i saradnici, 2008).

Reduktivna sposobnost ispitivanih suvih ekstrakata Sest razliCitih vrsta peCuraka raste sa
porastom koncentracije (tabela 11). Na maksimalnoj ispitivanoj koncentraciji od 2 mg/ml vrlo
visoke apsorbance (preko 1) a time 1 visoku reduktivnu sposobnost, pokazuju ekstrakti pecuraka
B. edulis, C. pistillaris i D. confragosa. Visoka reduktivna moc¢ ove tri vrste moze biti uslovljena
znacajnijim udelom komponenata koje su u stanju da stabilizuju radikale ili da zavrSe radikalsku
lan¢anu reakciju, odnosno velikim sadrzajem ukupnih fenola ili velikim udelom flavonoidnih
komponenata, kao u slucaju ekstrakata C. pistillaris i D. confragosa (tabela 9). Reduktivna
sposobnost suvog ekstrakta B. edulis oko 4 puta je veéa u odnosu na metanolni ekstrakt iste
pecurke sa podru¢ja Anatolije (Sarikurcku 1 saradnici, 2008), Sto ukazuje na mogucu vaznost
primenjenog ekstragensa, a mozda i primenjene metode ekstrakcije. Najmanju reduktivnu
sposobnost, na svim ispitivanim koncentracijama, pokazuje ekstrakt pecurke M. procera, sto je 1
oc¢ekivano, obzirom na vrlo mali sadrzaj TF (1,87 mg KE/g), odnosno TP (13,78 mg EGK/g).
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Tabela 11. Reduktivna sposobnost ekstrakata pecuraka izraZzena preko absorbance za razlicite

koncentracije
Absorbanca
Ekstrakt Koncentracija (mg/ml)
0,2 0,5 1,0 2,0

B. edulis 0,223+0,004 0,439+0,004 0,957+0,007 1,151+0,004
C. pistillaris 0,212+0,002 0,745+0,002 1,156+0,007 1,620+0,010
A. mellea 0,135+0,004 0,369+0,004 0,552+0,002 0,933+0,009
D. confragosa | 0,442+0,005 0,665+0,003 1,369+0,011 1,407+0,012
L. saccatum 0,133+0,002 0,299+0,003 0,553+0,004 0,919+0,007
M. procera 0,082+0,003 0,187+0,001 0,283+0,002 0,517+0,002

Reduktivna sposobnost suvih ekstrakata ispitivanih pecuraka prikazana je i na slici 40.
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Slika 40. Reduktivna sposobnost suvih ekstrakata ispitivanih pecuraka u zavisnosti od
koncentracije
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Reduktivna sposobnost razli¢itih uzoraka prirodnog materijala obi¢no se poredi sa reduktivnom
sposobnos¢u nekog poznatog antioksidansa, kao Sto su askorbinska kiselina, a-tokoferol ili
sinteticki antioksidanati BHT ili BHA (butilovani hidroksianizol). Reduktivna sposobnost
askorbinske kiseline u zavisnosti od koncentracije prikazana je u tabeli 12.

Tabela 12. Reduktivna sposobnost askorbinske kiseline izrazena preko absorbance na razlic¢itim
koncentracijama

Askorbinska
Kiselina

Absorbanca | 0,117+0,002 | 0,535+0,003 | 1,060+0,001 | 1,192+0,004 | 1,394+0,009

0,01 mg/ml | 0,05 mg/ml | 0,1 mg/ml 0,2 mg/ml 0,5 mg/ml

Reduktivni kapacitet nekog ekstrakta moze se izraziti preko ECsy vrednosti parametra koji
predstavlja koncentraciju (mg/ml) pri kojoj se postize absorbanca od 0,5 i koji se dobija
interpolacijom iz linearne regresione analize. Savoie 1 saradnici (2008) istrazivali su reduktivni
kapacitet metanolnih ekstrakata viSe razliitih uzoraka pecurke A. bisporus i ustanovili da se
ECs vrednost ekstrakata ove pecurke krec¢e u opsegu od oko 1,5 do oko 3 mg/ml. Dobijene
ECsy vrednosti obi¢no se porede sa ECsy vrednoS¢u poznatog antioksidanta. ECsy vrednost za
askorbinsku kiselinu, kao 1 ECsy vrednosti suvih ekstrakta ispitivanih pecuraka, dati su u tabeli
13. Najmanju ECsy vrednost, a time i najveéi reduktivni kapacitet, postizu ekstrakti D.
confragosa i C. pistillaris (0,278 i 0,362 mg/ml). ECs askorbinske kiseline mnogo je veca od
ECsy vrednosti ekstrakata ovih pecuraka. Poredenjem reduktivnih kapaciteta ispitivanih
ekstrakata sa ranijim istrazivanjima (Sarikurcku, 2008; Mau, 2002), moze se zakljuciti da
ispitivani ekstrakti u ovom radu imaju visoku reduktivnu sposobnost.

Tabela 13. ECs, vrednost suvih ekstrakata ispitivanih pecuraka

Uzorak ECso (mg/ml)
I ——
B. edulis 0,559

C. pistillaris 0,362

A. mellea 0,858
D. confragosa 0,278
L. saccatum 0,896
M. procera 1,927
Askorbinska
Kiselina 0,047

76



Doktorska disertacija Senka Vidovi¢

Reduktivna sposobnost ekstrakata pecuraka, na osnovu dobijenih ECsy vrednosti, opada u
slede¢em nizu: D. confragosa > C. pistillaris > B. edulis > A. mellea > L. saccatum > M.
procera. Reduktivna sposobnost svih ispitivanih ekstrakata mnogo je manja u odnosu na
reduktivnu spospbnost askorbinske kiseline.

Na osnovu rezultata ovog ispitiavnja, kao ekstrakt sa najve¢om reduktivnom sposobnoséu moze
se izdvojiti ekstrakt D. confragosa.

4.4.3. ANTIOKSIDATIVNO DELOVANJE EKSTRAKATA PECURAKA NA
HIDROKSIL I SUPEROKSID RADIKALE

EPR metoda je Siroko prihvacena, vrlo osetljiva i precizna metoda na kojoj su se bazirala
ispitivanja antioksidativnog delovanja mnogih prirodnih proizvoda (Godevac i saradnici, 2008;
Spasojevi¢ 1 saradnici, 2008). EPR spektroskopija omogucava prikupljanje niza informacija o
antioksidativnom kapacitetu ispitivanog materijala u odnosu na fizioloSki znacajne reaktivne
vrste kao S§to su superoksid radikal, hidroksil radikal i H,O, (Spasojevi¢ 1 saradnici, 2008).
Ukoliko se poredi sa ostalim metodama, npr. spektrofotometrijskim, EPR spektrosokpija je u
odnosu na njih daleko osetljivija 1 brza metoda za odredivanje antioksidativnog delovanja.

Superoksid 1 hidroksil radikali se ne mogu direktno detektovati zbog njihove reaktivnosti,
odnosno kratkog vremena postojanja. Zbog toga, radi odredivanja antioksidativnog delovanja
neke komponente na ove reaktivne radikale, u sistem je potrebno uvesti posebnu komponentu
koja se naziva spin-trap. Spin-trap reaguje sa slobodnim radikalima, pri ¢emu se formira stabilna
paramagnetna vrsta Spin-adukt, koji se moze detektovati primenom EPR spektroskopije.
Uvodenjem antioksidativne komponente u ovaj sistem dolazi do smanjenja produkcije spin-
adukta, Sto se ispoljava kao smanjenje EPR signala. U ovom istrazivanju kao jedan od
najefikasinijh spin-trapova koris¢en je DEPMPO.

Vrlo je malo podataka o skevindZer aktivnosti ‘OH i 'O, radikala ekstrakata peluraka.
Ispitivanjem delovanja ekstrakata na ove dve vrste radikala bavli su se Nakajima i saradnici
(2007). Oni su ispitivali antioksidativno delovanje vodenih ekstrakata tri vrste peCuraka (G.
lucidum, Phellinus linteus i A. blazei) pri ¢emu je utvrdeno da ove vrste pecuraka inhibiraju 50%
superoksid radikala pri koncentraciji ekstrakta od oko 2 mg/ml, a za inhibiciju 50% hidroksil
radikala potrebne su nesto vece koncentracije, u opsegu od oko 2 do oko 11 mg/ml.

U tabeli 14 date su skevindZer aktivnosti ‘O, radikala pri finalnoj koncentraciji ispitivanog
ekstrakta od 0,2 mg/ml. Svi analizirani suvi ekstrakti pecuraka pokazuju skevindzer aktivnost
ovog radikala, ali je ta aktivnost razli¢itog intenziteta i kre¢e se u opsegu od vrlo male aktivnosti
(D. confragosa), od oko 6%, do znacajne aktivnosti, od oko 64% (B. edulis). Nesto niza, ali i
dalje znacajna je aktivnost ekstrakta pecurke A. mellea. Skevnidzer aktivnost manju od 50%,
pokazala su tri suva ckstrakta (C. pistillaris, L. saccatum i M. procera). Na ispitivanoj
koncentraciji RI standardne antioksidativne komponente askorbinske kiseline bila je 85+5%.
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Proizvod koji bi se na osnovu delovanja na superoksid radikal mogao izdvojiti kao potencijalni
preparat izrazitog antioksidativnog delovanja je suvi ekstrakt B. edulis ¢ija je RI vrednost
uporediva sa vrednos¢u standardne antioksidativne komponente askorbinske kiseline.

Tabela 14. Antioksidativno delovanje suvih ekstrakata peuraka na "OH i "O, radikale pri
koncentraciji ekstrakta od 0,2 mg/ml.

Ekstrakt pe¢urke | RI (%) "O, radikala | RI (%) "OH radikala
————————————————————————————————————————
B.edulis 64+2 82+3
C. pistillaris 36+5 82+3
A. mellea 57£3 85+4
L. saccatum 40+5 73+4
D. confragosa 6=+1 56+2
M. procera 3543 0

U tabeli 14 prikazane su skevindzer aktivnosti ‘OH radikala ispitivanih suvih ekstrakata
pecuraka. Ovaj radikal se smatra jednom od najopasnijih 1 najreaktivnijih radikalskih vrsta, pa je
1 njegova inhibicija, odnosno deaktivacija, vrlo znacajna. Skevindzer aktivnost hidroksil radikala
postoji u gotovo svim ispitivanim ekstraktima pecuraka, ali je ona, kao i u slucaju superoksid
radikala, razliCitog intenziteta. Ekstrakti B. edulis, C. pistillaris i A. mellea pokazuju sli¢nu
skevindZer aktivnost ovog radikala, vecu od 80%. Ekstrakti pecuraka L. saccatum 1 D.
confragosa pokazuju nesto slabiju skevindzer aktivnost u odnosu na prethodna tri ekstrakta, ali je
njihova aktivnost takode znacajna, 1 iznosi 73% 1 56%. Kao jedini neefikasan skevindzer "OH
radikala pokazao se ekstrakt pecurke M. procera, koji poseduje Cak i prookisdativno delovanje.
Na ispitivanoj koncentraciji RI standardne antioksidativne komponente askorbinske kiselina bila
je 100£3%.

Koncentracija pri kojoj neki od ispitivanih ekstrakta neutraliSu 50% radikalskih vrsta, superoksid
ili hidroksil radikala, mnogo je manja od koncentracija pri kojoj su to pokazivali vodeni ekstrakti
pecuraka G. lucidum, A. blazei i P. linteus (Nakajima i saradnici, 2007), $to moze da govori o
znacaju primenjenog ekstragensa i, eventualno, tehnike ekstrakcije.

Suvi ekstrakti ispitivanih vrsta pecuraka, osim M. procera, mogu se smatrati potencijalno
korisnim ekstraktima za tretman patofizioloSkih procesa izazvanih hidroksil radikalima, jer pri
koncentraciji od 0,2 mg/ml, koja se moZe smatrati niskom koncentracijom, inhibiraju delovanje
viSe od 50% radikala.
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4.4.4. LIPIDNA PEROKSIDACIJA

Slobodni radikali mogu da indukuju lipidnu peroksidaciju koja moze dovesti do narusavanja
integriteta membrane. Lipidna peroksidacija je povezana sa smanjenjem fluidnosti membrane
(Rosen 1 saradnici, 1983). Poznato je da promena u fluidnosti membrane uti¢e na osobine i
funkcionisanje membrane celije, na rast Celije, transdukciju signala, permeabilnost membrane,
transportni sistem, receptorske funkcije ili aktivnost enzima (Cooper, 1977; Hitzemann i
saradnici, 1986; Parks i saradnici, 2000; Zicha i saradnici, 1999).

U tabeli 15 su dati dobijeni rezultati za parametar S: Cistog lipozoma, lipozoma izloZenog
Fentonovom sistemu, lipozoma pomesSanog sa ekstraktom pecuraka i lipozoma pomesSanog sa
ekstraktom pecuraka i izloZenog Fenton-ovom sistemu. Merenja parametra S ¢istog lipozoma 1
lipozoma izloZzenog Fenton-ovom sistemu uradena su da bi se utvrdio stepen smanjenja fluidnosti
membrane (koji je reciproCan parametru S) izazvan Fenton-ovim sistemom. Parametar S
neteritranog lipozoma u kombinaciji sa ekstraktom potreban je da bi se ustanovilo postoje li
komponente u ekstraktu pecuraka koje izazivaju promenu fluidnosti membrane i koje mogu da
uticu na mehanizam zastite od peroksidacije. U tretiranim uzorcima Fenton-ova reakcija je
primenjena kao generatorski sistem radikala.

Tabela 15. Parametar S lipozoma i lipozoma u kombinaciji sa ekstraktom peCuraka izmeren
primenom EPR 1 spin probe 7-DS

Uzorak S +S.D.
— |
Kontrola Netretirani lipozomi 0,588 £ 0,003
Tretirani lipozomi 0,617 £0,003
M. procera Netretirani lipozomi/ekstrakt 0,544 + 0,003
P Tretirani lipozomi/ekstrakt 0,571 £ 0,006
Netretirani lipozomi/ekstrakt 0,608 = 0,007
A. mellea
Tretirani lipozomi/ekstrakt 0,594 +0,007
. Netretirani lipozomi/ekstrakt 0,591 £ 0,006
B. edulis

Tretirani lipozomi/ekstrakt 0,592 +0,001
e Netretirani lipozomi/ekstrakt 0,614 +0,002

C. pistillaris
Tretirani lipozomi/ekstrakt 0,619 +0,004
Netretirani lipozomi/ekstrakt 0,597 £ 0,002

D. confragosa

Tretirani lipozomi/ekstrakt 0,604 + 0,007
L ‘ Netretirani lipozomi/ekstrakt 0,592 + 0,007

. Saccatum
Tretirani lipozomi/ekstrakt 0,594 + 0,003
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Iz rezultata datih u tabeli 15 moze se zakljuciti da nekoliko ispitivanih ekstrakata pecuraka mogu
imati protektivnu ulogu u procesu lipidne peroksidacije. Kod uzoraka koji nemaju protektivno
delovanje dolazi do povecanja parametra S, odnosno do smanjenja fluidnosti membrane
lipozoma koji su izloZeni Fenton-ovom sistemu. O povecanju fluidnosti membrane treba voditi
racuna ukoliko se razmislja o primeni ispitivanog prirodnog izvora kao leka, jer se smatra da
promene u fluidnosti membrane uti¢u znacajno na osobine ¢elija (Halliwel i1 Gitteridge, 1999).

Ekstrakt pecurke A. mellea menja fluidnost membrane lipozoma, ali kada se sistem
lipozom/ekstrakt izlozi dejstvu Fenton-ovog generatorskog sistema dolazi do povecanja
fluidnosti, vrednost parametra S se smanjuje, Sto ukazuje na protektivno delovanje ovog
ckstrakta. Ekstrakt pecurke B. edulis ima preventivnu ulogu u procesu lipidne peroksidacije, jer
je vrednost parametra S znac¢ajno manja u odnosu na vrednost parametra S sistema izloZenog
Fenton-ovom sistemu. Sam ekstrakt pec¢urke B. edulis znacajno ne uti¢e na promenu fluidnosti
membrane eritrocita. Ekstrakt C. pistilaris nema protektivnu ulogu u procesu lipidne
peroksidacije obzirom da je u oba slu¢aja vrednost parametra S znacajno povecana u odnosu na
kontrolni uzorak, §to svedo¢i o smanjenu fluidnosti membrane. Uloga ekstrakta peCuraka u
protektivnom delovanju u odnosu na proces lipidne peroksidacije, posmatrajuéi vrednosti
parametra S, je znaCajna i u slucaju etanolnog ekstrakta pecurke L. saccatum. Ekstrakt D.
confragosa nema izrazenu protektivnu ulogu u ovom procesu.

Ukoliko se posmatraju ROS, superoksid radikal je slab po reaktivnosti i smatra se da ne moze
izazvati proces lipidne peroksidacije. Obzirom na svoju reaktivnost osnovnim uzro¢nikom
neke reaktivne vrste poput hidroperoksilnog radikala. Poredenjem sposobnosti ispitivanih suvih
ekstrakata pecuraka da inhibiraju dejstvo osnovnog izazivaca lipidne peroksidacije, odnosno
hidroksil radiklala, i poredenjem parametra S kao osnovnog parametra u pracenju promene
membranske fluidnosti u toku procesa lipidne peroksidacije, moze se izvesti konacan zaklju¢ak
da znacajno zastitno delovanje u odnosu na proces lipidne peroksidacije mogu imati etanolni
estrakti A. mellea, B. edulis i L. saccatum.
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4.5. MIKRO- I MAKRO-ELEMENTI U PECURKAMA

Nekoliko nauc¢nih istrazivanja bavili su se pitanjem sadrzaja mikro- i makro-elemenata u
razli¢itim vrstama pecuraka (Cocchi i1 saradnici, 2006; Genccelep 1 saradnici, 2009; Matilla i
saradnici, 2001; Vetter, 2003). Pecurke, jestive 1 nejestive, sadrze ¢itav spektar minerala i mikro-
clemenata. Tri najéeSce koriS¢ene vrste pecuraka P. ostreatus, L edodes i A. bisporus sadrze od
27 do 47 mg/g K, 0,2 do 2 mg/g Mg i 47 do 92 pg/g Zn sracunato na suvu materiju (Vetter,
2003). U eksperimentalnom istrazivanju sadrzaja mikro- 1 makro-elemenata 30 vrsta pecuraka sa
podrucja Turske dobijene su vrednosti sadrzaja Na od 0,03 do 4,85 mg/g suve materije. Prema
ovom istrazivanju sadrzaj K je visok 1 iznosi od 12,6 do 29,1 mg/g suve materije. Relativno je
visok 1 sadrzaj Mg, od 0,09 mg do 4,54 mg/g suve materije. Sadrzaj Ca varira od oko 0,17 do
8,80 mg/g suve materije (Genccelep i saradnici, 2009). Istrazivanjem pecCuraka genusa Boletus
utvrdeno je da je sadrzaj Se od 30 do 90 mg/100 g sveZe materije, mnogo veci odnosu na ostale
vrste pecuraka (Cocchi 1 saradnici, 2006). U tabeli 16 su dati rezultati sadrzaja mikro- 1 makro-
elemenata u suvim ekstraktima pe€uraka, ispitivanih u ovom radu.

U svim analiziranim ekstraktima od makro-elemenata najvise je prisutan kalijum, od oko 22
mg/g kod D. confragosa do oko 70 mg/g kod ekstrakta C. pistillaris, zatim sledi magnezijum,
osim kod ekstrakta L. saccatum, natrijum, pa kalcijum. Sadrzaj Mg se krece od 0,788 mg/g u
ekstraktu M. procera do 3,735 mg/g u ekstraktu D. confragosa. Sadrzaj natrijuma najmanji je u
ekstraktu B. edulisa (0,462 mg/g). Znaajno manji sadrzaj natrijuma u odnosu na sadrzaj
kalijuma veoma je bitan sa nutricionistickog aspekta upotrebe ispitivanog materijala. Zanimljivo
je da je sadrzaj kalcijuma visestruko veci u ekstraktu D. confragosa nego u ekstraktima ostalih
ispitivanih pecuraka, S$to se najverovatnije moze tumaciti njegovom specificnom drvenastom
strukturom u odnosu na ostale ispitivane vrste pecuraka.

Sto se ti¢e mikro-elemenata koji su ispitivani u ekstraktima pecuraka veoma znalajni podaci
dobijeni su za ekstrakt pecurke B. edulis za koji je utvrdeno da sadrzi najvise cinka (89,00 pg/g)
kao 1 daleko viSe selena (62,76 ug/g) u odnosu na ekstrakte svih ostalih vrsta. Najvec¢i sadrzaj
selena u odnosu na ostale ispitivane vrste peCuraka u skladu je sa ranije radenim naucnim
istrazivanjima kojima je utvrdeno da upravo pecurke ovog genusa sadrze najvece koli¢ine ovog
mikro-elementa (Cocchi i saradnici, 20006).

Obzirom na nizak sadrzaj natrijuma u odnosu na sadrzaj kalijuma, zatim visok sadrzaj cinka i
daleko veci sadrzaj esencijalnog selena u odnosu na ekstrakte drugih pecuraka, ekstrakt B. edulis
se moze preporuciti za dalju upotrebu u vidu jedne od aktivnih komponenata odredenog
dijetetskog suplemenata koji bi imao pozitivan uticaj na humani organizam. Ova preporuka je u
skladu sa nau¢nim istrazivanjem suplemenata na bazi selena u kome je utvrdeno da suplementi
na bazi selena povecavaju antioksidativnu aktivnost prilikom intenzivnog i akutnog vezbanja
(kada dolazi do intenzivnijeg stvaranja slobodno radikalskih vrsta), i time sprecavaju procesa
lipidne peroksidacije (Akil i saradnici, 2010).

Sadrzaj selena u ekstraktu B. edulis, pored relativno visokog sadrzaja fenolnih komponenata u
ovom ekstraktu, mogao bi biti odgovoran i1 za njegovo protektivno delovanje u procesu lipidne

peroksidacije.
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Tabela 16. Sadrzaj mikro- 1 makro-elemenata u suvim ekstraktima pecuraka

Senka Vidovié

c - g 4] E

sarmipoy | 52 | £5 | B2 | 55| 88 | B%
ekstrakta S5 g 3 E2 35 S & o
a8 j < < O 'a § S g o
Cink (Zn) 89,990 | 46,890 | 50,390 | 28,890 | 32,640 18,540
(ng) +0,01 +0,04 +0,02 +0,008 +0,02 +0,01
Gvozde (Fe) 22,480 91,460 | 97,450 10,910 18,860 55,480
(ng) +0,04 +0,04 +0,04 +0,02 +0,01 +0,009
Selen (Se) 62,76 0,458 2,359 3,051 0,217 0,882
(ng) +0,02 +0,02 +0,05 +0,05 +0,009 +0,04
Magnezijum (Mg) 1,218 1,135 1,489 1,644 3,735 0,788
(mg) +0,04 +0,04 +0,03 +0,01 +0,02 +0,04
Natrijum (Na) 0,462 1,183 0,750 0,962 0,715 0,629
(mg) +0,01 +0,01 +0,01 +0,03 +0,02 +0,02
Kalijum (K) 51,751 53,762 | 54,807 73,487 22,671 52,731
(mg) +0,02 +0,03 +0,04 +0,04 +0,009 +0,03
Kalcijum (Ca) 0,114 0,224 0,548 0,225 3,251 0,179
(mg) +0,009 +0,01 +0,02 +0,01 +0,01 | +0,008
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4.6. PISTILARIN, VARIEGETICNA KISELINE I DRUGE
KOMPONENTE U EKSTRAKTIMA PECURAKA

Primenom LC/UV/MS analize u suvim ekstraktima pecuraka identifikovana su pojedina retka i
specificna jedinjenja, poput antioksidativnog polifenolnog jedinjenja variegeti¢ne kiseline,
retkog jedinjenja pistilarina i nekoliko jedinjenja strukture derivata triterpena. U tabeli 18 dati su
podaci koji odgovaraju LC/UV/MS analizi jedinjenja detektovanih u ekstraktima pecuraka.

Tabela 18. LC/UV/MS analiza specifi¢nih jedinjenja u ekstraktima pecuraka C. pistillaris, B.
edulis i D. confragosa

tr Detektovana Molekulska Molekulska UV inax
. . Komponenta
(min) lonska vrsta masa formula (nm)
2,2 M-+H 267,0967 C10H13N504 198, 216; 260 Adenozin
198; Cer e
8,1 M-H, 2M-H 417,1907 C21H27N306 216:258:292 Pistilarin
198; 214sh; Variegeti¢na
20,1 M-H 372,0483 CisH 1209 260: 384 Kiselina
30,6 M-H, 2M-H 524,3531 C33H4g0s5 - Slika br. 44 (A)
33,7 M-H, 2M-H 526,2771 C33H500s5 - Slika br. 44 (B)

Odgovaraju¢i HPLC hromatogram za ekstrakt C. pistillaris dat je na slici 41, a za sve ostale
pojedinacne suve ekstrakte pecuraka u Prilogu. U ekstraktu pecurke C. pistilaris identifikovano
je specificno jedinjenje pistilarin, fungalni metabolit. Pistilarin (slika 42) spada u grupu
jedinjenja siderfora 1 to kateholnih siderfora. Ova nisko molekularna jedinjenja, narocito
kateholnog tipa, imaju sposobnost heliranja jona gvozda i u ovom smislu smatraju se visoko
efikasnim (Chanine 1 saradnici, 2001; Steglich 1 saradnici, 1984), ali su veoma retka (Capon 1
saradnici, 2007). Obzirom na veliki broj hidroksilnih grupa i nezasi¢enih veza jasno je da bi ovo
jedinjenje moglo da poseduje odredene i znacajne antioksidativne karakteristike. U poslednjih
dvadesetak godina ulazu se znacajni napori na sintetisanja veStackog helatora gvozda po tipu
siderfora. Neka od jedinjenja ovog tipa smatraju se efikasnim i u le¢enju malarije (Hinder i Liu,
1997). U tabeli 19 dat je sadrzaj pistilarina u suvom ekstraktu pecurke C. pistillaris (27,87

mg/g).
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Slika 41. HPLC/DAD hromatogram za suvi ekstrakta C. pistillaris

Prisustvo pistilarina, pored visokog sadrzaja fenolnih jedinjenja i prisustva cinka i selena, moglo
bi se smatrati odgovornim za znaCajno antioksidativno delovanje ekstrakta C. pistillaris.
Pistilarin u drugim etanolnim ekstraktima nije detektovan.

0 21 OH
HO. g N
O H e ﬁ W S “OH
HO 5 O
Slika 42. Pistilarin

U suvom ekstraktu pecurke B. edulis identifikovana je karakteristi¢na polifenolna komponenta -
variegeticna kiselina (slika 43), koja, na osnovu uradenih analiza, nije prisutna u ostalim
pecurkama. Variegeti¢na kiselina identifikovana je i u ekstraktu pecurke Suillus bovinus (L: Fr.)
O. Kuntze. Ona predstavlja narandzasti pigment (3,3',4,4'-tetrahidroksi pulvinsku kiselinu) 1
utvrdeno je da poseduje jako antioksidativno delovanje (Kasuga i saradnici, 1995). U tabeli 19
dat je sadrzaj variegeti¢ne kiseline u suvom ekstraktu pecurke B. edulis (1,36 mg/g).
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Slika 43. Variegeti¢na kiselina

U suvom ekstraktu pecurke D. confragosa detektovano je prisustvo dva derivata triterpena,
jedinjenje A i jedinjenje B (slika 44). Upravo ova jedinjenja su 2000. godine detektovali Rosecke
i Konig (2000) i to u ekstraktu pecurke D. confragosa, kao i u jo§ jednom pripadniku iste vrste
Daedaleopsis quarcina. U mnogim naucnim istrazivanjima triterpeni koji vode poreklo iz
peCuraka smatraju se farmakoloski odgovornim komponentama za antikancerogeno,
antiinflamatorno, vazorelaksaciono, antistresno, antioksidativno i druga delovanja (Abudureyimu
1 saradnici, 2001; Wang i saradnici, 1998; Wang i saradnici, 2002).

HG‘:G%\ ||'| HD% o
--'_\\,-'- i S » i
T G SO g
,,f'aHLJLH J ol . ]_/ L ,l) wor !
A L 17 1:R=H | J¢ 'R =
o /7;%‘:?’ 3:R=Ac o )f;ﬁ" E : E = Ec
A B

Slika 44. Strukturna formula jedinjenja A i jedinjenja B
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4.7. ADENOZIN U EKSTRAKTIMA PECURAKA

U suvim ekstraktima ispitivanih pecuraka primenom LC/UV/MS analize identifikovan je
adenozin, jedinjenje potencijalno farmakoloski znacajno u terapiji nekih kardioloskih stanja. U
tabeli 18 dati su podaci koji odgovaraju LC/UV/MS analzi adenozina. Hromatogrami za svaki
pojedinacni ekstrakt su dati u Prilogu.

Podataka o sadrzaju adenozina u peCurkama, osim u vrsti Cordyceps, ima vrlo malo.
Ispitivanjem sadrzaja adenozina u razli¢ito dobijenim uzorcima pecurke Cordyceps utvrdeno je
da se sadrzaj nukleozida u uzorcima dobijenim kultivacijom krece od 0,5 do 3,2 mg/g suve
materije, dok je u uzorcima koji su sakupljeni u prirodni taj sadrzaj znacajno manji, i krece se u
intervalu od 0,02 do 0,5 mg/g (Li i saradnici, 2001). Sli¢ne podatke dobili su Fan i saradnici
(2006) koji su utvrdili da sadrzaj adenozina u Cordycepsu koji se razvijao u prirodnim uslovima
iznosi oko 0,2 mg/g, dok je sadrzaj u kultivisanom uzorku veci i do nekoliko puta, i iznosi od
oko 2 do oko 6 mg/g. Sadrzaj adenozina u C. militaris kre¢e se u opsegu od oko 0,2 do oko 2

mg/g.
Adenozin je identifikovan u svim ispitivanim suvim ekstraktima pecuraka, osim u ekstraktu

pecurke M. procera. Primenom HPLC/DAD analize izvrSena je njegova kvantifikacija u
ispitivanim uzorcima (tabela 19).

Tabela 19. Kvantitativna HPLC/DAD analiza suvih ekstrakata pecuraka

Ekstrakt Adenozin Variegeti¢na kiselina Pistilarin
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
A. Mellea 1,90+0,07 n.i. * ni. *
B. Edulis 2,58+0,10 1,36+0,05 ni. *
C. pistillaris 2,80+0,11 n.i. * 27,87+1,00
D. confragosa 1,13+0,05 n.i. * n.i. *
L. saccatum 4,58+0,18 n.i. * n.i. *
M. procera n.i. * n.i. * ni. *

*n.1.- nije identifikovan
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Sadrzaj adenozina u suvim ekstraktima ispitivanih vrsta pecuraka krece se od oko 1 mg/g do oko
4,5 mg/g. Najmanji sadrzaj adenozina odreden je u ekstraktu pecurke D. confragosa (1,13 mg/g),
dok je sadrzaj od preko 2 mg/g ekstrakta odreden u ekstraktima B. edulis i C. pistilaris. Najveci
sadrzaj adenozina, i do nekoliko puta ve¢i u odnosu na ekstrakte drugih ispitivanih pecuraka,
odreden je u suvom ekstraktu pecurke L. saccatum. Iz ovog razloga pecurka, odnosno ekstrakt
pecurke L. saccatum, se mogu preporuciti u smislu njihovog kori§¢enja zbog prisustva adenozina
u obliku odredenog dijetetskog suplemenata ili nekog drugog farmaceutskog oblika.

4.8. EKSTRAKCIJA ODABRANIH VRSTA PECURAKA
UGLJENDIOKSIDOM U SUPERKRITICNOM STANJU

Podataka o superkriti¢noj ekstrakciji pecuraka ugljendioksidom kao ekstragensom vrlo je malo.
Superkritiénom ekstrakcijom pecuraka vrste Agricus bavili su se Abdullah i saradnici (1994).
Ekstrakcija je radena sa 120 mg osuSene, samlevene droge, na temperaturi od 50°C 1 vrlo
kratkim vremenom ekstrakcije (11,4 min.). Podaci o primenjenom pritisku ekstrakcije nisu
dostupni. Ovako dobijeni ekstrakti sastojali su se uglavhom od masnih kiselina. Takode,
utvrdeno je da je primenjen proces uporediv sa klasicnim procesom ekstrakcije organskim
rastvarac¢ima.

U cilju odredivanja radnih parametara, vremena i pritiska ekstrakcije, ekstrakcija pecuraka B.
edulis, M. procera i A. mellea ispitivana je na pritiscima 100, 200 i 300 bara, za vreme
ekstrakcije do 4 h, a prinos ekstrakcije odredivan je nakon 15, 30, 45, 60, 90, 120 180 i 240 min.
labilnih lipida i spreciti njihovu termicku razgradnju u toku ekstrakcije (Suqin i saradnici, 2010).
Iz ovog razloga, temperatura od 40°C odabrana je kao pogodna radna temparatura na kojoj ne
moze do¢i do razgradnje termolabilnih komponenata ispitivanih pecuraka.

Pri postavljenim radnim uslovima, odnosno temperaturi od 40°C 1 pritiscima od 100, 200 1 300
bara zapreminska masa ugljendioksida iznosi 0,568 g/ml, 0,831 g/ml i 0,929 g/ml.
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Tabela 20. Prinos sup
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erkriti¢ne ekstrakcije M. procera

Vreme ekstrakcije
(min)

Prinos ekstrakcije (g/100 g droge, %)
Pritisak (bar)
200

100

300

Rezultati superkriti¢ne ekstrakcije pecurke M. procera dati su u tabeli 20 i prikazani na slici 45.
Prinos ekstrakcije ove pecurke raste sa porastom vremena na sva tri primenjena pritiska. Na
gotovo svim ispitivanim pritiscima ovaj rast je veoma intenzivan u periodu do oko 120 min.

Ly = » g o w
[=} & [=} ol [=} &
1 1 1 1 1 |

Prinos ekstrakcije (g/100 g droge)

o
3
1

o
©

® 100 bar, 40°C
® 200 bar, 40°C
300 bar, 40°C

e

T T T T
100 150 200 250

Vreme ekstrakcije (min)

Slika 45. Kinetika superkriticne ekstrakcije M. procera na pritiscima 100, 200 1 300 bar 1

temparaturi 40°C
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Uticaj pritiska, koji se smatra jednim od dominantnih faktora u procesu superkriti¢ne ekstrakcije,
veoma je izrazen. Najveci prinos ekstrakcije se postiZze primenom pritiska od 300 bar (3,179 %),
neSto manji pri ekstrakcije na 200 bar (2,941 %), a najmanji prinos je dobijen pri ekstrakciji na
100 bar (1,511 %), nakon istog vremena ekstrakcije od 4 sata.

Rezultati superkriti¢ne ekstrakcije pe¢urke B. edulis, na ispitivanim pritiscima i temperaturi od
40°C 1 dati su u tabeli 21 i graficki prikazani na slici 46. Kao i u prethodnom slucaju, najveci
prinos ekstrakcije postize se nakon 4 h na pritisku od 300 bara (2,813 %).

Tabela 21. Prinos superkriti¢ne ekstrakcije B. edulis

Prinos ekstrakcije (g/100 g droge, %)

Vreme ekstrakcije
(min)

Pritisak (bar)

100

200

300

89



Doktorska disertacija

254

Ly = g
[=} 2] =)
1 1 1

Prinos ekstrakcije (g/100g droge)
&
1

m 100 bar, 40°C
® 200 bar, 40°C
300 bar, 40°C

—

/ -
e
_— o
m
—m
| |
0,0 . ; ; . ; . ; . ;
0 50 100 150 200 250

Vreme ekstrakcije (min)

Senka Vidovié

Slika 46. Kinetika superkriti¢ne ekstrakcije B. edulis na pritiscima 100, 200 i 300 bar i

temparaturi 40°C

Tabela 22. Prinos superkriti¢ne ekstrakcije A. mellea

Prinos ekstrakcije (g/100 g droge, %)
Vreme ek.strakcije Pritisak (bar)
(min)
100 200 300
15 0,036 0,237 0,394
30 0,357 0,585 0,769
45 0,513 0,876 1,003
60 0,757 1,005 1,132
90 0,918 1,098 1,217
120 0,966 1,150 1,281
180 1,065 1,278 1,305
240 1,104 1,364 1,453

Rezultati superkriticne ekstrakcije peurke A. mellea dati su u tabeli 22 i prikazani na slici 47.
Kao i u prethodna dva slucaja najveéi prinos ekstrakcije (1,453 g/100 g droge) postize se nakon 4
h ekstrakcije primenom pritiska od 300 bar. Razlika u prinosu ekstrakcije, kao i u prethodna dva
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slu¢aja, na pritisku od 100 i na pritisku od 300 bar je vrlo izraZzena. Takode, do vremena od oko
120 minuta dolazi do naglog porasta prinosa.

m 100 bar, 40°C
® 200 bar, 40°C

300 bar, 40°C
1,5
o °
(2]
e [ ]
©
o [ )
8
= 1,0 °
RS n
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Slika 47. Kinetika superkriti¢ne ekstrakcije A. mellea na pritiscima 100, 200 i 300 bar i
temperaturi 40°C

Analizom uticaja vremena 1 pritiska u prethodna tri slucaja, definisan su uslovi za superkriti¢nu
ekstrakciju ostalih uzoraka pecuraka: vreme ekstrakcije od 4 h, pritisak ekstrakcije od 300 bar,
temperatura 40 C i protok od 0,193 kg/h. Smatra se da nakon 4 sata ekstrakcije u svim ispitanim
slu¢ajevima ne dolazi viSe do znacajnog povecanja prinosa ekstrakcije. Ekstrakcijom na ovim
uslovima dobijeni su ekstrakti ostalih peCuraka, a prinos ekstrakcije za svaku vrstu dat je u tabeli
23. Najveci prinos ekstrakcije ostvaren je kod pecurke C. pistillaris (3,218 %), a nesto nizi kod
M. procera (3,179 %), Najmanji prinos ekstrakcije primenom superkritiénog ugljendiksida
dobijen je kod suve pecurke A. mellea (1,453 %).

Prinos ekstrakcije peCuraka superkriticnim ugljendioksidom raste sa povecanjem pritiska
ekstrakcije. Nakon vremena od oko 120 minuta prinos ekstrakcije se ne menja znacajno. Prinosi
se kre¢u u intervalu od 1, 453 % (A. mellea) do 3,218 % (C. pistillaris).
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Tabela 23. Prinos superkriti¢ne ekstrakcije pecuraka na pritisku 300 bar i temparaturi 40°C

Pedurka Prinos ekstrakcije
(g/100 g droge, %)
L. saccatum 1,682
C. pistillaris 3218
D. confragosa 1,634
M. procera 3,179
A. mellea 1,453

4.9. SASTAV MASNIH KISELINA SUPERKRITICNIH EKSTRAKATA
ISPITIVANIH PECURAKA

Masne kiseline u pecurkama ekstrahuju se primenom, najc¢esce, sokslet metode i hloroforma,
petroletra, smesSe hloroforma i metanola kao ekstragensa (Barros i saradnici, 2007; Ribeiro i
saradnici, 2009; Yilmaz i saradnici, 2006). Pecurke ispitivane u ovom radu ekstrahovane su
primenom ugljendioksida u superkriticnom stanju, koji se moze smatrati, zbog svojih
karakteristika, veoma pogodnim ekstragensom za ekstrakciju lipofilnih komponenata, a nacin
ekstrakcije efikasnim postupkom za ekstrakciju jedinjenja ovog tipa.

Baros i saradnici (2007) odredili su profil i sadrzaj masnih kiselina nekoliko vrsta pecuraka (A.
arvensis, L. deliciosus, L. giganteus, S. imbricatus i T. protentosum). Utvrdeno je da su
najzastupljenije masne kiseline u analiziranim uzorcima pecuraka bile oleinska (C18:1 n-9),
linoleinska (C18:2 n-6) i zasi¢ena palmitinska kiselina (C16:0). Naucna istrazivanja skorijeg
datuma izveStavaju o prisustvu visoko nezasi¢enih masnih kiselina u pe¢urkama. Neke od njih
imaju 1 do 5 nezasi¢enih veza (Ribeiro 1 saradnici, 2009). Suquin 1 saradnici (2010) istrazivali su
sastav masnih kiselina pecurke A. bisporus. Ukupan sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina u A.
bisporus iznosi od 22,1 do 26,5%. Palimitinska kiselina (16:0) je najprisutnija sa udelom od
14%, zatim stearinska (18:0) sa udelom od oko 4%. Detektovane su i masne kiselina se duzim
lancima (26:0), dok zasi¢ene masne kiseline sa lancima manjim od 10 C atoma nisu pronadene,
Sto je u skladu sa ranijim naucnim istrazivanjima. Dominantna nezasi¢ena masna kiselina u A.
bisporus je linoleinska kiselina (18:2n-6), koja je prisutna u udelu od 67 do 76%. U tragovima su
detektovane jo$ neke nezasi¢ene masne kiseline poput dihomo-y-linolenske, dokosadienonske ,
arahidonske, o-linolenske, eikosatrienske (C20:3n-3), eikosatetraenske 1 drugih. Oleinska
kiselina je prisutna u A. bisporus u udelu od 1,5% (Sugqin i saradnici, 2010). Jo$ neki naucnici su
se bavili analizom sastava masnih kiselina nekoliko razliCitih vrsta peuraka. Analizom profila
masnih kiselina utvrdeno je da je oleinska kiselina prisutna u udelu od 18 do 79%, linoleinska od
11 do 79%, a palmitinska i stearinska u manjem udelu (0,4 do 24% odnosno 0,2 do 16%).
Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina bio je najveci u sluc¢aju pecurke A. rubescens (47%) i S. bellini
(48%), zbog visokog sadrzaja palmitinske kiseline, dok su nezasi¢ene masne kiseline bile
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dominantnije u odnosu na zasi¢ene u svim ostalim analiziranim uzorcima. Sadrzaj nezasi¢enih
masnih kiselina sa viSe nezasi¢enih veza varirao od 12 do 79%, a sadrzaj masnih kiselina sa
jednom nezasi¢enom vezom od 18 do 79% (Ribeiro 1 saradnici, 2009).

U cilju definisanja sastava masnih kiselina u superkriticnim ekstraktima pecuraka uradene su
GC/MS 1 GC/FID analize. Osnovne komponente detektovane GC/MS analizom bile su slobodne
karboksilne kiseline (uglavnom oleinska i linoleinska), kao i jedinjenja nekih drugih klasa
(aldehidi, alkoholi, steriodi, aromaticne komponente). Nakon transesterifikacije metil estri
karboksilnih kiselina detektovani GC/MS analizom 1 kvantifikovani primenom GC/FID analize.
Na slici 48 prikazan je GC/MS hromatogram superkriticnog ekstrakta pecurke D. confragosa.

A TO000DAWY INHHOdH D Ul [ "8IS

1.0e57

9.0e4]

8.0e4] B

7.0e41

0.0e41

5.0e41

4.0¢41 =

10.754

3.0e41

2.0e41

6.777
37507
- 29.158

31.335

1.0e41 \

[5.996
r8.061

Time (min.)

Slika 48. GC/MS hromatogram za superkriti¢ni ekstrakt pecurke D. confragosa

U tabeli 24 dati su rezultati o sadrzaju dominantnih masnih kiselina u superkritiénim ekstratima
pecurke B. edulis koji su dobijeni primenom ugljendioksida na pritiscima 100, 200 i 300 bar, i
temperaturi od 40°C.

93



Doktorska disertacija Senka Vidovi¢

Tabela 24. Sastav i sadrzaj (%) masnih kiselina u superkritiénim ekstrakatima B.edulis

tr Masne Kiseline Superkriti¢ni ekstrakti
(min) 100 bar 200 bar | 300 bar
10,76 Palm‘t(‘gj'?ol;‘sel‘“a 10,90% | 11,78% | 11,34%
13,89 Stea“(“gll‘g.g;se"“a 2,63% 249% | 2,79%
14,36 Ole‘?f;‘f‘l lz‘gs)el‘“a 32,91% 33,34% | 36,58%
14,54 18:1 izomer 1,26% 1,51% 1,45%
15,24 L‘““'e(‘gsi‘;‘. ;‘)‘sel“‘a 02,61% | 44,58% | 45,14%

Iz podataka datih u tabeli 24 se vidi da postoji uticaj pritiska na ekstrakciju nekih masnih
kiselina, poput oleinske i linoleinske, sadrzaj se povecava sa pove¢anjem pritiska, ali taj uticaj
nije u velikoj meri izrazen. Na osnovu rezultata datih u prethodnoj tabeli jasno je da je u svim
ekstraktima B. edulis dominantna kiselina linoleinska, koja je u ekstraktima prisutna u udelu od
oko 42 do oko 45%. SadrZzaj ove kiseline ve¢i je od sadrzaja koji su u ovoj vrsti pecuraka
detektovali Yilmaz i saradnici (2006) i koji je 33,6%. Udeo oleinske kiseline, od oko 32 do oko
36% je uporediv sa sadrzajem (30,2%) o kome izveStavaju Yilmaz i saradnici (2006). Od
zasi¢enih masnih kiselina najprisutnija je palmitinska masna kiselina. U dobijenim ekstraktima
pecurke B. edulis detektovane su jo§ neke masne kiseline ali u znacajno manjem udelu (manjem
od 1%), kao §to su: laurinska, miristinska, palmitooleinska i1 oleinska. U superkriticnim
ekstraktima B. edulis nisu detektovane masne kiseline sa dugim lancima, kao ni masne kiseline
sa nizom manjim od C10.
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Tabela 25. Sastav masnih kiselina superkriticnih ekstrakata pecuraka

Senka Vidovié

c 9 g ] <
o

<Mt L S @© e = = O — ®© ==

S 2 ° g g 8 S G S| 3£ | ER
(min) = = @ @ 88 | & | g8 | 85 | £€E

| @ 2 8 o
Pentadekanoinska
9,36 (C 15:0)
10,76 Palmitinska 11,34 9,57 1528 | 23.81 | 1310 | 1332
9 (C 16:0) b 9 9 9 9 9
Palmitooleinska
11,33 (€ 16:1 90 0,82 0,40 0.87 0,94 1,32 4,54
Stearinska
13,89 (© 18:0) 2,79 6,16 1,72 3.64 2,15 3.10
Oleinska
14,36 (C 181 ¢9) 36,58 6,64 42,37 9,96 18,64 | 31,24
14,54 (C 18:1) izomer 1,45 1,22 nd. * 3.59 0,57 2,80
15,24 | Linoleinskakiselina f 510 | ¢760 | 3344 | 4688 | 5004 | 39,44
(C 18:2)
16,00 o-linoleinska n.d. * n.d. * n.d. * n.d. * 3,37 n.d. *
’ (C 18:3 ¢6c9¢c12) -d. -d. -d. -d. ) -d.
Beheninska * * *

20,29 € 22:0) n.d. 0,36 n.d. n.d. 0,56 1,07

* n.d. — nije detektovano

U ekstraktu pecurke L. saccatum dominantna masna kiselina je linoleinska, sa udelom od oko
67%. Ovo je ujedno najvec¢i sadrzaj ove kiseline detektovan u analiziranim superkritiénim
ekstraktima ispitivanih vrsta pecuraka. Ovako visok sadrzaj linoleinske kiseline dobijen je i u
ispitivanju profila masnih kiselina pecurke A. bisporus (Suqin i saradnici, 2010). U udelu
manjem od 1% prisutne su zasi¢ene masne kiseline laurinska, miristinska, margarinska i
beheninska, kao i nezasi¢ena masna kiselina palmitooleinska.

U superkriticnom ekstraktu C. pistillaris najveéi udeo ima oleinska kiselina (42,37%), §to je i
daleko najveéi sadrzaj ove kiseline detektovan u odnosu na ostale ispitivane superkriti€ne
ekstrakte pecuraka. U visokom udelu u ovom ekstraktu prisutna je 1 linoleinska (33%), kao 1
zasi¢ena palmitinska kiselina (15%), a masne kiseline koje su detektovane u udelu manjem od
1% su zasi¢ene miristinska, margarinska, arahidonska, lignocerinska, kao 1 nezasicene,
palmitooleinska i trans oblici C16:1 11t1 C18:1 t9 kiseline.
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U ekstraktu pecurke M. procera detektovan je, u odnosu na ostale ispitivane ekstrakte, najveci
sadrzaj zasi¢ene palmitinske kiseline, oko 23%. Kao i u vecini ostalih ekstrakata, i u ovom
ekstaktu je u velikoj meri prisutna linoleinska kiselina. Masne kiseline koje su u ovom ekstraktu
detektovane u udelu manjem od 1% su miristooleinska, lignocerinska i1 palmitooleinska.

U superkriticnom ekstraktu pecurke D. confragosa dominantna je linoleinska masna kiselina
(oko 50%). U ekstraktu u udelu manjem od 1% detektovana su i slede¢a jedinjenja: laurinska,
miristinska, beheninska, lignocerinska, kerotinska, zatim trans oblici C 16:1 11t 1 C 18:1 t9, C
18:1 izomer i 2-hidroksil oktadekanoik metil estar. Ekstrakt ove pecurke zanimljiv je i po tome
Sto je u njemu detektovano visSe zasi¢enih masnih kiselina sa C nizom duZeim od C 20, kao Sto
su: beheninska (C22:0), lignocerinska (C24:0), kerotinska (C26:0).

Najveci udeo nezasi¢ene palmitooleinske kiseline, u odnosu na ostale ekstrakte, detektovan je u
superkriticnom ekstrakt A. mellea (oko 4,5%). Yilmaz i saradnici (2006) takode su proucavali
profil masnih kiselina ove pecurke. Prema njihovom istrazivanju sadrzaj palmitooleinske kiseline
je nesto veci (10,3%), dok je sadrZaj oleinske viSestruko niZi u odnosu na sadrzaj u analiziranom
superkritiénom ekstraktu ove pecurke (4,55%). Kiseline koje su prisutne u udelu manjem od 1%
su: C12:0, C14:0, C15:0, C17:0, C20:0, C24:0 1 nezasiceni trans olik C18:1 t9.

Na osnovo podataka datih u tabeli 24 i tabeli 25 moze se zaklju€iti das u superkriti¢ni ekstrakti
ispitivanih vrsta pecuraka bogati nezasi¢enim masnim kiselinama i to oleinskom (6,64% do
42,37%) 1 linoleinskom (33,44% do 67,69%). Dominantna zasi¢ena masna kiselina u
analiziranim pecurkama je palmitinska kiselina sa udelom od 9,57% do 23,81%.
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4.10. STEROLNA JEDINJENJA PRISUTNA U SUPERKRITICNIM EKSTRAKTIMA
PECURAKA

Za neke komponente pecuraka koje imaju steroidnu strukturu se smatra da poseduju, izmedu
ostalih, antidijabeti¢ko 1 antiarterosklerozno delovanje, da smanjuju nivo holesterola, kao i da su
znaajne u prevenciji raka debelog creva (Piironen i saradnici, 2000). Neke od komponenata
steroidne strukture prisutne u pecurkama, kao $to su ergosta-4,6,8 (14), 22-tetraen-3-on poseduju
antialdosteronicke osobine koje se mogu iskoristiti u terapiji oslabljanog sréanog miSica.
Utvrdeno je da isto jedinjenje poseduje i antiinflamatorne karakteristike, pa se moze koristiti u
terapiji nekih zapaljenskih procesa. Korisne osobine, poput antimikrobnog delovanja, dokazane
su i za jo$ jedno jedinjenje steroidne strukture izolovano iz pecuraka, Sa-ergosta-7,22-dien-3f3-ol
(Lindequist i1 saradnici, 2005). Dominantno jedinjenje steroidne strukture u pecurkama je
ergosterol (Matilla i saradnici, 2002).

U tabeli 26 su dat je sastav sterola dobijen GC/MS analizom superkriti¢nih ekstrakata ispitivanih
pecuraka.

Tabela 26. Sastav sterola u superkriti¢nim ekstraktima pec¢uraka

Povrsina pika (%)

tr
(min)

Komponenta | Daedaleopsis | Lycoperdon | Clavaria | Boletus | Armilaria | Macrolepiota

confragosa | saccatum | pistilaris | edulis mellea procera

79,528 Ergosterol

7,22-

79,763 Ergostadienol

7,22-
Ergostadienon

80,793

Derivat

81,002
ergosterola

81,126 | Fungisterol

81.788 )| Kalinasterol

Ergosta-4,6,8
83,267 (14), 22-
tetraen-3-on

*n.d. — nije detektovano
U svim analiziranim ekstraktima pecuraka dobijenim primenom ugljendioksida u superkriticnom

stanju kao ekstragensa, detektovan je ergosterol. On je dominantno jedinjenje sterolne strukture u
ekstraktima D. confragosa, M. procera, A. mellea i B. edulis. Najvise ga ima u ekstraktu
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drvenaste Polyporaceae pecurke, D. confragosa. Obzirom da D. confragosa upravo i pripada
genusu iz koga potice vec¢ina lekovitih pecuraka, najveci sadrzaj jedinjenja sterolne strukture je i
ocekivan. Pored u ekstraktu dominantnog ergosterola, detektovani su i 7,22-ergostadienon,
fungisterol, kalinasterol, kao i jedan derivat ergosterola.

U superkriticnom ekstraktu pecurke L. saccatum dominantno jedinjenje sterolne strukture je, za
razliku od prethodnih naucnih istrazivanja (Matilla i saradnici, 2002), 7,22-ergostadienon, zatim
7,22-ergostadienol, pa tek onda ergosterol. Ostala jedinjenja sterolne strukture u ovom ekstraktu
nisu prisutna.

Sli¢no kao u slucaju ekstrakta L. saccatum, u superkriti¢nom ekstraktu C. pistilaris dominantno
jedinjenje sterolne strukture je 7,22-ergostadienon. U ovom ekstraktu identifikovano je i
jedinjenje koje poseduju antialdosteronicke osobine ergosta-4,6,8 (14), 22-tetraen-3-on. Upravo
ovo jedinjenje identifikovano je i u superkriticnom ekstraktu pecurke A. mellea, ali u nesto
manjem udelu. Najmanje sterolnih komponenata detektovano je u superkriticnom ekstraktu
pecurke B. edulis, svega jedno, ergosterol.

Obzirom na spektar i sadrZaj sterolnih jedinjenja za dalju analizu i eventualnu upotrebu mogao bi
se preporuciti ekstrakt pecurke D. confragosa.
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4.11. UTICAJ EKSTRAKTA PECURAKA NA FLUIDNOST MEMBRANE
ERITROCITA

Sposobnost ekstrakata pecuraka dobijenih primenom superkriti¢éne ekstrakcije sa CO, da menjaju
fluidnost membrane eritrocita (slika 49) ispitana je in vivo eksperimentom na membranama
eritrocita sveze krvi zdravih donora. Smatra se da je abnormalnost membrane celija etioloski
faktor u razvoju hipertenzije (Canessa 1 saradnici, 1980; Dominiczak 1 saradnici, 1991).
Fluidnost membrane je fizicko-hemijska karakteristika biomembrana i znacajan je faktor u
modifikovanju reoloskog ponaSanja eritrocita, odnosno sposobnosti ¢elije da elasticno menja
oblik prilikom prolaska kroz uzak sud i da pri tome ostane potpuno funkcionalna (Zicha i
saradnici, 1999). Utvrdeno je da je fluidnost membrane eritrocita znacajno manja kod
eksperimentalnih pacova sa hipertenzijom, kao i kod pacijenata sa hipertenzijom, u odnosu na
slucajeve bez hipertenzije (Tsuda 1 saradnici, 1999), pa se smatra da smanjenje fluidnosti
membrane eritrocita doprinosi patofiziologiji hipertenzije, kao i1 drugih kardiovaskularnih bolesti.
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Slika 49. Struktura membrane eritrocita

Primenom EPR spin probe doksil-stearata (DS) odreden je parameter S koji se, kao $to je ranije
pokazano, dovodi u vezu za fluidnosti membrane. Da bi se preciznije odredio uticaj
superkriti¢nih ekstrakata pecuraka na ¢elijske membrane, odnosno u ovom slu¢aju na membranu
eritrocita, koriS¢ene su dve spin-probe: 5-doksil stearat (5-DS) i 10-doksil stearat (10-DS) (slika
50). Prvi je koriS¢en radi prikupljanja informacija o fluidnosti pri povrSini membrane, dok je
drugi koriS¢en da bi se utvrdilo da li je modifikovana fluidnost dublje u membrani Celije
eritrocita. Primenom EPR tehnike dobijen je S parametar uredenosti (order parameter), koji je
reciprocan fluidnosti membrane eritrocita (tabela 27).
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Slika 50. Strukture 5-DS i 10-DS

Tabela 27. Efekat ekstrakata peCuraka na parameter S, odnosno fluidnost membrane eritrocita

vora [ s [ S [ s [ S
Kontrola 0,733+0,001 - 0,702+0,004 -
A. Mellea 0,705+0,005 p=0,047 0,669+0,005 p=0,037
B.edulis 0,731+0,003 n.s.* 0,659+0,12 n.s.*
C. pistilaris 0,708+0,001 p=0,049 0,718+0,007 p=0,048
D.confragosa 0,727+0,002 p=0,016 0,696+0,001 n.s.*
L. saccatum 0,731+0,004 n.s.* 0,712+0,004 n.s*
M. procera 0,718+0,003 p=0,007 0,687+0,003 p=0,006

* Statisticki znaGajna razlika izmedu kontrole i tretiranog uzorka uzeta je za p<0,05, n.s. se odnosi na razliku
kontrole i tretiranog uzorka koja nije znacajna.

Komponente ili meSavina koja je u stanju da modifikuje fluidnost membrane preko odredenih
granica moZze da utice i na integritet ¢elije. Iz tog razloga ispitan je uticaj ekstrakata na integritet
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membrane, merenjem isticanja jona kalijuma, za koji je poznato da predstavlja vrlo osetljiv
indikator poremecaja Celijskog integriteta (Gambhir i Agarwal, 1990).

S vrednosti dobijene sa 5-DS su vece od vrednosti dobijenih sa 10-DS, posto je nitroksidna
struktura 10-DS sa nesparenim elektronom pozicionirana dublje u membrani i karakteriSe se
poveéanjem mobilnosti (Radakovi¢ i saradnici, 2006). Superkriti¢ni ekstrakt pecurke A. mellea
znacajno povecava fluidnost membrane eritorocita i to u oba ispitivana sloja (p<0,05). Isti je
slucaj sa superkriticnim ekstraktom pecurke M. procera.

Superkriti¢ni ekstrakt peCurke D. confragosa, kao i ekstrakt pecurke C. pistilaris, povecavaju
fluidnost membrane eritrocita u povrsinskom sloju membrane. Na dublji sloj membrane eritrocita
ekstrakt D. confragosa nema uticaja, dok ekstrakt C. pistilaris, obzirom na povecanje parametra
S u odnosu na kontrolni uzorak, smanjuje fluidnost. Ekstrakti pecuraka B. edulis i L. saccatum ne
uti¢u na povecanje, odnosno promenu fluidnosti ispitivane membrane eritrocita.

Rezultati dobijeni plamenom spektrometrijom pokazuju da ni jedan od ekstrakta ne utice
zna€ajno na isticanje jona kalijuma (rezultati nisu prikazani u ovom radu), tako da integritet
membrane eritrocita njihovim dodatkom ostaje neporemecen.

Iz dobijenih rezultata se moze zakljuCiti da superkriti¢ni ekstrakti A. mellea i M. procera,
odnosno pecurke, indukuju statisticki signifikantno povecanje membranske fludinosti i to u oba
ispitivan sloja membrane, pa se iz tog razloga mogu koristiti kao deo antihiperzitivne ishrane.
Ovo povecanje fluidnosti u oba sloja doprinosi i boljim reoloSkim karakteristikama, kao 1
osobinama koje kao nosaci kiseonika ove strukture treba da poseduju.
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5. ZAKLJUCCI

1. Odabrane vrste pecuraka ekstrahovane su primenom etanola kao ekstragensa. Velika prednost
etanola u odnosu na druge ekstragense je njegova netoksicnost i moguca dalja primena ovako
dobijenih ekstrakata za direktnu humanu upotrebu. Ostvareni prinosi ekstrakcije kre¢u se od 5,56
do 39,09 g suvog ekstrakta/100 g droge. Najmanji prinos ekstrakcije ostvaren je kod pecuraka
familije Polyporaceae. Najveci prinos ekstrakcije ostvaren je kod pecurke B. edulis, 39,09%
(m/m).

2. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u suvim ekstraktima ispitivanih pecuraka kre¢e od 13 do
70 mg EGK/g ekstrakta. Ekstrakt pecurke sa najvecim sadrZajem ukupnih fenolnih komponenata
je ekstrakt pecurke C. pistillaris (72,48 mg EGK/g). Najmanji prinos ukupnih fenola odreden je
u ekstraktu pecurke M. procera (13,78 mg GAE/g).

Sadrzaj ukupnih flavonoida u analiziranim etanolnim ekstraktima pecuraka krece se u opsegu od
1,87 g KE/g za ekstrakt M. procera do 48,46 g KE/g za ekstrakta D. confragosa. Pored pecurke
D. confragosa visok sadrzaj flavonoida detektovan je i u ekstraktu pecurke C. pistillaris. Mali
sadrzaj flavonoida od oko 3 mg KE/g ekstrakta odreden je u obe vrste genusa Lycoperdon, L.
saccatum i L. perlatum, kao i u ekstraktima drvenastih pecuraka T. gibbosa i T. versicolor.

Vrlo visok udeo flavonoida u odnosu na ukupne fenole dobijen je za pecurku D. confragosa
(89,46%).

3. Primenom DPPH testa odredena je skevindzer aktivnost DPPH" radikala pri koncentraciji
ekstrakta pecuraka od 0,02 mg/ml. Pri ovoj koncentraciji ekstrakata najve¢u RSC vrednost, a
time i najveéu antioksidativnu aktivnost, od preko 90%, postizu ekstrakti C. pistillaris i A.
mellea. Kao najslabiji skevindzeri DPPH" radikala, sa RSC vrednoscu od oko 8%, pokazali su se
ekstrakti drvenastih pecuraka T. versicolor i T. gibbos. Najnizu ICsy vrednost, §to ukazuje na
najvecu antioksidativnu aktivnost, postize ekstrakt pe¢urke C. pisitillaris, 0,0104 mg/ml.

Proizvod koji bi se na osnovu rezultata preliminarnih testova, odnosno sadrzaja ukupnih fenola,
ukupnih flavonoida 1 inhibitornog delovanja na DPPH radikale, mogla preporuciti kao
antioksidant za dalju upotrebu je ekstrakt C. pistillaris.

4. Reduktivna sposobnost ispitivanih ekstrakata peCuraka raste sa porastom koncentracije.
Primenom ovog testa utvrdeno je da ekstrakti B. edulis, C. pisitilaris i D. confragosa pokazuju
visoku reduktivna mo¢, §to moze biti uslovljeno visokim sadrzajem ukupnih fenola ili visokim
udelom flavonoidnih komponenata, kao u slucaju ekstrakta D. confragosa.

5. Svi analizirani ekstrakti pecuraka pokazuju skevindzer aktivnost superoksid radikala, ali je ta
aktivnost razliCitog intenziteta 1 krece se u opsegu od vrlo male aktivnosti, od oko 6%, do
znacajne aktivnosti, od oko 64%. Najvecu skevindzer aktivnost ovog radikala pokazuje ekstrakt
B. edulis, 64 %. Nesto niza, ali i dalje znacajna aktivnost je aktivnost ekstrakta pecurke A.
mellea. Najniza aktivnost od svega oko 6% odredena je za etanolni ekstrakt drvenaste pecurke D.
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confragosa. Kao antioksidativnu komponentu u odnosu na superoksida radikal, za upotrebu
mogao bi se preporuciti ekstrakt B. edulis.

Skevindzer aktivnost hidroksil radikala postoji u gotovo svim ispitivanim ekstraktima pecuraka,
ali je ona, kao i u slucaju superoksid radikala, razli¢itog intenziteta. Ekstrakti B. edulis, C.
pistilaris i A. mellea pokazuju slicnu i visoku skevindzer aktivnost ovog radikala, oko 80%.
Ekstrakti pecuraka L. saccatum i D. confragosa pokazuju nesto slabiju skevindzer aktivnost, u
odnosu na prethodna tri ekstrakta, ali je ta aktivnost takode znacajna i iznosi, 73% 1 56%,
respektivno. Kao jedini neefikasan skevindZzer "OH radikala pokazao se ekstrakt pecurke M.
procera. Ekstrakti svih ispitivanih vrsta pecuraka, sem M. procera, mogu se smatrati
potencijalno korisnim ekstraktima za tretman patofizioloskih procesa izazvanih hidroksil
radikalima.

6. Poredenjem sposobnosti ispitivanih ekstrakata pecuraka da inhibiraju dejstvo osnovnog
izazivaCa lipidne peroksidacije, odnosno hidroksil radikala, i poredenjem parametra S kao
osnovnog parametra u pracenju promene membranske fluidnosti u toku procesa lipidne
peroksidacije, moze se izvesti zakljuCak da znacajno zastitno delovanje u odnosu na proces
lipidne peroksidacije mogu imati etanolni estrakti pe¢uraka A. mellea, B. edulis i L. saccatum.

7. U svim analiziranim ekstraktima pecuraka najviSe prisutan makro-element je kalijum, od oko
22 mg/g kod D. confragosa do oko 70 mg/g kod ekstrakta C. pistilaris, zatim sledi magnezijum,
natrijum, pa kalcijum. Sadrzaj Mg krece se od 0,788 mg/g u ekstraktu M. procera do 3,735 mg/g
u ekstraktu D. confragosa.

Sto se ti¢e mikro-elemenata koji su ispitivani ekstraktima peduraka najbitniji podaci tidu se
ekstrakta pecurke B. edulis za koji je utvrdeno da sadrzi najvise cinka, 89,00 pg/g, kao i daleko
viSe selena (62,76 ng/g ekstrakta) u odnosu na ekstrakte svih ostalih vrsta,.

8. Primenom LC/UV/MS analize u suvom ekstraktu pecurke C. pistilaris identifikovano je
specificno jedinjenje pisitilarin, fungalni metabolit. Obzirom na veliki broj hidroksilnih grupa i
nezasi¢enih veza jasno je da bi ovo jedinjenja moglo da poseduje odredene 1 znaCajne
antioksidativne karakteristike. Prisustvo pistilarina, pored visokog sadrzaja fenolnih jedinjenja 1
prisustva cinka i selena, moglo bi se smatrati odgovornim za znacajno antioksidativno delovanje
ekstrakta C. pistillaris.

U suvom ekstraktu pecurke B. edulis identifikovana je karakteristicna polifenolna komponenta
variegeticna kiselina, koja poseduje jako antioksidativnho delovanje koje sigurno doprinosi
ukupno odredenom zna¢ajnom antioksidativnom delovanju ekstrakta pecurke B. edulis.

U suvom ekstraktu pecurke D. confragosa detektovano je prisustvo nekoliko komponenata
derivata triterpena. Triterpeni detektovani u ovom ekstraktu mogu da doprinesu jacem

antioksidativnom delovanju.

9. Primenom LC/UV/MS 1 HPLC/DAD analize u ekstraktima pe€uraka identifikovan je
adenozin, jedinjenje potencijalno farmakoloski znaCajno u terapiji nekih kardioloSkih stanja.
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Sadrzaj adenozina u ekstraktima ispitivanih vrsta pecuraka krece se u opsegu od oko 1,13 mg/g
do oko 4,58 mg/g. Najvec¢i sadrzaj adenozina, i do nekoliko puta veéi u odnosu na druge
ispitivane ekstrakte, odreden je u ekstraktu pecurke L. saccatum.

10. Ekstrakcija pecuraka B. edulis, M. procera i A. mellea ugljendioksidom u superkriticnom
stanju radena je na pritiscima od 100, 200 1 300 bar, temperaturi od 40°C i vremenu ekstrakcije
od 4 h. Najveéi prinos ekstrakcije primenom ovog ekstragensa na pritisku od 300 bar ostvaren je
kod pecurke C. pistillaris, 3,218%, a najmanji kod A. mellea, 1,453%.

11. Moze se zakljuciti da su superkriticni ekstrakti ispitivanih vrsta peuraka bogati nezasi¢enim
masnim kiselinama. U ispitivanim ekstraktima dominantna je linoleinska kiselina i njen udeo
krece se u opsegu od 33,44 do 67, 69%. Sadrzaj olinske kiseline je od 9,96% do 42,37%. Daleko
najveci sadrzaj linoleinske kiseline (oko 67%) detektovan je ekstraktu pecurke L. saccatum. U
superkriticnom ekstraktu C. pistilaris dominantna masna kiselina bila je oleinska kiselina
(42,37%). Ovo je ujedno i najveci sadrzaj ove kiseline detektovan u odnosu na ostale ispitivane
superkriti¢ne ekstrakte. Najve¢i udeo palmitooleinske kiseline u odnosu na ostale ekstrakte,
odreden je u superkriti¢cnom ekstrakt A. mellea, oko 4,5%.

12. U svim analiziranim superkriticnim ekstraktima pecuraka detektovan je ergosterol. On je
dominantno jedinjenje sterolne strukture u ekstraktima D. confragosa, M. procera, A. mellea i B.
edulis. Najvise ga ima u ekstraktu drvenaste Polyporaceae pecurke, D. confragosa. U ekstraktu
D. confragosa pored dominantnog ergosterola, detektovani su i 7,22-ergostadienon, fungisterol,
kalinasterol, kao i1 jedan derivat ergosterola. Kao i u slufaju ekstrakta L. saccatum, u
superkriticnom ekstraktu C. pistillaris dominantno jedinjenje sterolne strukture je 7,22-
ergostadienon. U ovom ekstraktu identifikovano je i jedinjenje koje poseduju antialdosteronicke
osobine ergosta-4,6,8 (14), 22-tetraen-3-on. Obzirom na spektar sterolnih jedinjenja, kao i njhov
udeo u analiziranim ekstraktima, za dalju analizu i eventualnu upotrebu mogao bi se preporuciti
ekstrakt pec¢urke D. confragosa.

13. Superkriti¢ni ekstrakt pecurke A. mellea znacajno povecava fluidnost membrane eritorocita i
to u oba ispitivana sloja (p<0,05). Isti je slucaj sa superkriticnim ekstraktom pecurke M. procera.
Superkritiéni ekstrakt pe¢urke D. confragosa, kao i ekstrakt pecurke C. Pistillaris, povecavaju
fluidnost membrane eritrocita u povrSinskom sloju membrane. Na dublji sloj membrane eritrocita
ekstrakt D. confragosa nema uticaja, dok ekstrakt C. pistilaris, obzirom na poveéanje parametra
S u odnosu na kontrolni uzorak, smanjuje fluidnost. Ekstrakti pecuraka B. edulis i L. saccatum ne
uticu na povecanje, odnosno promenu fluidnosti membrane eritrocita.

Moze zaklju€iti da superkriticni ekstrakti, odnosno pecurke A. mellea i M. procera, indukuju
statistiCki signifikantno povecanje membranske fludinosti 1 to u oba ispitivana sloja membrane,
pa se iz tog razloga mogu koristiti kao deo antihipertenzitivne ishrane.

14. Na osnovu analize antioksidativnog delovanja pecuraka, moze se zakljuciti da u pogledu
ovog delovanja najbolje karakteristike pokazuje ekstrakt pecurke C. pisillaris, ali su veoma
povoljne karakteristike i ekstrakta B. edulis, pa bi se ova dva ekstrakta mogla koristiti kao
nosioci antioksidativnog delovanja u farmaceutskom proizvodu, odnosno dijetetskom
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suplementu na bazi pecuraka. Kao komponenta sa najveéim sadrzajam esencijalnog cinka i
selena moze se preporuciti ekstrakt pecurke B. edulis, a u pogledu adenozina ekstrakt pecurke L.
saccatum. Pecurke A. mellea i M. procera pozitivno deluju na fluidnost membrane eritrocita, pa
bi se one mogle ukljuciti kao korisne namirnice u antihipertenzivnu ishranu.
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7. PRILOG
7.1. HPLC/DAD HROMATOGRAMI EKSTRAKATA PECURAKA

Current Chromatogrami{s)
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Slika P1.a. HPLC/DAD hromatogram za suvi ekstrakta pe¢urke A. mellea
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Slika P1.b. HPLC/DAD hromatogram za suvi ekstrakta pecurke B. edulis
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Slika P1.c. HPLC/DAD hromatogram za suvi ekstrakta pecurke D. confragosa
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Slika P1.d. HPLC/DAD hromatogram za suvi ekstrakta pecurke L. saccatum
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Slika P1.e. HPLC/DAD hromatogram za suvi ekstrakta pecurke M. procera
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7.2. GC/MS HROMATOGRAMI SUPERKRITICNIH EKSTRAKATA
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Slika P2.a. GC/MS hromatogram za superkriti¢ni ekstrakt pecurke A. mellea
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Slika P2.b. GC/MS hromatogram za superkriticni ekstrakt pecurke M. procera
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Slika P2.c. GC/MS hromatogram za superkriti¢ni ekstrakt pecurke C. pisitllaris
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Slika P2.d. GC/MS hromatogram za superkriti¢ni ekstrakt pecurke B. edulis dobijen primenom
pritiska od 100 bar
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Slika P2.e. GC/MS hromatogram za superkriti¢ni ekstrakt pe¢urke B. edulis dobijen primenom
pritiska od 200 bar
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Slika P2.f. GC/MS hromatogram za superkriti¢ni ekstrakt pecurke B. edulis dobijen primenom
pritiska od 300 bar
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Slika P2.g. GC/MS hromatogram za superkriti¢ni ekstrakt pecurke L. saccatum
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Slika P2.h. GC/MS hromatogram za superkriti¢ni ekstrakt pecurke D. confragosa
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