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1. UVOD

Gljive su od pocetka ljudske civilizacije bile predmet njenog posebnog interesovanja. Poznato
je da je njihova jestivost privlacila jos stare civilizacije Grka, Rimljana, Egip¢ana, Kineza i Meksikanaca
koji su cenili bogatstvo ukusa i arome gljiva, ali su kroz tradicionalnu upotrebu upoznavali i njihova
lekovita svojstva. Pored svoje jestivosti mnoge su se nejestive gljive ve¢ nekoliko hiljada godina
koristile u medicinske svrhe, $to je posebno bilo izrazeno u kulturama na Dalekom istoku, kao $to su
kineska, japanska i korejska (Wasser, 2002). Takode su i stare civilizacije naroda na zapadu, ta¢nije sa
podneblja Srednje Amerike, kulture Asteka, Maja i Inka, koristile gljive u lecenju, ali i u religijskim
ritualima, pridavajuéi im time posebna svojstva, diveci se njihovim "bozanskim" moéima.

Poznato je da danas na svetu ima oko 1,5 miliona vrsta gljiva, a da od toga u prirodi postoji
oko 140.000 vrsta makrogljiva. Smatra se da je do sada poznato samo 10% od tog broja. Pri tome se
za ljudsku upotrebu mozZe koristiti samo 5%, pa je za tek oko 650 vrsta do danas utvrdeno da
poseduju razlicita medicinska i farmakoloska svojstva, Sto ih moze svrstati u medicinske makrogljive
(Wasser, 2002; Rai i sar., 2005).

Svedoci smo znacajnog tehnoloskog razvoja pocetkom novog milenijuma, kao i niza
negativnih posledica sa kojima se susrece savremeni Covek: nedostatak hrane, zagadenje Zivotne
sredine i razvoj bolesti savremenog doba, koje nastaju pre svega kao posledica konstantnog izlaganja
¢oveka faktorima stresa, pri ¢emu su urbane sredine posebno ugrozene.

Unatoc velikom napretku koji je doZivela savremena civilizacija, danas se, pocetkom 21. veka
susreemo sa porastom ucestalosti oboljenja kao Sto su kancer, kardiovaskularna oboljenja i
Alchajmer za koje savremena medicina joS uvek nema prava resSenja, a koje odnose veliki broj ljudskih
Zivota svakog dana. Upravo zbog toga raste i potreba za hitnim pronalaZzenjem novih bioaktivnih
jedinjenja koja ¢e u buducnosti posluziti kao supstance koje ¢e imati ulogu u prevenciji i lecenju
bolesti savremenog doba. Stoga je danas sve viSe uocljiva veza izmedu hrane i lekova.

Pojam nutraceutika prvi put upotrebljen pre oko 25 godina kako bi se njime opisao jedinstvo
hrane i lekova, koje predstavljaju dva klju¢na cinioca ljudskog zdravlja. Stephen Defelice je 1989.
godine definisao pojam ,nutraceutika” kao svaku supstancu koja predstavlja hranu ili deo hrane i
koja pruza medicinske ili zdravstvene koristi, ukljucujuéi prevenciju i tretman same bolesti (DeFelice,
1995; Pandey i sar., 2010).

Upravo pronalazenje novih prirodnih izvora nutraceutika prestavlja imperativ mnogim
naucno-istrazivackim timovima Sirom sveta. Bivajuéi svesni ogromnog prirodnog resursa novih
supstanci sa bioaktivnim svojstvima, kakav predstavljaju gljive, kao i Cinjenice da je danasnji svet
suocen sa sve vecom potrebom za oCuvanjem sopstvenog zdravlja upotrebom proizvoda na prirodnoj
bazi, pokusali smo da na temeljima istocnjackih kultura i njihove tradicije duge nekoliko vekova,
damo nas mali doprinos, kroz realizaciju ovog istraZivanja pod naslovom ,, Biopotencijal autohtonih
gljiva u funkciji nutraceutika“.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Opste i specificne karakteristike gljiva

U svetu Zivih biéa, gljive (Fungi, Mycota ili Mycetalia) i gljivama sli¢ni organizmi (Straminipila
gde spadaju vodene plesni — heterokontni zoosporni organizmi i sluzave gljive) jesu eukariotski
organizmi, koji se odlikuju jedinstvenom gradom, jedinstvenim celijskim komponentama i éelijskom
organizacijom (Radnovié¢ i sar., 2007). Prisustvo specificnih ugljenih hidrata trehaloze i manitola,
kompleksnost Zivotnih ciklusa (npr. pojava potpunog odsustva polnog razmnoZavanja i skracena
duZina diploidne faze), moguénost rasta na osnovu bespolne reprodukcije, pojava dikariontske faze
(koegzistencija dva jedra u Celiji) i ishrana putem apsorpcije (Karaman, 2009) su karakteristike koje
gljive ¢ine drugacijim u odnosu na druge Zive organizme i na osnovu kojih su svrstane u posebno
carstvo Zivog sveta sa Whittakerovom klasifikacijom krajem XX veka.

Gljive predstavljaju jednu od najrasprostranjenijih grupa Zivog sveta na Zemlji, naseljavaju i
opstaju ¢ak i u ekstremnim okruzenjima, kao Sto su pustinje ili oblasti sa visokim nivoom jonizujuéeg
zraCenja (Vaupotic i sar., 2008; Dadachova i sar., 2007). Novije procene predvidaju da se broj vrsta
gljiva na Zemlji kre¢e oko 1,5 miliona vrsta; ukupan broj opisanih vrsta je trenutno 100 hiljada, od
¢ega je 14.000 opisanih makrogljiva. Imajuéi u vidu da se broj makrogljiva procenjuje na 150.000
jasno je da je samo oko 10% makrogljiva danas poznato nauci (Hawksworth, 2001; Cavalier-Smith,
1998; Wasser, 2011).

2.1.1. Morfologija gljiva

Skup vegetativnih ¢elija koje ne formiraju tkiva u fizioloSkom smislu i nemaju diferencirane
organe, naziva se talus ili telo gljive. Talus moZe biti plazmodijalan, jednodelijski i micelijski. Gljive
pokazuju veliku varijabilnost u pogledu sastava i veliCine talusa, pocev od sluzavih gljiva i
jednocelijskih mikroskopskih kvasaca, preko viseéelijskih plesni do makroskopskih, ,visih gljiva” tkz.
pecurki.

Micelijalan (filamentozni — nalik na tkivo) talus sacinjavaju izduZene (celije — hife,
organizovane tako da proizvode spore za reprodukciju i diseminaciju (rasprostranjenje). Hife su
cevaste tvorevine okruzene sa cCvrstim Ccelijskim zidom od hitina, koje sadrie pokretnu masu
protoplazme. Imaju izrazen apikalni rast apsorbujuéi nutrijente iz supstrata. Vecina hifa ima poprecne
zidove — septe, koje su perforirane i kroz koje cirkuliSu i jedra i citoplazma. Hife se ne sastoje od
zasebnih celija, nego od odeljaka koji medusobno komuniciraju. “NiZe gljive” nemaju perforirane
septe, vec celovite. Septe nisu prisutne kod veéine Oomycota i Zygomycota (Radnovié i sar., 2007).

Plodno telo upravo predstavlja produkt micelije koja direktno iz supstrata usvaja nutrijente, a
osnovna funkcija plodnog tela gljive je da proizvede veliki broj spora koje ée se rasiriti u spoljasnjoj
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sredini (Radnovi¢ i sar., 2007). Gljive za reprodukciju koriste spore, specificne celije, koje stvaraju
direktno na miceliji ili na posebno diferenciranim strukturama - sporoforima.

2.1.2. Zivotni ciklus gljiva

Razli¢ite grupe gljiva pokazuju raznovrsne i specificne Zivotne cikluse, smena bespolne
haploidne i bespolne - dikariontske faze, sa polnom fazom gde dolazi do spajanja ¢elija i jedara uz
formiranje diploida, koji ponovo ulazi u redukcionu deobu (mejozu) uz ponovo zapocinjanje ciklusa
bespolnog razmnozavanja. Stvaranje nove generacije kod viSih gljiva zapocinje procesom klijanja
spore, pri cemu se formira micelijski konac (primarna micelija), ¢ije celije imaju pojedinacni nukleus
sa n brojem hromozoma. U zavisnosti od parametara sredine i specificnosti vrste primarna micelija
osvaja brzo supstrat. U ovom stadijumu micelija je difuzna ili se hife grupisu u tzv. plektenhim. Do
reprodukcije dolazi kada se stvore povoljini uslovi u okruzenju. Kod bespolne reprodukcije, spore za
rasprostranjenje formira primarna micelija ili direktno na miceliji ili na sporoforima. Spajanja micelija
komplementarne polarnosti je neophodno u slu¢aju polnog razmnozavanja, Sto ima za posledicu
plazmogamiju i stvaranja sekundarne micelije. Celija sa dva nesparena jedra uodavaju se u
sekundarnoj miceliji u vreme izduZivanja hifa (dikarionska faza). U odgovarajuéim uslovima, formiraju
se sporokarpi, na kojima se stvaraju fertilne éelije, askusi ili bazidije. U ovom se stadijumu odvija
spajanje polnih éelija, tj. fuzija jedara i stvaranje 2n hromozoma (veoma kasno u reproduktivnhom
ciklusu). Slede tri uzastopne deobe posle kojih se n jedra redistribuiSu u bazidiospore od kojih ponovo
nastaje primarna micelija, posle oslobadanja (Karaman, 2009). Razlicite vrste gljiva imaju razlicit
Zivotni vek, neke gljive su jednogodiSnje i nestaju odmah posto zavrSe Zivotni ciklus, ponovo se
stvaraju zahvaljujuci trajnim sporama, druge su viSegodisnje u formi micelije preZivljavaju dugo dok
ne formiraju sporofore (do nekoliko vekova).

2.1.2.1. Ishrana gljiva

U pogledu ishrane gljive imaju relativho jednostavne osnovne zahteve, koriste organski
materijal kao izvor ugljenika, elektrona i energije. Nacin ishrane apsorpcijom nutrijenata izdvaja ih u
zasebno carstvo organizama (klasifikacija Roberta H. Whittaker-a iz 1969. godine), pored biljaka i
Zivotinja koji se ishranjuju fotosintezom i ingestijom. Bududi da poseduju sloZen celijski zid, gljive ne
mogu da usvajaju Cestice fagocitozom, nego moraju da apsorbuju jednostavne, rastvorljive
nutrijente. Uglavnom se to ostvaruje izlucivanjem ekstracelularnih enzima depolimeraza, koji vrse
vancelijsku digestiju, a zatim se rastvoreni nutrijenti apsorbuju.

Vedina gljiva iskoriStava ugljene hidrate (prvenstveno glukozu ili maltozu) i azotne veze za
sintezu sopstvenih aminokiselina i proteina. Prema izvoru azota, neke vrste sposobne su da opstanu
na mineralnom azotu, dok su druge pravi heterotrofi i zahtevaju prisustvo organskog azota. Drugi
esencijalni elementi za Zivot gljiva su: kiseonik, fosfor, kalijum, magnezijum, sumpor, mangan, bakar,
gvozde, cink, vitamini. Za Zivot im je neophodna slobodna voda, toplota i svetlost. Gljive jesu aerobni
organizmi, a samo su neki kvasci fakultativni anaerobi (Durakovié, 2003).
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2.1.2.2. Fiziologija gljiva

Gljive su veoma prilagodljive na razli¢ita stanista, zbog izuzetnog metaboli¢ckog potencijala, a
pre svega zbog raznovrsnosti i brojnosti enzimskih reakcija koje se odvijaju u njima. Pored ovih
svojstava, mogu da sintetiSu razli¢ite sekundarne metabolite, medu kojima su neki otrovni, a neki
lekoviti za Coveka. Makrogljive produkuju brojne sekundarne metabolite koji imaju veliki terapeutski
znacaj, koji nastaju kao intermedijeri primarnog metabolizma a koji se uglavnom klasifikuju na
oshovu pet glavnih metabolickih izvora(Lorenzen i Anke, 1998).

Sekundarni metaboliti koji poticu direktno iz glukoze - pokazuju brojne bioloske i
farmakoloske aktivnosti, od kojih je najznacajnija imunomodulatorna i antikancerogena. U ovu grupu
se ubrajaju: polisaharidi (B-D-glukan), heteropolisaharidi (glikoproteini) i hranljiva vlakna (hitin).

Sekundarni metaboliti koji poticu iz Sikiminske kiseline - jedinjenja koja sadrZze aromaticni
prsten, kao Sto su: strobilurini, odemansini, anisaldehid, armilarsin, hinoni.

Sekundarni metaboliti koji nastaju acetat-malonatnim putem - pokazuju snazno antiviralno
delovanje usled interakcije sa omotadem virusa. Primeri jedinjenja ove grupe su: poliacetileni,
poliketidi.

Sekundarni metaboliti koji nastaju u acetat-mevalonatnom putu - pokazuju
antibaktericidnu, antikancerogenu, antimikrobnu, anti-inflamatornu aktivnost i nematocidni efekat.
Predstavnici ove grupe metabolita su terpeni (monoterpeni, seskviterpeni), koji su dominantni za
Basidiomycotinae.

Sekundarni metaboliti koji nastaju iz aminokiselina - pokazuju insekticidnu aktivnost, kao i
nematocidni efekat. Ovi metaboliti su peptidne strukture (bovericin, omfalotin, muskarin, iboteni¢na
kiselina) i lektini (GLLs u Ganoderma lucidum).

2.1.2.3. Ekologija gljiva

Gljive dobro rastu na svim mestima gde postoji organska materija pogodna za razgradnju. Na
osnovu nacina na koji dolaze do hranljivih materija i neophodne energije, gljive mogu biti:

e Saprotrofne - hranljive materije dobijaju iz mrtve organske materije Zivotinjskog
ili bilinog porekla ili mikrobijalne biomase.

e Parazitne - koriste hranljive organske materije Zivih biljaka, Zivotinja ili gljiva.

e Simbiontne - obrazuju simbioze sa autotrofnim organizmima u mutualistickoj
asocijaciji (sa algama u lisSajevima ili sa visSim biljkama, narocito Sumskim drveéem)
kao mikorizni partneri.

Prelazni oblici izmedu iskljucivih parazita i iskljucivih saprotrofa su fakultativni saprotrofi koji

najvedi deo Zivota provode na biljnim organima, ali se pod odredenim uslovima mogu razvijati i na
racun mrtve organske materije i fakultativni paraziti koji obi¢no Zive na zemljiStu kao saprotrofi, ali
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kada dodu u kontakt sa biljkom domadinom, najéesée preko ozleda, ostvaruju zaraze i dalje se
razvijaju kao paraziti.

Lignikolne gljive predstavljaju grupu taksona bogatu vrstama, Cija je zajedni¢ka osobina da
koriste drvnu masu kao supstrat i iz njega crpe sve potrebne materije za zivot. Ukoliko Zive na Zivom
drvecu, ponasaju se kao paraziti a ukoliko Zive na mrtvom drvece su saprotrofi. Esencijalni elementi
za njihov metabolizam su ugljenik, azot, fosfor, kalijum, magnezijum, bakar, gvozde i cink kojima se
snabdevaju direktno iz drveta Ziveéi, odnosno formirajuci svoja plodna tela direktno na povrsini
drveta i apsorbujuéi potrebne materije. Glavni izvori ugljenika su ugljeni hidrati, i to: skrob, celuloza i
hemiceluloza (Karadzi¢, 1992, Dix i Webster, 1995). Lignikolnim gljivama nazivaju se pojedini
predstavnici razdela Ascomycota i Basidiomycota Cija je zajednicka karakteristika da koriste drvnu
masu kao supstrat iz koga crpe sve potrebne materije za Zivot (ugljene hidrate: skrob, hemicelulozu,
celulozu — kao najvaznije izvore ugljenika, mineralne materije: nitrate, fosfate i hloride, organske
kiseline, alkaloide, proteine, vitamine, tanine i dr.), pri ¢emu izazivaju procese truljenja po tri osnovna
principa izazivajudi belu, mrku i meku trulez drveta. (Radnovic i sar., 2007; Karaman, 2009)

Gljive meke trulezi - (Ascomycotina i Deuteromycotina), uzrokuju gubitak mehanicke
otpornosti, drvo postaje vlazno i spongiozno. Nalaze se na drvnom materijalu sa visokim sadrzajem
vode i azota. Ove gljive razlazu celulozu i hemicelulozu, a samo neke delimi¢no razlazu i lignin.

Gljive bele truleZi - najefikasniji razgradivadi lignina iz razdela Basidiomycota (npr. Agrocybe.
aegerita, Auriculaia auricula-judae, Meripilus giganteus, Armillaria mellea). Sposobne su za potpunu
mineralizaciju, kako lignina, tako i svih ugljenohidratnih komponenata drveta, pa drvo dobija svetliju
boju od normalne. Lignin se razgraduje u oksidativnim procesima usled aktivnost sledecih enzima:
lignin-peroksidaze, Mn-zavisne-peroksidaze, H,0,-produkujucih enzima i lakaze.

Gljive mrke trulezi — razgraduju celulozu i hemicelulozu, a lignin ostavljaju viSe-manje
netaknut. Drvo potamni i ispuca u vidu naslaganih cigala. Cini ih svega oko 10 % lignikolnih vrsta gljiva
i vecina su pripadnici razdela Basidiomycota (npr. Laetiporus sulphureus, Fistulina hepatica).

2.2. Klasifikacija

Specificne karakteristike i ogroman diverzitet gljiva bili su osnovni razlog za niz nedoumica
istrazivacke javnosti u pogledu sistematske pripadnosti ovih organizama. Tradicionalna klasifikacija
Zivog sveta bazirana na Whittakerovoj organizaciji razlikuje dva carstva: biljno (Plantea) — nepokretne
organizme koji uzimaju hranu iz supstrata i Zivotinjsko (Animalia) — pokretne organizme koji
ingestiraju hranu. Zbog osobina koje se nalaze na prelazu izmedu onih koje karakterisSu biljke i onih
koje karakteriSsu Zivotinje gljive predstavljaju veliku misterioznu grupu organizama. Razvoj
elektronske mikroskopije, kao i biohemije u periodu od 1945. do 1960. godine doveo je do podele
Zivog sveta na Celije sa primitivnim jedrom — prokariote i one sa pravim jedrom — eukariote.
Whittaker je 1969. godine predloZio klasifikaciju Zivih organizama na pet carstava, prokarioti su bili
prihvaceni kao konstituenti carstva Monera, a eukarioti su podeljeni na Cetiri carstva: Protista
(protozoe i alge), Plantae (biljke), Animalia (Zivotinje) i Fungi (gljive). Prema ovoj klasifikaciji gljive su
svrstane u posebno carstvo prevashodno na osnovu ishrane koja se ostvaruje putem apsorpcije.
Nova revolucija u bioloskoj klasifikaciji pocinje upotrebom molekularnih analiza sedamdesetih godina
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proslog veka; jedan od istaknutih taksonomskih markera je sekvenca DNK koja kodira ribozomalnu
RNK (rDNK). rDNK ima nekoliko kodirajucih podjedinica (25S ili 28S, 18S, 5S, 5,8S) razlicitih duZina i
konzervativnosti, a kad se tome dodaju vise promjenljivi nekodirajuci regioni (ITS, IGS i ETS) jasno je
da postoji moguénost sistematike na gotovo svim taksonomskim nivoima (Guarro i sar., 1999). Pored
rDNK u sistematici se koriste i nukleotidne i aminokiselinske sekvence nekih vaznih proteina.

Carl Woese komparacijom malih podjedinica rDNK prezentuje tri evolutivno razli¢ite grupe
organizama koje naziva domeni, dva domena prokariota — Bacteria i Archaea i jedan eukaryota-
Eucarya (Woese, 1990). U poslednje tri decenije primena molekularnih filogenetskih studija pruza
mogucnosti boljeg razumevanja fungalnog diverziteta, plodna tela gljiva cCesto imaju slicne
karakteristike pa determinacija vrsta moze na osnovu morfoloskih karakteristika biti neprecizna.
Primena savremenih metoda, molekularnih markera i filogenetskog koncepta vrste moze znatno
doprineti preciznoj determinaciji vrsta (Capelja i sar., 2014).

Donedavno su u carstvu Fungi postojala Cetiri podrazdela Ascomycotina, Basidiomycotina,
Deuteromycotina, Mastigomycotina i Zygomycotina, dok je 2001. godine, na osnovu molekularnih
analiza, izdvojen josS jedan razdeo pored razdela Myxomycota pod imenom Glomeromycota, koje su
ranije bile svrstavane u razdeo Zygomycota.

Regnum: Fungi Regnum: Straminipila Regnum: Sluzave gljive
Phylum: Chytridiomycota Oomycota Plasmodiophorales
Phylum: Zygomycota Hyphohytridiomycota Myxomycota

Phylum: Ascomycota Labyrinthulales Dictyosteliomycota
Phylum: Basidiomycota Thraustrochytrales Acrasimycota

Phylum: Glomeromycota

Carstvo Straminipila obuhvata veliki broj biljnih patogena koje su po svom Zivotnom stilu
veoma sli¢ne pravim gljivama.

Gljivama sli¢ni organizmi nepoznatog statusa ukljucuju 4 grupe organizama koje su ranije bile
poznate pod nazivom sluzave gljive. Vecina njih nema Ccelijski zid, vegetativni rast je u obliku
ameboidnih ¢elija ili protoplazmicne mase, pretvarajuci se u spore omedane zidom. Tradicionalno se
ova grupa organizama proucavala u sklopu mikologije, iako nema dokaza da su one bliske gljivama
(Deacon, 2006).

2.2.1. Razdeo Basidiomycota

Ovom razdelu pripada 37% opisanih vrsta gljiva, osnovna karakteristika ovog razdela je
septirana i granata micelija. Predstavnici ovog razdela razmnozavaju se naj¢es¢e polno, sporonosni
organ je bazidiokarp, koji nosi bazidiospore - egzogene spore sa izrastajima (drS¢icama) — sterigme.
Bespolni tip razmnoZavanja je redak, odvija se konidijama, oidijama, hlamidiosporama, pupljenjem.
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Razdeo Basidiomycota sadrzi oko 23.000 opisanih vrsta, oko 10.000 vrsta iz 80 rodova i 550 familija.
Ovom razdelu pripadaju jestive i ekonomski znacajne vrste: Agaricus bisporus Cantharellus cibarius,
Lentinula edodes, osim toga za 700 vrsta ovog razdela utvrdeno je da poseduju znacajne
farmakoloske aktivnosti (Mizuno, 1995; Wasser, 1995, 2002; Ferreira, 2010).

2.3. Nutritivni potencijal gljiva

Tokom citave ljudske civilizacije, gljive su konzumirane uglavnhom zbog dopadljivog i
jedinstvenog ukusa (Wani i sar., 2010). Danas su gljive cenjene ne samo zbog dopadljive teksture i
ukusa vec¢ zbog njihovih hemijskih i nutritivnih karakteristika (Ouzouni i sar., 2009). Pored
visokokvalitetnih proteina gljive su dobar izvor hranljivih supstanci: masti, vlakana, fosfora, kalijuma,
kalcijuma, gvozda (Manzi i sar., 2001; Mendil i sar., 2005; Soylak i sar., 2005) i vitamina prevashodno
B grupe (tiamin, riboflavin, niacin i ergosterol (provitamin D2)) (Barros i sar., 2008a, b). Osim
navedenih jedinjenja gljive su izvor nezasi¢enih masnih kiselina, koje su bitne i znacajne za ishranu i
zdravlje, a koje ¢ine najmanje 70% ukupnog sadrzaja masnih kiselina gljiva. Razli¢ite studije na
razli¢itim vrstama gljiva poreklom iz Spanije, Greke, Italije, Portugala, Nigerije, Tajvana, Tanzanije,
Turske, Poljske, Meksika, Kine, Indije (Leon-Guzmon i Lopez, 1997; Diez i Alvarez, 2001; Manzi i sar.,
2001; Sanmee i sar., 2003; Miles i Chang, 2004; Gbolagade i sar., 2006; Yilmaz i sar., 2006; Ouzouni i
sar., 2007; Barros i sar., 2008b; Mshandete i Cuff, 2008; Manjunathan i Kaviyarasan, 2011; Wang i
sar., 2014) gljive su opisane kao namirnice bogate vodom, mineralima, proteinima i ugljenim
hidratima sa niskim nivoom masti koje ih iz tog razloga ¢ine pogodnim za niskokalori¢nu ishranu.

Pored nutritivnog bogatstva, gljive se odlikuju bogatstvom specificne arome i teksture.
Buducnost Siroke upotrebe gljiva bazira se upravo na ekonomski pristupacnoj proizvodnji, znacajnoj
nutritivnoj vrednosti gljiva i sadrzaju medicinski aktivnih materija koje povoljno uticu na ljudski
organizam (Barros i sar., 2008b). Medu vise od dvadeset vrsta gljiva koje se danas uzgajaju u svetu,
vrsta Agaricus bisporus zauzima vodece mesto, a potom vrste Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus i
Flammulina velutipes. Hemijski sastav gljiva odreduje njihovu hranljivu vrednost i organolepticke
osobine, a razlikuje se u zavisnosti od vrste gljive, podloge na kojoj se razvija, atmosferskih uslova,
starosti i faze sakupljanja (Miles i Chang, 2004).

SadrzZaj suve materije (s.m.) kod samoniklih i uzgajanih gljiva je veoma nizak cesto u rasponu
od 80-140 g/kg s.m. SadrZaj suve materije posebno zavisi od starosti gljive, vremena skupljanja,
uslova sredine u kojima su se razvile, ali i od karakteristika same vrste (Kala¢, 2013).

Proteini su vazan sastojak suve materije gljiva. Vise od polovine ukupnog azota ulazi u sastav
proteina. Sadrzaj proteina zavisi od vrste gljiva, od supstrata na kome se razvijaju i vremena
sakupljanja. SadrZaj proteina u sveZzim pecurkama iznosi od 228 i 249 g/kg s.m. na osnovu ispitanih 47
odnosno 30 vrsta (Bauer Petrovska, 2001; Uzun, 2009) odnosno od 19% do 35% u odnosu s. m. (Miles
i Chang, 2004). Stoga je jasno da je sadrzaj sirovih proteina kod gljiva ispod sadrzaja proteina vecine
Zivotinjskih mesa ali daleko iznad sadrzaja proteina vecine drugih namirnica ukljucujuci i mleko.
Pored vrsta koje se uobicajno koriste u ishrani interesantni su podaci koji govore o sadrzaju proteina
vrsta kao Sto su: Laetiporus sulphureus (159 g/100g), Morchella esculenta (11,5 g/100g), Coprinus
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comatus (11,84 g/100g), Lycoperdon perlatum 1,94 g/100g (Petrovi¢ i sar., 2014; Heleno, 2013;
Stojkovic i sar., 2013; Barros i sar., 2008a).

Ograniceni su podaci koji se odnose na istrazivanja aminokiselina u gljivama, smatra se da
sadrze gotovo sve aminokiseline, a raspon ukupnih aminokiselina kre¢e se od 93,6-230 g/kg, i od
39,7-86,8 g/kg za esencijalne aminokiseline. Osim svih esencijalnih aminokiselina u pecurkama se
mogu nadi i znacajne koli¢ine: lizina, alanina, arginina, glicina, histidina, glutaminske kiseline,
asparaginske kiseline, prolina i serina (Ayaz i sar., 2011; Kala¢, 2013).

Kompozicija i sadrZaj proteina i aminokiselina se znacajno menja sa procesom prezervacije i
kuvanja. Sadrzaj proteina tokom susenja gljiva pri temperaturi od 40°C je skoro stabilan, dok se
procesom termicke obrade svezih gljiva sadrzaj proteina znac¢ajno menja, odnosno smanjuje (Barros i
sar., 2007a). Sadrzaj arginina, glicina, serina, metionina i treonina se smanjio kod konzerviranih
primeraka bukovace P. ostreatus, dok je kod zamrznutih uzoraka gljiva, posle 12 meseci ustanovljen
znafajno manji sadrzaj alanina, glutamina, cisteina i tirozina (Jaworska i sar., 2011). Vrednosti
nutritivno vaznih jedinjenja su generalno manji kod zamrznutih gljiva u odnosu na konzervirane.
Pored nutritivnog znacaja aminokiseline u gljivama doprinose i ukusu gljiva.

Sadrzaj ukupnih lipida (sirove masti) u gljivama je nizak, u rasponu izmedu 20 i 30 g/kg s.m.),
L. perlatum 0,05 g/100g s.m. (Barros i sar., 2008a), L. sulphureus 2,35 g/100g s.m. (Petroviéi sar.,
2014) odnosno od 1,1% do 8,3% s.m. (Miles i Chang, 2004). Ukupni lipidi gljiva sadrze predstavnike
svih klasa lipidnih jedinjenja ukljucujuéi: slobodne masne kiseline, monogliceride, digliceride,
trigliceride, sterole, sterolne estre i fosfolipide. Desetine masnih kiselina su identifikovane u lipidnim
frakcijama gljiva. Medutim, samo linolna kiselina (C18:2c,n-6) i oleinska kiselina (C18:1c,n-9) izrazito
preovladavaju, formirajuéi proporciju od dve trecine i visSe procenta svih identifikovanih masnih
kiselina. Zasicena palmitinska kiselina (C16: 0) je tre¢a po zastupljenosti, ali sa znatno manjim
procentom ucesca (Kalac, 2009; Pereira i sar., 2011; Vaz sar., 2011; Heleno i sar., 2011; Reis i sar.,
2011). Visok udeo nezasi¢enih masnih kiselina i visok postotak linoleinske kiseline u gljivama jesu
znacajni faktori u pogledu osobina koje ukazuju da gljive predstavljaju zdravu hranu (Miles i Chang,
2004).

U odnosu na suvu materiju sadrzaj ugljenih hidrata je znacajan i predstavlja od 50 do 65%
sadrzaja gljiva (Wani i sar., 2010). SadrZaj ugljenih hidrata najéesé¢e konzumiranih gljiva iznosi za A.
bisporus 740,0 g/kg s.m., F. velutipes 859,9 g/kg s.m., P..ostreatus 679,3 g/kg s.m., dok divlje rastuce
gljive sadrze manju koli¢inu ugljenih hidrata (Manzi i sar.,2001). Polisaharidi iz gljiva su pre svega
glikogen i nesvarljivi oblici, kao Sto su hranljiva vlakna, celuloza, hitin, manani, glukani, koji su vazni za
pravilno funkcionisanje digestivnog trakta. Od ugljenih hidrata najviSe su zastupljene pentoze
(ksiloze, riboze) i heksoze (glukoza, fruktoza, galaktoza, manoza), dominantan je Secerni alkohol
manitol, Secerne kiseline, amino-seceri i hitin (Miles i Chang, 2004).

Gljive sadrze dijetetska vlakna koja pripadaju klasi B-glukana, hitina i heteropolisaharida
(pektinske supstance, hemiceluloza, poliuronidi) itd. Visokomolekularne komponente koje se nalaze
u odredenim namirnicama, a koje se izbacuju iz ljudskog organizma bez prethodne digestije i
apsorpcije nazivaju se dijetetska vlakna. Vecina aktivnih polisaharida iz gljiva, rastvorljivih i
nerastvorljivih u vodi, klasifikuju se kao dijetetska vlakna. Sadrzaj dijetetskih vlakana ra¢unato na 100
g s.m. kod vrsta A. bisporus iznosi 2,0 g, u P. ostreatus 4,1 g, odnosno 7,6 g, a kod divlje rastuce vrste,
Armillaria mellea 27,6%, kod Pleurotus sp. i 10,4%, kod A. bisporus u odnosu na s.m. (Manzi i
saradnici, 2001; Miles i Chang, 2004).
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Mineralne komponente gljiva mogu se podeliti na makroelemente i mikroelemente.
Makroelementi su: K, Na, Mg, P i S, dok su mikroelementi: Cu, Co, Fe, J, Mn, Mo, Zn i Se.
Mikroelementi, mikronutritijenti ili “trace elements”, su esencijalni sastojci hrane, neophodni za
normalno funkcionisanje organizma, a potrebni su u vrlo malim koli¢inama. SadrZaj makro
konstituenata kao Sto su: natrijum, kalijum i fosfor je priblizno konstantan, dok se sadrzaj kalcijuma,
magnezijuma i sumpora menja u zavisnosti od sastava supstrata na kome se gljiva razvija (Rudawska i
Laski, 2005).

Gljive se smatraju znacajnim izvorom vitamina, a posebno vitamina B grupe, tiamina (B1) i
riboflavina (B2), piridoksina i niacina i askorbinske kiseline (vitamin C). SadZaj timina kod pojedinih
vrata gljiva krec¢e se od 0,35 mg/100g s.m. (Volvariella volvacea), 1,14 mg/100g s.m. (A. bisporus),
1,16-4,80 mg/100g s.m. (Pleurotus sp) do 7,8 mg/100g s.m. (L. edodes). Sadrzaj niacina kod razliciti
vrsta varira od 54,4mg/100g s.m. (L. edodes) do 108,7 mg/100 g s.m. kod vrsta Pleurotus sp. dok se
sadrzaj riboflavina kretao u vrednostima od 1,63 mg/100g s.m. za V. volvacea do 50mg/100g s.m. za
A. bisporus (Miles i Chang, 2004). Pored ovih vitamina u gljivama se mogu naci ergosterol, biotin,
fitohinon i tokoferoli (Matilla i sar., 2001; Barros i sar., 2008). Najpotentniji provitamin vitamina A, B-
karoten, prisutan je u tragovima u gljivama, u znatno manjoj koli¢ini (od 0,07 do 0,60 mg/100g s.m.)
u odnosu na biljke (Pereira i sar., 2012). Posebna paZnja poslednjih godina usmerena je na
istraZzivanje prisustva ergosterola u gljivama (provitamin vitamina D2), na osnovu publikovanih
rezultata sadrZaj ergosterola krece od 640 i 1770 mg/ kg s.m. (Kala¢, 2013) odnosno od 4,0 do 44,0
mg/100g s.m. (Barreira i sar., 2014).

2.4. Farmakoloski potencijal gljiva

Od drevnih vremena gljive se koriste u narodnoj medicini, o ¢emu svedoce zapisi Shen Nong
iz dinastije Istocni Han u Kini (100-200. godine p.n.e.) koji spominje lekovita svojstva gljive
Ganoderma lucidum, Dendropolyporus umbellatus i Tremella fuciformis (Wasser i Weis, 1999;
Wasser, 2002). Anticke civilizacije su poznavale medicinska svojstva gljiva, Hipokrat u svojim zapisima
(oko 400. godine p.n.e.) navodi upotrebu gljiva o moksi-biljnim oblogama za tretman hronicnih
bubreznih oboljenja. Lekar u Neronovoj vojsci, Pedanije Diskorid je sredinom 1. veka u svom delu ,,De
Materia Medica” opisao gljivu ,Agaricon” odnosno Fomitopsis officinalis koja se u to vreme koristila
kao lek protiv tuberkuloze (Jacobs, 1985). Znacajna svojstva gljiva poput lekovitog poznavali su i
Rimljani koji su gljive nazivali hranom bogova. U delu “Istorija prirode” Plinije prvi put gljive deli na
otrovne i jestive. Gljive su bile inspiracija mnogim umetnicima sveta, narocito u vreme renesanse. U
mitologiji mnogih drevnih naroda gljive se smatraju simbolom dugovecnosti. Donedavno najstariji
arheoloski dokaz upotrebe gljiva predstavlja Tassili slika, otkrivena u kamenim pecinama Alzira, za
koju se smatra da poticCe josS iz perioda od pre 5.000 godina p.n.e. Slika predstavlja najverovatnije
Samana, sa pecurkama u rukama, za koje se pretpostavlja da su sluZile kao halucinogena sredstva
tokom religijskih obreda (Samorini, 2001). Jos zanimljivih detalja i dokaza o drevnoj upotrebi gljiva
otkriva nam pronalazak “Otzi the Iceman” u Italijanskim Alpima devedeseth godina XX veka, mumije
za koju se veruje da je je stara oko 5.300 godina. Medu stvarima ovog drevnog lovca pronadene su
dve drvenaste pecurke iz familije Polyporaceae (Fomes fomentarius i Piptoporus betulinus). Smatra se
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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 pripremu ¢aja za poboljsanje imuniteta (Hobbs, 1995).

Gljive predstavljaju deo tradicije zemalja Isto¢ne Azije, posebno Kine, Japana, Koreje ali i
podrucja na kojima su Ziveli Sloveni (Wasser, 2002).

Danas su poznata brojna farmakoloska svojstva gljiva. Lekovite gljive koriste u borbi protiv
kancera u Kini, Rusiji, Japanu, Koreji, SAD i Kanadi. U ruskoj medicini primenjuje se ekstrakt gljive
Chaga - Inonotus obliquus kao antitumorni lek i diuretik. Moderna istraZzivanja antitumornog
potencijala ekstrakata gljiva vezuju se za radove lkegawa i sar., koji su 1969. godine objavili jednu od
prvih nau¢nih studija o antitumornom dejstvu supstanci dobijenih iz plodnih tela razli¢itih vrsta gljiva,
koja se ispoljavaju kroz posrednu aktivnost domacina na implantirane ¢elije tumora Sarcoma 180 kod
Zivotinja (Zaidman i sar., 2005). Nakon publikovanja ovih rezultata ubrzo su napravljeni prvi lekovi
poreklom iz gljiva, polisaharidi B-glukani: krestin iz micelijuma gljive Trametes versicolor, lentinan iz
plodnih tela gljive Lentinula edodes, i Sizofilan (eng. schizophyllan) iz teCnosti dobijene submerznim
gajenjem plodnih tela gljive Schizophyllum commune.

Poslednje tri decenije, veliki broj farmakoloski aktivnih supstanci poreklom iz makrogljiva je
identifikovano. Bioloski aktivni polisaharidi su najpoznatije supstance poreklom iz gljiva koje se
koriste kao adaptogeni | imunostimulatori. Imunomodulatorno dejstvo polisaharida gljiva ima
profilakticki efekat Sto pripada neinvazivhom obliku lecenja, primer je prevencija metastaze tumora.
Polisaharidi gljiva ostvaruju indirektno antitumorni efekat, aktiviranjem razli¢itih odbrambenih
imunih odgovora samog organizma, zbog cega su dobili naziv “bioloski modulatori odgovora”
(Mizuno, 1995; Mizuno i sar., 1995a, b; Mizuno, 1999). Najefikasniji imunostimulatorni polisaharid iz
gljiva je lentinan, dobijen iz gljive Lentinula edodes. Lentinan stimuliSe aktivnost éelija ubica (NK-
natural killers), T-celija, B-Celija i makrofaga (Chihara, 1992), delujué¢i na odbrambeni potencijal
domacdina, Sto ima za posledicu pojacanu odbranu organizma od raznih vrsta kancera i infektivnih
bolesti, ukljucujudi i AIDS.

Danas je poznato preko 2.000 lekovitih vrsta gljiva, koje pored imunostimulatornog i
antitumornog dejstva imaju i dodatne korisne efekte: lakSe podnoSenje hirurske intervencije, brzi
postoperativni tok, redukuju sporedne i nezeljene efekte hemioterapije i radioterapije, sprecavaju
ostecenja koja izazivaju citostatici i zraenja na ¢elijama imunog sistema.

Gljive, posebno predstavnici radela Basidiomycota poseduju znacajna farmakoloska dejstva:

. imunomodulatorno,
. antioksidativno,

. antikancerogeno,

. kardiovaskularno,

. hepatoprotektivno,

o Uk~ W N P

. antimikrobno delovanje.

Bioaktivne molekule prisutne u gljivama su:

1. polisaharidi velike molekulske mase,
2. polisaharidno-proteinski kompleksi,
3. glikoproteini,
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4. imunomodulatorni proteini,

5. triterpenoidi,

6. antioksidativne komponente,

7. odredeni mikroelementi,

8. druge specificne komponente gljiva.

2.5. Oksidativni procesi u celiji, antioksidantni sistemi zastite i
molekulske osnove bolesti

Kod svih aerobnih organizama kiseonik je esencijalan za prezivljavanje, medutim u slucaju
neuravnoteZenog metabolisanja kiseonika, a zahvaljujuéi svojoj visokoj reaktivnosti koja je posledica
njegove biradikalske strukture on postaje toksican po aeroban organizam (Gutteridge i Halliwell,
2000).

Najveci deo ATP kod sisara se sintetiSe u mitohondrijalnom elektron-transportnom sistemu,
pri ¢emu dolazi do kontrolisane cetvoroelektronske redukcije O, do H,O na enzimu citohrom-
oksidazi. Kada dode do redukcije sa manje od 4 elektrona (Sto se deSava sa 3-5 % O;) dolazi do
stvaranja razli¢itih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, tj oblika kiseonika (ROS, engl. reactive oxygen
species), koji mogu biti Stetni po Celiju (Morishita i Ohnishi, 2001 ).

Osim nepotpune redukcije kiseonika u elektron-transportnom sistemu, slobodni radikali i
drugi ROS mogu se generisati i drugim enzimskim i neenzimskim mehanizmima, ukljucujudi:

o toksi¢ne ksenobiotike,

o jonizujuée zracenje (usled homolitickog raskidanja O—H veze u vodi i drugih veza),
. imuni odgovor (sinteza O, —, HOCI i NO od strane fagocita),

o inflamatorne procese,

. jone prelaznih metala,

. aktivnost redoks-enzima (ksantin-oksidaze, NADPH oksidaze),

o metabolizam membranskih lipida itd.

Jedan od glavnih izvora nastanka slobodnih radikala predstavlja citohrom P450-zavisni
enzimi, ukljuceni u jednoelektronske redoks reakcije. Indukcija ovih enzima pod dejstvom
ksenobiotika (alkohol, lekovi, toksini) povecava verovatnocu slucajnog generisanja i oslobadanja ROS.

Najznacajniji ¢inioci ROS obuhvataju radikalske vrste, kao Sto su:

. superoksid-anjon (O, ¢—),

. hidroksiradikal (¢OH),

. peroksi-radikale (ROQs®) i

. alkoksi-radikale (ROe),

. kao i neradikalske vrste —vodonik-peroksid (H,0,),
. hipohloritnu kiselinu (HOCI),

. singlet-kiseonik (O3) i

. ozon (03).

11
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Najpotentniji je hidroksi-radikal, koji je sposoban da inicira lipidnu peroksidaciju i direktno se
dodaje, tj. adira na druga jedinjenja, izazivajuci oSte¢enja dezoksiribonukleinske kiseline, razarajuci
purinske i pirimidinske baze i dezoksiriboze (Halliwell i Gutteridge, 1990).

Superoksid-anjon je takode veoma reaktivan, ali mu je radijus dejstva zbog slabe
liposolubilnosti ogranic¢en (Ferreira i sar., 2009).

Vodonik-peroksid ne ispoljava samostalno snaina oksidaciona svojstva, medutim pod
dejstvom jona prelaznih metala (Fe?*, Cu*) generide visokoreaktivni *OH. Zbog liposolubilnosti, on
lako difunduje kroz bioloske membrane i prodire do Ccelijskih ultrastruktura bogatih prelaznim
metalima, kao $to su mitohondrije (Halliwell i Gutteridge, 1990).

Pored reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, za Zive organizme su veoma toksicni i reaktivni oblici azota
(RNS, RNOS, engl. reactive nitrogen species). U reakciji azot(ll)-oksida (generisanog u vecim
koli¢inama od strane NO-sintaze u toku inflamatornih procesa), sa superoksidom nastaje peroksi-
nitritni anjon (ONOO7), visokoreaktivna Cestica koja lako reaguje sa biomolekulima i dovodi do
njihovog ostecenja (oksidacije tiola i tioetara, nitrovanja i hidroksilacije aromati¢nih jedinjenja
uklju€uju¢i aminokiseline i azotne baze, raskidanja lanaca DNK itd. (Carr i sar., 2000; Armstrong,
2002).

Ova grupa jedinjenja uklju¢ena je u razvoj neurodegenerativnih bolesti (npr. Parkinsonova
bolest) i hronic¢nih inflamatornih oboljenja (npr. reumatoidni artritis). ROS i RNS dovode do ostecéenja
Celijskih lipida, proteina, ugljenih hidrata i DNK, sa posledicama koje mogu varirati od smrti éelije do
neoplazija (Halliwell i Gutteridge, 2007) Dejstvo ROS na DNK obuhvata promene u azotnim bazama i
raskidanje polinukleotidnih lanaca (Halliwell i Gutteridge, 1990). Uloga ROS je dokazana u preko 100
oboljenja ili kao primarni uzrok bolesti ili kao faktor koji dovodi do komplikacija, ukljucujudi
kardiovaskularne i neurodegenerativhe bolesti (npr. arteroskleroza, Alchajmerova bolest,
Parkinsonova bolest, Daunov sindrom), multipla skleroza, dijabetes, akutna renalna insuficijencija,
kao i u procesu starenja (Morishita i Ohnishi, 2001; Gutteridge i Halliwell, 2010; Halliwell, 2012).

Jedan od najceséih Stetnih procesa se ostvaruje kroz proces lipidne peroksidacije, odnosno
slobodno radikalske oksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina. Reakcija zapocinje usvajanjem
protona sa molekula lipida, npr. pod dejstvom eOH, pri ¢emu nastaju slobodni ugljenik-centrirani
radikali sa konjugovanim dvostrukim vezama. Slobodni kiseonik moZe reagovati sa ovakvim
radikalima, gradeci peroksi-radikale koji dalje mogu reagovati sa drugim molekulima polinezasiéenih
masnih kiselina:

Inicijacija: RH + ¢«OH - Re + H20

Propagacija : Re + 02 - ROOQOe

ROOe + RH - ROOH + Re

Dekompozicija: ROOH + Me?* - ROe + OH- + Me®*
ROOH + Me*" - ROOe® + H+ + Me**

2 ROOH -» ROOQe + ROe + H20

Terminacija: 2Re - neradikalske vrste

Re + ROOe > neradikalske vrste

2RO0e - neradikalske vrste

12
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U ovako formiranoj lan¢anoj reakciji, u slucaju zgusnutih bioloSkih membrana, dolazi do
ostecenja velikog broja molekula lipida (Morishita i Ohnishi, 2001, Ferreira i sar., 2009). Pored
narusavanja strukture i funkcije membrane, sto u slucaju mitohondrijalne membrane moze dovesti
do dalje produkcije slobodnih radikala, aldehidi nastali u reakciji mogu dovesti do unakrsnog
povezivanja molekula proteina. Proteini, aminokiseline prolin, histidin, arginin, cistein i metionin
posebno su podlozne napadu ¢OH i oksidativnim osteéenjima, usled kojih dolazi do fragmentacija ili
unakrsnog povezivanje, sto dovodi do gubitka njihove funkcije.

Kod zdravih aerobnih organizama, produkcija slobodnih kiseoni¢nih radikalskih vrsta je u
stalnoj ravnotezi sa antioksidantnim odbrambenim sistemom. lako slobodni radikali imaju znacajnu
ulogu u nizu fizioloskih procesa, poremeéaj balansa izmedu ovih reaktivnih vrsta i antioksidantnog
sistema moZe da dovede do ozbiljnog narusavanja normalne homeostaze ¢elije. Naime, narusavanje
oksido-reduktivne ravnoteze usled povisenog nivoa slobodnih radikala, uz visok stepen njihove
neselektivne reaktivnosti i nestabilnosti, Ciji uzrok su nespareni elektroni, dovodi do stanja
oksidativnog stresa. Kao posledica oksidativnog stresa javljaju se tzv. oksidativna oStecenja, koja se
izrazavaju kroz razli¢ita patoloska stanja.

Kao posledica stalne izloZzenosti ovim visoko reaktivnim oksidansima koji mogu dovesti do
ozbiljnih osStecenja tkiva, sam organizam razvio je sistem zastite pomocu sposobnosti njihove
neutralizacije.

Mehanizmi zastite obuhvataju sledece procese:

. kompartmentizaciju proizvodnje slobodnih radikala,

o postojanje zastitnih enzima (npr. superoksid-dizmutaza koja razara 0%),

o endogene i egzogene antioksidanse (tokoferoli, askorbinska kiselina, karotenoidi,
melatonin, urat itd),

. vezivanje metalnih jona (npr. vezivanje Fe u kompleks sa feritinom), i

. reparacione procese.

Lokalizacija razli¢itih zastitnih sistema u Celiji odgovara tipu i koli¢ini ROS koje se generisu u
datoj celijskoj strukturi. Superoksid dizmutaza (SOD) kao enzim u primarnoj odbrani sistema, prisutna
je u mitohondrijama, citosolu i ekstracelularnom prostoru. Katalaza, enzim cija je funkcija uklanjanje
H,0,, prvenstveno se nalazi u peroksizomima, dok enzimski sistem glutation/glutation
peroksidaza/glutation reduktaza ima funkciju uklanjanja H,O, formiranog van peroksizoma i ouvanja
integriteta bioloskih membrana, prisutan je u citosolu i mitohondrijama (Bogdanovi¢, 2007).

U savremenom svetu, endogeni protektivni sistemi mogu biti nedovoljni za odbranu organizma
od stresa (jonizujuée zracenje, pusenje, ksenobiotici, lekovi itd.) kome je organizam izloZen, zbog
Cega veliku popularnost sti¢u egzogeni antioksidansi prirodnog porekla.

Najpoznatiji egzogeni antioksidansi su fenolna jedinjenja, narocito biljni polifenoli — fenolne
kiseline i flavonoidi. Zahvaljujuéi sposobnosti doniranja atoma vodonika u stanju su da neutraliSu
nepozeljne radikalske vrste u organizmu, pri ¢emu sami prelaze u rezonantno stabilizovanu, mnogo
inertniju radikalsku formu. Neka od ovih jedinjenja deluju i preventivno, putem kompleksiranja jona
prelaznih metala (Frankel i Meyer, 2000).
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2.5.1. Antioksidativna aktivnost

Antioksidansi su supstance koje u koncentracijama nizZim od koncentacije supstrata lako
podlezu oksidaciji, odnosno znacajno inhibiraju ili potpuno sprecavaju oksidaciju supstrata (Halliwell,
2006). Pored navedene definicije ¢esto se u literaturi navodi da je antioksidans svaki molekul koji se
sam oksiduje i na taj nacin Stiti od oksidativnih oStecenja celije i tkiva u organizmu ili osetljive
komponenete u prehrambenim proizvodima (Ferreira i sar., 2009).

Antioksidansi se mogu klasifikovati na osnovu porekla, hemijske prirode, rastvorljivosti u vodi
i na osnovu mehanizma delovanja.

Prema poreklu i hemijskoj prirodi antioksidansi mogu biti:
Prirodni (askorbinska kiselina, tokoferoli, karotenoidi, fenoli i flavonoidi)
Sintetski (butilovani hidroksianizol, galati itd.)
Prema hemijskoj prirodi molekuli antioksidanasa se dele na:
Enzimske antioksidanse (superoksid dizmutaza, katalaza, glutation peroksidaza itd.) i
Neenzimske antioksidanse (albumin, bilirubin, vitamin C, flavonoidi itd.).
Prema rastvorljivosti molekuli antioksidanasa se dele na:
Antioksidanse rastvorljive u vodi (vitamin C, albumin, bilirubin itd.) i
Antioksidanse rastvorljive u mastima (vitamin E, karotenoidi, koenzim Q10 itd.).
Prema mehanizmu delovanja antioksidansi se dele na:

Primarne antioksidanse (butilovani hidroksianizol, galati, flavonoidi, vitamin E, fenolna jedinjenja
itd.)

Sekundarne ili preventivne antioksidanse (limunska kiselina, askorbinska kiselina, sumporna
jedinjenja, selen, fosfolipidi, karotenoidi, transferin, ceruloplazmin itd.)

Sinergiste (askorbinska kiselina, sulfiti, B-karoten, limunska kiselina, etilen-diamintetra-siréetna
kiselina (EDTA), fosfati itd.

Antioksidansi mogu biti sintetisani in vivo ili uneti putem hrane, uopsteno mogu se podeliti na:

Antioksidansni enzimi, koji katalicki uklanjaju reaktivne vrste (ROS, RNS, RCS) npr. superoksid
dizmutaza (SOD), superoksid reduktaza, katalaza i peroksidaze.

Proteini koji uti¢i na smanjene formiranja reaktivnih vrsta, koji redukuju dostupnost jona koji
imaju prooksidativno dejstvo (prelazni elementi Fe, Cu, Mn) npr. transferin, ceruloplazmin,
albumin.

Antioksidansi koji poseduju ,skevindzer” aktivnost, npr. karotenoidi, fenoli, flavonoidi,
terpenoidi.

Antioksidansi koji preferencijalno oksiduju, kako bi sacuvali vazne biomolekule, npr. a-tokoferol,
bilirubin, askorbat, urat, albumin, plazmalogeni.

Kada se slobodni radikali formiraju in vivo, uloga razlicitih antioksidanasa zavisi¢e od prirode,
mesta i nacina generisanja reaktivne vrste, kao i od molekula koji moZe biti ostecen.
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U toku svoje evolucije, aerobni organizmi su razvili mehanizam odgovora na oksidativno
ostecenje posredovano reaktivnim vrstama kiseonika (ROS) koji mogu nastati u samoj celiji ili koji
mogu biti poreklom iz spoljnih izvora. U ovakvim uslovima, antioksidantni zastitni sistem odbrane,
ROS i Citav redoks sistem predstavljaju bazu fizioloskih procesa organizma (éelijska proliferacija,
diferencijacija, prenos signala, regulacija metabolizma i meducdelijska komunikacija), citoprotektivni
mehanizam (inflamacija, odbrana od mikroorganizama), ali i patofizioloski fenomen (starenje,
kancerogeneza, apoptoza, nekroza, efektivno i toksicno delovanje lekova). Pored navedenih
endogenih mehanizama antioksidansne zastite, antioksidansna zastita moZe da bude egzogenog
karaktera (antioksidansi agenasa unetih hranom). Ishrana koncipirana na konzumiranju namirnica
bogatih snaznim antioksidansnim agensima, poput askorbinske kiseline, vitamina E, karotenoida ili
biljnih fenola, koji smanjuju nivo slobodno radikalskih vrsta, moze da utiCe na prevenciju, ali i
terapeutski da deluje na bolesti povezane sa oksidativnim stresom. Zahvaljujuéi svojstvima koja imaju
antioksidansi prirodnog porekla, identifikacija novih, kao i iznalaZzenje novih izvora ovih jedinjenja
predstavlja vrlo aktuelan problem.

Istrazivanja ukazuju da gljive predstavljaju vrlo znacajne izvore antioksidantnih komponenti.
Vrste kao Sto su Agaricus bisporus, Grifola frondosa, Hericium erinaceus, Flammulina velutipes,
Lentinula edodes, Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatus, Phellinus linteus, Ganoderma lucidum i
Inonotus obliquus imaju znacajnu antiosidantnu aktivnost i sposobnost hvatanja slobodnih radikala.
Antioksidansna aktivnost gljiva dovodi se uglavhom u vezu sa sadrzajem fenolnih jedinjenja u
njihovim ekstraktima, tokoferola, askorbinske kiseline i karotenoida. Vise studija vrsta poreklom iz
Finske, Indije, Koreje, Poljske, Portugala, Tajvana, Turske i Srbije ukazuju na znacaj ovih jedinjenja u
odnosu na antioksidansnu aktivnost (Cheung i sar., 2003; Puttaraju i sar., 2006; Ferreira i sar., 2009;
Karaman i sar., 2009). Poslednje dve decenije, intenzivirana su istraZivanja antioksidansnog
potencijala razli¢itih vrsta gljiva i njihovih ekstrakata. U Tabeli 2.1 prikazani su kvantifikovani
antioksidansi u razli¢itim vrstama gljiva razli¢itog geografskog porekla.

2.5.2. Kancerogeneza

Pod kancerom, malignom neoplazmom, podrazumevaju se oboljenja za koja je
karakteristicna nekontrolisana deoba ¢elija uz odsustvo apoptoze, invazivhost, prodiranje u okolna
tkiva i njihovo unistavanje, i ponekad, metastaza, Sirenje po organizmu putem krvotoka i limfotoka,
formiranje sekundarnih tumora (Weinberg, 1996).

Sam proces transformacije normalne celije u celiju tumora (kancerogeneza ili onkogeneza) je
proces od viSe faza. Prva faza, inicijacija, deSava se usled promena na samom genomu dEelije
(anomalija). Potreban je veci broj mutacija da bi se normalna ¢elija transformisala u ¢eliju kancera,
Sto obi¢no zahteva duZi vremenski period. U fazi promocije, ostec¢ena celija se deli, formirajudi
premaligni tumor. Pod dejstvom razliCitih faktora tumor prelazi u poslednju, ireverzibilnu fazu —
progresiju. Dolazi do produkcije celija-klonova sa povecanim proliferativnim kapacitetom,
invazivnoS¢u i sposobnoséu metastaziranja (Yuspa, 2000; Yokota, 2000). Postepeno dolazi do
morfoloskih promena u tkivu, odnosno stvaranja lezija. Kancer nastaje kao posledica anomalija u
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genetskom materijalu (tacnije, delovima genoma zaduZenim za kontrolu rasta i diferencijacije) jedne
celije, usled interakcija sa endogenim ili egzogenim faktorima (Cooper, 1992).

Endogeni faktori obuhvataju genetske, hormonalne i imunoloske faktore, kao i hemijske
kancerogene, nastale normalnim metabolickim procesima, reaktivni oblici kiseonika i azota (Yuspa,
2000), dok egzogeni predstavljaju uticaj agenasa iz okoline (fizicki kancerogeni, kao $to su UV i
jonizujuée zracenje, hemijski kancerogeni, uklju¢uju¢i PAH-ove (policiklicne aromaticne
ugljovodonike), mikotoksine, jone nekih teskih metala i sl.. Bioloski kancerogeni, tj. odredeni virusi,
bakterije i paraziti takode uticu na genetski materijal. Rizik od pojave kancera znacajno povecavaju
faktori koji stimuliSsu deobu odnosno proliferaciju éelija, zbog sluéajnih mutacija koje se mogu javiti
prilikom replikacije DNK. Primeri su steroidni hormoni (znacajni kod hormon-zavisnih tumora) i
sinteticka jedinjenja kao $to je saharin (Henderson i Feigelson, 2000). Genetske anomalije, odgovorne
za kancerogenezu mogu obuhvatiti konverziju proto-onkogena u onkogen, inhibiciju/brisanje tumor-
supresorskih gena, inhibiciju gena koji reguliSu apoptozu, aktivaciju ekspresije telomeraza itd.
(Cooper, 1992; Ferreira i sar., 2010).

Proto-onkogeni su normalni geni koji pod odredenim uslovima mogu pre¢i u tumor-
indukujuéi onkogen. Proto-onkogeni, kojih je poznato oko 100, cesto imaju ulogu u transdukciji
signala — kodiraju faktore rasta, receptorske tirozin kinaze, regulatorne GTP-aze, transkripcione
faktore itd. Neki od tipi¢nih primera su:

. Ras (najces¢i je onkogen koji kodira GTP-aze; aktivacija dovodi do rasta,
diferencijacije i preZivljavanja ¢elije),

o Whnt (ima ulogu u embriogenezi i morfoloskom razvoju organizma),

. Myc (reguliSe ekspresiju brojnih gena) i

. Trk (uticu na funkciju, preZivljavanje i diferencijaciju neurona).

Proteini kodirani tumor-supresorskim genima (anti-onkogenima) imaju funkciju supresora
metastaze (ucestvuju u adheziji ¢elija i sprecavaju njihovu disperziju), represije gena zaduzenih za
produzZenje Celijskog ciklusa, blokiranja celijskog ciklusa u sluc¢aju detektovanog ostecenja DNK, sve
dok se DNK ne reparira, ili iniciranja apoptoze ukoliko je reparacija DNK neizvodljiva (Sherr, 2004).
Ukoliko se javi mutacija kod nekog od ovih gena, tako da dode do smanjenja ili gubitka aktivnosti,
inhibirana je reparacija DNK, oStecenja se akumuliraju i povecava se verovatnoéa nekontrolisane
deobe celije.

Vecéina malignih ¢elija ima sposobnost ekspresije telomeraze, enzima koji produzava
telomere na krajevima DNK lanaca. Kod normalnih éelija, prilikom svake mitoze ireverzibilno se gubi
deo telomera, ¢ime se efektivno ograni¢ava maksimalan broj deoba, a u cilju spre¢avanja nakupljanja
prevelikog broja mutacija. Zahvaljujuéi telomeraznoj aktivnosti, ¢elije kancera konstantno regenerisu
telomere i time neograni¢eno produzavaju svoj Zivot. Pod normalnim uslovima, IL-2 aktivirane
citotoksi¢ne celije, NK (eng. natural killer) éelije i makrofagi, u stanju su da prepoznaju i uniste celije
kancera. Medutim, celije kancera mogu se putem lucenja imunosupresorskih supstanci zastititi od
imunog sistema domacina. Utvrdeno je da mnogi tumori lu¢e PGE2, koji inhibira lu¢enje citokina
(ukljuCujudi IL-2) iz T-helper leukocita, ekspresiju IL-2 receptora u T-¢elijama, prezentaciju antigena,
produkciju citokina i citotoksicnog NO u makrofagima, i citotoksicnost NK ¢elija. Pretpostavlja se da
dolazi do lucenja i drugih signalnih molekula — IL-1, TNF-a (tumor necrosis factor-a), GM-CSF
(granulocyte/monocyte colonystimulating factor), TGF-B i IFNy — koji dovode do aktiviranja
imunosupresorskih mehanizama (Cooper, 1992).
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Jedan od ogranicavaju¢ih faktora rasta tumora je apoptoza. Apoptoza predstavlja
programiranu celijsku smrt, koja se (za razliku od nekroze) odvija uz aktivho ucesée cCelije koja umire i
strogu genetsku kontrolu, u cilju regulacije broja celija i formiranja tkiva, kao i uklanjanja ostecenih ili
defektnih celija (Lowe i Lin, 2000; Sherr, 2004). Odgovaraju¢im signalnim putevima (internim ili
eksternim, preko TNF-a, FasL i sl.) aktiviraju se kaspaze (cistein-aspartat proteaze), koje razgraduju
niz proteina, Sto dalje dovodi do razaranja celijskih struktura i odgovarajuéih morfoloskih promena
(uklju€uju¢i raspad citoskeleta, kondenzaciju i raspad hromatina, deformacije plazmatske
membrane). Na kraju, celija biva razbijena na viSe vezikula koje se uklanjaju fagocitozom -
eferocitozom. Ceo proces odvija se bez inflamatornog odgovora (makrofagi u ovom sluc¢aju ne luce
pro-inflamatorne medijatore), ili oste¢enja okolnog tkiva (celijski sadrzaj, ukljucujuci i proteoliticke
enzime, ostaje okruzen membranom) (Cooper, 1992). Ovaj proces u ¢elijama kancera moze zapoceti
usled iscrpljenja faktora rasta ili prezivljavanja, hipoksije, gubitka interakcija sa ekstracelularnim
matriksom, defekata u DNK, greSaka u signalnim putevima i sl. Ovim mehanizmom, brzina rasta
tumora je <5 % od brzine ocekivane na osnovu kinetike proliferacije ¢elija. Potvrdeno je da je
frekvencija apoptoze povisena u spontano povlace¢im tumorima, kao i tumorima tretiranim
citotoksi¢nim agensima. Medutim, neke tumore karakteriSe povisena ekspresija zastitnih proteina,
kao Sto su Bcl-2 (blokira apoptoticki signal), DcR3 (decoy receptor 3, vezuje FasL Cime sprecava
njegovu interakciju sa Fas receptorom i indukciju apoptoze) i FasL (izaziva smrt citotoksi¢nih T celija
koje pokusaju da uniSte tumor), ili promene u proteinima zaduZenim za iniciranje apoptoze, kao Sto
je p53 (aktivira se u slucaju nepopravljivih oSte¢enja DNK). Zahvaljujuci Cinjenici da celije kancera
zadrzavaju apoptoti¢ki mehanizam ocuvanim, geni i proteini koji iniciraju i kontroliSu apoptozu
predstavljaju potencijalne mete dejstva antikancer lekova. Ovi lekovi mogu inhibirati hiperaktivirane
signale celijskog preZivljavanja (kao Sto su Bcl-2, NF-kB i sl), regenerisati proapoptoticku aktivnost
(p53), ciljati pro-apoptoticke receptore inaktivne kod normalnih ¢elija ili aktivirati kaspaze (Lowe i Lin,
2000). Hemoterapija kancera podrazumeva primenu jedinjenja, prirodnog ili sintetickog porekla, koja
usporavaju, zaustavljaju rast celija kancera ili dovode do njihove smrti. Primenu hemoterapeutskih
agenasa u velikoj meri ograni¢ava njihova toksi¢nost prema zdravim ¢elijama; jedino je tolerancija
prema jedinjenjima baziranim na hormonskoj aktivnosti visoka. Dalje, utvrdeno je da je vecina
humanih malignih tumora hemorezistentna. Zbog svega navedenog, potraga za hemoterapeuticima
niske toksi¢nosti i Sirokog spektra dejstva jos uvek je u toku (Ferreira i sar., 2010). Velika vecina
antikancer jedinjenja predstavljaju primarne i sekundarne biomolekule, bilo u nativnoj formi, bilo
strukturno modifikovane, ukljucujuéi polifenolna jedinjenja (antioksidansi, fitoestrogeni, inhibitori
enzima faze 2, COX i ornitin dekarboksilaze, induceri diferencijacije), steroide (fitoestrogeni, inhibitori
enzima faze 2), seskvi- i diterpene (induceri diferencijacije, inhibitori ornitin dekarboksilaze),
polisaharide (indukuju imuni odgovor domacina preko T-Celija, posredovana kroz timus- zavisne
imune odgovore)(Wasser, 2002).

17



8T

TTOC “Jes | s1ay |eSniiod 720 aST'8LC oSLL sadisnf piqAjjod
‘0TOC “Jes | oud|aH |eSniiod oLV'6T 220 pqqi6 aqA2031/>
‘0TOT “4es | oud|aH |eSnyiod 5GS'€ 1pupx3|p aqA2031[D

‘900z “Jes | nfeseilnd efipu| 2TET SNIDAD|I SNj|DIYIUD)

‘200¢ “Jes1nep € Z-0TX
[88°38°04] |eSniJod »10°0 »87°0 e 0T X0S'T ¥SC-€-0T X08'L snlibqia snjjaipbyjun)

‘500¢ ‘1wysxe|ngans | Jexy3ninin
-leyesdy ‘900z “Jes | nfesennd efipu eC¥'0 es-0T X 00°€ ,00°¢ sniipqid snjjaibyrun)
‘S00¢ “1wysxe|nqqns

1 Jey8niniy-Jeyesdy efipu| eST'0 pajunbib b1IOAIDD
‘800¢ “Jes | solieg |eSniJod 2x-0TX TV'9 ,07°0 ep-0T X 00V bsoquinb aqAr0/0)
€T0C IS | |ea] o700 p¥0°8¢C pT€0 snJodjjod snjajog
€T0Z "Jes | |ea] pST0 pl0°0 snapluadw.Ip sn1ajog
200¢ “Jesles] uemie| »8T°9 siinpa snjajog
‘800¢ “Jes | solleq |egnyiod 20T X E€L'C ep-OT XOE'E siinpa snjajog
‘900z “Jes | nfesenind elipuj ,6T°0T siinpa snjajog
£00¢ “Jes | seysew|q e)sant ,08'8 Shipbq snjajog
‘9007 “Jes | nfesenind uemie] »8C'€E ,T9'ET pysrAjod plipjnoriny
‘9007 “Jes | nfesennd elpu] SLT'E byo1iaAjod pliojnaLny
‘1007 Jes |1 neN uenle] €91 SY'6 D21123U3saW pLIB[NILINY
5007 “Jes | oejuslep |eSnyiod 0T D3.IDS3aNI PUUDWY
/00T “Jes11es] uenle] LLTS pasvipuljAs aghroiby
(umouq)
‘T00T “Jes 1 ejmen eysuly eIC0 ec0T X 69 snJods|q snalioby
(a31ym)
‘T00T “Jes|e|nieN eysuly eLT0 ecOT X CEV snJods|q snaioby
‘800¢ “Jes | souleg |esniJod 2-0T X TG'8 »¢00 ee0T X CT'T e LT0 SISUaNID snaLILbY
€T0¢" Jes | |ea] oIT°0 p65°'8S pV6°S ladibw byubwy
€T0¢" Jes | |ea] p€C0 p61°C9T pl0'CC D32042 pyubwWYy

T10C “Jes|siay pT00 pET0 pLT'TTT p8S ST plAydiod pyuowy

BJU9.9j)9Y

epja1od

efjwaz

uadoyn Iplouajouie)

eulaspy

e)SsuIgIo) sy

1jo13j001

juduodwoy|
aujouay

anI(|8 easup

DAIfIB DUWIDISIA WIIIZDJ N DSDUDPISYOIZUD YIUDAOYLfIIUDAY pajbaid “T'Z bagoL

JINO3EAON BJPUBSY3|Y

efloepasip eysiopoq



61

‘€10T “Jes 1 0U3JaH efigJs p0E°TTT »80°0 D3U3INIS3 DJJAYII0N
‘€T0T “Jes | OU3JaH efiueds 6L 1T pSE0 D3U3[NIS3 DI|3YIION
‘T00T “Jes|ejmen puejul4 020 $N1D343s0 sN30IN3|d
¥00¢ “Jes 1 nep uemie| ,ET'0 »L00 DIU3|NIS3 BJ|aY2IoN
‘900t “Jes I nlesenind elipul ,06'9T 021U DJ|aY2I0N]
‘0TOC “Jes 1 ous|aH |e8nyiod 681 03504 DUIIAN
‘900¢ “Jes I nlesenind elipul ,00'0T 04330.d p30Ida0IIDIN
‘800¢ “Jes | sodeg |e8n1iod ,I0°0 ,IT0 qs-0T X 00°€ .T0°0 wn)pliad uopiadoirAq
snainydjns
‘PTOC “Jes | 31nonad eflqus ,16'68T snJodj3ao7
‘egp0z “Jes | solieg |egniiod 2-0TX CS°¢C »€C0 qs-0TX 00°6 el0°0 bpnu p3sida7
‘800¢ “Jes | wp) efaJo) .£0°0 sapopa snunua
‘T00C “Jes | e|ien eysul4 eST0 .T0°0 sapopa snunua
‘0TOC “Jes | oud|aH |eSniJod 70’8 D}D2ID| DLIDIIDT
‘S00¢ ‘1wysye|nqqns
14e)8nunin-Jeyesdy elipu) 810 10]021331nb sn1p1IDT
/00C “Jes | soleg |e8n1iod ,€0°0 910 snjn4adid snLip3dn7
‘500z “Jes | oeUB|RA ‘800T
“Jes | solleg /00¢ “Jes | soleg |e8n1iod ,60°0 el6'0-6T°0 eC00 $Nso121jap sn1ipIDT
(puazad)
"PTOT “Jes 134mzQ eysing eT0°0 eT0°0 69t e0V'€ SNsoidi|ap sniip1d07
(puazadau)
‘10T “Jes 1InzQ exsinL e¥70°0 eL0°0 89V «05°0T SNsoidijap sniipniong
‘900z “Jes | nfesenind elipul SCE'L SNsoII|ap sNLIDIIDT
‘S0°0
¥00¢ “Jes | ne uenle] »¥T°0 ‘S0°0 ,IT'0 ‘SO0 psopuoif bjofli
‘800¢ “Jes 1wy eaJoy e9T°0 wnpion| bwIPOUDD
TTOT “Jes|sidy |esnyiod 1900 ;100 ,G5°08¢ J09'TL supzjdpuls bwiojaqaH
TTOT “Jes|sidy |esnyiod rads) ,L6'80T ,se'sea pjooyurd sisdojiwod
2107 “Jes | eJlaiad |eSniJod p7€0 pl8'ET p90°0 sadiynjan pujinwwoj{
‘800¢ “Jes 1wy efa.oy e LT0 sadianjan puynwwoj4
,9C°¢C
‘0TOC “Jes | oudjeH |e8nyiod e08°C eSS0 'LE0 pa130day puiNstd
‘€10 “Jes 1 p1noy(01S |eSniod 7’885 sn1pwos snutido)
‘€T0T “Jes 1 91n0x[01S eflqJs ,I0'SY snypwod snutido)

JINOYBAON BIPUBSH3|Y

efloepasip eysiopoq



0¢

800T1/3,""wrs 8/3rl, ‘ws 00T/3w, ‘NPjesisya od §/3w, “ws 8/3w, “w's /3w, :1usafjaeispald ns 13€}NZ3Y

‘800¢ “Jes | soieg [esnyiod »80°0 »€C'0 50T X00'8 e?0°0 wnqiasp bwojoysii
sndipaoadiw
‘900¢ “Jes I nlesenind elipul ,€L°9 sasAwouiia g
‘900t “Jes I nlesenind elipul ,00°LE nuwiay sasAwowia]
‘S00¢ “Jes | oejualep |esnyiod e6L'€- 760 snjiuljjod snjjing
ez 0T X

‘£00T 900¢ “4es | 0Jiaqry |eSn1iod 65T - 0T X00'C snyo[nup.b snjjins
‘800 “Jes | wiy| ela10) 2970 pdsLid sisspipds
‘900¢ “Jes | nfesenind efipul ,05°'S pds1id sisspipds
‘£00T “Jes | souleg |e8nyod 0T X €S°C 910 €00 sn}p3Liqui| UOpPo2IDS
TT0C “Jes1slay |eSn1iod ,IT°0 ,ST°99¢ WL6'TTT D2139W3 pjnssny

‘5007 ‘1lwysye|nqqns
| Jey3nin|n-ieyelsy efipu| 020 pibajul pjnssny
£00¢ “Jes | seisew|] eysang 2¢-0T X 00°6 -0C'Y baljap binssny
‘800¢ “Jes | soieg |eSniJod »10°0 2LC0 q+-0T X 0S°¢C B9E0 snAijoq pLowoy
"¥10T “Jes 1MzQ eysIng 2900 V10 98'Y eL'0T  (buaad) paojf liowny
(buazadau)
"¥T0TZ “Jes | NzQ eysIng 00 €T'S ¢9/°9 pAD|f DLIDWDY
TTOC “pes | siay |esnyiod ,T100 €00 J08°€LT 68TVt snurnw snajnid
TT0C “Jes | siay |e8nyiod €20 4600 6°48 ;29°LLS siuin3aq sniodojdid
‘800¢ “Jes 1wy ea10) .60°0 SN1D343s0 sN30JNajd
‘800¢ “Jes | JewnyeAer elipuj ,€0°0 ,SC°0 50€°0 o120 $N10a.13so snyo.inajd

JINOYBAON BIPUBSH3|Y

efloepasip eysiopoq



Doktorska disertacija Aleksandra Novakovic¢

2.5.3. Antimikrobna aktivnost

Razvoj antibiotika predstavlja jedno od najznacajnijih naucnih dostignuéa u poslednjih 70
godina. Ovi sastojci deluju na nekoliko nacina, ukljuuju se u metabolicke procese ili u strukturu
mikroorganizma. Mehanizam aktivnosti je uglavhom povezan sa ukljudivanjem u sintezu éelijskog
zida, modifikovanja propustljivosti plazmati¢ne membrane, uklju¢ivanjem u hromozomske replikacije
ili sintezu proteina. Celijski zid je zasluZan za oblik i évrstinu bakterijskih éelija, deluju¢i kao osmotska
barijera. Peptidoglukanski sadrzaj zida Celije varira izmedu 10 i 60% za Gram negativne i Gram
pozitivne bakterije respektivno. B-Laktamski antibiotici blokiraju 3. fazu sinteze bakterijskog zida, te
tako prekidaju rast i razvoj Celijskog zida, ali ne i bakterijske Celije. Ipak, mehanizam njihovog
delovanja je specifi¢an i odvija se preko odredenih struktura, a klasifikovani su prema fazi u kojoj
deluju. Fosfomicin, D-cikloserin, glikopeptidi (bacitracin, vankomicin, teikoplanin) i B-laktami
(penicilini, cefalosporini, karbapeneni i monobaktami) su neki od primera ove grupe. S druge strane,
drugi antibiotici kao $to su askolistin i daptamicin deluju na nivou éelijske membrane. Aminoglikozidi i
tetraciklini, makrolidi, oksazolidini, klinapristin, dalfopristin, klindamicin i hloramfenikol inhibiraju
sintezu proteina, vezujuéi se sa 30S ili 50S ribozomskim podjedinicama. Hinoloni, rifampicin i
metronidazol infibiraju sintezu nukleinskih kiselina. Sulfonamidi i trimetoprim su antimetabolicki
antibiotici koji inhibiraju metaboli¢ki lanac paraaminobenzojeve kiseline (PABA) sustinski vaine za
Celijski rast.

Uprkos Sirokom spektru antibakterijskih komponenti, bakterijska rezistencija na antibiotike
prvog izbora je u drasticnom porastu. Neki primeri bakterija, kao Sto su Klebsiella spp., i E. coli
proizvode Sirok spektar B-laktamaza, Sto se odrazava kao otpornost na cefalosporine treée
generacije. Drugi primer ukljucuje meticilin rezistentni S. aureus (MRSA), Enterococcus spp. otporni
na vankomicin, Acinectobacter spp. sa rastuéom otpornos¢u na karbapeneme i kolistin, takode
Pseudomonas Spp. otporan na aminoglikozide, karbapeneme i cefalosporine.

Bolesti koje su se lako lecile, danas postaju ozbiljan problem zbog stalno rastuce antibiotske
rezistencije. Veza izmedu multirezistentnih mikroorganizama i intrahospitalnih infekcija naglasava
problem i hitnost pronalaska novih resenja. U 2010. god. WHO je savetovala sve zemlje da uvedu
kontrolne procedure za administriranje lekova protiv multirezistentnih bakterija, naglasavajudi rizik
zbog odsustva alternativne terapije protiv ovih mikroorganizama.

Zbog toga istrazivanje novih antimikrobnih supstanci efikasnih protiv patogenih
mikroorganizama otpornih na postojeée lekove je od krucijalnog znacaja. Drugadije grupe organizama
se sve viSe istrazuju poslednjih godina, dok se medu terestricnim organizmima sve viSe painje
poklanja sesilnim organizmima medu koje spadaju i gljive.

Jestive i nejestive gljive pokazuju antimikrobnu aktivnost protiv patogenih mikroorganizama
ukljujucujuéi i bakterije povezane sa nozokomijalnim (intrahospitalne) infekcijama (Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas maltophila, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Serratia marcescens) i multireristentne (MRSA,
MRSE, VREF, PRSP, ERSP) Tabela 2.2 2.3.

Podaci dostupni iz literature ukazuju da izolovane komponente iz ekstrakata gljiva, pokazuju
bolju antimikrobnu aktivnost prema Gram-pozitivnim nego prema Gram-negativnih bakterijama.

21



Doktorska disertacija Aleksandra Novakovic¢

Medu istrazivanim gljivama, Lentinus edodes je najbolje proucena vrsta i €ini se da poseduje Siroku
antimikrobnu aktivnost protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. Vrste iz rodova Boletus,
Ganoderma i Lepista puno obecavaju za bududée studije.

Antimikrobne supstance poreklom iz gljiva

Fenolna jedinjenja - antimikrobna svojstva fenolnih jedinjenja objasnjava se prisustvom
hidroksilnih grupa, efikasnost ovih jedinjenja se povecava sa povecanjem broja hidroksilnih grupa,
kao i sa poveéanjem stepena oksidacije samih molekula. Mehanizam antimikrobnog dejstva
podrazumeva enzimsku inhibiciju, najverovatnije reakcijom sa sulfhidrilnim grupama ili nekim
nespecificnim interakcijama (Cowan, 1999).

Flavonoidi - antimikrobna aktivnost ovih jedinjenja se vezuje za sposobnost kompleksiranja
ovih jedinjenja sa ekstracelularnim proteinima i polipeptidima ¢elijskog zida mikroorganizama, osim
ove sposobnosti flavonoidi narusavaju biomembranske sisteme (Cowan, 1999).

Tanini - antimikrobni efekat tanina ispoljava se zahvaljujuéi njihovoj sposobnosti da vezuju
aminokiseline iz proteina, ¢ime se inaktiviSu adhezin, enzimi i transportni proteini ¢elijskih membrana
mikroorganizama (Cowan, 1999).

Terpeni, terpenoidi i seskviterpeni - mehanizam dejstva terpenoida na mikroorganizme nije
u potpunosti razjasnjen. Imajué¢i u vidu njihovu lipofilnu prirodu, pretpostavlja se da deluju
narusavaju¢i membranske funkcije celija mikroorganizama, a pojedini autori smatraju da mogu
izazvati povecanu nespecificnu membransku permeabilnost za molekule antibiotika (Cowan, 1999).

Polisaharidi - antimikrobnu aktivnost ispoljavaju ve¢inom glukani ili heteroglukani, smatra se
da se ova aktivnost vezuje za pojacavanje imunog odgovora, pa se stoga njihova upotreba
preporucuje posebno kod imunosuprimiranih stanja.

Proteini - mehanizam antimikrobnog dejstva ostvaruju formiranjem jonskih kanala na
celijskim membranama mikroorganizama.

U Tabelama 2.2. i 2.3. nalazi se pregled antimikrobne aktivnosti ekstrakata gljiva u odnosu na
Gram-pozitivne bakterije i Gram-negativne bakterije na osnovu rezulatata publikovanih u poslednje
dve decenije.
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Doktorska disertacija Aleksandra Novakovi¢

5.2.4. Antikancerogena aktivnost

Kancer je najveéi uzrok smrtnosti u svetu. Ocekuje se da ée broj obolelih od kancera u
naredne dve decenije biti veéi od 22 miliona (Jemal i sar., 2011). Danas savremena terapija kancera
broji vise od 100 antikancerogenih lekova sa razli¢itim mehanizmom delovanja. Brojne nuspojave,
hemoterapije i radioterapije zahtevaju upotrebu dodatnih sredstava za odrZzanje i poboljSanje imunog
statusa bolesnika. Stoga upotreba prirodnih lekova poreklom iz gljiva, u antikancerogenoj terapiji,
koja imaju citotoksi¢na svojstva uz minimalne negativne pratece efekte privladi sve vise painje
(lvanova i sar., 2011). Terapeutska svojstva gljiva se eksploatisu u tradicionalnoj medicini sveta jos od
anti¢kih vremena. Gljive predstavlju veliki izvor moénih novih farmaceutika. Postoje razli¢iti podaci
koji govore o broju vrsta gljiva, koje poseduju antikancerogenu aktivnost (200-331), oko 540 vrsta
gljiva se koristi u medicinskoj praksi u Kini (Dai i sar., 2009). Ono $to je najvaZznije za savremenu
medicinu, one predstavljaju neograni¢en izvor komponenti sa potencijalnim antitumorskim i
imunostimulativnim svojstvima, uklju¢ujuéi jedinjenja male molekulske mase: hinone, cerebrozide,
izoflavone, katehole, amine, triacilglicerole, seskviterpene, sterole, organski germanijum i selen.
Pored navedenih jedinjenja, jedinjenja velike molekulske mase pokazuju antitumorsku i
imunostimulativnu aktivnost, homo- i heteropolisaharidi, glikoproteini, glikopeptidi, proteini, RNK-
protein kompleksi (Tabela 2.4.) (Ferreira i sar., 2010).

Brojne publikovane studije govore o rezultatima istrazivanja ekstrakata gljiva i izolovanih
jedinjenja iz razliCitih ekstrakata o njihovom potencijalnom citotoksicnom delovanju na razliCite celije
kancera u in vitro i in vivo uslovima. U Tabelama 2.4. i 2.5. prikazuju komponente male i velike
molekulske mase, klase jedinjenja koja su izolovana, jedinjenja, vrste iz kojih su izolovana kao i
molekulski ciljevi.
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Doktorska disertacija Aleksandra Novakovi¢

2.6. Bioaktivna jedinjenja iz gljiva

2.6.1. Fenolne kiseline

Pod fenolnim kiselinama podrazumevaju se dve velike grupe jedinjenja: hidroksibenzoeve
kiseline (C6C1), i hidroksicimetne ili fenilpropenske kiseline (C6C3) Tabela 2.6.

Tabela 2.6. Hemijske strukture derivata cimetne i benzojeve kiseline

Q 0
X OH OH
R'=OH o-Kumarna kiselina
R3=R*=OH Kafena kiselina Protokatehinska kiselina
R*=R3=OCH3 Veratri¢na kiselina
R'=R*=0H Gentisinska kiselina
R!=OH, R*=HSO; 5-Sulfosalicilna kiselina

U prirodi se javljaju preteZno u vidu estara sa Sec¢erima, drugim fenolnim kiselinama, hidroksi-
kiselinama itd. Dok neke od fenolnih kiselina (npr. orselinska) nastaju ciklizacijom poliketidnog niza,
vecina ih potice iz Sikimatnog (Sikimat-arogenatnog) puta (Dewick, 2009). Brojne su studije poslednjih
decenija istraZivale bioaktivni potencijal gljiva koje se pripisuje razli¢itim molekulima, ukljucujudi i
fenolne kiseline (Ferreira i sar., 2009). Brojni in vitro testovi pokazali su da su fenolne kiseline odli¢ni
“hvataci” slobodnih radikala, ukljucujuci superoksid anjon radikal, hidroksi radikal, i peroksi radikal.
Utvrdena je sposobnost inhibicije reaktivnih oblika azota, Sto doprinosi zastiti od mutageneze i
karcinogeneze (Morishita i Ohnishi, 2001). Fenolne kiseline su identifikovane kod razli¢itih vrsta Sirom
sveta, a iako su nenutritivna jedinjenja, u ishrani mogu obezbediti zdravstvene koristi povezane sa
smanjenjem rizika od hroni¢nih bolesti koje nastaju kao posledica oksidativnog stresa (Puttaraju i
sar., 2007; Kim i sar., 2008; Vaz i sar., 2011; Heleno i sar., 2015). U Tabeli 2.7. prikazane su izolovane
fenolne kiseline u razli¢itim vrstama gljiva u poslednjoj deceniji.
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2.6.2. Flavonoidi

Flavonoidi su najveda grupa fenolnih jedinjenja, sa zajednickom CeC3Cs strukturom
izvedenom od flavona (2-fenilhromen-4-ona, 2-fenil-1,4-benzopirona) ili flavana (2-
fenilbenzopirana). Prema stepenu oksidacije i supstituciji na prstenu C, mogu se podeliti na flavone,
flavonole, flavanone, dihidroflavonole (flavanonole), flavan-3,4-diole (leukoantocijanidine), flavan-3-
ole (katehine), flavan-4-ole i antocijanidine. U ovu grupu jos spadaju i auroni, jedinjenja bez C prstena
— halkoni, dihidrohalkoni i retrohalkoni, zatim izoflavonoidi (izoflavoni, kumestani, pterokarpani,
rotenoidi...) i oligo- i polimeri flavanola (proantocijanidini) (Orci¢, 2011).

Tabela 2.8. Pregled identifikovanih flavonoida u gljivama

Flavonoidi ‘ Vrsta gljive Referenca ‘

Kercetin Suillus luteus, Suillus granulatus, Flammulina Ribeiro i sar., 2006; Kim i sar.,
velutipes, Agaricus blazei, Sparassis crispa, 2008; Kalogeropoulos i sar.,
Ganoderma lucidum, lonotus obliquus, Lactarius 2013
sanguifluus, Lactarius semisanguifluus, Russula
delica, Suillus bellinii.

Rutin Cantharellus cibarius, Pleurotus ostreatus. Valentao i sar., 2005;
Jayakumarisar., 2011

Kaempferol Sparassis crispa, Ganoderma lucidum, Inonotus ~ Kim i sar., 2008;
obliquus, Suillus bellinii, Lactarius deliciosus, Kalogeropoulos i sar., 2013
Lactarius sanguifluus, Lactarius
semisanguifluus.

Miricetin Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus, Agaricus  Kim i sar., 2008

blazei, Ganoderma lucidum

Krisin Pleurotus ostreatus, Lactarius deliciosus, Jayakumar i sar., 2011;
Lactarius sanguifluus, Lactarius Kalogeropoulos i sar., 2013
semisanguifluus, Russula delica, Suillus bellinii

Katehin Lentinus edodes, Agaricus blazei, Ganoderma Kim i sar., 2008
lucidum
Hesperetin Ganoderma lucidum Kim i sar., 2008
Naringenin Sparassis crispa Kim i sar., 2008
Naringin Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus, Kim i sar., 2008
Pleurotus eryngii, Ganoderma lucidum, Inonotus
obliquus
Formometin Ganoderma lucidum Kim i sar., 2008
Biohanin Ganoderma lucidum Kim i sar., 2008
Pirogalol Agaricus bisporus, Flammulina velutipes, Kim i sar., 2008
Agaricus blazei, Sparassis crispa, Ganoderma
lucidum,

Phellinus linteus
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Flavonoidi Vrsta gljive Referenca
Resveratrol Sparassis crispa, Inonotus obliquus, Kim i sar., 2008
Genistein Lactarius sanguifluus Kalogeropoulos i sar., 2013

Russula delica, Suillus bellinii

Flavonoidi ve¢ duZe vreme privlace paznju naucne javnosti zbog efekta unapredena zdravlja
kroz razlicite mehanizme antioksidativnog, antiinflamatornog i antiproliferativnog delovanja. Ova
jedinjenja pokazuju antioksidantnu aktivnost tipicnu za polifenolna jedinjenja, kroz moguénost
doniranja vodonika uz formiranje rezonantnog stabilizovanog radikala, kao i mogucnost helacije jona
prelaznih metala. Flavonoidi poseduju uporedivu ili nekoliko puta bolju sposobnost neutralizacije
slobodnih radikala u vodenom rastvoru u odnosu na tokoferole i askorbinsku kiselinu. Utvrdeno je da
flavoni (apigenin i luteolin inhibiraju proliferaciju niza celijskih linija kancera. (Boik, 2001). Pregled
identifikovanih flavonoida u gljivama koji su identifikovani u toku poslednje dekade dat je u Tabeli
2.8.

2.6.3. Askorbinska kiselina

Vitamin C, askorbinska kiselina spada u grupu vitamina rastvorljivih u vodi i vitamina sa
koenzimskim delovanjem. Po hemijskom sastavu je lakton-2-keto-L-glukonska kiselina. Pripada
biohemijskim redoks sistemima. Reverzibilno moZze preéi u dehidroaskorbinsku kiselinu koja ima isto
vitaminsko dejstvo. Primati, ljudi i joS nekoliko vrsta Zivotinje nemaju mogucénost sinteze ovog
vitamina u organizmu pa je neophodan unos putem hrane ili dodataka hrani. Smatra se da
akskorbinska kiselina vrsi zastitnu ulogu protiv bolesti izazvanih oksidativnim stresom, bolesti srca,
mozdani udar, kancer (Ferreira i sar., 2009). Vitamin C je najjednostavniji vitamin pronaden u
nekoliko vrsta gljiva (Tabela 2.1.), efikasan je protiv superoksid anijona, hidroksil radikala, vodonik
peroksida, peroksil radikala i singlet kiseonika (Sies i Stahl,1995).

2.6.4. Tokoferoli

Naziv vitamin E je zajednicko ime koje se koristi da oznaci porodicu osam hemijski srodnih
jedinjenja iz grupe tokoferola:

e Tokoferoli (Toc) u koje spadaju a-, B-, y- i 6- tokoferol i
e Tokotrienoli (Toc-3) u koje spadaju a-, B-, y- i 6- tokotrienoli.

Tokoferoli pripadaju grupi liposolubilnih vitamina (rastvorljivih u mastima). Ulaze u sastav
Celijskih membrana, pa im je glavna antioksidativna uloga da zaStite masne kiseline i druge
komponente celijske membrane, kao i lipoproteine od oksidacije. Zbog svoje zastitne uloge hvataca
slobodnih radikala, za vitamin E se smatra da Stiti organizam od degenerativnih bolesti, kancera,
kardiovaskularnih bolesti i starenja. Ova jednjenja ucCestvuju u stvaranju reproduktivnih celija i
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olaksavaju funkciju nervnog sistema. Poslednjih nekoliko godina brojne studije su istrazivale sadrzaj
tokoferola u gljivama Tabela 2.1.

2.6.5. Karotenoidi

Karotenoidi su najrasprostranjeniji pigmenti u prirodi, skoro 600 karotenoida je
identifikovano u povréu i vocu.

Vecina ovih jedinjenja se nalaze u malim koli¢inama u niskim koncentracijama uz nisku
nutritivnu vrednost. Znacajnu paZnju imaju pre svega zbog provitaminske i antioksidativne uloge.
Prema strukturi dele se na dve grupe: ksantofili i karoteni. Ksantofili sadrze karboksilnu ili hidroksilnu
grupu kao supstituenta na kraju lanca. a predstavnici su: lutein, zeaksantin, kriptoksantin. Karoteni
tkz. ugljovodonicni karotenoidi, ne sadrze molekule kiseonika, predstavnici su: a karoten, B karoten, i
likopen. Osnovnu strukturu karotenoida cine kovalentno povezane izoprenske jedinice, a na kraju
svakog lanca nalazi se ili prsten ili otvoreni lanac, po ¢emu se karotenoidi medusobno razlikuju.
Karotenoidi se smatraju nenutritivnim egzogenim antioksidansima zbog osobina: “hvataju” slobodne
radikale, inhibiraju inicijaciju lancane reakcije, zaustavljaju lancane reakcije, sprecavaju delovanje
slobodnih radikala koji nastaju oksidacijom LDL-a. Ova jedinjenja pokazuju pozitivhe osobine u
prevenciji bolesti kod ljudi, ukljucujuci kardiovaskularna oboljenja, kancer i druge hronicne bolesti. U
poslednjih nekoliko godina antioksidativna svojstva karotenoida su bila u fokusu istrazivanja, kao i
izvori ovih jedinjenja. Upravo zbog toga je detekcija i karakterizacija ovih jedinjenja u gljivama sve
viSe prisutna u istrazivackim studijama (Tabela 2.1).

2.6.6. Terpenoidi

Terpeni ¢ine Siroku klasu lipofilnih sekundarnih metabolita opste hemijske strukture CioHi6. U
prirodi se javljaju u vidu diterpena, triterpena i tetraterpena (karotenoida) - Czo, C30, Cs0, kao i u obliku
hemiterpena i seskviterpena - Cs, C1s. Ukoliko sadrze dodatne elemente (najcesée kiseonik u sastavu
hidroksilne i karbonilne grupe), nazivaju se terpenoidi (Cowan, 1999). Terpenoidi vode poreklo od
prostih acikli¢nih jedinjenja, izoprena i mevalonske kiseline, a njihova struktura moze biti acikli¢na,
monociklicna ili bicikli¢na. Za sve animalne i fungalne ¢elije karakteristi¢an je mevalonski put sinteze
izopentilpirofosfata (IPP-a), dok vecina biljaka, bakterije, aktinomicete i protozoe imaju nemevalonski
put sinteze, koji inace ne postoji ni kod ljudi (Karaman, 2009).

Kod gljiva podrazdela Basidiomycota najvise se srecu triterpenoidi, medu kojima su
triterpeniodi lanostanskog skeleta najzastupljeniji i najodgovornji za razli¢ite bioloske efekte
(antiinfektivne, citotoksi¢ne, imunomodulativne), koje ispoljavaju predstavnici familija Polyporaceae i
Ganodermataceae. To su ganodereni¢na, ganodermicna i aplanoksidi¢na kiselina, ganoderal,
ganoderol, lucidon, ganodermanondiol i ganodermanontriol. Ova jedinjenja se dele u 10 grupa,
zavisno od broja ugljenikovih atoma u njihovom prstenu i stepena oksidacije. Smatra se da se njihova
bioloska aktivnost ostvaruje slicnim mehanizmima kojima deluju i B-glukani. Ova jedinjenja aktiviSu
NF-kB put i modulisu Ras/Erk, c-myc, CREB protein i mitogen aktiviSuéu protein-kinazu, podsticudi i
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druge aktivnosti imunog sistema. Mehanizmi velikog broja triterpenoidnih struktura jo$ nisu dovoljno
poznati (Zaidman i sar., 2005).

2.6.7. Steroli

Ergosterol je osnovni sterol fungalne Celijske membrane i za nju je ¢vrsto vezan (Weete i sar.,
2010). Vedina fungalnih sterola (npr. ergosterol) sadrze 28 ugljenikovih atoma (Matilla i sar., 2002). U
gljivama su identifikovani razliciti steroli; fungisterol, ergosta-5-7-dienol, 24-metil holesterol i metilen
holesterol (Weete i Gandhi, 1997). Brojna naucna istraZzivanja 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 antitumorsko delovanje
(Shao i sar., 2010). Antitumorsko 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 Sto je 17, 24-dihidroksiergosterol (Slominski i
sar., 2005).

Ergosterol prisutan u gljivama (Tabela 2.9.) je prekursor vitamina D2, posto se konvertuje u
ovaj vitamin pomoc¢u UV zracenja (Jasinghe i Perera, 2005). Vitamin D2 ima znacajnu ulogu u
regulaciji nivoa kalcijuma i fosfora (Greer i Marshall, 1989). Klinicka istraZivanja ukazuju na uticaj
izmedu nivoa vitamina D i kardiovaskularnih bolesti. Nizak nivo vitamina D smatra se jednim od
uzroka kongestivne bolesti srca (Pilz i sar., 2008). IstraZivanjem je utvrdeno, da vitamin D ima
protektivnu ulogu u prevenciji kolorektalnog kancera, kancera dojke, prostate i kancera jajnika (Rossi
i sar., 2009).

Tabela 2.9. SadrzZaj egrosterola u mg/100g

Ergosterol Ergosterol Ergosterol
Vrsta gljive Vrsta gljive Vrsta gljive
Agrocybea Macrolepiota Agaricus
egerita 50,1 procera 191,0 bisporus 654"
A. bisporus
Amanita
caesarea 137,0 Mycena rosea 32,8 /smedi 602"
Amanita Lactarius Pleurotus
muscaria 78,6 controversus 58,6 ostreatus 674"
Agaricus Lentinus
sylvicola 145,0 Russula delica 16,9 edodes 674"
Amanita Rhizopogon
vaginata 240,0 luteolus 92,9
Boletus edulis 123,0 Suillus bovinus 123,0
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Vrsta gljive

Ergosterol

Ergosterol

Vrsta gljive

Collybia
butyracea

Clitocybe
dealbata

Hebeloma
sinapizans
Lactarius
aurantiacus

Lycoperdon
perlatum

Ergosterol
Vrsta gljive
Sarcodon
81,8 imbricatus
Tricholoma
95,8 acerbum
Tricholoma
107,0 equestre
Tricholoma
86,6 portentosum

79,4

*Sadrzaj sterolnih jedinjenja u svezem uzorku

160,0

87,7

221

125,0

2.6.8. Proteini

Proteini koji deluju inhibitorno na mikroorganizme vrlo se ¢esto nalaze u organizmima biljnih
i Zivotinjskih vrsta, dok je njihovo prisustvo u gljivama retko (Wang i Ng, 2006). Smatra se da su ovi

proteini ¢esto pozitivno naelektrisani, a da se mehanizam njihovog dejstva ostvaruje formiranjem
jonskih kanala na éelijskim membranama mikroorganizama, kao i kompetetivhim vezivanjem za
polisaharidne receptore ¢elija domacina (Cowan, 1999). Iz makrogljiva je do sada izolovano nekoliko

proteina i peptida Cije je dejstvo preteino antiviralno, antimikrobno, imunomodulatorno i
antikancerogeno. (Tabela 2.10.).

Tabela 2.10. Pregled bioaktivnih proteina i proteinskih ekstrakta sa potvrdenom bioloskom aktivnoscu

Supstanca/

ekstrakt

Vrsta gljive

Referenca

Antifungalna
aktivnost
alveolarin

agrocibin
CMP
kordimin

eringin

14

12
10.9

10

Polyporus avleolaris

Agrocybe cylindracea
Cordyceps militaris
Cordyceps militaris

Pleurotus eryngii

Mycosphaerella
arachidicola,
Physalospora piricola,
Fusarium oxysporum,
Botrytis cinerea

M. arachidicola

F. oxysporum
Bipolaris maydis,
M. arachidicola,
Rhizoctonia solani,
Candida albicans

F. oxysporum,

Wang i sar.,
2004

Ngai i sar., 2005
Park i sar., 2009
Wongi sar.,
2011

Wong i sar.,
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Supstanca/

ekstrakt

ganodermin 15
hipsin 20
lentin 27.5
lioflin 20
pleurostrin 7
RNase 12
trihogin 27
HM-af 95
lektin 15

Antibakterijska

aktivnost
C. sinopica 22
RNase 12

M.m. kDa

Vrsta gljive

Ganoderma lucidum

Hypsizigus marmoreus

Lentinus edodes

Lyophyllum shimeiji

Pleurotus ostreatus

Pleurotus sajor-caju

Tricholoma giganteum

Hypsizygus marmoreus

Ganoderma lucidum

Clitocybe sinopica

Pleurotus sajor-caju

Target
M. arachidicola

B. cinerea, F. oxysporum,
P. piricola

M. arachidicola, P.
piricola,
F. oxysporum, B. cinerea

P. piricola, B. cinerea,
M. arachidicola

P. piricola,
M. arachidicola

F. oxysporum,

M. arachidicola, P.
piricola

F. oxysporum,

M. arachidicola

F. oxysporum,
M. arachidicola, P.
piricola

Flammulina velutipes

Fusarium oxysporium,
Penicillium
chrysogenum,
Aspergillus niger,
Colletotrichum musae,
Botrytis cinerea,
Trichophyton rubrum,
Trichophyton tonsurans,
Trichophyton
interdigitale,
Epidermophyton
floccosum
Microsporum canis

Agrobacterium
rhizogenes,

A. tumefaciens, A. vitis,
Xanthomonas oryzae, X.
malvacearum

P. aeruginosa,

Referenca
2004

Wong i sar.,
2006

Lam i Ng, 2001

Xuisar., 2011

Lam i Ng, 2001

Chu i sar., 2005

Ngai i Ng, 2004

Guoisar., 2005

Suzuki i sar.,
2011

Girjal i sar.,
2011

Ngai i Ng, 2004
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Supstanca/
ekstrakt

Antiviral
kordimin

GFAHP

Polisaharopepti
d (PSP)

Sizolizin

trihogin

T. giganteum
lakaze

velutin
marmorin
lakaze
lakaze
RNaze

metaloproteaze

kordisobin

Nematocidna
aktivnost
Lektini CGL2,

XCL, AAL,
TAP1, SSA

Lektin MOA

Antiparazitska
aktivnost
Lektini CGL2,
CNL, AAL,
TAP1, SSA

M.m. kDa Vrsta gljive

10.9 Cordyceps militaris

29.5 Grifola frondosa

/ Trametes versicolor
Shizophyllum commune

27 Tricholoma giganteum

43 Tricholoma giganteum

13.8 Flammulina velutipes

9 Hypsizygus marmoreus

67 Lentinus edodes

58 Agrocybe cylindracea

20 Schizophyllum commune

21 Lepista nuda

31 Cordyceps sobolifera

15- Coprinopsis cinerea,

30 Xerocomus chrysenteron,
Aleuria aurantia, Sordaria
macrospora, Sclerotinia
sclerotiorum

32 Marasmius oreades

Coprinopsis cinerea,
Clitocybe nebularis,
Aleuria aurantia,
Sordaria macrospora,
Sclerotinia sclerotiorum

Target

P. fluorescens
Staphylococus aureus

HIV-1 reverzna
transkriptaza
herpes simpleks virus-1

HIV-1 reverzna
transkriptaza, virausna
glikozilacija

HIV-1
reverznatranscriptase

HIV-1 reverse kriptaza

HIV-1 reverzna
transkriptaza

HIV-1 reverzna
transkriptaza
HIV-1 reverzna
transkriptaza
HIV-1 reverzna
transkriptaza
HIV-1 reverzna
transkriptaza
HIV-1 reverzna
transkriptaza
hepatom- Hep G2,
leukemia
L1210

HIV-1 reverzna
transkriptaza

Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans

Acanthamoeba
castellanii

Referenca

Wong i sar.,
2011
Guisar., 2007

Collins i Ng,
1997

Hanisar., 2010

Guoisar., 2005

Wang i Ng,
2004 b

Wang i Ng,
2001

Wong i sar.,
2008
Sunisar., 2011

Huisar.,, 2011

Zhaoisar.,
2011
WuiNg, 2011
Wang i sar.,
2012

Ng i Wang,
2004

Wohlschlager i
sar., 2011

Ng i Wang,
2004
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Supstanca/
ekstrakt

M.m. kDa

Vrsta gljive

Antiproliferativna i antikancerogena aktivnost

kalvacin 16.9
CMP 12
kordimin 10.9
lo, Flo-A FllI-

4
1-a/b, 2
Flll-2-a/b, PCP-
3Ai KS-2
glikoproteini
GI-PP 512.5
lektin 12-190
Polisaharid-
peptid
compleks
(PSPC)
Rnaze P

ubihitin-slican 9
peptid
lakaze 58

Calvatia gigantea

Pleurotus citrinopileatus,
Ganoderma tsugae,
Lentinus edodes

Ganoderma lucidum

Agaricus bisporus,
Agrocybe aegerita,
Amanita pantherina,
Boletus satanas,
Clitocybe geotropa,
Coprinus cinereus,
Ganoderma carpense,
Ganoderma lucidum,
Grifola frondosa,
Flammulina velutipes,
Hericium erinaceus,
Inocybe umbrinella,
Ischnoderma resinosum,
Lactarius deterrimus,
Tricholoma mongolicum,
Pleurotus ostreatus,
Pholiota adiposa,
Agaricus arvensis

Tricholoma sp., Pleurotus

abalonus

Cantharellus cibarius

Agrocybe cylindracea

Target

Razliciti kanceri i ¢elijske
linije

Razli¢iti kanceri i ¢elijske
linije
Razli¢iti kanceri i ¢elijske
linije
Razliciti kanceri i ¢elijske
linije
Razliciti kanceri i ¢elijske
linije

Razliciti kanceri i ¢elijske
linije
Razliciti kanceri i ¢elijske
linije

Razliciti kanceri i ¢elijske
linije

Razliciti kanceri i ¢elijske
linije kancera

Referenca

Byerrumiisar.,
1957

Park i sar., 2009

Wong i sar.,
2011
Zhang i sar.,
1994

Caoii Lin, 2006

Wang i Ng,
2001;
Pohleveni sar.,
2009;

Zhaoi sar.,
2011

Ng, 1998

Wong i sar.,
2008;

Ngai i Ng, 2004
Wang i sar.,
2003

Huisar.,, 2011
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Supstanca/
I GIEL
metaloprote-
aze

alkaline
proteaze
ekstrakt

Imunomodularna

aktivnost
ubihitin-sli¢an
peptid

MLP frakcija

proteinska
frakcija

LZ-8, FIP-fve,
FIP-vvo,
FIP-gts, FIP-gja,
GMI, ACA

glikoprotein
PCP-3A

TVC
ekstrakti

M.m. kDa

21

15

95

12-16

45

15

Lepista nuda

Amanita farinosa

Razli¢iti kanceri i ¢elijske

Calvatia lilacina, linije
Pleurotus ostreatus,

Volvariella volvacea,

Armillaria mellea,

Grifola frondosa,

Garnoderma frondosa,

Codyceps militaris,

Hericium erinaceus,
Coriolus versicolor,
Agaricus Blazei,

Lycium chinense

Agrocybe cylindracea Imuni sistem

Grifola frondosa

Volvariella volvacea,
Ganoderma lucidum
Ganoderma lucidum,
Flammulina velutipes,
Volvariella volvacea,
Ganoderma tsugae,
Ganoderma japonicum,
Ganoderma microsporum,
Antrodia camphorata
Pleurotus citrinopileatus

Trametes versicolor
Hypsizigus marmoreus

Ribozom inaktivirajuci proteini

adustin

38

Polyporus adustus
traslacije

Vrsta gljive Target

ribozomi/procesi

Referenca
Wu i Ng, 2011
Sunisar., 2011

Wu i sar., 2010;
Hanisar., 2008

Ngai i
sar., 2003;
Kodamai sar.,
2003
Jeurink i sar.,
2008
Hsiao i sar.,
2008;
Sheu i sar.,
2009

Chenisar.,
2009;
Chenisar.,
2011
Liisar., 2011

Ng i Wang,
2004a
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Supstanca/

Vrsta gljive

Referenca

ekstrakt

Kalkalin 16
(calcalin)

flamin

flamulin

hipsin
marmorin

liophilin
pleuturegin 38

velin 19

velutin 13,8

Calvatia caelata
Flammulina velutipes
Flammulina velutipes

Hypsizygus marmoreus
Hypsizygus marmoreus

Lyophyllum shimeji
Pleurotus tuber-regium

Flammulina velutipes

Flammulina velutipes

Ngisar., 2003

Ng i Wang,
2004 b

Wang i Ng,
2000

Lam i Ng, 2001a
Wong i sar.,
2008

Lam i Ng, 2001b
Wang i Ng,
2001b

Ng i Wang,
2004 b

Wang i Ng,
2001a

*Molekulska masa
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2.7. Ispitivane vrste gljiva

2.7.1. Laetiporus sulphureus (Fr.) Murr.

Regnum: Fungi

Phylum: Basidiomycota
Classis: Agaricomycetes
Ordo: Polyporales
Familia: Polyporaceae
Genus: Laetiporus
Species: L. sulphureus

Slika.2.1. Laetiporus sulphureus

(www.mushroomexpert.com)

Narodni nazivi:

Ekologija:

Sumsko pile (srpski)

Raste na Zivom ili mrtvom listopadnom drveéu (Prunus, Pyrus, Robinia, Populus,
Salix) i ponekad na Cetinarima (Larix). Plodna tela se formiraju od proleéa do jeseni.

Upotrebljivost: Jestiva, preporucuju se mladi primerci gljive, socnog, mekanog plodnog tela. Za ovu

vrstu je karakteristi¢na tekstura i aroma koja podseca na pilece meso, pa je upravo
zbog ovih osobina Britanci nazivaju "Chicken of the woods", $to bi u prevodu znacilo
Sumsko pile. Ova gljiva je posebno cenjena u nekim zemljama (npr. SAD, Nemacka,
Velika Britanija), gdje se mnogo konzumira i smatra delikatesom. Na osnovu
dosadasnjih istraZivanja ova vrsta se odlikuje mnoStvom bioaktivnih molekula kao
sto su, polifenolna jedinjenja, vitamini, nezasicene masne kiseline, Seceri, proteini,
Sto govori u prilog da poseduje znacajnu nutritivni i farmakoloski potencijal te da se
moze koristiti kao lekovit sastojak hrane ili kao izvor bioaktivnih sastojaka u formi
funkcionalne hrane i nutraceutika. Brojne studije potvrduju antioksidativnu
aktivnost razli¢itih ekstrakata vrste L. sulphureus (Turkoglu i sar., 2007; Karaman,
2009; Hwang i Yun, 2010; Karaman i sar., 2010; Klaus i sar., 2013; Petrovic¢ i sar.,
2014); antimikrobnu (Turkoglu i sar., 2007; Karaman, 2009; Ramesh i Pattar, 2010;
Siljegovic¢ i sar., 2011; Ozen i sar., 2011; Alves i sar., 2012; Petrovi¢ i sar., 2013; Stajic
i sar., 2013) i antikancerogenu (Petrovic¢ i sar., 2014; He i sar., 2015).
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2.7.2. Meripilus giganteus (Pers.:Pers.) Karst.

Regnum: Fungi

Phylum: Basidiomycota
Classis: Basidiomycetes
Ordo: Polyporales
Familia: Meripilaceae
Genus: Meripilus
Species: M. giganteus

Slika 2.2. Meripilus giganteus (www.hlasek.com)

Narodni naziv:

Ekologija:

Upotrebljivost:

polypore géant (francuski), veliki Zbun, jastrebaca (srpski)

Najéesce parazitira na bukvi i hrastu, napadajuc¢i obi¢no stara i obolela stabla i
izazivajuci belu trulez. Takode Zivi kao saprotrof na panjevima i mrtvom korenju.
Pojavljuje se od ranog leta do kasne jeseni.

Jestiva, preporucuje se kada je mlada, tada je plodno telo debelo i so¢no, krem boje.
Kada se plodno telo rasiri, postaje tanko Zilavo i gotovo drvenasto. Ova vrsta je
odlikuje prijatnom aromom svojstvenom za gljive. Dosadasnja istraZivanja govore o
sadrZaju bioaktivnih molekula: polifenolnih jedinjenja, nezasi¢enih masnih kiselina,
sterola kao i o antioksidantnoj, antimikrobnoj i citotoksi¢noj aktivnosti (Narbe i sar.,
1991; Karaman i sar., 2010; Tomasi i sar., 2004; Karaman i sar., 2009a, b, 2010, 2013;
Alves isar., 2012; Rai i sar., 2013; Khatua i sar., 2013).
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2.7.3. Auricularia auricula judae (Bull.:Fr.)Wettstein

Slika2.

Regnum: Fungi

Phylum: Basidiomycota
Classis: Agaricomycetes
Ordo: Auricularial
Familia: Auriculariaceae
Genus: Auricularia
Species: A. auricula-judae

3. Auricularia auricula judae

(www.pinterest.com)

Narodni naziv: Sumsko uvo, zovino uvo, Judino uvo (srpski), Jews ear (engleski), Kikurage (japanski),

Ekologija:

Upotrebljivost:

Mu Er (kineski)

Raste na mnogim vrstama drvenastih biljaka, naj¢esée na zovi i brestu, pre svega na
ostarelim stablima, plodna tela se mogu naci tokom cele godine, ali ju je najlakse nadi
u kasnu jesen, tokom zime, i u prolece kada je vlazno.

Jestiva, oboZavaju je narodi Dalekog istoka zbog specificne teksture plodnog tela ali i
medicinskih svojstva. Tradicionalna upotreba ove vrste na Dalekom Istoku joS od
drevnih vremena, zainteresovala je naucnu javnost u cilju definisanja pozitivnih
efekata na zdravlje. Brojne su studije identifikovale i potvrdile biolosku aktivnost ove
vrste, ukljucujuéi antioksidativnu (Acharya i sar., 2004; Poucheret i sar., 2006; Kho i
sar., 2009; Piljac-Zegarac i sar., 2011; Hua i sar., 2014;) redukciju hiperlipidemije,
tipicne hiperholesterolemije (Chen i sar., 2011; Zhao i sar., 2015), antitumorsku
aktivnost (Zhang i sar.,2006; Reza i sar., 2011; Reza i sar., 2012). Bioaktivna jedinjenja
polifenolnog tipa: p-hidroksibenzojeva kiselina, katehinska, galna kiselina i kafena
kiselina, detektovana kod ove vrste doprinose njenoj bioaktivnosti (Oke i Aslim,
2011).
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2.7.4. Fistulina hepatica Schaff.:Fr.

Regnum: Fungi

Phylum: Basidiomycota
Classis: Agaricomycetes
Ordo: Agaricales
Familia: Fistulinaceae
Genus: Fistulina
Species: F. hepatica

Slika 2.4. Fistulina hepatica

(www.naturefg.com)

Narodni naziv:

Ekologija:

Govedi jezik, Jetrenka (srpski).

Raste u bazi stabala, kao i na panjevima Sirokolisnog drveca, najées¢e na hrastu.
Plodna tela obrazuje izmedu jula i oktobra.

Upotrebljivost: Jestiva, dok je mlada, stariji primerci se ne preporucuju za jelo. Moze da se koristi

sveZa i termicki obradena. Ovu vrstu karakteriSe pikantan kiseo ukus, dok aroma
nije izrazena. Ekstrakti ove vrste pokazuju antioksidativnu, antibakterijska aktivnost
(Heleno i sar., 2010; Giri i sar., 2012). Giri i sar., 2012, su utvrdili aktivnost
ekstrakata ove vrste protiv-Gram negativnih sojeva (Proteus vulgaris i Escherichia
coli), dok su Alves i sar., 2012, utvrdili aktivhost metanolnih ekstrakata na Gram-
pozitivne pri koncentraciji od 20 mg/ml i Gram-negativne klinicke sojeve koji
pokazuju antibiotsku rezistenciju. Detektovane fenolne kiseline: kafena, p-
kumarinska i elagi¢na doprinose bioaktivnosti vrste F. hepatica (Ribeiro i sar., 2007;
Alves i sar., 2012).
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2.7.5. Lactarius contraversus (Pers. ex Fr.)

Regnum: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Classis: Agaricomycetes
Ordo: Russulales
Familia: Russulaceae
Genus: Lactarius
Species: L. controversus
Slika2.5. Lactarius contraversus

(www.nahuby.sk)

Narodni naziv: Topolova mlecenica

Ekologija:. Prema ekologiji pripada terikolnim vrstama. Raste u listopadnim Sumama, Cesta je

pod topolama u jesen.

Upotrebljivost: Uslovno jestiva, posle termi¢kog tretmana jestiva. U dostupnim publikacijama puno
je podataka koji se odnose na tradicionalno jestive predstavnike genusa Lactarius,
dok su podaci za ovu vrstu skromni. Prema istraZzivanjima Novakovi¢ i sar., 2015,
vrsta poseduje znacajnu antioksidantnu, antibakterijsku i citotoksiénu aktivnost.
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2.7.6. Armillaria mellea (Vahl ex Fr.) P. Karst

Regnum: Fungi
Phylum: Basidioycta
Classis: Agaricomycete
Ordo: Agaricales

kkkk Familia: Marasmiaceae
Genus: Armillaria
Species: A. mellea

Slil;a 26 Armillaria mel/e

(www.pharmanatur.com)

Ekologija:

Upotrebljivost:

Spada u lignikolne gljive bele trulezi. Parazitira na raznim stablima belogorice, a zatim
nastavlja ko saprobiont na panjevima, naj¢eséa je u hrastovim Sumama. Javlja se
sredinom jeseni.

Uslovno je jestiva, posle termi¢kog tretmana jestiva, a za jelo se preporucuju klobuci.
Gljiva se odlikuje aromom svojstvenom za gljive, sveza, ima gorak ukus. Brojne studije
su pokazale prisustvo razli¢itih grupa organskih jedinjenja, ukljucujuci ugljene hidrate,
sterole, sfingolipide, masne kiseline, seskviterpene, nehalucinogene indole, peptide,
enzime, adenozin derivate itd. Vecina ovih metabolita imaju potencijalno terapeutske
i nutritivne vrednosti (Li i sar., 2005; Muszynska i sar., 2011). Istrazivac¢i Kineske
akademije nauka u Kunming otkrili su jedinjenje koje pripada sfingolipidima,
armilaramid  cija je  struktura  (2S,3S,4R)-2-heksadekanoil-aminooktadekan
(hexadecanoyl-aminooctadecane)-1,3,4-triol. Ova grupa lipidnih jedinjenja podstice
veliko interesovanje naucne javnosti, zbog potecijalne bioloSke aktivnosti:
antikancerogena, hepatoprotektivna i imunostimulatorna aktivnost (Gao i sar., 2001;
Muszynska i sar., 2011). Peptid prozomatostatin poseduje antikancerogena svojstva,
sa dokazanom efikasnoséu posebno protiv kancera pankreasa (Conlon i sar., 1987);
armilaricna kiselina inhibira Gram-negativne bakterije i kvasce (Obuchi i sar., 1990);
AMG1 6-(5-hidroksi-2-piridil-metilamino)-9-B-ribofuranozilpurin-, derivat adenozina
koji ima neuroprotektivne karakteristike (Watanabe i sar., 1990). In vitro i in vivo
studije pokazale su terapeutsko dejstvo A. mellea u ublazavanju simptoma bolesti
kao Sto su epilepsija, glavobolje, nesanica i parapareza sto je rezultat antikonvulzivne,
sedativne, hipotenzivne i vazodilatorske aktivnosti koja je posledica poboljsanja
cerebralne cirkulacije (Ojemann i sar., 2006; Muszynska i sar., 2011).
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2.7.7. Lycoperdon perlatum Pers. ex Pers.

Regnum: Fungi

Phylum: Basidioycota
Classis: Agaricomycetes
Ordo: Agaricales
Familia: Agaricaceae
Genus: Lycoperdon
Species: L. perlatum

Slika 2.7. Lycoperdon perlatum

(www.naturefg.com)

Ekologija:

Upotrebljivost:

Pripada terikolnim vrstama gljiva. Javlja se od ranog prole¢a do kasne jeseni tokom
kiSnog perioda na mestima koja duZe zadrZavaju vlagu. lzuzetno Ccesta i
rasprostanjena vrsta.

Jestiva dok je mlada, dok je gleba sasvim bela. 1z ove vrste izolovano je nekoliko
sterolnih derivata, (S)-23-hidroksilanostrol, ergosterol a-endoperoksid, ergosterol
9,11-dehidroendoperoksid i (23E)-lanosta-8,23-dien-3B,25-diol. Komponente 3-
oktanon-, 1-okten-3-ol, i (Z)-3-okten-1-ol su dominantne komponente odgovorne za
prijatan ukus i aromu ove puhare (Szumny i sar., 2010). Ekstrakti ove vrste sadrze
antimikrobne komponenete koje pokazuju znacajnu antibakterijsku aktivnost protiv
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i
Salmonella enterica, Streptococcus pyogenes, Mycobacterium smegmatis i
antifungalnu prema Candida albicans, C. tropicalis, Aspergillus fumigatus, Alternaria
solani, Botrytis cinerea, i Verticillium dahlia (Ramesh i sar., 2010; Dulger, 2005).
Studije su pokazale da ova vrsta sadrzi cimetnu kiselinu i pigment melanin
(Almendros i sar., 1987; Barros i sar., 2009).
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2.7.8. Macrolepiota procera (Scop.) Singer

Slika 2.8

Regnum: Fungi

Phylum: Basidiomycota
Classis: Agaricomycetes
Ordo: Agaricales
Familia: Agaricacea
Genus: Macrolepiota
Species: M. procera

Macrolepiota  procera

(www.naturefg.com)

Ekologija:

Upotrebljivost:

Po ekologiji spada u terikolne gljive. Naseljava sve tipove Suma, livade, pasnjake,
od nizija do planina, tokom leta i jeseni.

Jestiva gljiva odlicnog kvaliteta, moze se i uzgajati. Detekcija brojnih polifenolnih
komponenti kao Sto su protokatehinska, galna, gentizinska, vanili¢na, siringinska,
cimetna, p-kumarinska, kafena, ferulicna, taninska kiselina (Puttaraju i sar.,
2006; Barros i sar., 2009; Ferreira i sar., 2009) ukazuje na znacajan potencijal
kada su u pitanju molekule koje se dovede u vezu ili za koje je dokazana
bioaktivnost. Arora i sar., 2013 su ustanovili citotoksi¢ni efekat etanolnog
ekstrakta prema celijskim linijama kancera dojke, bubrega i debelog creva, dok
su Nowacka i sar. 2014 ustanovili antibakterijsku aktivnost u odnosu na Gram-
pozitivne i Gram-negativne bakterijske sojeve.
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2.7.9. Coprinellus disseminatus (Pers.) Gray

Regnum: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Classis: Agaricomycetes
Ordo: Agaricales
Familia: Coprinaceae
Genus: Coprinus
Species: C. disseminatus

Slika 2.9. Coprinellus disseminates

(www.naturefg.com)

Ekologija: Spada u terikolne gljive. Saprobna, raste u grupama i do stotinu jedinki. Naj¢esce se

nalazi na trulom drveéu u blizini panjeva.

Upotrebljivost: Jestiva. Veoma je Cesta vrsta (Kuo, 2008) koja zbog neznog i sitnog plodnog tela nije
atraktivna ljubiteljima gljiva. Vrlo su oskudni podaci o ovoj vrsti, prema nasim
saznanjima postoje dve novije publikacije koje se odnose na citotoksi¢no delovanje
ekstrakata micelije u odnosu na ¢elijsku liniju kancera dojke, izazivajuci éelijsku smrt
apoptozom, antioksidativnu i antimikrobnu aktivnost (Gu i Leonard, 2006; Al-Fatimi i
sar., 2013).
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Potreba savremenog Coveka za iznalazenje novih supstanci prirodnog porekla sa bioloskim i

farmakoloskim potencijalom, sve viSe je prisutna u svakodnevnom Zivotu, kao i interesovanje ljudi za

preparate sa lekovitim svojstvima baziranim na iskustvima tradicionalne medicine, koja se sve vise

koriste u terapiji i prevenciji razli¢itih zdravstvenih poremedéaja.

Polazedi od pretpostavke o moguéoj upotrebi autohtonih gljiva kao nutraceutika, tj. u prevenciji i

le¢enju razli¢itih oboljenja koja se javljaju najces¢e kao posledica oksidativnog stresa, ciljevi

istrazivanja ove doktorske disertacije bili su slededi:

e odabir jestivih vrsta gljiva koje su prisutne na terenu i za koje je iskustveno potvredeno da se

konzumiraju ¢esto u ishrani ljudi, tacnije predstavljaju cenjene divlje rastuce vrste;

e determinacija gljiva klasi¢nim postupkom uz pomoc¢ klju¢eva za determinaciju;

e priprema ekstrakata liofiliziranih plodnih tela gljiva u vodi i etanolu;

e Hemijska identifikacija biomolekula prisutnih u ekstraktima odabranih vrsta gljiva:

spektrofotometrijsko odredivanje sardzaja ukupnih fenola i flavonoida biohemijskim
testovima in vitro;

identifikacija i kvantifikacija odabranih fenolnih jedinjenja, HPLC-MS/MS (tecna
hromatografija sa masenom spektrometrijom);

detekcija masnih kiselina, primenom GC (gasna hromatografija);

odredivanja sadrzaja mikro- i makro elemenata, primenom AAS (atomskom
apsorpcionim spektrofotometrijom);

odredivanje sadrzZaja ukupnih proteina;

karakterizacija proteinskih frakcija odabranih vrsta pomodéu elektroforetskog
razdvajanja automatskom Lab-on-a-Chip kapilarnom elektroforezom;

e Ispitivanje bioloske aktivnosti ekstrakata odabranih vrtsa gljiva:

odredivanje antioksidantnog potencijala ekstrakata in vitro kao, “hvataca” slobodnih
radikala: DPPHe, OHe, SOAe i NOe ("scavengera") i njihovog redukcionog kapaciteta
(FRAP testom);

odredivanje antimikrobne aktivnosti in vitro odabranih ekstrakata gljiva,

odredivanje antiproliferativne aktivnosti ekstrakata i frakcija ekstrakata in vitro na
¢elijsku liniju kancera dojke MCF-7;

e Korelacija sadrzaja biomolekula i bioloske aktivnosti
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1. Sakupljanje gljiva i priprema uzoraka

Uzorci gljiva koji su koris¢eni za istraZivanje sakupljeni su na lokalitetu Sikole u blizini
Negotina, Istocna Srbija, tokom jeseni 2012. godine. Uzorak vrste C. disseminatus sakupljen je u
urbanoj zoni grada Novog Sada tokom jeseni 2012. godine.
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Slika 4.1. Prikaz lokaliteta na mapi

SveZ materijal je determinisan na Departmanu za biologiju i ekologiju PMF-a u Novom Sadu.
Deponovanje primeraka jemstva (voucher specimens) obavljeno je u okviru mikoloske zbirke
herbarijuma na Departmana za biologiju i ekologiju (BUNS Herbarijum), Prirodno-matematicki
fakultet, Novi Sad.

Prikupljeni uzorci plodnih tela makrogljiva determinisani su i zamrznutiti na temperaturi od -
18°C a potom osuseni procesom liofilizacije (za potrebe ove disertacije proces liofilizacije sproveden
je u industrijskim uslovima u Kompaniji “Van Drunen Farms”, Banatsko Karadordevo). Osuseni uzorci
¢uvani su u plasti¢énim vrecama bez prisustva kiseonika na -20°C, do trenutka ekstrakcije kada su
samleveni na laboratorijskom mlinu do finog praha. Proces mlevenja izvrSen je na laboratorijskom
mlinu sa kontinualnim hladenjem u cilju o¢uvanja uzorka (Knifetec TM 1095,Foss, Hogans, Sweden).
U Tabeli 4.1. nalazi se pregled ispitivanih vrsta gljiva, pripremljenih ekstrakata, frakcija i analiza koje
su obuhvatile identifikaciju i karakterizaciju jedinjenja u ispitivanim uzorcima.
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Tabela 4.1. Pregled ispitivanih vrsta,pripremljenih ekstrakata, frakcija, i analiza koje su obuhvatile identifikaciju
i karakterizaciju jedinjenja u ispitivanim uzorcima

EtOH MeOH MeoH HeOH Frak. HPLC MK
70% - GC

ms/
MS

L. sulphureus

*

M. giganteus
A. auricula-judae
F. hepatica

¥ ¥ ¥ ¥ ¥

A. mellea
L. contraversus

* K ¥ X X ¥ ¥

* % ¥ %
* ¥ ¥ ¥

M. procera *

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

L. perlatum *

¥ ¥ X X X X ¥ ¥ ¥
¥ ¥ X X X ¥ ¥ ¥ ¥
¥ ¥ X X X X ¥ ¥ ¥

* * * * * * *

C. disseminatus

Aq - vodeni ekstrakt; EtOH, MeOH, HEX - etanolni, metanolni, heksanski ekstrakt; Frak- frakcije; HPLC-MS/MS; MK GC-
detekcija masnih kiselina gasnom framatografijom; Prot- Odradivanje sadrZaja proteina; LAB-ON-CHIP- elektroforeza; AAS-
atomska apsorpciona spektrofotometrija.

4.2. Postupak priprema ekstrakata

4.2.1. Priprema etanolnog, metanolnog i heksanskog ekstrakta

Odmerena masa osusenih samlevenih plodnih tela maceriranja je u rastvaracu, 96% V/V
etanolu za etanolne ekstrakte, metanolu za metanolne ekstrakte i heksanu za heksanske ekstrakte
(10 ml EtOH, MeOH, HeOH po 1g uzorka), sa sonifikacijom u trajanju od 15 minuta i muckanje u
trajanju 24h u mraku na mesalici pri sobnoj temperaturi. Ekstrakti su profiltrirani, zatim upareni pod
snizenim pritiskom na 40°C (u cilju izbegavanja degradacije termolabilnih jedinjenja). Suvi ostatak
restituisan je u DMSO (Sigma, Aldrich) i tipicno razblazen do koncentracije od 50 mg/ml uz proces uz
sonifikaciju (Ultrazvu¢na kada SONIK 4GT) u trajanju od 15 minuta. Rastvori su do analize ¢uvani u
staklenim vialama na +4°C.

4.2.2. Priprema vodenih ekstrakata

Odmerena masa osusenih plodnih tela macerirana je u vodi (10 ml vode po 1g uzorka) na
sobnoj temperaturi sa sonifikacijom u trajanju od 15 minuta i mu¢kanjem u trajanju od 24 h u mraku.
Ekstrakti su profiltrirani kroz filter papir, potom liofilizirani. Suvi ostatak restituisan je u DMSO i
tipi¢no razblazen do koncentacije od 50 mg/ml. Rastvori su do analize ¢uvani u staklenim vialama na
4°C.
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4.2.3. Priprema frakcija

Heksanska, etilacetatna i vodena frakcija pripremljene su iz etanolnih i vodenih ekstrakata.
Suvi ostatak etanolnog ekstrakta restituisan je u vodi, dok je vodeni ekstrakt koris¢en direktno bez
predhodne liofilizacije. U navedene ekstrakte dodat je heksan u odnosu 1 : 3 uz lagano mesanje,
potom je odvojena gornja frakcija (heksanska frakcija) i koja je potom uparena do suvog ostatka.

Nakon odvajanja heksanske frakcije, dodat je etil acetat u odnosu 1: 3 uz lagano mesanje,
potom je odvojena gornja frakcija (etil acetatna frakcija) koja je uparena do suvog ostatka. Posle
odvajanja etil acetatne frakcije, preostala vodena frakcija je takode uparena do suvog ostatka.

Suvi ostatak odvojenih frakcija je potom izmeren, restituisan u DMSO do koncentracije od 50
mg/ml. Ovako spremni rastvori su do analize ¢uvani u staklenim vialama na +4°C, i obelezeni
slede¢im oznakama za etanolne ekstrakte :

° EtOHHEX - za heksansku frakciju,
° EtOHETAC - za etil acetatnu

. EtOHA(q - za vodenu.

i za vodene ekstrakte:

. AgHEX - za heksansku frakciju,

. AQETAC - za etil acetatnu frakciju,
. AgAq - za vodenu frakciju.

4.3. HPLC-MS/MS detekcija odabranih fenolnih jedinjenja

Odabrane fenolne komponente (fenolne kiseline, flavonoidi) u ispitivanim ekstraktima
determinisane su primenom HPLC-MS/MS tehnike po metodi Or¢i¢ i sar. 2014. Kori$¢en je Agilent
Technologies 1200 Series Rapid Resolution tecni hromatograf, kuplovan sa G6410A QqQ MS-MS
detektorom sa elektrosprej jonskim izvorom (ESI), kontrolisan od strane MassHunter ver. B.03.01.
softvera (Agilent Technologies). Za hromatografsko razdvajanje koris¢ena je Zorbax Eclipse XDB-C18
RR 4,6 mm x 50 mm x 1,8 um (Agilent Technologies) reverzo-fazna kolona pri temperaturi od 45 °C.
Binarna mobilna faza sastojala se od 0,05% mravlje kiseline (A) i metanola (B), a protok je iznosio 1
mL/min. Primenjen je gradijentni mod, koji je podrazumevao sledeci odnos faza: 0 min 30% B, 6 min
70% B, 9 min 100% B, 12 min 100% B, sa vremenom reekvilibracije od 3 min. Injektovana zapremina
svih uzoraka bila je 5 pL. ESI parametri bili su: gas za suSenje (N,) temperature 350 °C, protok 9 L/min,
pritisak gasa nebulajzera 40 psi, napon na kapilari 4 kV, negativan polaritet.

Jedinjenja su pracena u dinamickom MRM (multiple reactions monitoring) modu. Ostali
optimizovani parametri dati su u Prilogu 8.3. Kalibracioni standardi koncentracija 0,0015 pg/ml do
25,0 pg/ml pripremljeni su sekvencijalnim razblaZivanjem (1:1) osnovnog miksa koncentracije 100
pug/ml smeSom metanol-voda (3:7). Odredivanje sadrzaja standardnih fenolnih komponenata u
ispitivanim ekstraktima, uradeno je na osnovu standardne kalibracione krive (funkcija logaritma
povrsine pika u zavisnosti od logaritma koncentracije standarda, log(A) = f log(C), snimljene iz serije
razblazenja miksa standarda.
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4.4. Detekcija masnih kiselina gasnom hromatografijom

Priprema i detekcija metil-estra masnih kiselina izvrSena je po metodi Milovanovic i sar. 2012.
Kao rastvarac upotrebljen je n-heptan, a za inertizaciju i oslobadanje metil estara masnih kiselina od
ostataka rastvaraca primenjivano je uparavanje u struji azota.

Pripremljeni uzorci analizirani su na gasnom hromatografu (GC) Agilent 7890A system
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), sa plameno-jonizuju¢im detektorom (FID — Flame
lonization Detector) i autoinjektujuc¢im sistemom za tecnosti, na kapilarnoj koloni od mesane silike
(Supelco SP-2560 Capillary GC Column 100m x 0,25 mm d = 0,20 um). Kao gas nosac upotrebljen je
helijum &istoce 99,9997 vol %, pri protoku od 1,5 ml/min i pritisku od 1,092 bara. Uzorci su

ubrizgavani u kolonu u takozvanom split rezimu, Ciji je odnos iznosio 30:1. Primenjeni temperaturni
rezim prikazan je na Slici 4.2 Ukupno vreme jedne analize iznosilo je 41,311 minuta.

Rate Value Hold Time Run Time
C/min T min mir
v crisa | 4 05
Ramp 1 25 155 5
Ramp 2 3 205 85 23533
Ramp 3 5 230 15 41

*

Slika 4.2. Temperaturni reZim rada GC-FID pri analizi sastava masnih kiselina uzoraka

Pikovi metil estara masnih kiselina identifikovani su poredenjem retencionih vremena iz
uzoraka sa retencionim vremenima iz standarda “Supelco 37 component fatty acid methyl ester mix”
kao i sa internim podacima dobijenim u prethodnim ispitivanjima masnih kiselina na gasnom
hromatografu sa masenim detektorom.

Dobijeni rezultati izrazavani su kao masa pojedinacne masne kiseline, ili grupe masnih
kiselina (g) u 100 grama masnih kiselina iz uzorka, tj. kao relativni maseni sadrzaji (m;), odredeni
prema formuli:

!
Au.i X F;

=Tl %100
ZAu’i X Fl

mu,i

Gde je: F; - relativni korekcioni faktor date masne kiseline
Ay i - povrsina zahvacena pikom metal estra masne kiseline i u uzorku

Posto konstante metil-estara masnih kiselina nisu iste, usled odziva detektora koji nije isti za
sve metil-estre masnih kiselina, povrsine zahvacene pikovima ne odgovaraju masama masnih kiselina
u standardu. Stoga se odreduju korekcioni faktori Fi, a zatim i relativni korekcioni faktori, Fi', svedeni
na najzastupljeniju masnu kiselinu (u ovom slucaju a-linolensku kiselinu), za svaku masnu kiselinu i
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analizu pojedinacno, nakon ¢ega se izracunava srednja vrednost rezultata svih analiza. IzraCunavanja
se izvode po sledec¢im formulama (Marjanovi¢, 2001):

msli

Fi =
as,i

gde je: F; — korekcioni faktor

mg; - maseni udeli komponenti u standardnoj smesi dati na priloZenom sertifikatu
proizvodaca

a, ; — povrsinski udeo komponente u standardu
Fi

F18:3n3

F/

gde je: F;g.3n3 - korekcioni faktor za a-linolensku kiselinu

4.5. Odredivanje ukupnog sadrzaja proteina

SadrZaj proteina u procentima odreden je koris¢enjem standardne Kjeldalove metode (AOA,
1995), pomodu koje se indirektno odreduje sadrzaj ukupnih proteina preko sadrzaja organskog azota
koji se mnozi sa korekcionim faktorom (Nx4.38).

4.6. Karakterizacija proteina "LAB-ON-A-CHIP" kapilarnom
elektroforezom

Karakterizacija proteina uzoraka gljiva izvedena je pomodu elektroforetskog razdvajanja
automatskom "Lab-on-a-Chip" kapilarnom elektroforezom (Agilent Technologies).

Uzorci gljiva (15 mg) su rastvoreni u 100 ul pufera (0,125 M Tris-HCI, 4% SDS, 2% glicerol, 5%
b-merkaptoetanol, pH 6,8), i zagrevani na 100 °C, tokom 5 minuta, u cilju denaturacije prisutnih
proteina. Razdvajanje na Cipu je uradeno pomodu uredaja Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA), koriste¢i Protein 80 Plus LabChip kit i odgovarajuéi softver
(Protein 80 software assay on 2100 expert software). Cipovi su pripremljeni u skladu sa protokolom
za Protein 80 Plus LabChip kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Rezultati analize Cip elektroforeze su softverski predstavljeni na dva razli¢ita nacina, kao
kvantitativni profili i kao simulirane fotografije gela. Kvalitativha analiza proteina podrazumeva
odredivanje molekulskih masa razdvojenih frakcija proteina, a kvantitativna odredivanje
koncentracije svake od definisanih proteinskih frakcija. U cilju dobijanja apsolutnih koncentracija
ispitivanih proteina upotrebljeni su rastvori poznatih koncentracija BSA (Bovine Serum Albumin). Svi
uzorci su analizirani u dva ponavljanja.
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4.7. Kvantitativno odredivanje mikro- i makro-elemenata
atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom - AAS

Odredivanje mikro- i makro-elemenata radeno je standardnom metodom AAS. Priprema
uzoraka (liofiliziranih gljiva) uradena je digestijom potpomognutom mikrotalasima (eng. microwave
assisted digestion), (Magnetron proizvodaca Milestone D) u smesi koncentrovane azotne kiseline i
vodonik peroksida. Sadrzaj mikro i makro elemenata liofiliziranih plodnih tela gljiva odreden je na
atomskom apsorpcionom spektrofotometru proizvodaca Varian, konfiguracije
FSAAS240/GTA120/VGA77. Svi metali su odredeni plamenom tehnikom u rezimu apsorpcije, u modu
integracije, u tri ponavljanja, sa vremenom citanja od 10s po ponavljanju i vremenu odlaganja Citanja
(eng. read delay time) od 10s sa brzinom aspiriranja uzorka u rasprsivac (eng. nebulizer) izmedu 5-10
ml/min.

4.8. Spektrofotometrijsko utvrdivanje antioksidantne aktivnosti in
vitro

Uzorci gljiva pripremljeni su od svezih plodnih tela, prethodno zamrznutih na -20° C, a potom
liofiliziranih i samlevenih do postizanja finog praha, ¢uvani na -20° C do postupka ekstrakcije. Tabela
4.2. predstavlja prikaz vrsta koje su testirane i testova antioksidativne aktivnosti.

Tabela 4.2. Prikaz vrsta i ekstrakata koji su tetstirani i testova antioksidativne aktivnosti.

Vrsta UP UF DPPH OH NO 0, FRAP
Tip ekstrakta A E A E A E A E A E A E A E
L. sulphureus * * * * * * * * * * * * * *
M. giganteus * * * * * * * * * * * * * *
A. auricula-judae * * * * * * * * * * * * * *
F. hepatica * * * * * * * * * * * * * *
A. mellea * * * * * * * * * * * * * *
L. contraversus * * * * * * * * * * * * * *
M. procera * * * * * * * * * * * * * *
L. perlatum * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * *

C. disseminaus

A-Vodeni ekstrakti; E- etanolni ekstrakti

4.8.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je po metodi Singleton-a i sar. 1999, koja se zasniva na
reakciji fenola sa Folin-Ciolcateu-ovim reagensom (smesa Na;WO,, NazMoO4, HCl, HsPOy4 i LiSQ,), pri
¢emu nastaje obojeni kompleks, ¢ija se apsorbanca meri na 760 nm.
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Postupak:

Za izradu kalibracione krive koris¢ena su razblaZzenja osnovnog rastvora galne kiseline u
rasponu koncentracija od 0 do 1000 pmol/L. Nakon 2 sata inkubacije na sobnoj temperaturi merena
je apsorbanca na 760 nm (Multiskan Ascent, Thermo Electron Corporation). Pripremljene su probe na
nacin koji je prikazan u Tabeli 4.3. i njihova apsorbanca je merena spektrofotometrijski nakon 2 sata
na 760 nm. Sve radne probe radene su u tri ponavljanja.

Tabela 4.3. Pripremljeni rastvori za odredivanje sadrZaja ukupnih fenola

RADNA PROBA KOREKCIJA SLEPA PROBA

25 ul ekstrakta 25 ul ekstrakta 25 ul dH,0

125 pl FC reagensa 125 pl FC reagensa

100 pl rastvora Na2CO3* 225 ul d.H,0 100 pl rastvora Na,COs*

*- rastvor je dodat 10 min nakon dodatka FC reagensa

Nakon 2 h inkubacije, izmerene su apsorbance na 760 nm. Sadrzaj ukupnih fenola u
ispitivanim ekstraktima na osnovu izmerenih apsorbanci za uzorke izraZzava se kao mg ekvivalenta
galne kiseline/1 g ekstrakta tj. sa kalibracione krive ocitana je koncentracija fenolnih jedinjenja u
mg/dm?3, a zatim se preracuna u mg ekvivalenta/1 g suve materije. Sve probe su radene u tri
ponavljanja.

Apsorbance (A) za svaki ispitani ekstrakt su racunate iz razlike apsorbanci radne probe (Asr),
korekcije (Akor) i slepe probe (Asp):

A=Asr-Akor-Asp
Konstrukcija standardne krive:

Sadrzaj fenola je racunat na osnovu kalibracione krive standardnog rastvora galne kiseline
(Sigma, USA), a rezultat je izrazen kao srednja vrednost tri merenja + standardna devijacija (mg
ekvivalenta galne kiseline/g suvog ekstrakta). Standardna kriva se konstruiSe na osnovu rezultata
dobijenih merenjem apsorbance serije razli¢itih koncentracija rastvora galne kiseline.

4.8.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj flavonoida odreden je po spektrofotometrijskoj metodi Chang i sar., 2002,
prilagodenoj za mikroplejt-plo¢e sa 96 bunarci¢a (Spektar, Cacak, Srbija). Naime, flavonoidi i
flavoglikozidi daju sa metalima odgovarajuce metalokomplekse. Narocito je znacajan Al**-kompleks,

|3+

jer se AlI** vezuje za ukupne flavonoide pa se sumarni apsorcioni maksimum jednostavno odreduje.

Postupak:

Razblazenja kvercetina (Sigma, USA) za standardnu krivu su napravljena u rasponu
koncentracije od 1,25 do 100 pg/ml. Osnovni rastvor ekstrakta je razblazen u razlic¢itim
koncentracijama u zavisnosti od gljive i rastvaraca u kom je ekstrakovana. Priprema rastvora je
prikazana u Tabeli 4.4., a njihova apsorbanca je merena spektrofotometrijski na 450 nm, nakon 30
min inkubacije. Sve radne probe su radene u tri ponavljanja.
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Tabela 4.4. Pripremljeni rastvori za odredivanje sadrZaja flavonoida

RADNA PROBA KOREKCUA SLEPA PROBA

30l p ekstrakta 30 ul ekstrakta 30 pl rastvaraca (80 % MeOH)
90! u MeOH 90 pl MeOH 90 pl MeOH

6 ul 0,75 mol/I AlCl3 6 ul 0,75 mol/I AlCI3

6 ul 1mol/I CH3COONa 6 ul 1mol/I CH;COONa

170 ul dH,0 182 ul dH,0 170 pl dH,0

Iz razlike apsorbance srednje vrednosti radnih proba (Asr), korekcije (Akor) i slepe probe (Asp)
izraCunate su apsorbance (A) za svaki ispitivani ekstrakt:

A=Asr-Akor-Asp

Sadrzaj ukupnih flavonoida je izracunat na osnovu kalibracione krive (funkcija apsorbance u
zavisnosti od koncentracije) standardnog rastvora kvercetina. Rezultat je izrazen kao srednja
vrednost tri merenja + standardna devijacija (mg-ekvivalenta kvercetina po gramu suvog ekstrakta).

Konstrukcija kalibracione krive:

Standardna kriva se konstruiSe na osnovu rezultata dobijenih merenjem apsorbance serije
razli¢itih koncentracija rastvora kvercetina. Iz kalibracione krive izracunat je ukupan sadrzaj
flavonoida u ispitivanim ekstraktima gljiva i izrazen kao mg ekvivalenta kvercetina / g suvog ekstrakta
(Prilog.8.3).

4.8.3. Odredivanje ,,skevendzer” aktivnosti primenom DPPH-testa

Kapacitet “hvatanja” slobodnih radikala ispitivanih ekstrakata DPPH testom, bazirano je na
pracenju transformacije DPPH’ radikala u prisustvu antioksidansa (davaoca H-atoma) i odreduje se
merenjem njihove sposobnosti da neutralisu 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikale (DPPH’). Metoda se
zasniva na pracenju transformacije ljubi¢asto obojenog rastvora stabilnog azot-centriranog DPPH’
radikala u redukovanu formu DPPH-H koja je Zute boje (Espin i sar., 2000). Pojava Zute boje rastvora
objasnjava se sposobnos$c¢u pojedinih komponenata da deluju kao donori vodonika ili elektrona pri
¢emu DPPH’ radikal prelazi u redukovani, neutralni oblik DPHH-H. Ova reakcija pra¢ena je promenom
apsorbance Sto se moZe uociti promenom boje iz ljubicaste u Zutu.

DPPH’ + AH; - DPPH-H + (A),
Postupak:

Spektrofotometrijsko odredivanje ,skevendzer” aktivnosti ispitivanih ekstrakata vrsi se
merenjima na 540 nm, $to je praceno promenama apsorbance i merenjem na istoj talasnoj duzini
posle inkubacije od 60 min u mraku na 25 °C. Sve reakcije radene su u tri ponavljanja. Eksperiment je
raden u mikroplejt plo¢ama (Spektar, Cacak, Srbija) do finalne zapremine od 250 ul (Tabela 4.5.).

Tabela 4.5. Pripremljeni rastvori za odredivanje sadrZaja DPPH radikala

71



Doktorska disertacija Aleksandra Novakovic¢

RADNA PROBA KOREKCIE KONTROLA

60 pl 90 uM DPPH’ 60 pl 90uM DPPH’
10 ul ekstrakta 10 ul ekstrakta 10 ul rastvaraca
180 pl MeOH 240 pl MeOH 180 pl MeOH

Kapacitet "gasSenja" DPPH’ radikala odreden je iz razlike apsorbance kontrole (Ak) i testiranih
uzoraka.

% RSC=100-Asr x 100/Ak

Iz vrednosti dobijenih za RSC (engl. RSC radical scavenging capacity - kapacitet hvataca
radikala) odredene su i ICso vrednosti (koncentracije ispitivane supstance pri kojoj je neutralisano 50
% radikala) primenom regresione analize.

4.8.4. Neutralizacija OH' radikala testom sa dezoksiribozom

U cilju odredivanja kapaciteta hvatanja OH® radikala, primenjena je modifikovana metoda
Cheeseman i sar. 1988. hidroksil radikali su generisani Fentonovom reakcijom :

H,0; + Fe?* > Fe + OH + OH'

Nastali reaktivni OH" u prisustvu 2-dezoksiriboze i kiseonika grade malonildialdehid (MDA),
koji se zatim odreduje TBA testom (sa tiobarbiturnom kiselinom). TBA test je zasnovan na
spektrofotometrijskom odredivanju ruzicasto obojenog kompleksa koji nastaje nakon reakcije
malonilaldehida (MDA) sa dva molekula TBA.

Postupak :

Pripremljeni rastvori su prikazani u Tabeli 4.6. epruvete su dopunjene fosfatnim puferom do
zapremine od 3 ml. Probe (radne probe uzoraka, korekcija i slepa proba) su dalje inkubirani 60
minuta na 37 ‘C. Nakon inkubacije dodato je 0,2 ml EDTA i 2 ml TBA-reagensa, a karakteristi¢cna
ruziCasta boja kompleksa (TBAMDA) se razvija nakon 10 minuta kuvanja na 100 °C. Nakon hladenja
merena je apsorbanca na 532 nm. Sve reakcije su radene u tri ponavljanja.

Tabela 4.6. Pripremljeni rastvori za odredivanje kapaciteta hvatanja OH- radikala

RADNA PROBA KOREKCIJA KONTROLA
100 pl 2-dezoksi-D-
100 pl 2-dezoksi-D-riboza 3,0 ml pufera pH 7,4 riboza
10 ul ekstrakta 10 ul ekstrakta 10 pl rastvaraca
100 |,l| HzOz 100 l,l| HzOz
100 pl FeSO4 100 pl FeSO4
2,7 ml pufera pH 7,4 2,7 ml pufera pH 7,4
Inkubacija 60 minuta na 37 °C
200 pul EDTA 200 ul EDTA 200 ul EDTA
2 ml TBA 2 ml TBA 2 ml TBA

Zagrevanje 10 minuta na 100 °C

Iz razlike apsorbance radne probe (Asr) i korekcije (Akor) izracunate su apsorbance (A) za
svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta:
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A=Asr-Akor

Kapacitet hvatanja OH" radikala (RSCon’) ispitanih ekstrakata razli¢itih koncentracija racunat je
na osnovu sledeée jednacine, gde je Ak apsorbanca kontrolne probe:

RSCox™ (%) = (1-A/AK) x 100%

Na osnovu RSCox" vrednosti odredene su ICso vrednosti (koncentracija pri kojoj je neutralisano
50% radikala), ocitavanjem sa odgovarajuceg grafikona (funkcija RSCon (%) u zavisnosti od
koncentracije), a rezultat je izrazen kao srednja vrednost tri odredene ICso vrednosti + standardna
devijacija (pug/ml).

4.8.5. Odredivanje kapaciteta "hvatanja" NO* radikala

Odredivanje kapaciteta "hvatanja" NO°® radikala etanolnih i vodenih ekstrakata odabranih
vrsta gljiva, zasniva se na spektrofotometrijskom merenju neutralizacije generisanih nitritnih jona. U
ovu svrhu koris¢en je vodeni rastvor natrijum-nitroprusida (SNP) koji predstavlja izvor NO*® radikala
pri fizioloSkom pH. Nastali NO® radikal reaguje sa kiseonikom dajudi nitritne jone, Cija koncentracija se
odreduje po metodi Green-a i sar. (1982), a koja se zasniva na spektrofotometrijskom odredivanju
purpurno-ruziastog diazo kompleksa koji nastaje nakon reakcije NO,- i Griees-ovog reagensa na
sobnoj temperaturi.

Postupak:

Pripremljene su odgovarajuce probe (Tabela 4.7.), a njihova apsorbanca je merena na 546 nm
nakon 90 min. Sve probe i kontrole radene su u tri ponavljanja.

Tabela 4.7. Pripremljeni rastvori za odredivanje kapaciteta "hvatanja” NO* radikala

RADNA PROBA KOREKCIA KONTROLA

0,5 ml 10 mmol/I SNP 1,0 ml pufer pH 7,4 0,5 ml 10 mmol/I SNP
30 ul ekstrakt 30 pl ekstrakt 30 pl rastvarac

0,5 ml pufer pH 7,4 0,5 ml pufer pH 7,4
INKUBACIA 90 min na 25 °C (konstantno svetlo)

1 ml Griess-ov reagens 1 ml Griess-ov reagens 1 ml Griess-ov reagens

*napomena: svi reagensi su dodati u mraku

Iz razlike apsorbance radne probe (Asr) i korekcije (Akor) izracunate su apsorbance (A) za
svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta:

A = Asr — Akor

Kapacitet "hvatanja" NO* radikala (RSCno®) ispitanih ekstrakata razli¢itih koncentracija racunat
je na osnovu sledece jednacine gde je Ak apsorbanca kontrolne probe:

RSCno® (%) = (1- A/ Ak) 100%

Na osnovu RSCno® vrednosti odredene su ICso vrednosti (koncentracija pri kojoj je neutralisano
50% radikala) ocitavanjem sa odgovarajuceg grafikona (funkcija RSCno® (%) u zavisnosti od radne
koncentracije), a rezultat je izrazen kao srednja vrednost tri odredene ICso vrednosti (mg/ml) +
standardna devijacija.
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4.8.6. Odredivanje kapaciteta "hvatanja" O," radikala

Kapacitet "hvatanja" superoksid anjon radikala ispitivanih ekstrakata gljiva odreden je
merenjem njihove sposobnosti da neutraliSu O, radikal nastalog tokom aerobne redukcije nitroblu-
tetrazolijum nitro-plavog NBT pomoc¢u NADH u prisustvu fenazinmetilsulfata - PMS (Nishikimi i sar.,
1972).

Stepen redukcije NBT sa NADH u aerobnim uslovima je zanemarljiv (5 %) i linearno raste sa
koli¢inom dodatog PMS reagensa, koji sluZi kao prenosilac elektrona i uti¢e na mehanizam redukcije.
S obzirom da je strukturno slican flavinu, PMS u reakciji sa NADH prelazi u redukovan oblik, PMSH.
Tokom njegove reoksidacije kiseonikom iz vazduha dolazi do generisanja O,* koji u velikoj meri (95
%) redukuje NBT u formazan.

NBT je u oksidovanom obliku bezbojan, a redukcijom prelazi u NBTH koji je plave boje.
Dodatkom ekstrakata koji sadrze fenolna jedinjenja, dolazi do neutralizacije O,*" i smanjenja redukcije
NBT reagensa. Koli¢ina neutralisanih radikala prati se spektrofotometrijski i proporcionalna je
smanjenju intenziteta obojenja.

Postupak:

Analizirano je po pet razblazenja svakog ekstrakta. Pripremljeni su odgovarajuci rastvori
Tabela 4.8., a njihova apsorbanca je merena na 560 nm nakon 5 min. Sve reakcije radene su u tri
ponavljanja.

Tabela 4.8. Rastvori pripremljeni za odredivanje kapaciteta hvatanja O™ radikala

RADNA PROBA KOREKCUA KONTROLA

200 pl 144pumol/I NBT 1,5 ml pufer pH 8,3 200 pl 144 pmol/I NBT
10 pl ekstrakta 10 pl ekstrakta 10 ul 80% MeOH

100 pl 677umol/I NADH* 100 pl 677 umol/I NADH*
100 pl 60pmol/l PMS* 100 pl 60 pmol/l PMS*
1,1 ml pufer pH 8,3 1,1 ml pufer pH 8,3

*rastvori dodati neposredno jedan za drugim

Iz razlike apsorbance radne probe (Asr) i korekcije (Akor) izracunate su apsorbance (A) za
svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta:

A = Asr — Akor

Kapacitet "hvatanja" superoksid anjon radikala (RSCo;*) ispitivanih ekstrakata razlicitih
koncentracija racunat je na osnovu sledece jednacine, gde je Ak apsorbanca kontrolne probe:

RSCox" (%) = (1- A/ Ak) 100%

Na osnovu dobijenih RSC O, vrednosti odredene su ICso vrednosti (koncentracija pri kojoj je
neutralisano 50 % radikala) ocitavanjem sa odgovarajuéeg grafikona (funkcija RSC O, (%) u
zavisnosti od radne koncentracije), a rezultat je izrazen kao srednja vrednost tri odredene ICso
vrednosti (ug/ml) + standardna devijacija.
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4.8.7. Odredivanje redukcionog potencijala primenom FRAP-testa

Redukcioni potencijal je odreden modifikovanom metodom po Benzie i Strain, 1999. Na
niskoj pH vrednosti moze doci do redukcije gvozde(ll)-2,4,5-tripiridil-s-triazin kompleksa, cija se
apsorbanca moZe meriti spektrofotometrijski na 593 nm (595 nm)

Postupak:

Razblazenja askorbinske kiseline su napravljena u rasponu koncentracija od 0 do 1000 pg/mL.
Pripremljeni rastvori su prikazani u Tabela 4.9., a njihova apsorbanca je merena spektrofotometrijski
593 nm nakon 6 minuta. Sve radne probe radene su u tri ponavljanja, a korekcije jednom.

Tabela 4.9. Pripremljeni rastvori za FRAP test.

RADNA PROBA KOREKCIJA SLEPA PROBA

225 ul FRAP reagensa 225 ul FRAP reagensa
10 pl ekstrakta (askorbinske kiseline) 10 ul ekstrakta 10 ul rastvaraca

22,5 ul dH0 247,5 ul.dH,0 22,5 ul d.H,0

Nakon 6 minuta inkubacije, izmerene su apsorbance na 593 nm (595 nm). Standardna kriva se
konstruise na osnovu rezultata dobijenih merenjem apsorbanci standardnog rastvora askorbinske
kiseline sledeéih koncentracija: 1000, 800, 600, 400, 200, 100, 50, 25, 12,5 i 0 umol/L.

Iz razlike apsorbance radne probe (Asr), korekcije (Akor) izraCunate su apsorbance (A) za svaki
ispitani ekstrakt:

A = Asr — Akor

Redukcioni potencijal je izracdunat na osnovu kalibracione krive (funkcija apsorbance u
zavisnosti od koncentracije) standardnog rastvora askorbinske kiseline. Rezultat je izrazen kao
srednja vrednost tri merenja (mg ekvivalenata askorbinske kiseline/g suvog ekstrakta).

4.9. Odredivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata gljiva

4.9.1. Priprema 70% metanolnog ekstrakta

Odmerena masa osusenih samlevenih plodnih tela macerirana je u 70% V/V metanolu (10 ml
MeOH, po 1g uzorka) na sobnoj temperaturi u trajanju 72h u mraku na mehanickoj mesalici (100
obrtaja/min) tokom 72 h. Ekstrakti su potom profiltrirani (Whatman No.4), filtrati su uparavani do
postizanja suve mase (na temperaturi do 50 °C) koris¢enjem rotacionog vakuum uparivaca (B(ichi, R-
210, Svajcarska). Suvi ostatak je rastvoren u 5% DMSO od kojih su pripremljene osnovne
koncentracije uzoraka gljiva (20%, w/w) a zatim ¢uvani na +4°C do dalje upotrebe. U Tabeli 4.10.
prikazane su vrste i ekstrakti koji u ispitivani u okviru odredivanja antimikrobne aktivnosti.
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Tabele 4.10. Vrste i ekstrakti koji su ispitivani u okviru odredivanja antimikrobne aktivnosti

VRSTA MEOH70% HEX
L. sulphureus * *
M. giganteus *
A. auricula-judae *
F. hepatica * *
A. mellea * *
L. contraversus * *
M. procera * *
L. perlatum *
C. disseminatus *

4.9.2. Kulture mikroorganizama

In vitro antimikrobni test, obuhvatio je Cetiri bakterijska referentna ATCC soja kolekcije
kultura Katedre za mikrobiologiju (Departmana za biologiju i ekologiju, Univerzitet Novi Sad, Srbija),
dve Gram-negativne: Esherichia coli (ATCC 11229) i Salmonella enteritidis (ATCC 13076) i dve Gram-
pozitivne Bacillus subtilis (ATCC 6633), i Enterococcus faecalis (ATCC 19433).

Utvrdivanje antifungalne aktivnosti ekstrakata gljiva obavljeno je na dva izolata kvasnica C.
albicans: laboratorijski i humani patoloski (h) poreklom iz vaginalnog brisa dobijenog iz Medicinske
Laboratorije ,Biotest” (Novi Sad, Srbija).

4.9.3. Priprema suspenzije mikroorganizama i standardizacija inokuluma

Suspenzije  mikroorganizama  dobijene su  dodavanjem (¢elija  jednodnevnih
bakterijskih/fungalnih kultura izraslih na kosom hranljivom agaru u sterilan fizioloski rastvor (0,1%
Nacl).

Standardizacija inokuluma po McFarland-u (0,5 McFarland), sto odgovara zamucenju koje
nastaje u reakciji izmedu 99,5 ml 0,1 M rastvora sumporne kiseline (H.SO4) i 5 ml rastvora 0,2 M
barijum hlorid dihidrata (BaCl,x2H,0). Zamucenje je podeSavano fotoelektricnim fotometrom uz
koriséenje crvenog filtera (KOLORIMETER MA 9504, Metrix).

Metoda je zasnovana na merenju intenziteta propustene svetlosti, odnosno apsorbance (A)
ili transmisije (T), uz prethodno eksperimentalno definisanu funkcionalnu vezu ovih veli¢ina sa
koncentracijom (Krsti¢ i Marijanovié, 1998). Na ovaj nacin dobijena suspenzija omogucava
semikonfluentan rast mikroorganizama (rast celija u formi tepiha u petri posudi) i broj ¢elija u koloniji
koji aproksimativno iznosi 1,5 x 108 CFU/ml za bakterijske kulture i 1,5 x 106 CFU/ml za kulture C.
albicans.
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4.9.4. Utvrdivanje MIC i MBC/MFC vrednosti

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) predstavlja najnizu koncentraciju antimikrobnog
agensa, koja je potrebna da se vidno inhibira rast mikroorganizama (bakterija/gljivica) u teénoj
podlozi, nakon 24h inkubacije (odsustvo zamucenja ili precipitacije u te¢chom medijumu).

MIC (minimalna inhibitorna koncentracija) je utvrdena primenom mikrodilucione metode
duplih razredenja kori$¢enjem mikrotitar plo¢a sa 96 bunarci¢a (Spektar, Cacak, Srbija) prema
standardnoj proceduri (CLSI, 2008). Analizirana su dupla razredenja ekstrakata (650 do 10000 pg/ml).
Nakon inkubacije od 18-24h za bakterijske sojeve i 48h za C. albicans, vrsena je procena vrednostii
MIC/MFC uporedivanjem rasta mikroorganizama sa rastom u kontrolnim bunarci¢éima (bez
ekstrakta). U svaki vel aplicirano je po 50 pl bujona, 50ul ekstrakta odredene koncentracije i 0,5 ul
bakterijske/fungalne suspenzije. U bunarcice koji su predstavljali pozitivhu kontrolu (kontrolu rasta)
aplicirano je 100 ul bujona i 1 ul suspenzije mikroorganizama. MIC predstavlja prvu koncentraciju
ekstrakta u Cijem prisustvu nema rasta mikroorganizama.

Minimalna baktericidna (MBC) odnosno fungicidna (MFC) koncentracija predstavlja najmanju
koncentraciju antimikrobnog agensa koja sprecava rast 99,9% test organizama, nakon 24h inkubacije,
$to predstavlja smanjenje od 99,9 % finalne brojnosti bakterija u bujonu (1,5x106) odnosno 1,5x104
brojnosti ¢elija kvasnice C. albicans.

Stoga je za odredivanje MBC/MFC vrednosti, po 100 pl iz bunar¢ié¢a u kojima nije bilo vidljivog
rasta zasejano na Petri ploce (Mueller Hinton agar, HIMEDIA, ili Sladni agar, Torlak, Srbija) i
inkubirano 24h/48h na 37 °C za bakterijske i na 25 °C za gljivicne kulture. Nakon toga vrseno je
prebrojavanje izraslih bakterijskih/fungalnih kolonija (CFU).

Za utvrdivanje inhibicije bakterijskog rasta koriséen je 2,3,5-trifeniltetrazolium hlorid (TTC)
koji se u prisustvu metabolicki aktivnih celija redukuje u formazan i daje crvenu boju. U svaki vel,
dodato je po 10 pl TTC-a i inkubirano 2h na 37 °C. Koli¢ina formazana (crvene boje) je proporcionalna
prisustvu vijabilnih ¢éelija.

4.9.5. Antibiotska osetljivost bakterijskih kultura

Test osetljivosti bakterijskih kultura na antibiotike uraden je po standardnoj disk difuzionoj
metodi po Kirbi Baueru prema standardnoj proceduri (CLSI; 2008).

Osetljivost bakterijskih sojeva je testirana koris¢enjem osam razliCitih antibiotskih diskova
(HIMEDIA): eritromicin - E (15 pg), levofloksacin - LEV (5 pg), klindamicin DA (2 ug), cefoksitin KF (20
ug), ciprofloksacin - CIP (5 ug), ceftriakson - CN (10 pg), orfloksacin - OFX (5 ug) i hloramfenikol C (30
pg). Nakon inkubacije od 18-24h izmeren je dijametar inhibitornih zona (mm) i svaka vrsta je
gradirana kao osetljiva (S), intermedijarna (1) i rezistentna (R) prema Semi proizvodaca (Himedia).
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4.10. Odredivanje citotoksicnog efekta

4.10.1. Celijska kultura

U eksperimentima za odredivanje citotoksicnog efekta ekstrakata gljiva koriséena je
kontinualna celijska linija. Humana celijska linija tumora dojke - MCF7, koja je za potrebe istraZivanja
u okviru disertacije dobijena ljubaznos¢u prof. Dr Gordane Bogdanovi¢ (Institut za onkologiju,
Sremska Kamenica, Srbija). MCF7 Celije izolovane su iz pleuralne tec¢nosti, a po morfologiji su epitelne
tj. po tipu predstavljaju celije adenokarcinoma dojke koje eksprimiraju citoplazmatski estrogeni
receptor (ER+)(Kaisarevi¢,2011).

U cilju sprecavanja komtaminacije celijskih kultura, gajenje i kompletna eksperimentalna
procedura obavljena je u sterilnim uslovima (Safety bench HPH 12 Heraguard — Kendro) koris¢enjem
sterilnog pribora laboratorijskog posuda i rastvora. Sve celijske linije gajene su u CO, inkubatoru
(Revco Ultima RMI 3000-S-7-VBA CO2 Incubator, Kendro Laboratory Product) u strogo kontrolisanim
uslovima: temperatura - 37°C, atmosfera - 95 % O, i 5 % CO, uz obezbedenu vlagu. Kontinualne
celijske linije gajene su u flaskovima za éelijske kulture, povriine 75 cm?. Pre svakog eksperimenta,
Celije su posmatrane pod invertnim mikroskopom (IX 51, Olympus, Germany), radi provere njihovog
konfluentnog rasta i same morfologije ¢elija. Za eksperimente su koriséene samo morfoloski zdrave
celije, sa konfuentno$éu od ~80-90%, $to je procenjeno na osnovu mikroskopskog pregleda.

Celije su uzgajene u Dulbeccos Modified Eagles Medium ( Sigma-Aldrich, Germany ) sa
sadrzajem glukoze (4,5g/L), sa dodatkom sterilnog fetalnog teleCeg seruma FCS (10%) (PAA
Laboratories, Austria). Celije su u kulturi odrzavane u optimalnim uslovima, uz pasaZiranje svaka 3-4
dana i zamenu medijuma po potrebi. Za eksperiment su koriS¢ene celije pasazirane manje od 15
puta.

4.10.2. Pasaziranje kontinualnih ¢celijskih linija

U cilju odrzavanja Celijske kulture, sve kontinualne celijske linije su redovno pasazirane po
dostizanju 80~90% konfuentnosti, prema ranije opisanoj proceduri (Kasarevi¢, 2011). PasazZiranje je
vrseno pomocu 0,1% rastvora tripsina (270m M NaCl, 10mM KCI, 10mM D-glukoza, 14m M NaHCOs,
0,1% tripsina, 0,04%EDTA rastvorenog u destilovanoj vodi; pH7,2).

4.10.3. Priprema celija

Celije su gajene u DMEM medijumu sa dodatih 100 1J/ml penicilina i 100 g/ml streptomicina,
(ICN Galenika, Beograd, Srbija) na 37°C u atmosferi sa 95% vlage i 5% CO,. Celije su presadenje po
postizanju konfluentnosti od 80% - 90%. Disocijacija (odvajanje) monosloja vrsena je dodavanjem
0,5% rastvora tripsina, nakon cega su Celije inkubirane 5 minuta na 37 °C. Enzimska reakcija je
zaustavljena dodavanjem medijuma koji sadzi 10% FCS, pri ¢emu komponente seruma vrse
inaktivaciju tripsina.

Broj ¢elija i njihova vijabilnost odredeni su TBE testom (Trypan Blue Exclusion), sa 0,4% tripan
plavim (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) (boja koja ulazi u celiju sa narusenim
integritetom plazma membrane i boji ¢eliju u plavo). Celijska suspenzija razblazena je sa rastvorom
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tripan plavog nakon ¢ega su celije brojane u Neubauer-ovoj komori. Vijabilnost ¢elija koris¢enih u
eksperimentu bila je veca od 90%. Nakon odredivaja broja celija u suspenziji, pripravljena je potrebna
koli¢ina nove suspenzije, tako da koncentarcija Zivih ¢elija bude 50.000/ml, a potom su iz ovako
pripremljene suspenzije Celije sadene u mikrotitar ploce sa 96 bunarcic¢a, sa ravnim dnom (Hrubik i
sar., 2012).

4.10.4. Sadenje celija

Celije se sade u sterilne mikrotitar plo¢e sa poklopcem, sa 96 radnih udubljenja (well).
Sadenje se vrsi iz finalne suspenzije od 50.000 ¢éelija/ml. U svaki vel se dodaje 100 pl, odnosno 5.000
¢elija. Celije se sade samo u unutradnje velove ploge, dok se u spoljadnje dodaje 100 ul odgovarajuéeg
medijuma. Ovako zasadene celije inkubiraju se 24 h na 37°C u atmosferi sa 95% O, i 5% CO; uz
obezbedenu vlaznost. Tokom navedenog perioda Zive Celije se pri¢vrste za podlogu vela (adheriraju)
kako bi uspostavile normalnu metabolicku aktivnost.

4.10.5. Tretman celija

Nakon perioda oporavka éelija od 24 h iz svih velova se uklanja medijum. U velove koji su
predvideni za tretman dodaje se 100 ul svezeg medijuma sa 10% FCS, koji sadrzi odgovarajucu
koncentaraciju ispitivanog ekstrakta (33,3 pg/ml-900 pg/ml). Uzorci za tretman su pripremljeni
sukcesivnim razblazenjem osnovnog rastvora uzorka u medijumu. Kao rastvarac za osnovni uzorak
koristi se DMSO, dok je serija razbaZenja pripremana u odgovarajuéem medijumu sa 10% FCS tako da
sadrzaj DMSO ne prelazi 1% u finalnoj koncentraciji. Prethodni eksperimenti su pokazali da 1% DMSO
nije citotoksi¢an i ne narusava celijsku proliferaciju. Inkubacija je trajala 24h i 72h ¢ime su ispitani
subakutni i hronic¢ni efekti uzoraka (Xia i sar., 2008). Tretman celija izvrSen je sa serijom razblaZzenja
od 33,3 pl/ml, 100 pl/ml, 300 pl/ml, 900 pl/ml. U velove koji su predvideni za slepu probu dodato je
100 pl svezeg medijuma. Po zavrSenom tretmanu ploce su bile vracene u inkubator 24 h i 72 h na
37°C u atmosferi sa 95 0, % i 5% CO,,
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4.10.6. Merenje citotoksicnosti ekstrakta gljiva
Merenje citotoksi¢nosti ekstrakta gljiva vrSeno je pomocu dva antiproliferativna testa, MTT i
SRB testa ( tabela 4.11.).

Tabela 4.11. Prikaz vrsta i ekstrakata sa kojima su sprovedeni testovi citotoksi¢nosti

TESTOVI MTT SRB MTT
Vrsta Aq EtOH Aq EtOH Frak.
L. sulphureus * * * * *
M. giganteus * * * * *
A. auricula-judae * * * *
F. hepatica * * * *
A. mellea * *
L. contraversus * * * *
M. procera * * * * *
L. perlatum * * * *

* * * * *

C. disseminatus

4.10.7. MTT test

MTT test je kolorimetrijski esej, koji se zasniva na merenju konverzije Zutog tiazolil plavo
tetrazolijum bromida — MTT (Sigma Aldrich) u ljubicasto plave kristale formazana, pod dejstvom
mitohondrijalne dehidrogenaze metabolicki aktivnih vijabilnih ¢elija. Prisustvo veceg broja zivih ¢elija
rezultira formiranjem vede koli¢ine formazana, Sto se moZe izmeriti fotometrijski. Esej je raden
prema prethodno opisanoj proceduri (Kaisarevic i sar.,2007).

Po isteku vremena inkubacije (24 i 72h), medijum je uklonjen iz velova i dodat je rastvor MTT-
a u koncentaraciji od 0,5 mg/ml, koji se priprema u medijumu neposredno pre dodavanja. U svaki vel
je dodato po 100 pl rastvora, tako da je finalna koncentracija u velu iznosila 0,05mg/vel. Nakon
tretmana celije su inkubirane 3 h na 37°C, pri ¢emu je aktivnoséu mitohondrijalne dehidrogenaze u
vijabilnim éelijama, MTT preveden u ljubi¢asto-plave kristale formazana koji se akumuliraju. Nakon
inkubacije, medijum je odliven, reakcija je zaustavljena dodatkom 100 ul 0,04 M HCI u izopropanolu,
¢ime su kristali formazana rastvoreni. Posle 10 minuta na sobnoj temperaturi, plo¢e su promuékane
na Sejkeru zatim je izmerena apsorbanca na dve talasne duZine: A1=540 nm i A2=690nm pomocu
fotometra.

Finalna apsorbanca se izraCunava na osnovu jednacine A=A1-A2, a na osnovu dobijenih
rezultata, procenat citotoksi¢nosti (Cl — ¢elijska inhibicija) se izracunava prema formuli:

Cl (%) = (1-As/Ak)*100,
As apsorbanca vela sa tretmanom,

Ak apsorbanca vela sa kontrolom (éelije sa medijumom bez tretmana).

4.10.8. SRB test

SRB test je kolorimetrijski esej, koji se zasniva na merenju ukupnog nivoa proteina u
eksperimentalnim velovima, srazmerno ukupnom broju celija (Voigt, 2005). Test se bazira na
usvajanju negativno naelektrisanog aminoksantina roze boje, sulforodamina B (SRB) od strane
odredenih aminokiselina celijskih proteina. Prisustvo veceg broja Zivih celija rezultira usvajanjem
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vece koli¢ine boje, sto se moze izmeriti fotometrijski. Esej je raden prema proceduri Houghton i sar.,
(2007).

Nakon isteka inkubacionog perioda tretmana, ¢elije su fiksirane dodavanjem 25 ul hladnog
50%w/v rastvora trihlorsiréetne kiseline (TCA) u destilovanj vodi, 1h na 4°C. Fiksirane ¢elije su potom
isprane 5 puta sa destilovanom vodom (200 ul /velu) i osusene na vazduhu pri sobnoj temperaturi.
Bojenje celija izvrSeno je dodavanjem 50 pl 0,4%w/v rastvora SRB-a (Sigma, Aldrich) u 1%w/v
siréetnoj kiselini uz inkubaciju od 30 minuta na sobnoj temperaturi. Po isteku vremena boja je
odlivena, a ostaci nevezane boje uklonjenji su brzim ispiranjem sa 1% w/v sir¢etnom kiselinom (200
ul/ velu, 5 puta). Inkorporirana boja u ¢elijama rastvorena je dodavanjem 100 pl 10mM Tris-base
pufera (pH 10,5). Nakon 5 minuta, ploce su promuckane na Sejkeru zatim je izmerena apsorbanca na
492nm i referentnoj 690nm talasnoj duZini.

Citotoksi¢nost/proliferativni efekat, procenat vijabilnih (prezZivelih) ¢éelija u odnosu na
kontrolu izracunat je na isti nac¢in kao kod MTT testa.

4.11. Statisticka analiza

Za statisticku analizu koriséen je programski paket STATISTICA (StatSoft, Inc. (2013), version
12.0 (www.statsoft.com). Sva merenja su uradena u triplikatima, a dobijene vrednosti su izrazene

kao srednja vrednost + standardna devijacija. Eksperimentalni podaci su podvrgnuti Student’s t-test
da bi se utvrdila znacajnost razlika na nivou p<0,05 izmedu razli¢itih ekstrakata i testova. Pearson
korelacije su izraCunate izmedu sadrZaja ukupnih fenola, ukupnih flavonoida i ICso na razlicitim
antioksidantnim i antiproliferativnim testovima u programu Statistika. Za odredivanje varijabilnosti
uzoraka koris¢ene su aglomerativne politeticke klaster analize a rezultati su prikazani su
horizontalnim klasterom i analize osnovnih komponenete PCA.
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5. REZULTATI | DISKUSLJA

5.1. Hemijski sastav ekstrakata gljiva

U okviru preliminarnog ispitivanja hemijskog sastava ekstrakata plodnih tela autohtonih vrsta
gljiva pripadnika razdela Basidiomycota primenjene su sledece tehnike:

e spektrofotometrijska tehnika - odredivanja sadrzaja fenola i flavonoida;

e HPLC-MS/MS tehnika - dokazivanje prisustva fenolnih komponenti / hemijsko
profilisanje fenolnih komponenti;

e GC/FID tehnika - ispitivanje sadrZaja metil estara masnih kiselina;

o elektroforezom na mikrocipu ("LAB-ON-A-CHIP" kapilarnom elektroforezom) izvrSena
je karakterizacija proteinskih frakcija u odabranim vrstama gljiva;

e AAS atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom - kvantitativnho je odreden
sadrzaj mikro i makro elemenata (K, Mg, Ca, Cu, Zn, Mn, Fe)

5.1.1. Ispitivanje prisustva fenolnih jedinjenja u ekstraktima

U ispitivanim etanolnim i vodenim ekstraktima poreklom iz devet vrsta gljiva (MER - M.
gignateus, LSZ - L. sulphureus AU - A. auricula-judae, FH - F. hepatica, AM - A. mellea, CD - C.
disseminatus, LC - L. controversus, LYC - L. perlatum, MAP - M. procera) odreden je sadrzaj ukupnih
fenola i flavonoida (Slika 5.1. i 5.2. Prilog 8.2.).

Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim etanolnim i vodenim ekstraktima (EtOH i Aq) kretao se u
vrednostima od 16,68 mgGK/g do 106,33 mgGK/g. Najveci sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim EtOH
ekstraktima utvrden je kod vrste M. giganteus (106,33 mgGK/g), dok je medu analiziranim Aq
ekstraktima najvedi sadrzaj fenolnih jedinjenja zabelezen kod vrste A. auricula-judae (95,16 mgGV/g).
Nesto niZe koncentracije zabeleZene su u EtOH i Ag ekstraktima kod vrste L. perlatum (85,03 mgGK/g,
92,73 mgGK/g). Najmanju koli¢inu ukupnih fenola sadrzali su EtOH i Aq ekstrakti vrste L.
controversus, (17,55 mgGK/g i 16,68 mgGK/g).

Znacajna razlika u odnosu na sadrzaj ukupnih fenola uocena je u odnosu na vrstu gljive i na
tip ekstragensa. Kod sedam ispitanih vrsta postoji statisticki znacajna razlika u sadrzaju fenola izmedu
ispitanih EtOH i Aq ekstrakata. Kod cCetiri vrste (M. procera, F. hepatica, M. giganteus i C.
disseminatus) etanolni ekstrakti pokazuju statisticki znacajno (p<0,05) veci sadrzaj ukupnih fenola u
odnosu na vodene ekstrakte. Vodeni ekstrakti vrsta (A. auricula-judae, L. sulphureus i A. mellea)
pokazuju znacajno vedéi sadrzaj ukupnih fenola u odnosu na EtOH ekstrakte istih vrsta. Ispitivani EtOH
i Ag ekstrakti vrsta L. perlatum i L. controversus ne pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku u sadrzaju
ukupnih fenola.
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Slika 5.1. Poredenje sadrZaja ukupnih fenola u EtOH i Aq ekstraktima (mg GK/g) “Stubic¢i na
histogramu sa razli¢itim brojem zvezdica statisticki se znacajno razlikuju, p<0,05.

Znacajan antioksidativni potencijal prirodnih proizvoda pripisuje se polifenolnim jedinjenjima
(Velioglu i sar., 1998; Puttaraju i sar., 2006) Sto je kod gljiva potvrdeno velikim brojem naucnih
radova u mnogim zemljama i regionima sveta, ukljucujuci i Srbiju (Karaman i sar., 2009; Ferreira i sar.,
2009; Vaz i sar., 2011b; Kalogeropoulosi sar., 2013; Stojkovic¢ i sar., 2013; Stajic¢ i sar., 2013; Heleno i
sar 2013b; Karaman i sar., 2014). Pri tome se klju¢na uloga ovih jedinjenja pripisuje upravo njihovom
potencijalu u hvatanju slobodnih radikala (Komali i sar., 1999; Moller i sar.,1999).

Stoga je u okviru ovog rada sprovedena detaljna kvalitativna i kvantitativna hemijska analiza
sadrzaja fenolnih jedinjenja nakon spektrofotometrijskog utvrdivanja njihovog ukupnog sadrzaja.
Dobijeni rezultati o sadrzaju ukupnih fenola ukazuju na veéi sadrzaj ovih jedinjenja u ispitivanim
uzorcima u odnosu na do sada objavljene rezultate za sledede vrste: L. perlatum 34,56 mgGK/g, A.
mellea 26,89 mgGV/g i M. procera 13,78 mgGK/g (Vidovi¢, 2011).

Etanolni ekstrakt vrste M. giganteus pokazao je devet puta veci sadrzaj ukupnih fenola u
odnosu na ranije objavljene rezultate za ovu vrstu poreklom sa Fruske gore, gde je zabelezeni sadrzaj
ukupnih fenola iznosio 11,15 mgGV/g u metanolnom ekstraktu, a u vodenom 10,78 mgGV/g
(Karaman i sar., 2009). Rezultati dobijeni za vodene ekstrakte vrsta M. procera, A. auricula-judae jesu
u saglasnosti sa do sada objavljenim rezultatima (Puttaraju i sar., 2006; Oke i Aslim, 2011).

Brojne su studije, koje govore o bioloskoj aktivnosti polifenolnih jedinjenja kao
antioksidanata, (Karaman i sar. 2009a, 2014; Ferreira i sar., 2009; Carocho i Ferreira, 2013,)
antikancerogenih jedinjenja (Carocho i Ferreira, 2013; Heleno i sar., 2014a) i antimikrobnih jedinjenja
(Karaman i sar. 2009a, b, Alves i sar., 2013). Rice—Eva i sar. (1996) su u ranijim studijama objavili
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antiradikalsku aktivnost p-OH —benzoeve kiseline, antimikrobnu aktivnost u odnosu na patogene
bakterije i plesni (Heleno i sar., 2013), antimutagenu aktivnost (Puga i sar., 2005).

5.1.2. Ispitivanje prisustva flavonoida u ekstraktima

Antioksidativna svojstva prirodnih supstanci najéesce se pripisuju fenolnim supstancama kao
sto su polifenoli, kojima pripadaju i flavonoidi. Flavonoidi su snazni “hvataci” reaktivnih oblika
kiseonika (OH-,03:,H,0,), pri ¢emu njihova antioksidantna aktivnost raste sa uvodenjem dodatnih
orto-hidroksilnih grupa u B prstenu (Orci¢, 2010). Takode je dokazano da flavonoidi pokazuju Sirok
spektar bioloske tj. farmakoloSke aktivnosti, kao S$to su antimikrobna, antimutagena i
antikancerogena aktivnost (Cook i Samman, 1996; Kandaswami i Middleton, 1997, Ren i sar., 2003).

Sadrzaj ukupnih flavonoida za ispitivane EtOH i Aq ekstrakte kretao se u rasponu od 18,0
mgKV/g do 0,34 mgKV/g (Slika 5.2. i Prilog 8.2.). Najvedi sadrzaj flavonoida kod etanolnih ekstrakta
zabelezen je kod vrste A. auricula-judae (18,0 mgKV/g ), vodeni ekstrakt sa najveéim sadrzajem
flavonoida je M. giganteus (4,47 mgKV/g). Najniza koncentaracija ove klase jedinjenja zabeleZena je u
EtOH ekstrakta kod vrste L. perlatum (1,30 mgKV/g) i Aq ekstraktima kod vrste A. mellea (0,27
mgKV/g).

Poredenjem vrednosti ukupnih flavonoida za EtOH i Aqg ekstrakte zapaza se da EtOH ekstrakti
ostvaruju znacajno vece (p<0,05) vrednosti od Aq ekstrakata, osim u slucaju vrste L. perlatum, dok
kod vrsta L. controversus i L. sulphureus ne postoji statisticki znacajna razlika u sadrzaju ukupnih
flavonoida izmedu dva ispitana ekstrakta ( Slika 5.2.)
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Slika 5.2. Poredenje sadrZaja ukupnih flavonoida u EtOH i Aq ekstraktima (mgKV/g). *Stubici
na histogramu sa razli¢itim brojem zvezdica statisticki se znacajno razlikuju, p<0,05.
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Rezultati nasih istrazivanja ukazuju na veci sadrzaj ukupnih flavonoida u odnosu na ranije
objavljene rezultate za ekstrakte vrste M. giganteus (Karaman i sar., 2009), M. procera (Vidovic,
2011). Vrste poreklom iz Portugala, Turske i Kine (Barros i sar., 2008 d; Gursoy i sar., 2009; Liu i sar.,
2012) takode imaju manji sadrzaj ukupnih fenola u odnosu na vrste ispitivane u ovoj studiji.
Vrednosti sadrzaja ukupnih flavonoida za vrstu A. mellea manje su od rezultata Vidovi¢, 2011.

5.1.3. Ispitivanje ekstrakata primenom HPLC-MS/MS tehnike

Primenom HPLC-MS/MS tehnike putem kvantifikacije standarda za Cetrdeset pet fenolnih
komponenti u ispitivanim metanolnim ekstraktima gljiva (Prilog 8.3.), dokazano je prisustvo samo
deset (p-OH-benzoeva kiselina, protokatehinska kiselina, p-kumarinska kiselina, kafena kiselina,
hinska kiselina, krizoeriol, hlorogenska kiselina, Api-7-0O-Glc, Lut-7-O-Glc, amentoflavon).

Kod ispitivanih ekstrakata najveca koncentracija detektovanih polifenolnih jedinjenja
zabeleZena je kod vrste M. giganteus (26,66 pg/g ), koja je sadrzala i najve¢u koncentraciju p-OH
benzoeve kiseline (23,9 pg/g), (Tabela 5.1). Nes$to niZza koncentracije polifenolnih jedinjenja
zabelezena je kod vrste C. disseminatus (20,16 pg/g) sa detektovanim kiselinama: p-OH benzoeva
(9,46 pg/g), protokatehinska (0,7 pg/g), p-kumarinska (7,8 pg/g) i hlorogenska kiselina (0,7 pg/g).

Tabela 5.1. Rezultati kantitativne HPLC-MS/MS analize fenolnih komponeneti pg/g.

Jedinjenja MER AU FH LSz CDh LC
fenolne kiseline

p-OH-benzoeva k. 23,9 Jgd dgd Jed 9,46 | gd
protokatehinska k. 1,26 Jgd 1,50 Jed 0,7 dgd
p-kumarinska k. 0,2 dgd 12,8 0,3 7,8 dgd
kafena k. 1,3 dgd 4,8 Jegd dgd Jdgd
hinska k. Jed dgd dgd Jed dgd 8.9
flavonoidi

krizoeriol Jed dgd dgd Jed 0,3 ded
hlorogenska k. dgd dgd dgd Jed 0,7 dgd
Api-7-0-Glc Jed Jed ded Jegd 0,6 ded
Lut-7-0-Glc Jed Jed ded Jegd 0,2 ded
amentoflavon Jed Jed ded Jegd 0,4 ded
ukupno 26,66 19,1 0,3 20,16 8,9

*d gd —ispod nivoa detekcije

Pored fenolnih kiselina detektovane su i druge klase polifenolnih jedinjenja, flavonoidi:
krizoeriol, Api-7-0-Glc, Lut-7-O-Glc, i amentoflavon, koji u ranijim istraZzivanjima nije detektovan u
gljivama.

U pogledu raznovrsnosti fenolnih jedinjenja medu ispitivanim vrstama isti¢e se vrsta C.
disseminatus (Slika 5.3.). Slican profil (prisustvo p—OH-benzoeva, p-kumarinska kiseline) ranije je
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ustanovljen kod divlje rastuce vrste Coprinus comatus poreklom iz Portugala (Vaz i sar., 2011) i vrste
C. comatus iz Srbije (Stojkovic i sar., 2013).

U uzorku L. contraversus dokazana je prisustvo samo jedne komponente hinske kiseline koja
je ranije detektovana kod, A. bisporus, A. comtulus, A. mellea, Boletus fragrans, L. nuda (Barros i sar.,
2013).

Kod vrste L. sulphureus detektovana je jedna fenolna kiselina p-kumarinska, predhodnih
rezultati za ovu vrstu poreklom iz Srbije navode sadrzaj p—OH-benzoeva i cimetne kiseline (Petrovi¢ i
sar., 2014). Rezultati Olennikov i sar. (2011) za vrstu poreklom iz Rusije navode sadrzaj vise fenolnih
kiselina (katehinsaka, galna hlorogenska, kafena i p—kumarinska) i flavonoida (kvercetin i kempferol).

p-OH-b ermoec acyd

A A A

protocathecaic acxd

oy

hays cenol
Api7-0-Gle
5.O-caffeoylqausc v -
M
: .L\n?-O-Gk 3 amentoflavone

Slika 5.3. MRM (Multiple Reactions Monitoring) detektovanih jedinjenja u metanolnom
ekstraktu C. disseminatus, dobijenih HPLC-MS/MS.

Od 45 analiziranih komponenti u metanolnom ekstraktu vrste A. auricula-judae sve
analizirane komponente su bile ispod nivoa detekcije, $to je u suprotnosti sa ranijim podacima Oke i
Aslim (2011) za vrstu poreklom iz Turske kod koje je detektovano 8 fenolnih kiselina od kojih su
dominantne bile: galna - 636 pg/g, p-OH-benzoeva - 488 ug/g, kafena - 76 pg/g, p-kumarinska
kiselina - 12 pug/g i cimetna kiselina - 8 ug/g.
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Dobijeni rezultati za ispitivanu vrstu M. giganteus ukazuju na razlike u pogledu detektovanih
fenolnih kiselina, p-kumarinske i kafene kiseline u odnosu na publikovane rezultate Karaman (2009) iz
uzorka poreklom sa Fruske gore u kome navedene fenolne kiseline nisu detektovane, ali je
zabeleZeno prisustvo galne kiseline (675mg/g) i protokatehinske kiseline( 279mg/g).

Sadrzaj fenolnih kiselina u uzorku F. hepatica poreklom iz Portugala, protokatehinska — 67,62
ug/g, p-OH-benzoeva — 41,92 ug/g i cimetna kiselina - 8 pg/g (Vaz i sar., 2012 b), je znatno visi u
odnosu na uzorke analizirane u ovom eksperimentu, kao i odsustvo p-kumarinske kiseline koja na
osnovu rezultata ove studije predstavljala vodeéu fenolnu kiselinu (12.8 pg/g ). Odsustvo p-
kumarinske kiseline i kafene kiseline navedeno je i kod vrste sa Fruske gore (Karaman 2009).

Za razliku od ovih rezultata druga istrazivacka grupa (Ribeiro i sar., 2007) je analizirala profil
fenolnih jedinjenja kod iste vrste F. hepatica takode iz Portugala i detektovala fenolne kiseline:
kafenu i p-kumarinsku kiselinu, Sto je u saglasnosti sa rezultatima ove studije.

Analizirajuci do sada publikovane podatke za ispitivane vrste (Ribeiro i sar., 2007; Karaman i
sar., 2010; Oke i Aslim, 2011; Petrovic i sar., 2014) dosli smo da zakljucka da je tesko uporedivati
sadrzaj ovih jedinjenja imajuéi u vidu njihovu veliku varijabilnost. Pored navedenog, detekcija
polifenolnih jedinjenja nije uvek obuhvatala ista jedinjenja (nema uniformnosti rezultata).

Razlike u kvalitativnom i kvantitativnom sastavu u odnosu na jedinjenja koja su uocena poredenjem
nasih i prethodnih istrazivanja mogu biti posledica promena koje nastaju tokom i nakon vremena
prikupljanja uzoraka, uzimajuéi u obzir enzimatske i oksidativne procese, kao i nestabilnost
polifenolnih jedinjenja. Ova cinjenica u kombinaciji sa razlicitim sredinskim faktorima i faktorima
stresa kojima su gljive izloZene, kao i razli¢itim pristupima kada je metodologija ekstrakcije u pitanju,
pored mogudée genetske varijabilnosti, mogla bi objasniti uocene razlike izmedu rezultata, kada je
upitanju sadrzaj polifenolnih jedinjenja (Ribeiro i sar., 2007; Vaz i sar., 2011).

Odsustvo detekcije polifenolnih jedinjenja moze biti posledica primenjene ekstrakcije, koja je
podrazumevala pripremu ekstrakata gljiva bez tople ekstrakcije, tj. primena toplote je izbegnuta
upravo zbog cCinjenice da su ova jedinjenja nestabilna i da lako gube antioksidativna svojstva (Vaz i
sar., 2011). Medutim, rezultati Choi i sar. (2006) podrZavaju stav da topla ekstrakcija signifikantno
(p<0,05) povecava sadrzaj slobodnih fenolnih i flavonoida jedinjenja u odnosu na sirovi ekstrakt.

5.1.4. Ispitivanje prisustva masnih kiselina

U cilju definisanja sastava masnih kiselina pripremljeni uzorci analizirani su na gasnom
hromatografu (GC). Od 36 metil-estara masnih kiselina u ispitivanim vrstama identifikovano je
ukupno 30 (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2. Rezultati GC analize metil-estera masnih kiselina (%).

MK LYC cD MAP LC AM LSz MER AU FH
1 C6:00 4,46 2,60 2,32 0,53 0,69 1,24 0,56 0,00 0,50
2 (C8:00 0,00 0,00 0,39 0,37 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00
3  C10:00 0,00 0,00 1,00 1,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 (C12:00 0,56 0,00 0,61 0,22 1,26 0,00 0,00 0,00 0,00
7  C14:00 0,78 1,14 1,25 0,47 0,56 1,03 0,09 0,00 0,00
9 (C15:00 2,01 0,51 0,63 1,15 0,51 1,58 0,20 0,00 0,56
11 C16:00 16,56 13,86 16,61 12,34 13,28 9,68 13,10 16,47 16,25
12 Cl1e6:01 0,28 1,85 1,54 0,78 6,69 0,00 0,57 1,35 0,00
13 C17:00 0,44 0,00 0,99 0,21 0,00 0,68 0,00 0,00 0,00
14 C17:01 0,43 0,63 0,00 0,77 0,00 0,31 0,00 0,00 0,00
15 C18:00 1,98 3,56 1,74 5,80 4,17 1,61 1,17 4,84 5,33
16 (C18:1n9t 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 C18:1n9¢c 2,15 12,04 5,90 31,52 36,04 11,01 32,48 35,15 17,33
18 (C18:2n6t 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

19 (C18:2n6c 63,41 56,61 65,40 43,04 34,30 68,82 48,52 32,83 44,56

20 C20:00 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

21 C18:3n6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57 0,83 0,00 0,00 0,00
22 C20:01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40 0,00 0,41 0,00 0,00
23 C18:3n3 0,00 0,49 0,20 0,00 0,00 0,00 0,10 7,88 0,56
24 C21:00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14,42
25 (C20:02 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00
26 C22:00 0,96 0,00 0,00 0,00 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00
27 C20:3n6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
28 (C22:1n9 1,80 2,96 0,57 0,44 0,49 1,31 0,32 1,48 0,44
29 C20:3n3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,44 0,00 0,00 0,00
30 C20:4n6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,45 0,08 0,00 0,00
31 (C23:00 0,00 0,67 0,00 0,00 0,00 0,42 0,00 0,00 0,00
32 C22:02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,21 0,00 0,00
33 C24:00:00 0,00 0,73 0,70 0,72 0,83 0,00 0,62 0,00 0,00
34 C20:5n3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,92 0,00 0,00
35 (C24:01:00 0,00 0,40 0,14 0,00 0,00 0,00 0,52 0,00 0,00
36 C22:6n3 4,17 1,96 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

1. Metil ester kapronske kiseline (C6:0); 2. Metil ester kaprilne kiselin (C8:0); 3. Metil ester kaprinske kiseline (C10:0); 4. Laurinska (C12:0);
5. Metil ester miristinske kiseline (C14:0); 6.Pentadekaenska kiselina metil estar(C15:0); 7 Metil ester palmitinske kiseline (C16:0); 8 Metil
ester palmitoleinske kiseline (C16:1); 9. Metil ester Heptadekaenske kiselin(C17:0); 10. Metil ester cis-10-Heptadecenske kiseline (C17:1);
11. Metil ester stearinske kiseline (C18:0); 12. Metil ester oleinske kiseline (C18:1n9c); 13. Metil ester elaidinske kiselin (C18:1n9t); 14.
Metil ester linolne kiseline (C18:2n6c¢); 15. Metil ester linolelaidinske kiseline (C18:2n6t); 16. Metil ester y-linolenske kiseline (C18:3n6); 17.
Metil ester a-linolenske kiseline (C18:3n3); 18. Metil ester arahidonske kiseline (C20:0);19. Metil ester cis-11-eikosenske kiseline (C20:1n9);
20. Metil ester cis-11,14-eikosadienske kiseline (C20:2); 21. Metil ester cis-8,11,14-eikosatrienoic¢na kiselina metil ester (C20:3n6); 22. Metil
ester cis-11,14,17-eikosatrienske kiseline (C20:3n3) 23. Metil ester arahidonske kiseline (C20:4n6); 24. Metil ester cis-5,8,11,14,17-
eikosapentaenske kiseline (C20:5n3); 25. Metil ester heneicosaenska kiselina (C21:0); 26. Metil ester behenske kiseline (C22:0); 27. Metil
ester eruke kiseline (C22:1n9); 28 Metil ester cis-13,16-dokosaheksaenske kiseline (C22:2); 29. Metil ester cis-4,7,10,13,16,19-
Dokosaheksaenska kiselina (C22:6n3); 30. Metil ester trikosanonske kiseline (C23:0); 31. Metil ester lignocerinske kiseline (C24:0);36. Metil
ester nervonske kiseline (C24:1n9).
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Analiza dobijenih profila pokazala je da su linolna, oleinska, palmitinska i stearinska kiselina
dominantno prisutne masne kiseline u analiziranim vrstama gljiva, Sto je u saglasnosti sa ranije
objavljenim rezultatima za samonikle vrste (Miles i Chang, 2004; Ribeiro i sar., 2009).

Na osnovu rezultata kod svih ispitivanih vrsta dominantna masna kiselina je linolna
(C18:2n6c¢) sa najveé¢im udelom od 68,82% kod vrste L. sulphureus i najmanjim udelom od 32,83%
kod vrste A. auricula-judae. Sadrzaj ove kiseline vedi je od sadrzaja koji su kod L. sulphureus (63,27%)
iz Srbije detektovali Petrovic i sar. (2014). Za vrstu A. mellea iz Turske (Yilmaz i sar., 2006) detektovan
je vedi sadrzaj linoleinske kiseline (49,6%) u odnosu na uzorke ispitivane u ovoj studiji (34,30 %).

Ribeiro i sar., (2009) su utvrdili da je linolna kiselina dominantna masna kiselina za vrstu F.
hepatica iz Portugala Sto je u saglasnosti sa nasim rezultatima.

Udeo oleinske kiseline u ispitivanim uzorcima se kretao od 36,04% kod vrste A. mellea do
2,5% kod vrste L. perlatum, dok su prethodni rezultati (Yilmaz i sar., 2006; Petrovi¢ i sar., 2014)
pokazali znac¢ajno manji sadrzaj ove kiseline kod vrste A. mellea (4,55%) i L. sulphureus (14,52%) u
odnosu na analizirani uzorak.

Palmitinska kiselina detektovana je u svim ispitanim uzorcima sa uc¢e$¢em od 9,68% kod vrste
L. sulphureus do 16,61% kod M. procera (Slika 5.4.). Dostupni podaci o sastavu masnih kiselina kod
vrste M. procera poreklom iz Istre potvrduju prisustvo ove kiseline sa nesto ve¢im udelom (23,81%)
za ekstrakt dobijen primenom superkriticne ekstrakcije (Vidovi¢, 2011).

JL_LA 1 I (N [ NI S VA

T T T T T T T
10 15 20 25 20 35 4] mir

Slika 5.4. GC-hromatogram pikova metil estara masnih kiselina vrste M. procera

Ista studija pokazala je prisustvo palmitinske kiseline u uzorku vrste A. mellea sa udelom od
13,23%, Sto je u saglasnosti sa rezultatima ove studije, ali sa znatno veéim udelom u odnosu na vrstu
poreklom iz Turske kod koje je detektovano samo 1,04 % (Yilmaz i sar.,2006). Stearinska kiselina
detektovana je u opsegu od 1,17 % kod vrste M. giganteus do 5,80% kod L. contraversus. Prisustvo
ostalih detektovanih kiselina je znatno manje i u velikoj meri je varirao od vrste do vrste, a
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interesantno je pomenuti da je jedino kod vrste F. hepatica detektovana heneikosanoi¢na (C21:0)
kiselina sa 14,42%.

Kod vrsta L. perlatum i C. disseminatus detektovana je dokosaheksaenska kiselina (DHA) sa
uceséem od 4,17 i 1,96%.

Dobijene vrednosti sadrzaja masnih kiselina pokazale su veliku varijabilnost. Obim i tip
varijabilnosti podataka ukazivao je na odredene pravilnosti, te su dobijeni rezultati podvrgnuti
multivarijantnoj statistickoj obradi kroz analizu osnovnih komponenti (PCA), kako bi se primetne
pravilnosti u varijabilnosti potvrdile. Rezultati sprovedene analize prikazani su “scatter” dijagramom
u prostoru prve dve glavne ose pri cemu je prvo razdvajanje (horizontalnom-X osom) bilo jace
(25,14%) u odnosu na drugo (17,15%) razdvajanje (vertikalnom-Y osom). Najveéi doprinos

varijabilnosti ispitivanih uzoraka daju slede¢e masne kiseline: C18:2n6c, C8:00, C18:1n9t, C20:02,
C18:1n9c, C6:00 (Slika 5.5).

Factor2: 17 ,15%

C22:6n3

/
___,/

10 05 00 05 10
Factor 1 : 25,14%

Slika 5.5: Razdvojenost metil estara masnih kiselina prema PCA analizi.

Na osnovu varijabilnosti vrednosti ispitivanih vrsta, mogu se definisati dve grupe gljiva sa
sliénim modelom varijabilnosti: A. mellea, M. giganteus, A. auricula-judae, F. hepatica - jedna grupa,
dok drugu grupu cine vrste M. procera i C. disseminatus. Kao zaseban oblik variranja izdvajaju se vrste
L. controversus Cije variranje karakterise prisustvo C20:02, C18:1n9t i C20:00 masnih kiselina i vrsta L.
sulphureus Cije variranje karakterise: C20:3n3 i najvedi sadrzaj C18:2n6c (linolna) i vrsta L. perlatum
Cije variranje karakteriSe prisustvo C22:6n3.
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Slika 5.6. Pozicije analiziranih uzoraka u prostoru 1. i 2. ose glavnih komponenti

Karakterizacija zasi¢enih (SFA), mononezasi¢enih (MUFA) i polinezasi¢enih (PUFA) profila
masnih kiselina prikazana je na (Slici 5.7.)

Slika 5.7. Poredenje sadrZaja zasic¢enih, (SFA) mononezasicenih (MUFA) i polinezasiéenih
masnih kiselina (PUFA) u ispitivanim vrstama gljiva (%).

80

70,54%

67,57%

LYc CcD MAP LC AM LSF MER AU FH
ESFA = MUFA mPUFA
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Procentualni sadrzaj SFA je varirao od 15,79% do 37,08%, dok je sadrzaj MUFA varirao od
4,66% do 43,61%, a sadrazaj PUFA varirao je od 34,86% do 70,54%. Jasno je da je sadrZaj nezasi¢enih
masnih kiselina vedi i od sadrZaja SFA, Sto je u saglasnosti sa (Miles i Chang, 2004). Najveéi sadrzaj
SFA zabeleZen je kod vrste F. hepatica (37,08%), a hajmanji kod vrste M. giganteus (15,73%), dok je
najvedi sadrzaj PUFA zabelezZen je kod L. sulphureus (70,54%), a najmanji kod A. mellea (34,86%), kod
ove vrste zabelezen je najveci sadrzaj MUFA (43,61%), a najmanji kod vrste L. perlatum (4,66%).
Prikazani rezultati su u skladu sa ranijim publikacijama gde se navodi dominacija nezasi¢enih masnih
kiselina u odnosu na sadrzaj ukupnih masti u gljivama (Yilmaz i sar., 2006; Barros i sar., 2008;
Kavishree i sar., 2008).

Zamena zasi¢enih masnih kiselina u ljudskoj ishrani nezasi¢enim masnim kiselinama je veoma
vazna jer dovodi do porasta HDL holesterola i smanjenja LDL holesterola i triglicerida u krvi (Isanga i
Zhang, 2007). Sa druge strane, dokazano je da je ishrana bogata zasicenim mastima u korelaciji sa
povecanjem faktora arterioskleroze i koronarnih bolesti srca (Wang i sar., 2003). Prethodne studije su
pokazale vecu efikasnost hemioterapije u sistemu leCenja kancera uz suplemente ili dijetu sa
uc¢es¢em nezasic¢enih masnih kiselina (Hardman, 2004).

Prikazani rezultati jasno ukazuju na to da analizirane vrste gljiva predstavljaju izvor esencijalnih
hranljivih supstanci, tj. nezasi¢enih masnih kiselina. Shodno dobijenim vrednostima sadrzaja masnih
kiselina u uzorcima gljiva, ispitane vrste se mogu preporuciti u niskokalorijskim dijetama, a zbog
raznolikog sadrZaja nezasi¢enih masnih kiselina, Sto je od velikog znacaja za metabolizam i ljudsko
zdravlje, one se mogu koristiti uz preporuku u redovnoj ishrani ili kao nutraceutici.

5.1.5. Ispitivanje sadrzaja proteina

Gljive produkuju veliki broj proteina i peptida sa znacajnim bioaktivnim svojstvima, kao sto su:
antibakterijska, antifungalna, antiviralna, antiparazitska, antiproliferativna, antikancerogena i
imunomodularna svojstva. Tu pripadaju lektini (ugljenohidrat vezujuci protein), imunomodulatorni
proteini, ribozom deaktivisuéi proteini, antimikrobni proteini, ribonukleaze itd. (Xu i sar., 2011).
Bioaktivni proteini predstavljaju vazan deo funkcionalnih makromolekula u gljivama, na koje se sve
viSe obrada paznja zbog njihovog farmakoloSkog potencijala i moguénosti dalje primene u medicini
(Wong i sar., 2010).

Sadrzaj proteina u odabranim vrstama odreden je standardnom metodom (AOA, 1995) (Tabela
5.3.). Identifikacija proteinskih frakcija u vodenim ekstraktima gljiva izvrSena je elektroforezom na
mikrocipu.

Tabela 5.3. Pregled sadrZaja proteina u ispitivanim vrstama. (%)

Proteina
% 14,54 9,72 12,39 17,69 11,34 10,77 11,56 31,62
0,40 0,03 10,15 10,00 10,08 10,15 10,12 0,13
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Sadrzaj proteina u odabranim vrstama gljiva kretao se od 9,72% do 31,62%. Najveéi procenat
proteina zabeleZen je kod vrste M. procera, koja predstavlja gljivu visoko cenjenu po svojoj aromi i
kvalitetu (Fernandes i sar., 2013), a najmanji kod vrste C. disseminatus. Ovi rezultati su u saglasnosti
sa ranijim publikacijama koje isti¢u gljive kao nutritivnho vredan resurs (Miles i Chang, 2004; Kalac,
2013). Nesto manji sadrzaj proteina je zabeleZen kod vrstu M. procera u odnosu na istu vrstu iz
Makedonije (Petrovska, 2001) i znatno manji sadrZaj proteina u odnosu na vrste A. mellea i M.
giganteus (76,94% i 75,56%) iz Anatolije (Kalyoncu i sar., 2010). Navedeni rezultati govore u prilog
tome da iste vrste koje poticu sa razliCitih geografskih podrucja i koje su izloZene razli¢itim uslovima
Zivotne sredine pokazuju razlike u sadrzaju proteina (Petrovska, 2001; Kalac, 2013).

Elektroforetskom metodom ustanovili smo prisustvo proteinskih frakcija koje su se kretale u
opsegu od 5,2 do 91,0 kDa. Rezultati ukazuju na veliku varijabilnost prisutnih proteinskih frakcija na
osnhovu detektovanih molekulskih masa (Slika 5.8 -5.15, Prilog 8.4.). Najveci broj detektovanih frakcija
imala je vrsta F. hepatica (ukupno 46 frakcija), koje su se kretale u rasponu od 7,3 kDa do 90,9 kDa, sa
najvecim udelom frakcije od 34,2 kDa od 14,3%.
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Slika 5.8. Elektroforegram vrste F. hepatica
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Slika 5.9. Elektroforegram vrste C. disseminatus
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Slika 5.10. Elektroforegram vrste M. procera
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Slika 5.11. Elektroforegram vrste A. mellea
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Slika 5.12. Elektroforegram vrste L. perlatum
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Slika 5.13. Elektroforegram vrste M. giganteus
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Slika 5.14. Elektroforegram vrste L. sulphureus
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Slika 5.15. Elektroforegram vrste A.auricula-judae

Analizom dobijenih frakcija svih analiziranih uzoraka ustanovili smo prisustvo dve frakcije
koje imaju identicne molekulske mase sa do sada poznatim bioaktivnim jedinjenjima, Sizolizin 29,0
kDa i lakaza 67,0 kDa.

Han i sar. 2010 izolovali su hemolizin molekulske mase od 29 kDa iz vrste Schizophyllum
comune, detektovali N-terminalnu sekvencu koja se znatno razlikuje od ranije poznatog hemolizina
poreklom iz gljiva i bakterija, za koji je dokazano da inhibira HIV-1 reverzne transkriptaze sa ICso od
1,8 uM.

Lakaze molekulske mase 67,00 kDa izolovane iz sveZze gljive Lentinus edodes poseduju
inhibitornu aktivnost prema HIV-1 reverznim transkriptazama, ICso = 7,5 M (Sun i sar., 2011).

Kod vrste C. disseminatus utvrdene su 32 proteinske frakcije, frakcija sa molekulskom masom
od 27 kDa je od ranije poznatog biopotencijala. Lentin (27,5 kDa) izolovan iz vrste Lentinus edodes
koji poseduje antifungalnu aktivnost, inhibira aktivnost reverzne transkriptaze HIV- 1 i inhibira
proliferaciju éelija leukemije (Ngai i Ng, 2003).

L. sulphureus u ispitivanom opsegu ima 25 proteinskih frakcija od kojih frakcije sa
molekulskom masom od 10,9 i 13,8 kDa prema ranije objavljenim rezultatima poseduju bioaktivnost,
kordimin (10,9 kDa) izolovan iz Cordyceps militaris i velutin (13,8 kDa) iz vrste Flammulina velutipes
inhibira aktivnost reverzne transkriptaze HIV- 1 (Wong i sar., 2011; Wang i Ng, 2001).

Wang i Ng, 2004 su izolovali lakazu male molekulske mase 43 kDa iz sveZe gljive Tricholoma
giganteum koja poseduje inhibitornu aktivnost prema HIV-1 reverznim transkriptazama i znatno
bolju inhibitornu aktivnost prema retroviralnim reverznim transkriptazama u odnosu na ostale
aktivne proteine iz gljiva i drugih prirodnih proizvoda.

Prema nasim rezulatatima vrsta M. procera u ispitivanom opsegu ima 24 proteinske frakcije a
medu karakterisanim je i frakcija molekulske mase od 43 kDa sa udelom od 2,1%.
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Vrsta A. mellea ima 24 frakcije sa najve¢im udelom od 30,19 % frakcije molekulske mase
19,00 kDa.

L. perlatum u ispitivanom opsegu ima 21 frakciju, a frakcija od 14,1 kDa ima najveéi udeo od
42,17%. Wong i sar. 2008 su analizirali ribozom inaktivirajuéi protein marmorin izolovan iz sveze gljive
Hypsizigus marmoreus molekulske mase 9 kDa koji ispoljava antiproliferativnu aktivnost u odnosu na
MCF7 i HepG2 éelije kancera.

Nasi rezultati pokazuju da vrsta M. giganteus u ispitivanom opsegu ima 22 frakcije i da je
najvedi udeo (24,34%) frakcije sa najmanjom molekulskom masom 5,4 kDa.

Prema nasSim rezultatima vrsta sa najmanjim brojem frakcija u ispitivanom opsegu je A.
auricula-judae sa 17 proteinskih frakcija u rasponu molekulskih masa od 10,2 do 50,5 kDa, i sa
najmanjim procentom sadrzaja proteina u odnosu na vrste ispitivane u ovoj studiji.

lako je veliki broj studija koje su istrazivale bioaktivne proteine u gljivama, ipak je malo
dostupnih podataka o vrstama koje su istrazivane u ovoj studiji.

Nasi rezultati govore u prilog tome da su analizirane vrste gljiva bogate razli¢itim proteinskim
frakcijama za koje moZzemo samo da pretpostavimo da su kompatibilni sa veé izolovanim aktivnim
proteinima iz drugih vrsta gljiva, jer nismo bili u mogucnosti da determiniSemo N-terminalne
sekvence kao ni izolaciju frakcija za koje pretpostavljamo da imaju odredenu biolosku aktivnost.
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Slika 5.16. Klaster ispitavanih vrsta prema zastupljenosti proteinskih frakcija (%).

Procentualna zastupljenost dobijenih vrednosti molekulskih masa proteinskih frakcija
podvrgnute su diskriminantnoj analizi sa a priori definisanim grupama u cilju prikazivanja njihove
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povezanosti ili slicnosti u njihovim procentualnim vrednostima. S obzirom da su dobijene vrednosti
izuzetno varirale podvrgnute su logaritmovanju te su kao takve procesuirane sa diskriminantnim
vektorima. Izracunate vrednosti Mahalanobiusovih distanci koriStene su u aglomerativnoj politetickoj
klasterskoj analizi i prikazane horizontalnim klasterom, Slika 5.16.

U odnosu na procentualnu zastupljenost molekulskih masa proteinskih frakcija, apsolutnu
diferenciranost pokazuju proteinske frakcije vrste F. hepatica, dok su ostale vrste znatno blize u
vrednostima i formiraju dve, odnosno Cetiri zasebne grupe. lzuzetno bliske vrednosti proteinskih
frakcija pokazuju vrste M. giganteus i L. sulphureus kojima se pridruzuje vrsta A. mellea Cineci jednu
od Cetiri grupe. Vrsta sa najblizim vrednostima je M. procera koja je jedinstvena, te zajedno sa takode
naglasenom izolovanom vrednosti vrste A. auricula-judae, i pomenutim vrstama prve grupe Cine
jednu od dve vece celine. Drugaciji model proteinskih frakcija pokazuju vrste C. disseminatus i L.
perlatum, bliske u njihovim vrednostima gradeci preostalu grupu analiziranih taksona.

5.1.6. Ispitivanje prisustva makro- i mikro-elemenata

Rezultati sadrzaja makro- i mikro-elemenata u ispitivanim uzorcima gljiva prikazani su u Tabeli 5.4.

Tabela 5.4. Pregled sadrZaja makro- i mikro-elemenata u ispitivanim vrstama (mg/g sm)

Vrste K Mg Ca Cu Zn Mn Fe
gliiva mg/g mg/g mg/g  mg/kg mg/kg mg/kg  mg/g
AM 32,068 1,240 1,064 6,817 16,667 14,85 0,386
cD 24,887 6,728 23,901 18,3 193,333 188,167 5,985
LC 30,491 1,253 1,968 17,917 74,167 23,867 0,582
FH 34,042 1,259 1,143 16,517 34,167 24,633 0,517
MAP 33,649 1,304 1,090 104,75 97,500 4,983 0,143
LS2 21,521 0,848 0,624 7,000 58333 2,117 0,094
MER 17,760 1,711 1,043 44,033 58333 7,217 0,235

*MER - M. gignateus, LSZ - L. sulphureus, FH - F. hepatica, AM - A. mellea, CD - C. disseminatus, LC - L.
controversus, MAP - M. procera

U svim analiziranim gljivama od makro-elemenata najvise je prisutan kalijum (K) koji se
kretao u koncentracijama od 17,8 mg/g kod vrste M. giganteus do 34,0 mg/g kod vrste F. hepatica.
Sadrzaj kalcijuma (Ca) se kretao u vrednostima od 0,84 mg/g kod L. sulphureus do 23,9 mg/g

kod vrste C. disseminatus. Posebno je interesantna cinjenica da je sadrzaj kalcijuma visestruko
(dvadeset puta) vedi kod vrste C. disseminatus nego kod ostalih ispitivanih vrsta gljiva.

Sadrzaj magnezijuma (Mg) se kretao u opsegu od 0,8 mg/g kod vrste L. sulphureus do 6,7
mg/g kod vrste C. disseminatus. Ocigledno je trend sadrZaja Ca i Mg isti kod vecine vrsta gljiva.
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Na osnovu rezultata ispitivanja sadrZaja mikro-elemenata najvise je prisutan cink (Zn) koji se
kretao u koncentracijama od 34,2 mg/kg kod vrste F. hepatica do 193,3 mg/kg kod vrste C.
disseminatus.

Najvedi sadrzaj mangana (Mn) i gvoZda zabeleZen je takode kod vrste C. disseminatus 188,2
mg/kg i 5,9 mg/g dok je najmanji bio kod vrste L. sulphureus 2,1 mg/kg i 0,09 mg/g.

Koncentracija bakra (Cu) u ispitivanim uzorcima kretala se od 104,7 mg/kg kod M. procera do
6,8 mg/kg kod A. mellea.

Prethodna istrazivanja ukazuju da se sadrzaj gvozda (Fe) u jestivim divlje rastué¢im gljivama
krece u rasponu od 30-150 pg/g (Kalac i Svoboda, 2000), 568-3904 ug/g (Turkekul i sar., 2004) do
56.1-7162 pg/g (Isiloglu i sar., 2001)

Kod vrste M. procera i A. mellea poreklom iz Turske sadrZaj mangana (Mn) je znatno vecdi
(101 pg/g i 49,1 mg/kg) kao i kod vrste A. mellea iz Gréke (55,59 pg/g), dok je kod vrste F. hepatica iz
Grcke zabeleZzena manja vrednost (7,19 pg/g) u odnosu na rezultate nasih ispitivanja (Tuzen i sar.,
2007; Sesli i sar., 2008; Ouzouni i sar., 2009).

Koncentracija bakra (Cu) u gljivama se krec¢e od 100 do 300 mg/kg sm S$to se ne smatra
zdravstvenim rizikom (Kalac i Svoboda, 2000). Sadrzaj bakra u gljivama je znatno veéi u odnosu na
povrce, ali je bioraspoloZivost ovog elementa niska zbog ograni¢ene apsorpcije na nivou tankog creva
(Schellmann i sar., 1980).
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Slika 5.17. Klaster ispitivanih vrsta prema sadrZaju makro- i mikro-elemenata.

Koncentracije cinka u gljivama se prema literaturnim podacima krecu u opsegu od 29,3 do
188 pg/g (Tuzen i sar., 2007), dok su kod vrste A. mellea poreklom iz Gréke (Ouzouni i sar., 2009)
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zabelezen ¢ak tri puta veéi sadrzaj ovog mikro-elementa (54,12 pg/g) u odnosu na vrednosti dobijene
za vrstu poreklom iz Srbije analiziranu u ovom radu. Takode rezultati ove studije pokazuju vece
vrednosti za vrstu M. procera u odnosu na vrstu poreklom iz Turske, a kompatibilni su za vrstu F.
hepatica poreklom iz Grcke (Tuzen i sar., 2007; Ouzouni i sar., 2009).

Vrednosti sadrzaja makro- i mikro-elemenata u ispitivanim vrstama podvrgnute su
diskriminantnoj analizi sa a priori definisanim grupama u cilju prikazivanja njihove povezanosti ili
sliénosti u odnosu na sadrzaj makro- i mikro-elemenata. Apsolutnu diferenciranost pokazuje vrsta C.
disseminatus, a najveci doprinos ovoj disociranosti daju sadrzaj Mg, Fe, Ca, koja formira posebnu
grupu na klasteru, dok su ostale vrste znatno blize u vrednostima i formiraju dve grupe. lzuzetno
bliske vrednosti mikro- i makro-elementa pokazuju vrste A. mellea, F. hepatica i vrste L. controversus,
L. sulphureus kojima se pridruzuje vrsta M. giganteus, zaseban oblik disociranosti pokazuje vrsta M.
procera cemu doprinosi visokog sadrzaja Cu.

Vrsta C. disseminatus je prema sadrZaju makro- i mikro-elemenata pokazala uglavhom
najvise vrednosti i znacajnu disociranost u poredenju sa ostalim ispitivanim vrstama (Tabela 5.4.).
Ova razlika se moze tumaciti i poreklom koje je sasvim drugacije geografsko podruéje u odnosu na
sve ostale ispitane vrste, ali i ¢Cinjenicom da je ovaj uzorak iz urbanog okruzenja (gradska sredina) za
razliku od ostalih vrsta koje su poreklom iz podrucja gde nije u tolikoj meri prisutan antropogeni
faktor (ruralna sredina).

Hemijski sastav razliCitih vrsta gljiva dominantno zavisi od dostupnih elemenata u supstratu
na kojima one rastu i razvijaju se upravo zbog njihove sposobnosti apsorpcije koja se ostvaruje
njihovim nacinom ishrane. One akumuliraju specificne makro- ili mikro-elemente (superakumulatori,
akumulatori i bioindikatori) razlic¢itim mehanizmima, koje su stvorile tokom evolucije kao odbrambeni
mehanizam tj. adaptaciju na stres pomocu koga se brane od nepovoljnih uticaja samog okruzenja,
amortizujudi time uticaj sredine na sopstveni metabolizam (Karaman i Matavulj, 2005).

5.2 Bioloska aktivnost ekstrakata

Brojna su istrazivanja koja ukazuju da u razvoju degenerativnih i inflamatornih oboljenja
znacajan uticaj ima oksidativni stres, a narocito reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. reactive oxygen
species, ROS ) i reaktivne azotne vrste (engl. reactive nytrogen species, RNS).

Dodatni znacaj supstanci sa antioksidantnim svojstvima poti¢e od njihove sposobnosti da
Stite druge biomolekule od Stetnog dejstva kiseonika. Imajuci u vidu da ova jedinjenja mogu delovati
putem razli¢itih mehanizama, inhibicije oksidativnih enzima, reakcije sa oksidansima pre nego Sto
mogu da oStete biomolekule, vezivanja jona prelaznih metala itd, nemoguce je definisati jedinstveno
merilo antioksidativne aktivnosti. Upravo zbog toga postoji veliki broj testova za merenje
antioksidativne aktivnosti i kapaciteta prirodnih i drugih supstanci, zasnovanih uglavnom na transferu
elektrona ili atoma vodonika (Sanchez, 2002). Ove metode sustinski mere sledeée sposobnosti:

e hvatanja slobodnih radikala (ROS i RNS- O,¢ H,0, ROOe,0OHe, ONOO-),
e potrosnju Oy,
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e inhibiciju lipidne peroksidacije,
e transfer atoma vodonika (ORAC i slicni testovi),
e transfer elektrona (FRAP, DPPHe, DMPD i sl).

Treba imati u vidu da se reaktivnost uzorka prema razli¢itim oksidansima i pri razli¢itim
eksperimentalnim uslovima (pH, polarnost sredine) razlikuje i nijedan test ne odrazava u potpunosti
kompleksnost dejstva i interakcija antioksidanasa in vivo, zbog Cega je potrebno primeniti vise
razlicitih metoda (MacDonald-Wicks i sar., 2006).

U ovom radu je antiradikalska aktivnost EtOH i Aq ekstrakata ispitivanih vrsta ocenjena
merenjem njihove sposobnosti da neutraliSu sledece radikale: DPPHe, OHe, SOAe, NOe kao i
sposobnost da redukuju [Fe-TPTZ]3*, primenom FRAP testa.

5.2.1. Odredivanje ,,skevendzer” aktivnosti primenom DPPH-testa
Pojedinacni rezultati za ,,skevendzer” aktivnosti EtOH i Aq ekstrakata gljiva primenom DPPH

testa dati su u Prilogu.8.5., a uporedni graficki prikaz dobijenih rezultata na osnovu ICsp vrednosti dati
su na Slici 5.18.

Na osnovu prikazanih 1Csp vrednosti ocigledno je da su svi ispitivani ekstrakti ispoljili
antiradikalsku aktivnost u opsegu od 17,19 do 98,96 %. Kod svih ekstrakata uocena je koncentracijska
zavisnost u odnosu na ispoljenu aktivnost.

Najsnaznija aktivnost zabeleZzena je kod vodenog i etanolnog ekstrakta vrste F. hepatica
(1C50=41,2 pg/ml, 1Cso= 49,4 pug/ml). Nasuprot tome, najslabiju aktivnost ispoljili su vodeni ekstrakt C.
disseminatus (1Cs0=243,078 ug/ml) i etanolni ekstrakt vrste A. auricula-judae (1C50=425,9 pg/ml).
Poredenjem etanolnih i vodenih ekstrakata, moze se uociti da su vodeni ekstrakti ispoljili bolju
aktivnost, koja je statisticki znacajna u odnosu na etanolne ekstrakte (p<0,05) osim u slucaju vrste F.
hepatica gde ne postoji statisticki znacajna razlika u aktivnosti ova dva ekstrakta i u slucaju vrste M.
gigantues gde je etanolni ekstrakt pokazao bolju antiradikalsku aktivnost.

Rezultati nasih istraZivanja ukazuju na znatno jacu (nekoliko desetina puta) antiradikalsku
aktivnost na DPPH-radikalu gljiva analiziranih u ovom istrazivanju u odnosu na ranije publikovane
rezultate za vrste A. auricula-judae iz Turske i Malezije (Oke i Aslim 2011, Kho i sar., 2009), kao i vrste
A. mellea iz Portugala (Vaz i sar., 2011), C. disseminatus iz Jemena (Al-Fatimi i sar., 2013).

Snazno antiradikalsko delovanje ekstrakata gljiva utvrdenih DPPH testom prema literaturnim
podacima prvenstveno se vezuje za prisustvo razli¢itih klasa fenolnih jedinjenja (Barros i sar., 2008;
Karaman i sar., 2009; Helenoi sar., 2015), kao sto su fenolne kiseline ili u manjoj meri flavonoidi.
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Slika 5.18. Poredenje anti-DPPH radikalskog kapaciteta EtOH i Aq ekstrakata ispitivanih vrsta.
*Stubici na histogramu sa razlicitim brojem zvezdica statisticki se znacajno razlikuju, p<0,05.

Radi provere uticaja fenolnih jedinjenja na ispoljenu antiradikalsku aktivnost utvrdena je
korelacija njihovog ukupnog sadrzaja sa dobijenim aktivnostima (izraZzenih kao recipro¢na vrednost
ICso) (Tabela 5.4).

Tabela 5.4. Korelacija rezultata DPPH testa i sadrZaja fenola i flavonoida
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Na osnovu vrednosti korelacija izmedu ukupnog sadrzaja fenola i DPPH testa veoma visoka
korelacija se uo¢ava kod EtOH ekstrakta vrste A. aquricula-judae (r?=0,99 p<0,05), L. perlatum (r*=0,92)
i Aq ekstrakta F. hepatica (r?=0,99) i L. perlatum (r?>=0,92). Visoka korelacija se uo&ava izmedu
sadrZaja fenola i DPPH testa i kod EtOH i Aq ekstrakata L. controversus (r*= 0,88, 0,89), EtOH M.
procera (r*=0,79) i Aq A. mellea (r’=0,78). Sadrzaj ukupnih flavonoida pokazuje veoma visoku
korelaciju sa DPPH testom kod EtOH i Aq ekstrakta vrste F. hepatica (r*=0,99, 1, p<0,05), EtOH L.
controversus (r’=0,99) i Aq L. perlatum (r?=0,94). Visoku korelaciju u odnosu na DPPH test pokazuje
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sadrzaj flavonoida kod sledecih ekstrakata: Aq - M. procera; Aq - A. mellea; EtOH - A. auricula-judae;
EtOH i Aq - L. perlatum (r*=0,85-0,83) Dobijene veoma visoke (preko 0,9) i visoke (visoke 0,7-0,9)
korelacije ukazuju da fenolna jedinjenja i flavonoidi imaju klju¢nu ulogu u antiradikalskoj aktivnosti

analiziranih vrsta gljiva.

Hipoteza o dobijenoj aktivnosti kao posledice prisustva fenolnih jedinjenja, odnosno
flavonoidnih jedinjenja (Reis i sar., 2011) je na osnovu korelacionih koeficijenata i potvrdena.

5.2.2. Odredivanje kapaciteta "hvatanja" OH® radikala

Antiradikalsko delovanje ispitivanih ekstrakata na nivou neutralizacije OH® radikala odredeno
je merenjem stepena delovanja inhibicije degradacije 2-deoksi-D-riboze, pod uticajem OH®
generisanog u Fentonovoj reakciji, i TBA- reaktivne supstance (pre svih MDA ) u prisustvu ekstrakata.

Iz dobijenih rezultata neutralizacije OH® radikala Prilog 8.5., Slika 5.19. a na osnovu
izraCunatih 1Cso vrednosti moze se zakljuciti da je najsnaznije “skevindzer” delovanje ispoljio EtOH
ekstrakt vrste A. mellea (1Cs0=0,54 pug/ml) i vodeni ekstrakt C. disseminatus (1Cs0=4,16 pg/ml).

Ostali ekstrakti ispoljili su nesto slabiju aktivnost, ali i dalje veoma izrazenu u odnosu na
sinteticki antioksidans terc-butil hidroksitoluen (BHT) (1Cs0=30 pg/ml) (Karaman, 2009). Najslabiju
aktivnost ispoljio je vodeni ekstrakt vrste L. contraversus (ICso=116 pg/ml).
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Slika 5.19. Poredenje antiradikalskog kapaciteta EtOH i Aq ekstrakata ispitivanih vrsta, odredenog OH
testom. *Stubici na histogramu sa razlicitim brojem zvezdica statisticki se znacajno razlikuju, p<0,05.

Poredenjem rezultata koje su pokazali etanolni i vodeni ekstrakat, moZze se uociti da su
etanolni ekstrakti ispoljili bolju aktivnost koja je statisticki znacajna (p<0,05) u odnosu na vodene
ekstrakte, osim u slucaju vrste L. perlatum. Ekstrakti vrsta L. sulphureus, L. controversus i C.
disseminatus ne pokazuju statisticki znacajnu razliku kada je u upitanju neutralizacija OH® radikala.

Kako je hidroksilni radikal najaktivniji, pa time i najtoksi¢niji medu svim ROS, usled cega
indukuje razlic¢ita oStecenja u biomolekulama, protektivni efekat fungalnih ekstrakata mogao bi se
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tumaciti njihovom sposobnos$éu da uklone OH® ili da preveniraju njegovu produkciju ostvarenu kroz
Fentonovu reakciju (Soler-Rivas i sar., 2000).

Tabela 5.5. Korelacija rezultata OH testa i ukupnog sadrZaja fenola i ukupnih flavonoida
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Analizirajuc¢i dosadasnja istrazivanja antiradikalske aktivnosti ekstrakata gljiva u pogledu OH*
radikala moZzemo konstatovati malo dostupnih rezultata. Rezultati nasih istraZivanja govore u prilog
znacajno veéim sposobnostima neutralizacije OH" radikala za vodene ekstrakte vrsta F. hepatica i M.
giganteus u odnosu na ranije publikovane vrednosti (Ribeiro i sar., 2009; Karaman i sar., 2009).

Na osnovu korelacija utvrdenih izmedu ukupnog sadrzaja fenola i OH testa veoma visoka
korelacija se uocava kod Aq ekstrakta vrste F. hepatica (r*=0,99, p<0,05) i visoka kod Aq - A. mellea
(r>= 0,85) i EtOH - F. hepatica (r’=0,76). Veoma visoka korelacija utvrdena je izmedu sadriaja
flavonoida i OH testa kod EtOH ekstrakata A. mellea (r>=0,97) i visoka korelacija kod EtOH ekstrakta
M. giganteus i L. perlatum (r?>=0,88 i 0,86) i Aq ekstrakta A. mellea (r?>=0,78). Dobijeni korelacioni
faktori ukazuju na znacajnu aktivnost fenola i flavonoida u ovim procesima, za pomenute ekstrakte.
Umerene i niske korelacije koje su utvrdene kod ostalih ekstrakata ukazuje da ovi metaboliti nemaju
velikog uticaja na neutralizaciju pomenute radikalske vrste kod tih vrsta gljiva.

5.2.3. Odredivanje kapaciteta "hvatanja" NO° radikala

Rezultati uticaja vodenih i etanolnih ekstrakata ispitivanih vrsta na produkciju NO* radikala
dati su na Slici 5.20. (Prilog 8.5). Antiradikalska mo¢ ekstrakata izraZena je kao IC;s vrednost, odnosno
kao koncentracija ekstrakta pri kojoj je inhibisano 25% NO radikala (ICso vrednosti nisu mogle biti

registrovane).

Na osnovu dobijenih vrednosti Aq - A. auricula-judae (1C;5=11,66 pg/ml) ispoljio je najbolju
aktivnost, dok je medu EtOH ekstraktima najbolju aktivnost pokazao ekstrakt vrste A. mellea
(IC35=13,44 pg/ml), interesantno je pomenuti da je upravo Aq ekstrakt ove vrste pokazao najslabiju
antiradikalsku aktivnost sa inhibicijom radikala od 25% pri koncentraciji od 328,70 pg/ml.
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Slika 5.20. Poredenje antiradikalskog kapaciteta EtOH i Aq ekstrakata ispitivanih vrsta,
odredenog NO testom. *Stubici na histogramu sa razli¢itim brojem zvezdica statisticki se znacajno
razlikuju, p<0,05.

Statisticki znacajnu razliku pokazuju vodeni i etanolni ekstrakti kada je upitanju NO
antiradikalska aktivnost kod vrsta: M. giganteus A. mellea i C. disseminatus, dok se kod ostalih vrsta
ne uocava znacajna razlika izmedu ispitivanih vodenih i etanolnih ekstrakata.

Tabela 5.6. Korelacija rezultata NO testa i sadrZajaukupnih fenola (UP) iukupnih flavonoida (UF)
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Utvrdena korelacija izmedu sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida sa NO testom (Tabela 5.6.),
pokazuje veoma visoke vrednosti korelacije za ukupne fenole kod Aq ekstrakta vrste A. auricula-
judae (r>= 0,91, p <0,05) i M. procera (r?>= 0,96), EtOH ekstrakta M. procera (r’= 0,91), L. controversus
(r’= 0,91) i L. perlatum za ukupne flavonoide (r’= 0,97). Na osnovu ovih rezultata moZemo
pretpostaviti da ova jedinjenja imaju znacajnu ulogu u ostvarivanju antiradikalske aktivnosti prema
NO radikalu.
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5.2.4. Odredivanje kapaciteta "hvatanja"0;* radikala

Rezultati “skevendZer” aktivnosti super oksid anjon radikala u vodenim i etanolnim
ekstraktima analiziranih gljiva dat je na Slici 5.21., i u Prilogu 8.5.

Najbolje rezultate ispoljili su EtOH ekstrakt vrste C. disseminatus (ICs0=0,66 pg/ml ) i Aq
ekstrakt L. contraversus (ICs0=6,17 pg/ml) dok je etanolni ekstrakt iste vrste ispoljio u ovoj grupi
ekstrakata najslabiju aktivnost. Vodeni ekstrakt vrste L. perlatum je ispoljio najslabiju aktivnost u
odnosu na vodene ekstrakte i u odnosu na sve ispitivane uzorke (IC5,=198,98 ug/ml).

Slika 5.21. Poredenje antiradikalskog kapaciteta EtOH i Aq ekstrakata ispitivanih vrsta, odredenog O;°
testom.
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Vodeni i etanolni ekstrakti vrsta A. auricula-judae i A. mellea ne pokazuju statisticki znacajne
razlike kada je upitanju “skevendzer” aktivnosti super oksid anjon radikala.

Na osnovu vrednosti korelacija izmedu ukupnog sadrzaja fenola i O;" testa veoma visoka
korelacija se uotava kod Aq ekstrakta vrste L. perlatum (r’>= 0,999, p<0,05), L. controversus(r’= 0,97) i
M. giganteus (r’=0,91) (Tabela 5.7). Ostali ekstrakti ispitivanih vrsta pokazuju umerenu do nisku
korelaciju sto nam daje mogucnost da pretpostavimo da ova jedinjenja nemaju klju¢nu ulogu u
ostvarivanju ove aktivnosti. Kada su u pitanju korelacije sadrZzaja ukupnih flavonoida i O;" testa vedi je
broj veoma visokih i visokih korelacija sa antiradikalskom aktivnosti. Veoma visoku korelaciju
(r>>0,90) pokazuju Aq ektrakti L. sulphureus, L. controversus, F. hepatica i EtOH ekstrakt F. hepatica.

Tabela 5.7. Korelacija rezultata O;"testa i sadrZaja ukupnih fenola i flavonoida
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5.2.5. Odredivanje redukcionog potencijala primenom FRAP-testa

FRAP test, (eng. ferric reducing ability of plasma ili ferric ion reducing antioxidant power)
predstavlja jednu od standardnih metoda za ispitivanje redukcionih svojstava prirodnih ekstrakata
razlicitog porekla. Ovom metodom odreduje se sposobnost nekog ekstrakta da ucestvuje u
jednoelektronskim redoks-reakcijama, Sto znaci da antioksidansi sa razli¢itim modusom delovanja ne
mogu biti registrovani (MacDonald-Wicks i sar., 2006).

Rezultati FRAP testa dati su na Slici 5.22. i u Prilogu 8.5. ZapazZa se da su EtOH i Aq ekstrakti F.
hepatica (52,836 mgAK/g) ispoljili najvedi redukcioni kapacitet, dok je najmaniji efekat zabelezen kod
vrste L. contraversus (3,78 mgAK/g).

Poredenjem vrednosti dobijenog redukcionog kapaciteta Aq i EtOH ekstrakata moZzemo
zakljuCiti da ekstrakti vrsta L. sulphureus, M. procera, M. giganteus i L. perlatum ne pokazuju
signifikantnu razliku u pogledu redukujuceg kapaciteta, dok su kod svih drugih vrsta EtOH ekstrakti
ispoljili bolji redukujudi kapacitet u odnosu na Aq, osim kod vrste A. mellea.
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Slika 5.22. Poredenje antioksidativnog kapaciteta EtOH i Aq ekstrakata ispitivanih vrsta,
odredenog FRAP testom.

U ranijim studijama zabelezZen je redukcioni potencijal gljive M. procera, pokazane vrednost
za metanolni ekstrakt (3,70mg ekv. AK/g), i vodeni ekstrakt (3,70mg ekv. AK/g) pokazuju skoro 4 puta
jaci redukcioni potencijal vrste M. procera ispitivane u ovoj studiji (Puttaraju i sar., 2006).

Posmatrajuci sve ekstrakte gljiva, etanolni ekstrakti su pokazali jace dejstvo u odnosu na
vodene, $to je suprotno od dobijenog u istraZzivanju Tsai i sar. (2007). Razlika u redukcionom
potencijalu razlicitih ekstrakata moZe se objasniti sposobnoséu donacije H atoma, kako je objasnjeno
od strane Shimad i sar. (1992).
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Veoma visok koeficijent korelacije izmedu sadrZaja fenola i FRAP testa pokazuju ekstrakti Aq
A. auricula-judae (r*=0,98, p<0,05), L. controversus (r*=0,962), i EtOH A. mellea (r?=0,989). Sadrzaj
flavonoida je veoma visoko korelisao sa ovim testom kod ekstrakata vrsta Aq M. procera (r?=0,930),
EtOH M. giganteus (r>=0,927) i Aq L. controversus (r>=0,913), Tabela 5.8.

Tabela 5.8. Korelacija rezultata FRAP testa i sadrZaja fenola i flavonoida
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U cilju odredivanja najpotentnije vrste izmedu devet ispitivanih vrsta, izvrSeno je rangiranje gde je
koriséen relativni odnos ICso vrednosti ispitivanih ekstrakata i utvrden je sledeci odnos antioksidantne
aktivnosti vrsta za sledece testove prema vodenim i etanolnim ekstraktima:

Sposobnost neutralizacije DPPH*®

Etanolni ekstrakti

F. hepatica (49,4 ug/ml) > M. giganteus (58,3 ug/ml) > M. procera (73,3 pg/ml) > L. perlatum
(174,0 pg/ml) > A. mellea (187,6 pg/ml) > L. sulphureus (215,1 pug/ml) > L. contraversus (360,8 pg/ml)
> C. disseminatus (384,0 ug/ml) > A. auricula-judae (425,9 ug/ml).

Vodeni ekstrakti

F. hepatica (41,16 pg/ml) > M. procera (41,67 ug/ml) > L. perlatum (47,35 pug/ml) > A. mellea
(48,40 pg/ml) > A. auricula-judae (61,13 pug/ml) > L. sulphureus (73,53 pg/ml) > M. giganteus (144,94
ug/ml) > L. contraversus (218,93 pg/ml) > C. disseminatus (243,08 pg/ml).

Kapacitet ,hvatanja“ OH*- radikala:

Etanolni ekstakt

A. mellea (0,54 pg/ml) > A. auricula-judae (0,94 pg/ml) > F. hepatica (1,79 pg/ml) > A.
aegerita (2,27 pg/ml) > M. giganteus (2,43 ug/ml) > M. procera (2,96 pg/ml) > L. perlatum (6,72
ug/ml) > C. disseminatus (9,93 ug/ml) > L. contraversus (10,51 pug/ml) > L. sulphureus (10,73 pg/ml).

Vodeni ekstrakt

C. disseminatus (4,16 ug/ml) > A. aegerita (4,44 ug/ml) > A. mellea (4,66 ug/ml) > F. hepatica
(5,04 pg/ml) > M. giganteus (8,91 pug/ml) > L. sulphureus (12,94 pug/ml) > M. procera (13,94 ug/ml) >
L. perlatum (17,25 pg/ml) > A. auricula-judae (17,81 pug/ml) > L. contraversus (22,11 pg/ml).

Kapacitet ,hvatanja“ O,°’- radikala:

Etanolni ekstrakt
C. disseminatus (0,66 ug/ml) > L. sulphureus (2,54 ug/ml) > F. hepatica (14,59 pg/ml) > A.
aegerita (18,37 ug/ml) > M. giganteus (20,94 ug/ml) > A. mellea (22,04 pg/ml) > A. auricula-judae
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(54,16 pg/ml) > L. perlatum (64,57 pug/ml) > M. procera (85,81 pg/ml) > L. contraversus (115,24
ug/ml).

Vodeni ekstrakt

L. contraversus (6,17 pg/ml) > M. procera (9,95 ug/ml) > A. auricula-judae (20,09 pg/ml) > F.
hepatica (23,47 pug/ml) > A. mellea (24,64 pug/ml) > C. disseminatus (29,38 ug/ml) > M. giganteus
(44,37 pg/ml) > L. sulphureus (45,94 pg/ml) > L. perlatum (198,98 pg/ml).

Kapacitet ,hvatanja“ NO°- radikala:

Etanolni ekstrakt

A. auricula-judae (30,88 pg/ml) > L. sulphureus (41,68 pg/ml) > A. mellea (50,27 pg/ml) > L.
contraversus (55,96 ug/ml) > C. disseminatus (59,93 pug/ml) > M. procera (86,93 pug/ml) > L. perlatum
(89,42 pg/ml) > F. hepatica (126,06 pug/ml) > M. giganteus (205,96 pg/ml).

Vodeni ekstrakt

M. procera (10,12 ug/ml) > L. contraversus( 18,55 pg/ml) > C. disseminatus (30,74 pg/ml) >
M. giganteus (31,20 ug/ml) > F. hepatica (48,04 ug/ml) > L. sulphureus (73,94 ug/ml) > L. perlatum
(81,37 pg/ml) > A. mellea (82,92 ug/ml) > A. auricula-judae (89,61 pg/ml).

FRAP test

Etanolni ekstrakt

F. hepatica (52,84 mgAK/g) > A. auricula-judae (30,13 mgAK/g) > L. perlatum (21,87 mgAK/g)
> M. procera (16,55 mgAK/g) > A. mellea (12,33 mgAK/g) > L. contraversus (10,93 mgAK/g) > M.
giganteus (10,82 mgAK/g) > C. disseminatus (9,75 mgAK/g) > L. sulphureus (8,531 mgAK/g).

Vodeni ekstrakt

F. hepatica (30,90 mgAK/g) > A. mellea (21,13 mgAK/g) > L. perlatum (19,30 mgAK/g) > A.
auricula-judae (16,60 mgAK/g) > M. giganteus (10,67 mgAK/g) > M. procera (10,11 mgAK/g) > L.
sulphureus (9,98 mgAK/g) > C. disseminatus (3,86 mgAK/g) > L. contraversus (3,77 mgAK/g).

Dobijeni rezultati ukazuju na cinjenicu da analizirane gljive, posebno vrste F. hepatica, C.
disseminatus, A. mellea, L. contraversus, M. procera predstavljaju vrste gljiva koje su od izvanrednog
znacaja kao prirodni izvori antioksidanata. Takode bi posebnu paznju trebalo posvetiti vrstama koje
su do sada skoro potpuno neistrazene (M. giganteus, C. disseminatus, L. controversus), prema
dobijenim rezultatima njihov antioksidantni potencijal, a time i medicinsku znacaj obecava. Stoga bi
se analizirane vrste gljiva mogle koristiti kao jednostavan dostupan izvor jakih antioksidanata, ali i
dodataka ishrani ili u farmaceutskoj industriji u buduénosti kao zamena sintetskim antioksidantima.

Na osnovu dobijenih rezultata ne uocava se povezanost ICso vrednosti i tipa rastvaraca
(etanol, voda), ali se takode javljaju i znatne razlike u okviru iste vrste, u razli¢itim primenjenim
testovima. To upudéuje na mogucnost da razli¢ita jedinjenja prisutna u analiziranim ekstraktima
ostvaruju antioksidantnu aktivnost razli¢itim mehanizmima.

Ostvareni rezultati ICso ukazuju da se taksonomski blize (srodnije) gljive ponasaju sli¢no. To
nam govori da genotipske karakteristike analiziranih vrsta gljiva imaju znacajan uticaj na biohemijske
osobine i ispoljene bioloske ativnosti ekstrakata gljiva, pored sredinskih faktora.
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5.2.6. Antimikrobna aktivnost odabranih vrsta gljiva

Rezultati antimikrobne aktivnosti pokazali su da ispitivani MeOH i HEX ekstrakti ispoljavaju
antimikrobnu aktivnost (Tabela 5.9 i 5.10.) pretezno na Gram-pozitivne bakterije, Sto je u skladu sa
literaturnim podacima (Karaman, 2009; Alves i sar., 2012a, 2012b, 2013). Od 14 testiranih ekstrakata
(5 MeOH i 9 HeX) najvecu efikasnost u odnosu na ispitane sojeve pokazao je metanolni ekstrakt vrste
F. hepatica.

Gram-pozitivne bakterije bile su najosetljivije na metanolne ekstrakte, a vrednosti za MIC i
MBC su se kretale u opsegu od 0,078 mg/ml do > 10 mg/ml (Tabela5.9). Najnize vrednosti za MIC i
MBC zabelezene su za vrstu F. hepatica 0,078 mg/ml na S. aureus.

Heksanski ekstrati iste vrste F. hepatica i C. disseminatus su na istu bakteriju, ispoljile MIC i
MBC za red veli¢ine vec¢u vrednost (0,78 mg/ml), dok je kod vrste M. giganteus zabelezena MBC od
3,12 mg/ml).

U ispitivanim opsezima koncentracija (0,78 mg/ml do 25 mg/ml) heksanskih ekstrakata
sledecih vrsta: L. controversus, F. hepatica, L. perlatum nisu pokazali aktivhost prema E. coli (Gram-
negativna) i B. subtilis (Gram-pozitivna), dok ekstrakt vrste M. giganteus nije pokazao aktivnost samo
u odnosu na B. subtilis, $to nije u skladu sa aktivnostima dobijenim za vrstu Bacillus sp. poreklom sa
Fruske gore za metanolni ekstrakt (Karaman i sar., 2009a).

U skriningu na Gram-negativne bakterije: S. enteritidis i E. coli, prilikom utvrdivanja
minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne aktivnosti, najnizu vrednost MIC (5 mg/ml) pokazao
je metanolni ekstrakt vrste F. hepatica (FHMeOH), dok je MBC detektovana pri koncentraciji 10
mg/ml. Metanolni ekstrakti ostalih ispitivanih vrsta ispoljavaju MIC i MBC vrednosti na viSim
koncentracijama od 10 mg/ml.

Rezultati dobijeni na osnovu analize antibakterijske aktivnosti heksanskih ekstrakata (HEX)
gljiva ukazuju na to da su najbolju MIC vrednost u odnosu na Gram-negativne bakterije postigli
ekstrakti sledecih vrsta: M. procera, M. giganteus i C. disseminatus pri koncentraciji od 6,25 mg/ml,
dok su isti ekstrakti MBC vrednosti dostizali pri koncentacijama iznad 25 mg/ml.

Za lakse sagledavanje dobijenih razultata MIC i MBC vrednosti uradene su korespodentne
analize na osnovu dostignutih MIC i MBC koje su ukljucile MeOH i HEX ekstrakte (Slika 5.19). Na
osnovu analize medusobne asociranosti bakterijskih sojeva prema MIC i MBC vrednostima za sve
analizirane sojeve bakterija u prostoru prve dve korespodentne ose, uocava se velika grupa centriola
u odnosu na drugu osu, a kao poseban oblik asociranosti izdvajaju se MIC i MBC vrednosti FHMeOH.
Upravo zbog ovakvog oblika asociranosti pristupilo se odvojenim analizama za MeOH i HEX ekstrakte
(Slika 5.20.1i 5.21).

Zasebna analiza medusobne asociranosti bakterijskih sojeva prema MIC i MBC za MeOH
ekstrakte pokazuje asociranost centriola u pozitivhoj zoni prve i negativnoj zoni druge ose, a
obuhvata vrednosti MIC i MBC za ekstrakte M. procera (MP), L. sulphureus (LSZ) i A. mellea(AM) koji
pokazuju slican efekat na ispitivane sojeve a pre svega na C. albicans, S. enteritidis, E. coli, B. subtilis, |
E. faecalis kod kojih su koncentacije pri kojima se ostvaruju MIC i MBC vrednosti za sve Gram-
negativne sojeve i C. albicans >10 mg/ml, a za Gram-pozitivhe 10 mg/ml. U negativnoj zoni obe ose
pozicionirani su centrioli koji pokazuju efekat MeOH vrste L. controversus (LC) na ispitivane sojeve.
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Asociranost u odnosu na prethodnu grupu je posledica MIC i MBC vrednosti za Gram-pozitivhe B.
subtilis, E. faecalis >10 mg/ml. U pozitivnoj zoni prve ose kao poseban oblik asociranosti izdvajaju se
centrioli za ispitivane sojeve za ekstrakt F. hepatica (FH) koji pokazuje na najniZim koncentacijama
(0,078 mg/ml) MIC i MBC za S. aureus. Ovoj asociranosti pored navedenog doprinosi i vrednost MIC
10 mg/ml za C.albicans kao i znatno nize vrednosti za sve ispitivane sojeve.

Analiza medusobne asociranosti bakterijskih sojeva prema MIC i MBC za HEX ekstrakte
pokazuje znatno manju asociranost analiziranih grupa. Na osnovu poloZaja centriola u prostoru druge
ose izdvajaju se dve grupe centriola. Negativna zona druge ose obuhvata centriole koji pokazuje
efekat MIC i MBC vrednosti za A. mellea (AM), L. sulphureus (LSZ), i C. disseminatus (CD) koje
karakteriSe aktivnost na svim ispitivanim sojevima. U odnosu na navedenu grupu polozaj A. auricula-
judae (AU) pokazuje izvestan stepen korespodencije sa grupom koja se nalazi u pozitivnoj zoni druge
ose zbog odsustva aktivnosti na soju B. subtilis. Asociranost centriola M. procera (MAP) i M.
giganteus (MER) na drugoj pozitivnoj osi ukazuju na bliskost ova dva ekstrakta na osnovu odsustva
aktivnosti na soju B. subtilis i postignutim vrednostima MIC i MBC za E. coli, dok asociranost centriola
L. controversus (LC), L. perlatum (LYC) i F. hepatica (FH) je posledica odsustva aktivnosti na B. subtillis

i E. coli.
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Slika 5.19. Pozicije centriola koncentracija metanolnih i heksanskih ekstraka ispitivanih vrsta za koje

su utvrdene MIC i MBC vrednosti bakterijskih sojeva, korespodentna analiza, prve dve ose.
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Metanolni ekstrakt vrste L. sulphureus pokazao je bolju antibakterijsku aktivnost (Tabela 5.9.)
nego etanolni ekstrakt iste vrste poreklom iz Poljske na S. aureus ATCC25923 (MIC 1,25 mg/ml i MBC
2,5 mg/ml), kao i na B. subtilis i Gram-negativnu E.coli. Za razliku od hloroformskog ekstrakta ove
vrste poreklom sa Fruske gore rezultati za heksanski ekstrakt ove studije pokazuju aktivnost na soju
E. coli i slabiju aktivnost na sojevima B. subtilis i S. aureus (Karaman, 2009). Sli¢na aktivnost etanolnih
ekstrakata na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije je utvrdena i za druge analizirane vrste M.
procera i A. mellea iz Poljske (Nowacka i sar.,2014;). Metanolni ekstrakti vrsta poreklom iz Indije A.
mellea pokazuje aktivnost na S. aureus, E. coli, P. vulgaris, dok isti ekstrak F. hepatica pokazuju
aktivnost u odnosu na E. coli, P. vulgaris $to je u saglasnosti sa rezultatima ove studije za ispitivane
sojeve (Giri i sar. 2012).

Rezultati antimikrobne aktivnosti za HEX ekstrakt vrste L. controversus koji pokazuju
odsustvo aktivnosti prema E. coli u skladu su sa rezultatima za ispitivani mix ekstrakt ove vrste
(Altuner i Akata, 2010). Heksanski ekstrakt vrste C. disseminatus analiziran u ovoj studiji pokazao je
bolje rezultate (6,25 mg/ml) antimikrobne aktivnosti u odnosu na analizirana tri ekstrakta
(dihlormetanski, metanolni i vodeni) ove vrste poreklom iz Jemena, kod kojih je izostala aktivnost na
soj E. coli (Al-Fatimi i sar.,2013).
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Slika 5.20. Pozicije centriola koncentracija metanolnih ekstraka ispitivanih vrsta za koje su utvrdene
MIC i MBC vrednosti bakterijskih sojeva, korespodentna analiza, prve dve ose.
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Na osnovu literaturnih podataka moze se pretpostaviti da metanolni i heksanski ekstrakti
mogu sadrzati razlicite familije jedinjenja na osnovu razliite polarnosti, kao Sto su fenolne
komponente u metanolnim ekstraktima, steroli i terpeni u heksanskim ekstraktima (Cowan, 1999).

Antimikrobna aktivnost metanolnih ekstrakata mogla bi se tumaciti prisustvom polifenolnih
jedinjena, ranije publikacije ukazuju na ulogu ovih jedinjenja u ostvarivanju ove aktivnosti u razli¢itim
prirodnim matriksima (D'Oliveira i sar., 2003; Barros i sar., 2007e; Alves i sar., 2012b). Alves i sar.,
2013, su utvrdili da fenolne kiseline poreklom iz gljiva, protokatehinske i p-kumarinske efikasno
inhibiraju rast Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. Rezultati Lou i sar., (2012) pokazuju da p-
kumarinska ima dvostruki mehanizam baktericidne aktivnosti, koji se ogleda u ireverzibilnoj
propustljivosti ¢elijske membrane, $to dovodi do gubitka citoplazme (makromolekula), njenog daljeg
vezivanja za bakterijski genom i konacno do inhibicije ¢elijskih funkcija, Sto na kraju dovodi do celijske
smrti. Pored navedenih, i druga fenolna jedinjenja mogu uticati na antibakterijsku aktivnost: tanini,
lignani, flavonoidi itd.( Karaman, 2012).
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Slika 5.21. Pozicije centroida koncentracija heksanskog ekstraka ispitivanih vrsta za koje su utvrdene
MIC i MBC vrednosti bakterijskih sojeva, korespodentna analiza, prve dve ose.

Gljive su izvori prirodnih antimikrobnih jedinjenja koji mogu biti male i velike molekulske
mase. Jedinjenja male molekulske mase koja ispoljavaju antimikrobnu aktivnost pripadaju
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sekundarnim metabolitima (terpeni, seskviterpeni, antrahinoni, derivati benzojeve kiseline, hinolini),
ali i primarnim metaboliti kao Sto je oksalna kiselina, dok su jedinjenja velike molekulske mase
peptidi i proteini.

Manja zabelezena aktivnost ili potpuno odsustvo aktivnosti ekstrakta prema Gram-
negativnim bakterijama moZe se tumaciti razlikama u gradi celijske membrane kod ove grupe
bakterija u odnosu na Gram-pozitivhe bakterije. Spoljasnja membrana (lipopolisaharidne prirode)
Gram-negativnih bakterija zadrzava svoju povrsSinu visoko hidrofilnom, dok lipofilni krajevi
lipoteihojnih kiselina u celijskom zidu Gram-pozitivnih bakterija mogu da podstaknu prodiranje
hidrofobnih jedinjenja kao $to su steroli i terpeni (Karaman, 2009).

Prema dostupnim podacima dokazana je antimikrobna aktivnost jedinjenja poreklom iz gljiva
u odnosu na Gram-negativne sojeve medu kojima su: terpeni - Ganomicin A i B (izolovani iz
Ganoderma pfeifferi), organske kiseline (poreklom iz Lentinus edodes), derivati benzoi¢ne kiseline,
hinolini (izolovani iz Leucopaxillus albissimus), proteini (CSAP izolovan iz Cordyceps sinensis),
ribonukleaze (izolovane iz Pleurotus sajor-caju) (Alves i sar., 2012a).

Medu jedinjenjima za koje dokazana antimikrobna aktivnost prema Gram-pozitivnim
bakterijama jesu pet terpena (Konfluentin, Grifolin, Neogrifolin, Ganomicin A i B), sterol (3,11-
dioksolanosta-8,24(Z)-dien-26-oi¢na kiselina) (izolovan iz Jahnoporus hirtus) i mikaceol (izolovan iz
vrsta roda Coprinus), seskviterpeni Enokipodini A, B,C i D (izolovani iz Flammulina velutipes), oksalna
kiselina, derivat benzojicne kiseline - Coloratin A (izolovan iz Xylaria intracolarata). Za osam
antrahinona: 6-Metilksantopurpurin-3-O-metil eter, Austrokortilutein, (1S,3R)-Austrokortilutein,
(1S,3S)-Austrokortirubin i Torosahrisone izolovanih iz vrste Cortinarius basirubencens, i Fiscion,
Eritroglaukin i Emodin izolovani iz druge vrste Cortinarius dokazana je aktivnost na S. aureus.
Nekoliko proteina i peptida pokazuje antimikrobnu aktivnost na sojevima Gram-pozitivnih bakterija,
CSAP (Cordyceps sinensis) i ribonukleaze (Pleurotus sajor-caju) pokazuje jaku aktivnost na S. aureus,
peptid Plektasin (Pseudoplectania nigrella) pokazuje aktivnost na S. aureus E. faecalis i E. faecium na
multirezistentnim sojevima S. epidermidis, S. pneumonia, S. pyogenes. Nekoliko peptida izolovanih iz
vrsta Boletus sp., Peptaibol Boletusin, Pepteibol Krizospermin 3, i Peptaibol Krizospermin 5 deluju na
sojeve B. subtilis, C. lilium i S. aureus (Zahid i sar., 2006; Alves i sar., 2012a).

Znacajno je, da je aktivnost na bakterije specijes-specificna, a varijabilnost u odnosu na
aktivnost vrsta razlicitog geografskog podrucja moZe se pripisati razlikama u hemijskoj kompoziciji
sekundarnih metabolita (Karaman, 2009; Alves i sar., 2012a). Koja od jedinjenja iz navedenih klasa su
najodgovornija za uocenu aktivnost, bi¢e moguée utvrditi tek kombinacijom frakcionisanja,
odredivanja aktivnosti i hemijske analize.

Rezultati ove studije pokazuju da ekstrakti ispitivanih vrsta mogu posluZiti u prevenciji i
le¢enju bakterijskih infekcija, Zivotinja i ljudi, posebno infekcija sojevima koji pokazuju antibiotsku
rezistenciju. Zanimljivo je razmatrati moguénost primene ovih ekstrakata u proizvodnji hrane, kao
mogucih dodataka samom proizvoda u cilju poboljSanja odrzZivosti proizvoda ali i kao mogudih
ingredijenata savremenih ambalaznih materijala.

Prikazana ostvarena aktivnost trebalo bi u buduénosti da podstakne istrazivanja posebno
vrsta F. hepatica, C. disseminatus i M. giganteus
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5.2.7. Antibiotska rezistencija ispitivanih sojeva

Rezistencija sojeva bakterija na standardne antibiotike relevantne za svaki rod prikazana je u
Tabeli 5.11. Samo dva izolata Gram-negativnih sojeva su ispoljila klasi¢an nacin rezistencije, dok ostali
sojevi pokazuju osetljivost na testirane antibiotike, stoga su ovi sojevi posebno interesantni za
testiranje ekstrakata gljiva.

Tabela 5.11. Test osetljivosti bakterija na uobic¢ajne antibiotike

Kulture S. enteritidis E. coli B. subtillis ‘ E. faecalis
Antibiotici

E (15 pug)- eritromicin R R 27 15
LEV (5 pg)- levofloksacin 32 25 34 22

DA (2 pg)- klindamicin R R 21 8

KF (20 pg)- cefokoliv 24 20 48 12

CIP (5 pg)- ciprofloksacin 32 26 32 20

CN (10 pg)- gentamicin 19 16 25 12
OFX (5 ug)- ofloksacin 28 22 31 18

C (30 pg)- hloramfenikol 30 22 26 27

° R rezistentne

U antifungalnom “skriningu” analizirane su dve kulture C. abicans laboratorijski i humani, od
kojih je samo laboratorijska kultura pokazala osetljivost na metanolni ekstrakt vrste F. hepatica sa
MIC vrednostima od 10 mg/ml, dok ostali ekstrakti nisu ispoljili aktivhosti u ispitivanom opsegu
koncentracija.

Rezultati nasih istraZivanja se razlikuju od ranije publikovanih kada je u pitanju osetljivost C.
albicans u odnosu na metanolne ekstrakte M. giganteus, etanolni L. sulphureus, etanolni i vodene
ekstrakt A. auricula-judae, kod kojih je zabeleZzena antifungalna aktivnost (Suay i sar.,2000; Turkoglu i
sar., 2007; Nwachukwu i Uzoeto, 2010).

5.2.8. Antiproliferativna aktivnost vodenih i etanolnih ekstrakata

Efekat EtOH i Aqg ekstrakata odabranih vrsta gljiva na rast celijske linije MCF7 (humani
adenokarcinom dojke pozitivan na estrogenske i progesteronske receptore), ispitan je MTT i SRB
testom nakon 24 h i 72 h tretmana pri razli¢itim koncentracijama ekstrakta (od 900 pg/ml do 33,3
ug/ml). Efikasnost inhibicije proliferacije tumorskih ¢elija kvantitativno je izrazena kao 1Cso vrednost,
odnosno kao koncentracija ispitivane supstance pri kojoj se broj tretiranih ¢elija smanjuje za 50% u
odnosu na netretiranu kontrolu.

Ispitivani fungalni ekstrakti ispoljili su razli¢ito antiproliferativno delovanje u zavisnosti od
vrste ekstrakta, koncentracije ispitivanih ekstrakata i duzine sprovedenog tretmana celija.
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Uzimajudéi u obzir da je u ekstraktima ispitivanih vrsta detektovan niz biomolekula koji mogu
pomocdi u prevenciji kancera (npr. antioksidansi) ili su citotoksicni, ukljucujuci fenolne kiseline i
flavonoide (Wasser, 2002; Ferreira i sar., 2010; lvanova i sar., 2014; ), pretpostavili smo da ce
ekstrakti analiziranih vrsta ispoljiti izvestan procenat antiproliferativnog dejstva.

5.2.8.1. Lactarius contraversus

Rezultati efekta delovanja vodenog i etanolnog ekstrakta tj. citotoksi¢nosti prikazani su na
uporednom prikazu oba testa na Slici 5.22. i Prilogu 8.6.
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Slika 5.22. Poredenje antiproliferativnog delovanja ispitivanih EtOH i Aq ekstrakata vrste L.
contraversus, odredenog MTT i SRB testom nakon 24 h i 72 h (IC50 ug/ml). *statisticki znac¢ajna
razlika izmedu EtOH i Aq (p<0,05).

Najbolji efekat antiproliferativne aktivnosti medu svim ispitivanim ekstraktima vrste L.
contraversus ispoljio je EtOH ekstrakt sa najnizom 1Cso vrednosti od 163,75 pug/ml nakon tretmana od
24 hispitan primenom MTT testa, dok je najbolji efekat citotoksi¢nosti ostvario Aq ekstrakt nakon 72
h ispitan SRB testom (ICs50=249,03 pg/ml). Poredenjem ICso vrednosti EtOH i Aq ekstrakata moze se
uoCiti da su etanolni ekstrakti ispoljili statisticki zna¢ajno (p<0,05) bolju aktivnost nakon oba
inkubaciona tretmana u odnosu na vodene ekstrakte primenom MTT testa. Za razliku od rezultata
MTT testa, rezultati SRB testa pokazuju da ispitivani EtOH i Aq ekstrakti nemaju statisticki znacajnu
aktivnost nakon tretmana od 24 h, dok nakon 72 h sata vodeni ekstrak pokazuje znacajno bolju
aktivnost.

5.2.8.2. Macrolepiota procera

Na osnovu rezultata oba sprovedena testa antiproliferativnog delovanja, Aq ekstrakt pokazao
je najbolju aktivnost (ICso= 144,53 pg/ml) nakon 24 h primenom MTT testa. Etanolni ekstrakt
pokazuje najbolju aktivhost nakon tretmana od 72 h ispitan SRB testom (ICs0=462,18 ug/ml).
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Poredenjem rezultata citotoksi¢nog efekta EtOH i Aq ekstrakata uocava se znacajno bolja aktivnost
Aqg ekstrakata na oba inkubaciona tretmana kada je upitanju MTT test, u odnosu na rezultate SRB
testa gde EtOH ekstrakt ostvaruje znacajno bolju aktivnost (p<0,05) nakon 24 h tretmana, u odnosu
na Aq ekstrakt koji pri maksimalnoj koncentraciji od 900 pg/ml nije ostvario ICsp vrednost. Rezultati
antiproliferativne aktivnosti oba ekstrakta pri inkubacionom tretmanu od 72 h na SRB testu se
statisticki ne razlikuju Slika 5.23. Prilog. 8.6
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Slika 5.23. Poredenje antiproliferativnog delovanja ispitivanih EtOH i Aq ekstrakata vrste M.
procera, odredenog MTT i SRB testom nakon 24 h i 72 h(IC50 ug/ml). *statisticki znacajna razlika
izmedu EtOH i Aq (p<0,05).

5.2.8.3. Lycoperdon perlatum

Rezultati antiproliferativne aktivnosti EtOH i Aq ekstrakata prikazani su na Slici 5.24. i Prilogu
8.6. Najbolju aktivnost pokazao je Aq (1Cs0=336,423 pg/ml) nakon 24h tretmana i EtOH nakon 72h
(ICso= 388,36 pg/ml) primenom SRB testa. Poredenjem citotoksi¢ne aktivnosti izmedu EtOH i Aq
ekstrakata mozemo zapaziti da je EtOH ekstrakt pokazao znacajno bolju aktivnost (niZe vrednosti I1Cs)
nakon oba inkubaciona tretmana za MTT test, dok je kod SRB testa EtOH pokazao statisti¢ki znac¢ajno
bolju aktivnost nakon 24 h a Aq nakon 72 h.
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Slika 5.24. Poredenje antiproliferativnog delovanja ispitivanih EtOH i Aq ekstrakata vrste L.
perlatum, odredenog MTT i SRB testom nakon 24 h i 72 h (IC50 ug/ml). *statisticki znacajna razlika
izmedu EtOH i Aq (p<0,05).

5.2.8.4. Coprinellus disseminatus

Najbolji efekat antiproliferativne aktivnosti odnosno najmanje 1Cso vrednosti pokazao je EtOH
ekstrakt (ICsp= 168,253 pg/ml) primenom SRB testa nakon tretmana od 72 h (Slika 5.25., Prilog 8.6).
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Slika 5.25. Poredenje antiproliferativnog delovanja ispitivanih EtOH i Aq ekstrakata vrste C.
disseminates odredenog MTT i SRB testom nakon 24 h i 72 h (IC50 ug/ml). *statisticki znac¢ajna
razlika izmedu EtOH i Aq (p<0,05).

Najbolje vrednosti antiproliferativne aktivnosti za Aq ekstrakt takode su ostvarene primenom
SRB testa, nakon 72 h tretmana (ICsp= 192,06 pg/ml). Poredenjem ostvarenih I1Cso vrednosti EtOH i Ag
ekstrakata uocava se znacajno (p<0,05) bolja aktivnost EtOH ekstrakata nakon oba inkubaciona
tretmana primenom MTT testa, dok rezultati antiproliferativne aktivnosti oba ekstrakta primenom
SRB testa ne pokazuju znacajnu razliku.
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5.2.8.5. Auricularia auricula-judae

Najbolju antiproliferativhu aktivhost pokazao je EtOH ekstrakt (IC50=285,71 pg/ml) nakon 72 h
primenom MTT testa u odnosu na sve ispitivane ekstrakte (Slika 5.26., Prilog 8.6.). Vodeni ekstrakt
pokazao je najbolju aktivnost nakon 72 h tretmana primenom SRB testa (ICs0=333,359 pg/ml), na
ostalim inkubacionim tretmanima uz primenu oba testa ovi ekstrakti nisu postigli ICso vrednost pri
najvisim ispitivanim koncentracijama (900 pg/ml). Poredenjem dobijenih vrednosti izmedu EtOH i Aq
ekstrakata znac¢no bolju (p<0,05) aktivnost pokazuju EtOH ekstrakti pri MTT testu, dok se poredenjem
vrednosti antiproliferativne aktivnosti na osnovu SRB testa moZe uociti znacajno bolja aktivnost Aq
ekstrakta.
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Slika 5.26. Poredenje antiproliferativnog delovanja ispitivanih EtOH i Aq ekstrakata vrste A. auricula-
judae odredenog MTT i SRB testom nakon 24 h i 72 h (IC50 ug/ml). *statisticki znac¢ajna
razlika izmedu EtOH i Aq (p<0,05).

5.2.8.6. Meripilus giganteus

Etanolni ekstrakt je pokazao najbolju antiproliferativnu aktivnost, sa najnizom 1Cso vrednosti
(155,03 pg/ml) pri SRB testu nakon 72 h tretmana, pri istim uslovima je Aq ekstrakt pokazao najbolju
aktivnost (Slika 5.27., Prilog 8.6.). Poredenjem ostvarenih aktivnosti, zapazamo da ne postoji
statisticki znacajna razlika (p<0,05) ostvarenih vrednosti oba ekstrakta osim u slu¢aju ostvarene
aktivnosti nakon 24 sata tretmana primenom MTT testa, kada vodeni ekstrakt nije postigao ICso pri
koncentarciji od 900 ug/ml.
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Slika 5.27. Poredenje antiproliferativnog delovanja ispitivanih EtOH i Aq ekstrakata vrste M.
giganteus odredenog MTT i SRB testom nakon 24 h i 72 h (IC50 ug/ml). *statisticki znacajna razlika
izmedu EtOH i Aq (p<0,05).

5.2.8.7. Armillaria mellea

Najbolju antiproliferativhu aktivnost ispoljava EtOH ekstrakt nakon 72h (1C50=285,11 pg/ml)
pri MTT testu (SRB test za ekstrakte ove vrste nije raden), ovi ekstrakti pokazuju i statisticki znacajno
bolju aktivnost u odnosu na Aq ekstrakte (Slika 5.28., Prilog 8.6).
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Slika 5.28. Poredenje antiproliferativnog delovanja ispitivanih EtOH i Aq ekstrakata vrste A. mellea
odredenog MTT i SRB testom nakon 24 h i 72 h (IC50 ug/ml). *statisticki znac¢ajna razlika izmedu
EtOH i Aq (p<0,05).

122



Doktorska disertacija Aleksandra Novakovié

5.2.8.8. Laetiporus sulphureus

Rezultati antiproliferativne aktivnosti EtOH i Aq ekstrakata prikazani su na Slici 5.29. Najbolji
antiproliferativni efekat je ispoljio Aq ekstrakt (ICso= 199,73 pg/ml) nakon 24 h primenom SRB testa,
pri istim uslovima etanolni ekstrakt pokazuje najbolju aktivnost (ICso= 236,77 ug/ml
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Slika 5.29. Poredenje antiproliferativnog delovanja ispitivanih EtOH i Aq ekstrakata vrste L.
sulphureus odredenog MTT i SRB testom nakon 24 h i 72 h (IC50 ug/ml). *statisticki znacajna
razlika izmedu EtOH i Aq (p<0,05).

Na osnovu poredenja ostvarenih ICso vrednosti nema statisticki znacajne razlike u ostvarenim
aktivnostima izmedu Aq i EtOH ekstrakata, osim u slucaju aktivnosti nakon tretmana 24h kada Aq
ekstrakt pokazuje znacajno bolju aktivhost u odnosu na EtOH primenom MTT testa.

5.2.8.9. Fistulina hepatica

Najbolji antiproliferativni efekat ispoljava Aq ekstrat (ICso= 232,804 pg/ml) u odnosu na sve
analizirane ekstrakte posle 72 h primenom SRB testa.
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Slika 5.30. Poredenje antiproliferativnog delovanja ispitivanih EtOH i Aq ekstrakata vrste F. hepatica
odredenog MTT i SRB testom nakon 24 h i 72 h (IC50 ug/ml). *statisticki znacajna razlika
izmedu EtOH i Aq (p<0,05).
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Etanolni ekstrakt pokazuje najbolju antiproliferativhu aktivnost (ICso= 236,77 pug/ml) nakon 72
h primenom MTT testa (Slika 5.30. Prilog 8.6). Poredenjem aktivnosti oba ekstrakta moze se uoditi
znacajna razlika (p<0,05) u ispoljenoj antiproliferativnoj aktivnosti.

Rezultati ispitivanja antiproliferativne aktivnosti vodenih i etanolnih ekstrakata gljiva pokazali su da
ekstrakti svih vrsta ispoljavaju antiproliferativnu aktivnost, najbolju aktivnost pokazao je Aq ekstrakt
M. procera (ICso= 144,53 pg/ml) nakon 24 h (MTT test) (Slika 5.31.). Na osnovu poredenja rezultata
EtOH ekstrakata najbolju aktivnost (ICso= 155,02 pg/ml) pokazao je ekstrakt vrste M. giganteus nakon
72 h ( SRB test).
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Slika 5.31. Uporedni prikaz antiproliferativnog delovanja(IC50) EtOH i Aq ekstrakata u MTT i SRB testu
nakon 24 h i 72 h (IC50 ug/ml) *statisti¢ki znacajna razlika izmedu EtOH i Aq (p<0,05)

Rezultati ostvarene aktivnosti Aq i EtOH ispitivanih vrsta ukazuju na veliku varijabilnost
rezultata na osnovu MTT i SRB testa. Statisticke analize rezultata antiproliferativne aktivnosti na
osnovu MTT i SRB testa ukazuju da se ne uocava znacajna razlika (p<0,05) u pokazanoj aktivnosti
izmedu primenjenih testova kod sledecih ekstrakata Aq F. hepatica i EtOH M. giganteus nakon
tretmana od 24h, dok se rezultati aktivnosti nakon 72h statisticki znacajno ne razlikuju kod: EtOH L.
sulphureus, Aq L. controversus, Aq M. procera, EtOH L. perlatum, EtOH C. disseminatus.

Razlog za ovakvu neusaglasenost verovatno treba traziti u razli¢itim principima, odnosno
razli¢itim celijskim markerima toksi¢nosti na kojima su testovi zasnovani (Kaisarevi¢, 2011). lako
brojne studije pokazuju dobru korelaciju izmedu rezultata testova citotoksic¢nosti koji se baziraju na
merenju razli¢itih krajnjih parametara, pokazano je i to da osetljivost samih markera toksi¢nosti,
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odnosno eseja koji su na njima bazirani moze znacajno varirati u zavisnosti od vrste supstance koja je
testirana (Garle i sar., 1994)

Test toksi¢nosti mora biti paZljivo odabran tako da odgovara potrebama svake studije, sto
predstavlja problem kada ispitujemo efekat kombinovanih tretmana, odnosno uzoraka koji sadrze
razlicite tipove supstanci (Mickuviene i sar., 2004). S obzirom da u nasim istraZivanjima pri ispitivanju
citotoksi¢nog efekta ekstrakata gljiva MTT i SRB testom, nije doSlo do odstupanja u smislu da je
jednim testom potvrden citotoksi¢ni efekat, a drugim ne, postoji mogucnost da je sama
kompleksnost uzorka kakvi su ekstrakti gljiva, uzrok razlicitih efekata u dva primenjena testa.

U MTT testu rezultati zavise u velikoj veri od mitohondrijalne aktivnosti, pa ako je njihova
aktivnost poremecena, rezultati mogu ukazati na to da celije nisu Zive ili ne proliferisu, Sto realno nije
slucaj (Kaisarevi¢ 2011, Houghton i sar., 2007). Slican mehanizam se moZe primeniti i na stimulaciju
mitohondrijalne aktivnosti, pa bi u tom slu¢aju u nasim istrazivanjima rezultati zapravo ukazali na
povecanu aktivnost mitohondrijalne dehidrogenaze, a ne na proliferativni efekat. MTT test se bazira
na merenju veoma specificnog biohemijskog parametra (kakav je aktivnost mitohondrijalne
dehidrogenaze), $to ga ¢ini senzitivnim, ali u isto vreme i suvide selektivnim. Sto se ti¢e SRB testa,
istiCe se da je osetljiv, jednostavan, sa visokim stepenom reproducibilnosti, dobrom linearnoscu,
dobrim odnosom signal-Sumovima (Kaisarevi¢ 2011), a merenje se zasniva na stabilnim parametrima
koji nisu vremenski zavisni, upravo iz tih razloga je primenjen kao potvrda MTT u naSim
istrazivanjima.

Usled velikog variranja rezultata u ispitivanim koncentracijama, kao i u cilju generalnog
prikazivanja citotoksi¢nog efekta EtOH i Aq ekstrakata nakon dva inkubaciona tretmana (24h, 72h)
dobijene vrednosti citotoksi¢nosti (Cl%) podvrgnute su diskriminantnoj analizi. Izracunate vrednosti
Mahalanobiusovih distanci koriSéene su u aglomerativnoj politetickoj klaster analizi i prikazane su
horizontalnim klasterom (Slika 5.32). Odvojenim klasterima prikazani su rezultati citotoksi¢nosti za
lignokolne vrste (A. mellea, F. hepatica, M. giganteus, A. auricula-judae, L. sulphureus ) i terikolne
vrste gljiva (M. procera, L. perlatum, L. controversus, C. disseminatus).

Na osnovu ove statisticke analize, prema naglasenom efektu citotoksi¢nosti izdvojili su se
EtOH ekstrakti na koncentraciji od 900 pg/ml kod sledeéih vrsta: L. sulphureus, F. hepatica, A.
auricula-judae, M. giganteus (Grupa 1). U zasebnu grupu analiziranih uzoraka (Grupa Ill) izdvojile su
se visoke koncentracije vodenih ekstrakta istih lignikolnih vrsta gljiva u kojoj se po svojoj specifi¢nosti
izdvaja vodeni ekstrakt F. hepatica. Ipak, ovakav citotoksi¢ni efekat nije pokazao Aq ekstrakt A.
auricula-judae, sto je bilo za ocekivati s obzirom na dobijene vrednosti njenog EtOH ekstrakta.

Pri niZim koncentracijama (u opsegu od 33,3 pg/ml do 300 pg/ml) gotovo da ne postoji
pravilo grupisanja ekstrakata po tipu i koncentraciji (Grupa Il). MoZemo generalno zakljuciti da ovu
grupu cCine ekstrakti koji se pretezno grupiSu prema koncentraciji, a ne prema tipu ekstrakta, pri
¢emu se uocava fina povezanost dobijenih vrednosti istih koncentracija razli¢itih ekstrakata (EtOH,
Aqg) poreklom od istih vrsta gljiva, Sto govori u prilog korelaciji efekta citotoksi¢nosti sa
koncentracijom, a znatno manje sa tipom analiziranog ekstrakta.
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Slika 5.32. Klaster lignikolnih vrsta nastao na osnovu procenta citotoksicne aktivnosti razli¢itih
koncentacija EtOH i Aq ekstrakata u toku 24 h i 72h tretmana ispitan MTT i SRB testom.
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Slika 5.33. Klaster terikolnih vrsta nastao na osnovu procenta citotoksicne aktivnosti razlicitih
koncentacija EtOH i Aq ekstrakata u toku 24 h i 72h tretmana ispitan MTT i SRB testom.

Klaster analiza za terikolne vrste (Slika 5.33) pokazuje naglaseniju diferenciranost analiziranih
vrsta i usaglaSeniji efekat koncentracije ekstrakata u dobijenim grupama u odnosu na klaster

lignikolnih vrsta. Na osnovu ove analize izdvojile su se tri grupe (Grupa I, Grupa Il, Grupa lll) od kojih
Grupa |l sadrzi dve podgrupe (lla i Ilb), podgrupa Ilb sadrzi dve subgrupe (llb-1 i lla-1), dok Grupa llI
sadrzi dve podgrupe (Illai lllb)
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Etanolne ekstrakte visoke koncentracije (900 ug/ml) svih analiziranih terikolnih gljiva,
karakterise visoka citotoksi¢nost (Grupa 1), slicnosti u efektima pokazale su vrste M. procera i L.
perlatum sa jedne, kao i C. disseminatus i L. controversus sa druge strane. Medutim; interesantno je
primetiti da se na isti nacin ne ponasaju njihovi vodeni ekstrakti koji su se izdvojili u posebnu grupu
(Grupa llib).

Najpribliznije vrednosti vodenom ekstraktu M. procera (900 pg/ml) pokazale su etanolni
ekstrakti gljiva C. disseminatus i L. controversus (300 pg/ml) gradedi zasebnu grupu karakteristi¢nog
citotoksi¢nog efekta (Grupa llla).

Visoke koncentracije Aq ekstrakta C. disseminatus i L. perlatum (900 pg/ml) nasuprot
prethodnom pokazuju slican efekat Aq ekstrakti vrsta L. perlatum i M. procera trostruko nize
koncentracije (300 pg/ml). Vodeni ekstrakt visoke koncentracije (900 pug/ml) vrste L. controversus je
pokazao apsolutnu zavisnost od tipa ekstrakta s obzirom da su dobijene vrednosti citotoksi¢nosti kod
ekstrakta ove vrste bile ujednadene, kod vodenog ekstrakta visoke koncentracije (900 pg/ml) i
etanolnog ekstrakta znatno niZze koncentracije (100 pug/ml). Ostale vrednosti citotoksi¢nog efekta kod
ekstrakata analiziranih gljiva nizih koncentarcija pokazuju znatno slicnije efekte u korelisanim
parovima, etanolni ekstrakt niZze koncentracije i vodeni ekstarakt vise koncentacije za istu vrstu gljive.

Rezultati efekta ekstrakata su u saglasnosti sa publikovanim rezultatima za vrstu L.
sulphureus u odnosu na antiproliferativni efekat, mada u nasim istrazivanjima veé¢ nakon 24 h
tretmana EtOH ekstrakt pokazuje bolji efekat u odnosu na ranije rezultate za metanolni ekstrakt na
48 h. Oba ekstrakta pokazuju bolji efekat citotoksi¢nosti u odnosu na rezultate za polisaharidni i
metanolni ekstrakt skorijih istraZivanja (Petrovic i sar., 2014).

Na osnovu rezultata nasih istrazivanja antiproliferativne aktivnosti smatramo da bi trebalo
produziti inkubacioni tretmana sa 24 na 72h, radi ostvarivanja boljeg efekta Sto je u saglasnosti sa
ranije objavljenim rezultatima APA odabranih vrsta lignikolnih gljiva (Karaman, 2009).

Gu i Leonard (2006) su pokazali da vodeni ekstrakt vrste Coprinellus sp. izaziva apoptozu
(programiranu celijsku smrt), 71% u ranoj fazi tretmana pri koncentraciji 125 pg/ml i ukupno 82% u
produzenoj fazi tretmana. Ekstrakti vrste C. disseminatus u nasSim istrazivanjima pokazuju nesto
slabiji efekat citotoksi¢nosti u odnosu na ranije publikovane rezultate za Aq ekstrakt (ICso= 120 pg/ml
na 24 h), ali je u odnosu na efekte citotoksic¢nosti koji su ispoljili ostali analizirani ekstrakti ispitivanih
vrsta autohtonih gljiva, ispoljio jako dobar antiproliferativni potencijal (ICso= 168,25 EtOH na 72h), u
odnosu na ispitivanu celijsku liniju MCF7.

Prethodna istrazivanja metanolnih i vodenih ekstrakata lignikolne vrste M. giganteus
poreklom sa Fruske gore ukazuju na bolji citotoksi¢an efekat ispitivanih metanolnih i vodenih
ekstrakata na MCF7 ¢elije u akutnoj fazi tretmana (24h), gde je metanolni ekstrakt pokazao bolji
efekat u odnosu na vodeni (ICso= 403,4 pg/ml i 1C50=580,0 pg/ml) (Karaman i sar., 2009). Nasi rezultati
pokazuju bolji efekat EtOH ekstrakta (ICso= 313,49 pg/ml pri MTT testu i ICso= 155,02 pg/ml pri SRB
testu) nakon hronicne faze tretmana od 72h.

Mlinari¢ i sar., 2004, su analizirali antigenotoksi¢ni potencijal metanolnog ekstrakta Lactarius
vellereus na humanim HepG2 celijama, nakon aplikacije 1Q (0O2-amino-3-metilimidazo (4,5-f)
kinolin).Tretman HepG2 celija sa ekstraktom L. vellereus i 1Q, znacajno, dozno zavisno smanjuje
genotoksi¢ni efekat, razaranje DNK na ¢éelijama HepG2. Sposobnost ekstrakta L. vellereus da umaniji
genotoksicni efekat 1Q na humanim celijama je od posebnog interesa, i ukazuje na potencijal ove

128



Doktorska disertacija Aleksandra Novakovic

vrste u farmakoloskoj primeni imajuéi u vidu da su heterocikli¢ni amini (1Q) etioloski faktori kancera
kod ljudi i nalaze se na listi IARC (IARC 1993) kao kancerogene materije (ova jedinjenja se generiSu
tokom kuvanja mesa i ribe) (Skog i sar., 1998).

Wu i sar., 2011 su analizirali polisaharide ekstrahovane iz micelija druge vrste istog roda
Lactarius flavidulus i ustanovili inhibiciju rasta Sarkoma 180 u dozi od 300mg/kg. Takode, izolovani
dimer 29,8-kDa lektina plodnog tela L. flavidulus ispoljava APA na celijama HepG2 i L1210 sa ICso=
8,90 UM i ICs0=6,81 uM (Patel i Goyal 2012). Prema nasim dosadasnjim saznanjima L. controversus je
vrsta Ciji APA potencijal do sada nije ispitivan zbog Cega je njegova utvrdena aktivnost za vodeni i
etanolni ekstrakti u okviru nasih istrazivanja jo$ znacajnija u otkrivanju njihovog antiproliferativnog
potencijala. Carvalho i sar., 2014 su detektovali prisustvo ergosterola (ergosta-5,7,22-trien-33-ol) kod
vrste L. controversus poreklom iz Portugala pri koncentraciji 58,6 mg/100 g (sveZe mase), ovi rezultati
daju moguénost da predpostavimo da klase ovih jedinjenja imaju ulogu u citotoksi¢noj aktivnosti.
Prethodne studije in vivo su analizirale uticaj ergosterola na rast Sarkoma 180 pacova (Ferreira i sar.,
2010), pri cemu je potvrdena pretpostavka da sam ergosterol inhibira angiogenezu. Potvrden je
citotoksi¢ni efekat derivata ergosterola na kancer ovarijuma, melanoma koZe i debelog creva (Kim i
sar.,2014).

Ma i sar., 2010 su istrazivali uticaj B-D-glukana izolovanog iz 70% etanolnog ekstrakta vrste A.
auricula-judae na Sarkoma 180 tumor i utvrdili dozno-zavisnu inhibiciju rasta tumora,
imunohistohemijska apoptoza posredovana regulacijom ekspresije Bax proteina i inhibicijom
regulacije ekspresije Bcl-2 proteina.

Brojna istrazivanja poslednjih decenija ustanovila su da bioaktivni metaboliti izolovani iz gljiva
pruzaju povoljne efekte u prevenciji i kontroli razvoja kancera: hinoni, cerebrozidi, izoflavoni,
kateholi, amini, triacilgliceroli, seskviterpeni, steroidi, organski germanijum, selen, homo- i
heteropolisaharidi, glikoproteini, glikopeptidi, proteini, i RNA-protein kompleksi (Ferreira i sar., 2010;
De Silva i sar., 2012a, Petrova 2012, Xu i sar., 2012b). Imajudi u vidu da je tretman sproveden na
neprecis¢enim ekstraktima (tzv. "crude" ekstraktima) pretpostavljamo da medusobne interakcije
razlicitih biomolekula prisutnih u analiziranim ekstraktima, koje stoga imaju razliCite celijske i
molekulske targete, mogu biti odgovorne i za antiproliferativnu aktivnost ovih ekstrakata.

Sprovedenim testovima citotoksi¢nosti (MTT i SRB) utvrdili smo da svi Aq i EtOH ekstrakti
ispitivanih vrsta pokazuju antiproliferativnu aktivnost. Polazeci od pretpostavke da odredene grupe
tj. familije jedinjenja jesu prisutne u ekstraktima, i pri tome imaju vedi ili manji znacaj u ostvarivanju
same APA, izvrSeno je i frakcionisanje ekstrakata, na osnovu ranije utvrdenih najmanjih vrednosti ICso
kod Ag i EtOH ekstrakata (str. 67, poglavlje 4.2.3.).

Rezultati citotoksicnog efekta razli¢itih frakcija (MapAghex, MapAgEtac, MapAgAq,
MapEthex, MapEtEtac, MapEtAq, CDAghex, CDAqgEtac, CDAgAq, CDEthex, CDEtEtac, CDEtAq,
MerAghex, MerAqEtac, MerAgAq, MerEthex, MerEtEtac, MerEtAq, LSZAghex, LSZAqEtac, LSZAqAq,
LSZEthex, LSZEtEtac, LSTEtAq) na celijsku linuju MCF7 nakon 24h i 72 h tretmana primenom MTT
testa prikazani su na Slici 5.34.
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Slika 5.34. Prikaz ICso vrednosti razliCitih frakcija na MCF7 Celijsku liniju nakon 24h i 72 h tretmana.

Na osnovu rezultata APA razli¢itih frakcija uo¢avamo da heksanske i etilacetatne frakcije
ostvaruju najbolji efekat citotoksicnosti na ¢elijskoj liniji MCF7. Na osnovu toga moZe se zakljuciti da
su za dobijene aktivnosti odgovorne familije nepolarnih (kod heksanskih) i srednje polarnih jedinjenja
(kod etilacetatnih), osim u slucaju jestive vrste M. procera Aq ekstrakt, za koju se dobija bolji efekat
kod ukupnog ekstrakta nego kod samih frakcija, Sto bi znacilo za ovu aktivnost da su odgovorna
polarna jedinjenja i to jedinjenja koja imaju sinergisticko delovanje.

Nakon 24 h tretmana efekat antiproliferative aktivnosti frakcija kod vrste M. procera -
MapAq i MapEtOH je manji u odnosu na efekat koji je ispoljio ukupan MapAq vodeni ekstrakt.

Frakcija Aq ekstrakta C. disseminatus ispoljile su bolju aktivnost u odnosu na ukupan vodeni
ekstrakt ali je etilacetatna frakcija ispoljila najbolju APA za oba inkubaciona perioda, dok je heksanska
frakcija ispoljila bolju APA nakon 72h, a vodena frakcija nakon akutnog tretmana (24h).

Heksanska frakcija iz EtOH ekstrakta C. disseminatus ispoljila je najbolju APA nakon 72 h, dok
su ostale frakcije postigle efekte koji su slicne APA kod ukupnog CDEtOH.

Frakcija poreklom iz vrste M. giganteus MerAq i MerEtOH ne pokazuju bolje rezultate APA
osim frakcije MerEtEtac poreklom iz EtOH ekstrakta M. giganteus nakon 24 h.

Frakcije poreklom iz vrste L. sulphureus LSZAq i LSZEtOH ne pokazuju bolje rezultate APA od
ukupnog ekstrakta iste vrste, osim kod etilacetatne frakcije koja pokazuju nesto bolju APA na
tretmanu 72h.

Dosadasnja istraZivanja ukazuju na znacajnu ulogu sterolnih jedinjenja kada je upitanju APA
aktivnost (Bok i sar., 1999) koja se upravo mogu naéi u heksanskoj frakciji. Na osnovu polarnosti
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etilacetatne frakcije mozZzemo pretpostaviti da srednje polarna jedinjenja po tipu polifenola,
terpenoida imaju znacajnu ulogu u ostvarivanju ove aktivnosti.

Pored toga, u pojedinim slucajevima ekstrakti su pokazali bolji efekat citotoksi¢nog delovanja
nego frakcije Sto je u saglasnosti sa ranijim pretpostavkama da upravo sinergizam bioaktivnih
molekula ima za posledicu najbolji efekat. Sa druge strane treba imati u vidu da samo frakcionisanje
moze da dovede do inaktivacije biomolekula, kao i Cinjenicu da je frakcionisanje izvedeno na
najprostiji nacin bez upotrebe sofisticiranih metoda razdvajanja (Karaman, 2009).

Smatramo da aktivnost ekstrakata zavisi prevashodno od prisutnih hemijskih jedinjenja koja
ispoljavaju biolosku aktivnost biomolekula i njihovog mehanizma citotoksi¢nog delovanja. Pri tome
prisustvo sekundarnih metabolita, za koje se pretpostavlja da imaju ulogu u antiproliferativnom
delovanju, kao i njihova efikasnost tj. specificna aktivnost zavisi od niza sredinskih faktora kao sto su
specificno mikrostaniste tj. mesto produkcije plodnih tela (fruktifikacije), uslova kultivisanja (u
laboratorijskim uslovima), same procedure ekstrakcije, ali i genetskih faktora odredene vrste i samog
soja unutar vrste (Karaman, 2009). Stoga je na osnovu ranije poznatih Cinjenica utvrdeno da vrste
razli¢itog geografskog porekla ispoljavaju razli¢ite antioksidantne efekte, a samim tim se moze
ocekivati da isto vaZi i za samu antipoliferativnu aktivnost.

Analizirajudi efekte koje odabrane vrste postiZzu na ispitivanoj ¢elijskoj liniji moZzemo zakljuciti
da su daleko nizi od efekata koje postizu precis¢ene biomolekule (Zaidman i sar., 2005) te je u
budu¢im eksperimentima potrebno primeniti efikasnije metode frakcionisanja kako bi dosli do Sto
Cistijih supstanci za koje pretpostavljamo da imaju ulogu u APA.

Rezultati generalno ukazuju na veliki potencijal istrazivanih vrsta, mada komparirajudi
vrednosti citotoksicnog delovanja sa vrednostima koje se smatraju farmakoloski znacajnim
(Kovacevié, 2015), ispitivane vrste postizu znacajno manje efekte.

5.3. Korelacija ukupnih fenola i flavonoida sa testovima
citotoksicnosti

Kako bismo utvrdili uticaj odredenih jedinjenja na dobijenu citotoksi¢nu aktivnost gljiva,
vrednosti sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida korelisane su sa ICsovrednostima u MTT i SRB testu
citotoksi¢nosti nakon 24h, i 72h, (Slika 5.35.). M. gignateus, L. sulphureus, A. auricula-judae, F.
hepatica, A. mellea, C. disseminatus, L. controversus, L. perlatum, M. procera.

Dobijene signifikantne korelacije izmedu sadrzaja fenola i flavonoida i 1Cso vrednostima
dobijenim u testovima citotoksi¢nosti ukazuju na znacaj pomenutih jedinjenja u ostvarivanju APA
efekta

SadrZaji ukupnih fenola pokazuje veoma visoku korelaciju (r?=0,99, p<0,05 ) sa MTT testom
na 24 h kod EtOH ekstrakata A. auricula judae, A. mellea i M. giganteus (r>= 0,96).

Veoma visoka i negativna korelacija ukupnih fenola i MTT testa na oba inkubaciona tretmana
zabeleZena je kod ekstrakata vrsta C. disseminatus EtOH (r’=0,99 za MTT 24h i r?=0,97 za MTT 72h,
p<0,05), M. procera Aq (r>=0,99 za MTT 24h i r’=0,98 za MTT 72h, p<0,05 ) i vrstu F. hepatica Aq
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(r’=0,97 za MTT 24h i r?=0,95 za MTT72h, p<0,05), L. controversus EtOH, C. disseminatus Aq (r?=0,97),
L. perlatum Aq (r*=0,96) na 24h.

Veoma visoke korelacije zabelezene su kod vrsta L. sulphureus, F. hepatica, M. procera EtOH
ekstrakt Aq ekstrakt L. controversus na 72 h (r’= 0,91 do r?=0,98 i LCAq r’= 0,97) za SRB test, dok su
visoke negativne korelacije zabeleZene za L. controversus Aq ekstrakt (r?=0,89) na 24 h.

Veoma visoke korelacije (r?=0,99, p<0,05) utvrdene su izmedu sadrzaja flavonoida i MTT
testova kod F. hepatica i C. disseminatus EtOH ekstrakt (negativna kerelacija) na oba inkubaciona
tretmana, i na tretmanu od 24 sata kod ekstrakta EtOH M. procera, Ag A. auricula-judae (p<0,05). Za
tretman od 72 h signifikantne korelacije pokazuju EtOH i Aq ekstrakti vrsta L. perlatum, L.
controversus, M. giganteus, zatim Aq ekstrakt C. disseminatus i EtOH F. hepatica (negativna
korelacija). Kada je upitanju drugi test citotoksi¢nosti (SRB) i sadrzaj ukupnih flavonoida signifikantne
korelacije su zabelezene kod EtOH L. perlatum na oba inkubaciona vremena, na 24 h kod EtOH M.
procera, Aq L. perlatum (negativna korelacija dok su na 72 h zabeleZene kod Aq ekstrakata C.
disseminatus, M. procera, L. controversus (negativna korelacija).

Uoceno je da su negativne korelacije izmedu sadrzaja fenola, flavonoida i ICso vrednosti
testova citotoksi¢nosti $to bi znacilo da povecéana koli¢ina ovih jedinjenja ima za posledicu smanjenje
ICso Sto ukazuje da postoji znacajan uticaj ovih jedinjenja na ostvarivanje citotoksi¢nog efekta. Ove
vrednosti imaju posebno znacajnu ulogu za MTT test na 72 h inkubacionom tretmanu. U odnosu na
sadrzaj ovih biomolekula, osobito flavonoida, SRB test pokazuje znacajno manje korelacije posebno
na tretmanu od 24h. Na osnovu dobijenih korelacija pretpostavljamo da i neke druge klase
biomolekula ostvaruju ulogu kada je upitanju ova bioaktivnost.
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5.3.1 Analiza ukupne bioloske aktivnosti svih analiziranih vrsta gljiva

Dobijene vrednosti (ICso) u svim testovima bioloske aktivnosti, kao i vrednosti ukupnih fenola
i flavonoida pokazali su izuzetnu varijabilnost. Obim i tip varijabilnosti podataka ukazivao je na
odredene pravilnosti, te su dobijeni rezultati podvrgnuti multivarijantnoj statistickoj obradi kroz
analizu osnovnih komponenti (PCA), kako bi se potvrdile uocene pravilnosti u varijabilnosti. Rezultati
sprovedene analize prikazani su “scatter” dijagramom u prostoru prve dve glavne ose koje zajedno
nose ukupno 49%, i 38% varijabilnosti uzoraka (Slika 5.36). Na osnovu ove analize utvrdeno je
sledeée: ukupnoj varijabinosti rezultata, citotoksi¢ne aktivnosti, ponajviSe doprinose koncentracije
ukupnih fenola, potom ICso vrednosti DPPH i FRAP testa kada se posmatra prva glavna osa (osa
veli¢ina), dok su u odnosu na oblik varijabilnosti znacajan efekat pokazali koncentracija ukupnih
flavonoida i rezultati MTT testa nakon 72h.
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Slika 5.36. Pozicije analiziranih uzoraka u prostoru 1. i 2. ose glavnih komponenti

Na osnovu varijabilnosti vrednosti bioloskih aktivnosti dva tipa ekstrakata ispitivanih vrsta,
mogu se definisati grupe ekstrakata gljiva sa slicnom veli¢inom i oblikom variranja. Kao zasebni oblici
variranja izdvajaju se Cetiri grupe ekstrakata:
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PCA 2

1)

2)

3)

4)

Aq ekstrakti vrsta L. controversus, C. disseminatus i neSto manje, M. giganteus Cije variranje
karakteriSu osobene vrednosti ICso na DPPH i testovima citotoksi¢nosti.

EtOH ekstrakti L. sulphureus, A. auricula-judae, C. disseminatus, i te Aq ekstrakt M. procera
takode karakteriSe sli¢an tip variranja rezultata bioloskih testova Sto se ti¢e 1Cso DPPH ali u
odnosu na prethodnu grupu njihov oblik variranja poprilicno zavisi od koncentracije ukupnih
flavonoida.

Svojom osobenoscu izdvajaju se EtOH ekstrakti vrsta F. hepatica, M. giganteus Cija veli¢ina
variranja je diktirana vrednostima ukupnih fenola i efekta FRAP testa, dok njihov oblik
variranja diktiraju vrednosti ukupnih flavonoida.

Preostali ekstrakti ¢ine heterogenu grupu u kojoj u veli¢ini variranja dobijenih vrednosti
dominira efekat FRAP testa, te delimicno vrednosti testova citotiksicnosti na 24 h, dok je
oblik variranja definitivno posledica testova citotoksi¢noati.
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Slika 5.37. Pozicije analiziranih uzoraka u prostoru 1. i 2. ose glavnih komponenti

Ukoliko varijabilnosti dobijenih vrednosti bioloske aktivnosti ekstrakata i dobijene citotoksi¢nosti

MTT testom uklju¢imo vrednosti SRB testa (pritom je isklju¢ena vrsta AM na kojoj nisu sprovedeni

SRB testovi) rezultati efekta pojedinih parametara na veliCinu variranja uzorka (efekat prve ose) su

gotovo nepromenjeni, dok se u odnosu na oblik variranja (efekat druge ose), pored efekta variranja

koncentracije ukupnih flavonoida i efekta MTT testa na 24 h, izdvaja i pojacani efekat varijabilnosti
IC3s vrednosti NO i ICso vrednosti O2 testa.
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Ukupan znacaj varijabilnosti SRB testa na oba inkubaciona vremena nije pokazao znacajniji uticaj na
varijabilnost uzoraka etanolnih i vodenih ekstrakata ni u veli¢ini ni u obliku varijabilnosti. Na taj nacin
i raspored grupa ekstrakata koje pokazuju slican model varijabilnosti nije pretrpeo znacajnije
promene Slika 5.37.

Sumarno, ukupni biopotencijal ispitivanih vrsta na osnovu sprovedenih analiza hemijske
karakterizacije i bioloskih testova koji su ukljucili ispitivanje antioksidativhog, antimikrobnog i
antiproliferativnog potencijala govore u prilog opravdanosti hipoteze da su odabrane vrste
potencijalni izvori nutraceutika. Svakako je potrebno i neophodno nastaviti dalja istrazivanja ovih
vrsta sa posebnim akcentom na vrste: C. disseminatus, F. hepatica, M. giganteus, M. procera.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu izloZenih i diskutovanih rezultata u ovoj doktorskoj disertaciji, a u saglasnosti sa ranijim
radovima i literaturnim podacima mogu se izvesti slededi zakljucci:

Hemijska karakterizacija

U okviru preliminarnog ispitivanja hemijskog sastava ekstrakata plodnih tela autohtonih vrsta
gljiva pripadnika razdela Basidiomycota spektrofotometrijskom metodom odreden je sadrzaj ukupnih
fenola i ukupnih flavonoida na etanolnim i vodenim ekstraktima sledeéih vrsta: M. gignateus, L.
sulphureus, A. auricula-judae, F. hepatica, A. mellea, C. disseminatus, L. controversus, L. perlatum, M.
procera.

Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim etanolnim i vodenim ekstraktima kretao se u
vrednostima od 16,68 mgGK/g do 106,33 mgGK/g. Najveéi sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim
etanolnim ekstraktima utvrden je kod vrste M. giganteus, dok je medu analiziranim vodenim
ekstraktima najvedi sadrzaj fenolnih jedinjenja zabelezen kod vrste A. auricula-judae. Najmanju
koli¢inu ukupnih fenola sadrzali su EtOH i Aq ekstrakti vrste L. controversus.

Sadrzaj ukupnih flavonoida za ispitivane etanolne i vodene ekstrakte kretao se u rasponu od
18,0 mgKV/g do 0,34 mgKV/g. Najveéi sadrzaj flavonoida kod etanolnih ekstrakta zabelezen je kod
vrste A. auricula-judae, vodeni ekstrakt sa najveéim sadrzajem flavonoida je M. giganteus. Najniza
koncentaracija ove klase jedinjenja zabeleZena je u EtOH ekstrakta kod vrste L. perlatum i Aq
ekstraktima kod vrste A. mellea.

Generalno, vrednosti ukupnih fenola i flavonoida su statisticki znacajno veée kod etanolnih
ekstrakata osim u sporadi¢nim slucajevima kod vrsta: A. auricula-judae, L. sulphureus, A. mellea (UP) i
L. perlatum (UF).

Ispitivanje fenolnih jedinjenja

HPLC-MS/MS tehnika primenjena je za kvalitativnu i kvantitativhu analizu metanolnih
ekstrakata vrsta M. giganteus, A. auricula-judae, F. hepatica, L. sulphureus, L. controversus, i C.
disseminatus. Od 45 kvantifikovanih jedinjenja dokazano je prisustvo 10 fenolnih jedinjenja (p-OH-
benzoeva, protokatehinska, p-kumarinska, kafena, hinska, hlorogenska, krizoeriol, Api-7-O-Glukozid,
Lut-7-0-Glukozid, amentoflavon).

U ispitivanim ekstraktima najzastupljenija fenolna jedinjenja su: p-OH-benzoeva kiselina (M.
giganteus), p-kumarinska (F. hepatica) kiselina i hinska kiselina (L. controversus). Najveda
koncentracija detektovanih fenolnih jedinjenja zabelezena je kod vrste M. giganteus kod koje je
pored p-OH-benzoeva kiselina dokazana, protokatehinska kiselina, kafena kiselina i p-kumarinska
kiselina. U pogledu raznovrsnosti fenolnih jedinjenja medu ispitivanim vrstama istice se vrsta C.
disseminatus kod koje su pored fenolnih kiselina p-OH benzoeva, protokatehinska, p-kumarinska i
hlorogenska kiselina dokazani i flavonoidi: krizoeriol, Api-7-O-Glc, Lut-7-O-Glc, i amentoflavon. Kod
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vrste F. hepatica, detektovane su tri fenolne kiseline: protokatehinska, p-kumarinska i kafena
kiselina, po jedna fenolna kiselina dokazana je kod vrsta L. sulphureus (p-kumarinska) i L.
controversus (hinska). Od 45 kvantifikovanih komponenti u metanolnom ekstraktu vrste A. auricula-
judae sve analizirane komponente su bile ispod nivoa detekcije, Sto je u suprotnosti sa ranijim
podacima za vrstu poreklom iz Turske kod koje je detektovano 8 fenolnih kiselina od kojih su
dominantne bile: galna, p-OH-benzoeva, kafena, p-kumarinska kiselina i cimetna kiselina.

Na osnovu kvalitatativnih i kvantitativnih rezultata ispitivanih fenolnih jedinjenja kao i na
osnovu literaturnih podataka zapaZa se velika varijabilnost medu vrstama analiziranih gljiva i velika
varijabilnost u odnosu na detektovana fenolna jedinjenja vrsta razlicitog geografskog podrudja.
Varijabilnosti rezultata detektovanih fenolnih jednjenja mogla bi biti posledica razli¢itih sredinskih
faktora (faktora stresa), genetske varijabilnost, i razli¢itih metodologija ekstrakcije, kao i mogudéih
promena koje nastaju tokom i nakon vremena prikupljanja uzoraka, uzimajuéi u obzir enzimatske i
oksidativne procese kao i nestabilnost fenolnih jedinjenja.

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim divlje rastu¢im gljivama upudéuje na znacajnu
lekovitost ovih vrsta koje su veoma Siroko raspostranjena u nasem regionu

Ispitivanje sastava masnih kiselina

U cilju definisanja sastava masnih kiselina uzorci vrsta M. gignateus, L. sulphureus, A. auricula-
judae, F. hepatica, A. mellea, C. disseminatus, L. controversus, L. perlatum, M. procera analizirani su
gasnom hromatografijom. Analiza dobijenih profila pokazala je da su linolna, oleinska, palmitinska i
stearinska kiselina dominantno prisutne masne kiseline. Na osnovu rezultata svih ispitivanih vrsta
dominantna masna kiselina je linolna (C18:2n6c) sa najve¢im udelom kod vrste L. sulphureus i
najmanjim udelom kod vrste A. auricula-judae. Kod vrsta L. perlatum i C. disseminatus detektovana je
dokosaheksaenska kiselina (DHA).

Dobijene vrednosti sadrzaja masnih kiselina pokazale su veliku varijabilnost. Analizom glavnih
komponenti (PCA) ustanovljeno je da najveci doprinos varijabilnosti ispitivanih uzoraka daju slede¢e
masne kiseline: C18:2n6c, C8:00, C18:1n9t, C20:02, C18:1n9c¢, C6:00.

Procentualni sadrzaj PUFA iznosio je od 34,86% do 70,54%, dok je sadrzaj MUFA od 4,66 % do
43,61% a sadrzaj SFA od 15,79% do 37,08%. Najveci sadrzaj PUFA zabeleZen je kod L. sulphureus a
najmanji kod A. mellea, najveci sadrZaj SFA zabeleZen je kod vrste F. hepatica najmanji kod vrste M.
giganteus. Prikazani rezultati jasno ukazuju na to da analizirane vrste gljiva predstavljaju izvor
esencijalnih hranljivih supstanci, tj. nezasi¢enih masnih kiselina. Shodno rezultatima, ispitane vrste se
mogu preporuciti u niskokalorijskim dijetama, a zbog raznolikog sadrzaja nezasi¢enih masnih kiselina,
$to je od velikog znacaja za metabolizam i ljudsko zdravlje, ispitane vrste se mogu u redovnoj ishrani
ili kao nutraceutici.

Ispitivanje sadrzaja proteina

Sadrzaj proteina u odabranim vrstama odreden je standardnom metodom a kretao se u rasponu
od 9,72 % do 31,62%. Najvedi procenat proteina zabelezen je kod vrste M. procera, a najmanji kod
vrste C. disseminatus.

Elektroforetskom metodom ustanovili smo prisustvo proteinskih frakcija koje su se kretale u
opsegu od 5,2 do 91 kDa. Najveci broj detektovanih frakcija imala je vrsta F. hepatica.
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Diskriminantne analize izvrSene na osnovu procentualne zastupljenosti molekulskih masa
proteinskih frakcija potvrdile su apsolutnu diferenciranost vrste F. hepatica, i odreden stepen
bliskosti vrsta M. giganteus, L. sulphureus i A. mellea, odnosno udaljenost vrste M. procera i A.
auricula-judae kao i bliskost vrsta C. disseminatus i L. perlatum.

lako je veliki je broj studija koje su istraZivale bioaktivne proteine u gljivama, malo je dostupnih
podataka o vrstama koje su istrazivane u ovoj studiji. Nasi rezultati govore u prilog tome da su
analizirane vrste gljiva bogate razli¢itim proteinskim frakcijama za koje moZemo samo da
pretpostavimo da su kompatibilne sa ve¢ izolovanim aktivnim proteinima iz drugih vrsta gljiva, pre
svega zbog nemoguénosti da determiniSemo N-terminalne sekvence i izolujemo frakcija za koje
pretpostavljamo da imaju odredenu biolosku aktivnost.

U svim analiziranim gljivama od makro-elemenata najvise je prisutan kalijum koji se kretao u
koncentacijama od 17,8 mg/g kod vrste M. giganteus do 34,0 mg/g kod vrste F. hepatica. Sadrzaj
kalcijuma se kretao u vrednostima od 0,84 mg/g kod L. sulphureus do 23,9 mg/g kod vrste C.
disseminatus. Posebno je interesantna cinjenica da je sadrzaj kalcijuma viSestruko (dvadeset puta)
veli kod vrste C. disseminatus u odnosu na ispitane vrste gljiva. Sadrzaj magnezijuma se kretao u
opsegu od 0,8 mg/g kod vrste L. sulphureus do 6,7 mg/g kod vrste C. disseminatus. UocCava se trend
sadrzaja Ca i Mg isti kod vecine vrsta gljiva.

Na osnovu rezultata ispitivanja sadrzaja mikro-elemenata najviSe je prisutan cink koji se kretao u
koncentracijama od 34,2 mg/kg kod vrste F. hepatica do 193,3 mg/kg kod vrste C. disseminatus.
Najvedi sadrzaj mangana i gvozda zabeleZen je takode kod vrste C. disseminatus 188,2mg/kg i 5,9
mg/g dok se sadrzaj bakra kretao od 104,7 mg/kg kod M. procera do 6,8 mg/kg kod A. mellea.

Klaster analiza izvrSena na osnovu rezultata sadrzaja makro- i mikro-elemenata potvrdila je
odreden stepen bliskosti kod vrsta: A. mellea, F. hepatica i L. controversus, L. sulphureus, M.
gignateus, odnosno diferenciranosti M. procera, i C. disseminatus pre svega zbog sadrzaja bakra i
gvozda.

Procena bioloske aktivnosti

Procena antioksidantne aktivnosti

Antioksidantna aktivnost EtOH i Aq ekstrakata ispitivanih vrsta ocenjena merenjem njihove
sposobnosti da neutraliSu sledece radikale: DPPH®, OH®, SOA®, NO°® kao i sposobnost da redukuju [Fe-
TPTZ]3+ primenom FRAP testa.

Dobijeni su slededi rezultati:

Sposobnost neutralizacije DPPH® radikala: ICso vrednosti ispitanih ekstrakata iznosile od 41,2
pug/ml do 425,9 ug/ml. Najbolju aktivnost pokazao je vodeni ekstrakt F. hepatica, dok je najmanju
aktivnost pokazao etanolni ekstrakt vrste A. auricula-judae. Poredenjem etanolnih i vodenih
ekstrakata, moZe se zakljuciti da su vodeni ekstrakti ispoljili bolju aktivnost osim u slucaju M.
gigantues.

Na osnovu korelacionih koeficijenata hipoteza o dobijenoj aktivnosti kao posledice prisustva
fenolnih jedinjenja, odnosno flavonoidnih jedinjenja je potvrdena osim kod ekstrakata vrsta L.
sulphureus, M. gignateus i C. disseminatus (kod kojih su zabeleZeni mali koeficijenti korelacije Sto nas
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navodi na pretpostavku da u ostvarivanju ove aktivnosti neka druga jedinjenja imaju znacajniju
ulogu).

Kapacitet ,hvatanja“ HO® radikala: I1Cso vrednosti ispitanih ekstrakata iznosile su od 0,54 pg/ml
do 116 pg/ml. Najveéu aktivhost pokazao je A. mellea, dok je najmanji potencijal antiradikalske
aktivnosti pokazao L. contraversus.

Na osnovu utvrdenih korelacija visoka korelacija sa ukupnim fenolima se uocava kod Aqg ekstrakta
vrste F. hepatica i visoka kod Ag A. mellea i EtOH F. hepatica. Veoma visoka korelacija utvrdena je
izmedu sadrzaja flavonoida i OH testa kod EtOH ekstrakata A. mellea i visoka korelacija kod EtOH
ekstrakta M. giganteus, L. perlatum i Aq ekstrakta A. mellea.

Kapacitet ,hvatanja“ 0," radikala: ICso vrednosti ispitanih ekstrakata iznosile su od 0,66 pg/ml
do 198,98 pg/ml. Najvecu aktivnost pokazao je etanolni ekstrakti vrste C. disseminatus, dok je
najmanja O,e- skevindzZer aktivnost nadena kod vodenog ekstrakata L. perlatum.

Na osnovu vrednosti korelacija izmedu ukupnog sadrZaja fenola i O,etesta veoma visoka
korelacija se uocava kod Aq ekstrakta vrste L. perlatum, L. controversus i M. giganteus. Sadrzaj
ukupnih flavonoida i O,etesta pokazuje veoma visoku korelaciju kod Aq ektrakti L. sulphureus, L.
controversus, F. hepatica i EtOH F. hepatica.

Kapacitet ,hvatanja“ NOe radikala: IC;s vrednosti ispitanih ekstrakata iznosile su od 11,66 pug/ml
do 328,70 pg/ml. Najvedu aktivnost pokazali su ekstrakti vodeni ekstrakt A. auricula-judae, a najmaniji
potencijal ,,hvatanja“ NOe radikala imao je vodeni ekstrakt A. mellea.

Utvrdena korelacija izmedu sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida sa NO testom, pokazuje veoma
visoke vrednosti korelacije za ukupne fenole kod Aq ekstrakta vrste A. auricula-judae, M. procera,
EtOH ekstrakta M. procera, L. controversus i L. perlatum za ukupne flavonoide.

Redukcioni potencijal: u ispitivanim ekstraktima iznosio je od 52,836 mgAK/g do 3,78 mgAK/g.
Najveci redukcioni potencijal imaju ekstrakti etanolni i vodeni ekstrakti F. hepatica, dok vodeni
ekstrakt vrste L. controversus ima najmaniji. Poredenjem vrednosti dobijenog redukcionog kapaciteta
vodenih i etanolnih ekstrakata mozemo zakljuditi da ekstrakti vrsta L. sulphureus, M. procera, M.
giganteus i L. perlatum ne pokazuju signifikantnu razliku u pogledu redukujuéi kapaciteta dok su kod
svih drugih vrsta etanolni ekstrakti ispoljavali bolji redukujuci kapacitet u odnosu na vodene, osim
kod vrste A. mellea.

Veoma visok koeficijent korelacije izmedu sadrZzaja fenola i FRAP testa pokazuju ekstrakti Ag A.
auricula-judae, L. controversus, i EtOH A. mellea. Sadrzaj flavonoida je veoma visoko korelisao sa
ovim testom kod ekstrakata vrsta Aq M. procera, EtOH M. giganteus i Aq L. controversus.

Procena antimikrobne aktivnosti

Procena antimikrobne aktivnosti MeOH ekstraka na Gram-pozitivne: S. aureus, B. subtilis i E.
faecalis i Gram negativne: S. enteritidis i E.coli i HEX ekstrakata na Gram-pozitivne: S. aureus, B.
subtilis i Gram-negativnu E. coli vrSena je primenom minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i
minimalne baktericidne koncentracije agar (MBC) dilucionom metodom.

Gram-pozitivne bakterije bile su najosetljivije na metanolne ekstrakte, najnize vrednosti za
MIC i MBC zabelezene su za vrstu F. hepatica na S. aureus.
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U “skriningu” na Gram-negativne bakterije: S. enteritidis i E. coli, prilikom utvrdivanja
minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne aktivnosti, najnizu vrednost MIC pokazao je
metanolni ekstrakt vrste F. hepatica. Metanolni ekstrakti ostalih ispitivanih vrsta ispoljavaju MIC i
MBC vrednosti na visSim koncentracijama.

Rezultati dobijeni na osnovu analize antibakterijske aktivnosti heksanskih ekstrakata (HEX)
gljiva ukazuju na to da su najbolju MIC vrednost u odnosu na Gram-negativne bakterije postigli
ekstrakti sledecih vrsta: M. procera, M. giganteus i C. disseminatus pri koncentraciji.

Rezultati ove studije pokazuju da ekstrakti ispitivanih vrsta mogu posluZiti u prevenciji i
le¢enju bakteriskih infekcija, Zivotinja i ljudi, posebno infekcija sojeva koji pokazuju antibiotsku
rezistenciju. Zanimljivo je razmatrati moguénost primene ovih ekstrakata u proizvodnji hrane, kao
mogucih dodataka samom proizvoda u cilju poboljsanja odrZivosti proizvoda ali i kao mogudih
ingredijenata savremenih ambalaznih materijala. Prikazana ostvarena aktivnost trebalo bi u
buduénosti da podstakne istraZzivanja posebno vrsta F. hepatica, C. disseminatus, M. giganteus.

Procena antiproliferativne aktivnosti

Efekat vodenih i etanolnih ekstrakata odabranih vrsta gljiva na rast celijske linije MCF7
(humani adenokarcinom dojke pozitivan na estrogenske i progesteronske receptore), ispitan je MTT i
SRB testom nakon 24 h i 72 h tretmana pri razli¢itim koncentracijama ekstrakta (od 33,3 pg/ml do
900 pg/ml).

Rezultati ispitivanja antiproliferativne aktivnosti vodenih i etanolnih ekstrakata gljiva pokazali
su da ekstrakti svih vrsta ispoljavaju antiproliferativnu aktivnost, najbolju aktivnost pokazao je Aq
ekstrakt M. procera nakon 24 h. Na osnovu poredenja rezultata EtOH ekstrakata najbolju aktivnost
pokazao je ekstrakt vrste M. giganteus nakon 72 h.

Rezultati ostvarene aktivnosti Aq i EtOH ispitivanih vrsta ukazuju na veliku varijabilnost
rezultata na osnovu MTT i SRB testa. Statisticke analize rezultata antiproliferativne aktivnosti na
osnovu MTT i SRB testa ukazuju da se ne uocava znacajna razlika (p<0,05) u pokazanoj aktivnosti
izmedu primenjenih testova kod sledecih ekstraka Aq F. hepatica i EtOH M. giganteus nakon
tretmana od 24h, dok se rezultati aktivnosti nakon 72h statisticki znacajno ne razlikuju kod: EtOH L.
sulphureus, Aq L. controversus, Aq M. procera, EtOH L. perlatum, EtOH C. disseminatus.

Na osnovu rezultata citotoksicnog efekta heksanskih, etilacetatnih i vodenih frakcija vodenih
i etanolnih ekstrakata vrsta: M. procera, M. giganteus, C. disseminatus i L. sulphureus, mozemo
zakljuciti da su za dobijene aktivnosti odgovorne familije nepolarnih i srednje polarnih jedinjenja koje
ostvaruju posebno bolji efekat citotoksicnosti nakon hronic¢nog tretmana, osim u slucaju vrste M.
procera MapAq, kod koje bolji efekat pokazuje ukupni ekstrakt, odnosno polarna jedinjenja sa
sinergistickim delovanjem.

Uocene veoma visoke i visoke korelacije izmedu sadrzaja fenola, flavonoida i vrednosti I1Cso
testova citotoksi¢nosti ukazuju da postoji znacajan uticaj ovih jedinjenja na ostvarivanje citotoksi¢nog
efekta. Ove vrednosti imaju posebno znacajnu ulogu za MTT test na 72 h. u odnosu na sadrZaj ovih
biomolekula, osobito flavonoida SRB test pokazuje znac¢ajno manje korelacije posebno na tretmanu
od 24h. Na osnovu dobijenih korelacija pretpostavljamo da i neke druge klase biomolekula ostvaruju
ulogu kada je upitanju ova bioaktivnost.
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Na osnovu PCA analize utvrdeno je sledeée: ukupnoj varijabinosti rezultata, citotoksi¢ne
aktivnosti, ponajvise doprinose koncentracije ukupnih fenola, potom ICso vrednosti DPPH i FRAP testa
kada se posmatra prva glavna osa, dok su u odnosu na oblik varijabilnosti znacajan efekat pokazali
koncentracija ukupnih flavonoida i rezultati MTT testa nakon 72h. Ukoliko varijabilnosti dobijenih
vrednosti bioloSke aktivnosti ekstrakata i dobijene citotoksi¢nosti MTT testom uklju¢imo vrednosti
SRB testa (pritom je iskljutena vrsta AM na kojoj nisu sprovedeni SRB testovi) rezultati efekta
pojedinih parametara na veliCinu variranja uzorka su gotovo nepromenjeni, dok se u odnosu na oblik
variranja, pored efekta variranja koncentracije ukupnih flavonoida i efekta MTT testa na 24 h, izdvaja
i pojacani efekat varijabilnosti IC;s vrednosti NO i ICso vrednosti O, testa.

Sumarno, ukupni biopotencijal ispitivanih vrsta na osnovu sprovedenih analiza hemijske
karakterizacije i bioloskih testova koji su ukljucili ispitivanje antioksidativnog, antimikrobnog i
antiproliferativnog potencijala upuéuju opravdanost hipoteze da su odabrane vrste potencijalni izvori
nutraceutika. Svakako je potrebno i neophodno nastaviti dalja istraZzivanja ovih vrsta.
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8. PRILOZI

PRILOG 8.1. Fenoli

1|
A

Equaton y=a+
Adj. R-Squ  0,9374

Value  Standard Er|
Intercep -0,100 0,08762
Slope 0,019 0,00177

2,0 1

0,5

0,0

Laetiporus sulphureus

radna konc. (ug/ml)

T
100

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. GK | mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g

(ug/ml) (nug/ml) suvog ostatka (nug/ml) (ng/ml) suvog ostatka

4000 97,87 24,4675 5000 122,2407 24,44815

2000 63,53 31,765 2500 110,6111 44,24444

1000 36,31 36,31 1250 82,33333 65,86667

500 25,05 50,1 625 48 76,8

250 16,45 65,8 312,5 30,25926 96,82963
156,25 15,35185 98,25185
78,125 8,685185 111,1704

Lactarius controversus

Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt

Radna konc. Oc¢itana konc. GK | mgekv. GK/g Radna konc. Oc¢itana konc. GK | mg ekv. GK/g

(ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka

4000 > GK 5000 73,03704 14,60741

2000 75,59 37,795 2500 40,11111 16,04444

1000 48,77 48,77 1250 21,5 17,2

500 30,02 60,04 625 11,2963 18,07407

250 19,31 77,24 312,5 7,092593 22,6963
156,25 4,222222 27,02222
78,125 1,111111 14,22222
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Macrolepiota procera

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. GK | mg ekv. GK/g Radna konc. Oc¢itana konc. GK | mg ekv. GK/g
(ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
500 14,06 28,12 1165,049 22,87831 19,6372134
250 8,22 32,88 776,699 7,86067 10,12061287
150 7,44 49,6 485,4369 5,850088 12,05118166
75 7,8 104 242,7184 1,828924 7,535167549
50 3,13 62,6 121,3592 0,153439 1,264338624
25 6,11 244,4
Auricularia auricula-judae
Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt
Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g
(ng/ml) (ng/ml) suvog ostatka (ng/ml) (ng/ml) suvog ostatka
4000 81,87 20,4675 2500 94,61111 37,84444
2000 52,16 26,08 1250 80,77778 64,62222
1000 31,55 31,55 625 51,83333 82,93333
500 17,44 34,88 312,5 31,36111 100,3556
250 10,36 41,44 156,25 17,75 113,6
78,125 10,80556 138,3111
Meripilus giganteus
Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt
Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g
(ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
500 38,06 76,12 5000 102,7037 20,54074
250 22,16 88,64 2500 52,42593 20,97037
75 12,34 164,5333 1250 31,5 25,2
37,5 10,29 274,4 625 18,7963 30,07407
18,75 7,99 426,1333 312,5 9,796296 31,34815
156,25 6,444444 41,24444
78,125 3,833333 49,06667
Armillaria mellea
Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt
Radna konc. Ocitana konc. GK | mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g
(ug/ml) (nug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
2000 64,31 32,155 5000 121,7037 24,34074
1000 42,42 42,42 2500 111,6111 44,64444
500 26,4 52,8 1250 91,66667 73,33333
250 18,43 73,72 625 54,81481 87,7037
312,5 31,14815 99,67407
156,25 19,07407 122,0741
78,125 10,05556 128,7111
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Lycoperdon perlatum

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Oc¢itana konc. GK | mgekv. GK/g Radna konc. Oc¢itana konc. GK | mg ekv. GK/g

(ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka

2000 96,43 48,215 5000 118,9444 23,78889

1000 63,25 63,25 2500 110,1944 44,07778

500 41,01 82,02 1250 87,83333 70,26667

250 30,06 120,24 625 53 84,8

150 20,01 133,4 312,5 33,59259 107,4963
156,25 17,88889 114,4889
78,125 9,740741 124,6815

Coprinus disseminatus

Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g

(ng/ml) (ng/ml) suvog ostatka (ng/ml) (ng/ml) suvog ostatka

4000 > GK 5000 96,5 19,3

2000 84,95 42,475 2500 64,38889 25,75556

500 31,81 63,62 1250 45,51852 36,41481

250 18,43 73,72 625 18,61111 29,77778
312,5 9,518519 30,45926
156,25 5,592593 35,79259
78,125 2,944444 37,68889

Fistulina hepatica

Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g

(ng/ml) (ng/ml) suvog ostatka (ng/ml) (pug/ml) suvog ostatka

1000 72,3 72,3 5000 0,722222 0,144444

500 29,45 58,9 2500 99,27778 39,71111

250 19,09 76,36 1250 61,64815 49,31852

150 13,51 90,06667 625 34,59259 55,34815

75 10,92 145,6 312,5 17,96296 57,48148

50 9,52 190,4 156,25 10,5 67,2

25 6,22 248,8 78,125 5,240741 67,08148
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PRILOG 8.2. Flavonoidi

Equation y=a+b*
Adj. R-Squar  0,97742
- Value Standard Erro|
A Intercept | -5,22054E- 0,01445
0,6 - A Slope 0,05184 0,00278
u
0,5 /
S
_ 0,4 - //i
IS /
< u
E 0,3 P
- P e
< a
02 /
P n
[ /
0,1 //
] S
g
0,0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Laetiporus sulphureus

radna konc (ug/ml)

Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt
Radna konc. Ocitana konc. GK | mg ekv. GK/g Radna konc. Oc¢itana konc. GK | mg ekv. GK/g
(ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
3973,51 6,98 1,756633 4966,887 4,70399 0,94707
1986,755 2,96 1,489867 2483,444 2,722008 1,096062
993,3775 0,68 0,684533 1241,722 1,833977 1,476963
496,6887 0,26 0,523467 620,8609 1,319176 2,124753
248,3444 1,59 6,4024 310,4305 1,235521 3,980026
155,2152 1,061776 6,840669
77,60762 0,135135 1,741261
Lactarius controversus
Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt
Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g
(ng/ml) (ng/ml) suvog ostatka (ng/ml) (ug/ml) suvog ostatka
3973,51 >K - 4966,887 3,590734 0,722934
1986,755 5,97 3,0049 2483,444 2,162162 0,870631
993,3775 4,91 4,942733 1241,722 1,480051 1,191935
496,6887 3,09 6,2212 620,8609 0,11583 0,186564
248,3444 0,7 2,818667 310,4305 0,096525 0,31094
155,2152 0,057915 0,373127
77,60762 0,34749 4,477529

162




Doktorska disertacija

Aleksandra Novakovié

Macrolepiota procera

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Oc¢itana konc. GK | mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK | mg ekv. GK/g
(ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
496,6887 0,032 0,064427 4966,887 4,324324 0,870630631
248,3444 0,032 0,128853 2483,444 2,033462 0,818807379
149,0066 2,21 14,83156 1241,722 1,782497 1,435504076
74,50331 0,62 8,321778 620,8609 1,943372 3,13012441
49,66887 0,17 3,422667 310,4305 1,158301 3,731274131
24,83444 0,087 3,5032 155,2152 1,145431 7,37963106
77,60762 1,003861 12,93508366
Auricularia auricula-judae
Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt
Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g
(ng/ml) (ng/ml) suvog ostatka (ng/ml) (ug/ml) suvog ostatka
3973,51 >K - 2483,444 18,19176 7,325217
1986,755 >K - 1241,722 0,765766 0,308348
993,3775 >K - 620,8609 0,675676 0,544144
496,6887 8,54 17,19387 310,4305 0,444015 0,715161
248,3444 4,67 18,80453 155,2152 0,11583 0,373127
77,60762 0,096525 0,621879
Meripilus giganteus
Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt
Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g Radna konc. QOcitana konc. GK mg ekv. GK/g
(ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
496,6887 4,4 8,858667 4966,887 20,82046 4,191853
248,3444 3 12,08 2483,444 2,078507 0,836946
149,0066 1,84 12,34844 1241,722 1,492921 1,202299
74,50331 1,07 14,36178 620,8609 1,171171 1,886366
37,25166 0,65 17,44889 310,4305 1,113256 3,586169
18,62583 0,35 18,79111 155,2152 0,978121 6,301707
77,60762 1,036036 13,34967
Armillaria mellea
Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt
Radna konc. Ocitana konc. GK | mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g
(ug/ml) (nug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
1986,755 0,66 0,3322 4966,887 0,579151 0,116602
993,3775 0,33 0,3322 2483,444 0,083655 0,033685
496,6887 1,45 2,919333 1241,722 0,11583 0,093282
248,3444 0,59 2,375733 620,8609 0,225225 0,362763
149,0066 1,12 7,516444 310,4305 0,09009 0,29021
1986,755 0,66 0,3322 155,2152 0,032175 0,207293
77,60762 0,06435 0,829172
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Lycoperdon perlatum

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. GK | mg ekv. GK/g Radna konc. Oc¢itana konc. GK | mg ekv. GK/g
(ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
1986,755 0,94 0,473133 4966,887 3,912484 0,787713
993,3775 1,36 1,369067 2483,444 2,290862 0,922454
496,6887 0,74 1,489867 1241,722 1,763192 1,419957
248,3444 0,33 1,3288 620,8609 1,280566 2,062565
149,0066 0,28 1,879111 310,4305 1,093951 3,523981
155,2152 1,402831 9,037975
77,60762 0,933076 12,02299
Coprinus disseminatus
Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt
Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g
(ng/ml) (ng/ml) suvog ostatka (ng/ml) (ug/ml) suvog ostatka
3973,51 >K - 4966,887 0,057915 0,01166
1986,755 >K - 2483,444 0,30888 0,124376
993,3775 >K - 1241,722 0,29601 0,238387
496,6887 6,38 12,84507 620,8609 0,09009 0,145105
248,3444 2,46 9,9056 310,4305 0,534106 1,720532
155,2152 0,199485 1,285217
77,60762 0,05148 0,663338
Fistulina hepatica
Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt
Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g Radna konc. Ocitana konc. GK mg ekv. GK/g
(ng/ml) (ng/ml) suvog ostatka (ng/ml) (ug/ml) suvog ostatka
993,3775 3,64 3,664267 4966,887 5,06435 1,019622
496,6887 1,79 3,603867 2483,444 1,763192 0,709979
248,3444 1,4 5,637333 1241,722 0,965251 0,777349
149,0066 1,64 11,00622 620,8609 0,341055 0,549326
74,50331 1,6 21,47556 310,4305 0,34749 1,119382
49,66887 1,18 23,75733 155,2152 0,225225 1,451051
24,83444 1,05 42,28 77,60762 0,045045 0,58042
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PRILOG 8.3.

Parametri za kvantifikaciju standardnih fenolnih jedinjenja

Retenciono Napon Jon Jon Koliziona
Jedinjenje vreme fragmentora prekursor proizvod energija

(min) (V) (m/z) (m/z) (V)
galna kiselina 0.58 90 169 125 10
katehin 0.74 150 289 245 10
protokatehinska kiselina 0.79 105 153 109 9
hlorogenska kiselina 0.80 100 353 191 10
epigalokatehin galat 0.81 165 457 169 16
epikatehin 0.95 150 289 245 10
2,5-dihidroksibenzoeva kiselina 1.03 100 153 109 9
p-hidroksibenzoeva kiselina 1.08 80 137 93 10
eskuletin 1.13 105 177 133 15
kafena kiselina 1.18 100 179 135 10
vanilinska kiselina 1.24 100 167 108 15
siringinska kiselina 1.31 90 197 182 7
p-kumarinska kiselina 1.69 90 163 119 9
umbeliferon 1.73 120 161 133 19
skopoletin 1.77 80 191 176 8
ferulna kiselina 1.90 90 193 134 11
viteksin 1.90 200 431 311 22
sinapinska kiselina 1.92 100 223 193 17
luteolin-7-0-glukozid 2.13 230 447 285 30
hiperozid 2.16 200 463 300 30
kvercetin-3-0-glukozid 2.25 210 463 300 30
rutin 2.33 135 609 300 42
apiin 2.60 250 563 269 36
o-kumarinska kiselina 2.62 100 163 119 5
miricetin 2.67 150 317 179 20
kvercitrin 2.75 190 447 300 27
kemferol-3-0-glukozid 2.80 190 447 284 30
apigenin-7-0-glukozid 2.81 135 431 268 41
sekoizolaricirezinol 2.90 130 361 165 26
3,4-dimetoksicimetna kiselina 2.99 110 207 103 7
bajkalin 3.40 140 445 269 22
daidzein 3.43 145 253 208 31
matairezinol 3.66 130 357 122 24
kvercetin 3.74 130 301 151 15
naringenin 3.87 130 271 151 16
cimetna kiselina 391 100 147 103 5
luteolin 4.03 135 285 133 25
genistein 4.12 145 269 133 32
kemferol 4.55 130 285 285 0
apigenin 4.71 130 269 117 25
izoramnetin 4.79 160 315 300 21
krizoeriol 4.82 125 299 284 20
bajkalein 5.15 165 269 269 0
amentoflavon 5.78 220 537 375 35
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Doktorska disertacija
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PRILOG 8.5. Antioksidativni testovi

Kapacitet hvatanja DPPH' radikala i ICsg EtOH ekstrakta gljive L. sulphureus.

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICso (ng/ml)

800 82,03509 o]

400 66,59649
: 215,142

200 46,10526 ’ “

100 39,36842 S0

IC,, = 215,14175 pg/ml

T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja DPPH’

radikala i ICso Aq ekstrakta gljive L. sulphureus.

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICso (ng/ml)
500 94,04531 o] o
250 75,66343 ) p
125 68,15534 o] /
62,5 1381877 | " S
31,248 42,52427 " o]
15,624 33,98058 "
Radna konc. (ug/ml)
Kapacitet hvatanja DPPH’ radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive L. controversus.
Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
1600 97,19298 —
800 75,57895 o o
400 53,96491 360,816 _ /
200 39,36842 g
100 26,73684 % Ic,, = 36081631 ugimi

T T T T T T T T T J
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja DPPH’

radikala i 1Cso Aq ekstrakta gljive L. controversus

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICso (ng/ml)

1000 86,01942 @
500 72,29773 o]
250 51,06796 218,932 _®
125 41,74757 5o
62,5 33,98058 1

IC,, = 218,93219ug/ml

T
0

T
200

T T T T
400 600 800 1000
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja DPPH’

radikala i ICsg EtO

H ekstrakta gljive M. procera

Radna konc (ug/ml)

RSC (%)

ICso (ug/ml)

800 98,03509
400 92,98246
200 84,2807

100 54,80702
60 50,59649
30 33,47368

73,306

IC,, = 73,30567g/ml

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja DPPH’

radikala i ICso Aq ekstrakta gljive M. procera.

IC,, = 41,66846 pg/ml

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)

1000 98,4466
500 90,67961 N
250 89,12621 .
125 72,55663 41,668 .
62,5 52,36246 :
31,248 47,96117
15,624 36,56958 :

T
200

T T T T
400 600 800 1000

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja DPPH’

radikala i ICsg EtO

H ekstrakta gljive A. auricula-judae

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)

1600 84,84211 .

800 62,10526

400 52,84211 425,903 o '

200 41,33333 ol 2
100 29,26316 Sl

Kapacitet hvatanja DPPH’ radikala i ICsg Aq ekstrakta gljive A. auricula-judae

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (Lg/ml)

1000 89,12621 VAN
500 95,33981 ] 4
250 91,45631 I

125 60,38835 61,135 el

62,5 57,02265 o1 et 13219
31,248 44,33657 R

15,624 39,41748 P A
7,812 31,39159 e o
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Kapacitet hvatanja DPPH’

radikala i 1Csp EtOH ekstrakta gljive M. giganteus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
200 91,29825 o]
100 71,08772 .
60 44,14035 58,264 s e g
30 36,2807 8 « pa (G 7 S0.26308 5im!
15 34,59649 S
7,5 24,77193 1 ‘ ‘ ‘ ‘
Rada konc. ugim)
Kapacitet hvatanja DPPH’ radikala i ICsg Aq ekstrakta gljive M. giganteus.
Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICso (ng/ml)
1000 97,411 1 T
500 86,01942 ~
250 67,37864 144,946 o 7
125 49,51456 g1
62,5 33,72168 >
Radna konc. (ugim)
Kapacitet hvatanja DPPH’ radikala i ICsg EtOH ekstrakta gljive A. mellea.
Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICso (ng/ml)
800 98,31579 00 .
400 78,10526
200 53,96491 187,5723 o
100 40,49123 sl
60 17,19298 o v/
Radna konc. (ugimi)
Kapacitet hvatanja DPPH' radikala i ICsg Aq ekstrakta gljive A. mellea.
Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
500 97,9288 100 .
250 82,39482 ”
125 62,71845 48,402 - ye
62,5 60,90615 g "
31,248 42,91262
15,624 40,97087 ©

T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja DPPH' radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive L. perlatum.
Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
800 90,73684 7
400 71,92982 0]
200 5621053 173,9864 ) /
100 45,54386 g1
60 26,45614 ] //
Radna konc. (ug/mi)

Kapacitet hvatanja DPPH’ radikala i ICsg Aq ekstrakta gljive L. perlatum.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)

1000 98,9644 47,355 T
500 87,83172 e

250 82,91262 _

125 63,75405 g.l Y P
62,5 52,88026 L

31,248 47,96117 ©f .

15,624 39,15858 T % R;suk ?a; n o 1

Kapacitet hvatanja DPPH’ radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive C. disseminatus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)

1600 94,66667 384,036 " =
800 76,70175 o] _ //

400 43,01754 _ ) ya

200 39,92982 T P —
100 33,19298 A

T T T T T T T T T J
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja DPPH' radikala i ICsg Aq ekstrakta gljive C. disseminatus.

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICso (ng/ml)

1000 97,6699 243,078
500 71,26214 . e

250 48,47896 ] e

125 44 ,3 3657 g ° // IC,, = 243,07768 pg/m
62,5 28,02589 J

173




Doktorska disertacija

Aleksandra Novakovié

Kapacitet hvatanja DPPH’

radikala i ICsp EtOH ekstrakta gljive F. hepatica

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
800 96,63158 52,43146
400 89,33333

200 74,73684

100 68,84211

60 49,47368

30 39,088

RSC (%)

1C,, = 52.41346 ug/ml

T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja DPPH’

radikala i ICsp Aq ekstrakta gljive F. hepatica.

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICso (ng/ml)
500 96,8932 41,157
250 90,42071

125 60,12945

62,5 51,58576

31,248 49,90291

15,624 47,18447

RSC (%)

// L] IC,, = 41,15676 ug/ml
-

T
0

T T T T T
100 200 300 400 500
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive L. sulphureus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
38,38772 85,11905 10,733
19,19386 65,47619

9,596929 56,34921

4,798464 25

IC,, =10,73301 pg/ml

5 0 5 2 3 3 3 4
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH’ radikala i IC50 Aq ekstrakta gljive L. sulphureus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
76,77543 71,64179 12,944
38,38772 69,40299

19,19386 65,67164

9,596929 55,22388

2,399232 20,39801

RSC (%)

/ IC,, = 12,9434 ug/ml

T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive L. controversus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
38,388 82,143 10,5164
19,194 57,539

9,597 56,746

4,798 36,905

IC,,= 10,51635 pg/ml

T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICso Aq ekstrakta gljive L. controversus.

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICso (ng/ml)
76,77543 72,63682 22,116
38,38772 55,22388

9,596929 48,50746

IC,, = 22,1646 ug/mi

T
0

T T T T T T T T
10 20 30 40 5 60 70 80
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive M. procera

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
9,596929 79,7619 2,965
4,798464 58,33333

1,439539 44,84127

0,479846 31,74603

] 16, =296467 ugimi e

-
//

T T T T T T
0 2 4 6 8 10
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH’ radikala i ICso Aq ekstrakta gljive M. procera

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
76,77543 1,925025 13,949
38,38772 8,81459

19,19386 59,06788

IC,, = 13,94913 g/l

T
0

T T T T T T T T
0 20 30 40 50 60 70 80
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive A. auricula-judae

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
19,19386 74,25743 0,947
3,838772 58,41584

1,919386 57,92079

IC,, = 0,947 yg/ml

T T T T T
0 5 10 15 20
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH’ radikala i ICso Ag ekstrakta gljive A. auricula-judae

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
47,98464 58,05471 17,812
11,99616 63,52584

5,998081 82,16819

95

b\ IC,, = 17.81162 ug/ml

T T T T T T
0 10 20 30 40 50
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive M. giganteus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICs0 (ug/ml)
4,798464 34,27896 2,430
2,879079 49,64539

1,439539 55,55556

0,71977 78,01418

1C,, = 243002 pg/ml

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICsg Aq ekstrakta gljive M. giganteus.

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICso (ng/ml)
19,19386 78,1155 8,914
9,596929 56,231

4,798464 22,18845

C,, = 891427 pg/m

"t
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive A. mellea.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
4,798464 85,64356 0,543
1,199616 58,91089

0,299904 55,94059

IC,, = 0,54269 pg/mi

S

/

4
/m

T T T T T T
0 1 2 3 4 5
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICso Aq ekstrakta gljive A. mellea.

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICs0 (g/ml)
76,77543 70,14925 4,665 ) T
38,38772 68,65672 W
2,399232 65,67164 e I
1,391555 56,21891 51/
0,347889 20,39801 T
Kapacitet hvatanja OH’ radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive L. perlatum.
Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
7,677543 42,07921 6,725 i
3,838772 65,09901
0,959693 66,83168 _
Kapacitet hvatanja OH’ radikala i ICso Aq ekstrakta gljive L. perlatum.
Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
19,19386 39,20973 17,251 1.
9,596929 79,33131 * T e
4,798464 80,54711 " \

50 N \\

T
2

R S e e e N
4 6 8 10 12 14 16 18 20
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive C. disseminatus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
38,38772 3,174603 9,936
19,19386 11,90476

9,596929 61,30952

4,798464 70,2381

IC,, =9,93623 ug/ml

N\
\
[N

0

T
5

10

T T T T T T
15 20 25 30 35 40

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICso Aq ekstrakta gljive C. disseminatus.

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICs0 (g/ml)
38,38772 94,02985 4,161
19,19386 77,61194

4,798464 64,67662

2,399232 56,21891

1,199616 20,89552

ICSU = 4,1608 pg/ml

T
5

T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH' radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive F. hepatica

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICs0 (ug/ml)
19,19386 70,87379 1,793
4,798464 59,87055

0,959693 53,82956

0,479846 37,86408

IC,, = 1,79336 pg/ml

T T T T
5 10 15 20
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja OH’ radikala i ICso Aq ekstrakta gljive F. hepatica

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
38,38772 86,62614 5,046
19,19386 83,78926

9,596929 78,92604

4,798464 42,04661

RSC (%)

IC,, = 5,04556 pg/ml

T
10

T T T T T T
5 20 25 30 35 40
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja NO radikala i IC,s EtOH ekstrakta gljive L. sulphureus

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICas (ug/ml)
591,133 44,80763 97,83
295,5665 42,05505

147,7833 32,57742

73,89163 31,59212

18,47291 13,90366

9,236453 10,44729

4,618227 9,008445

2,309113 3,487645

1,154557 -2,40851

C,, = 97,82971 pg/ml

T T T T T T
4 100 200 300 400 500 600
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC;5 Aq eks

trakta gljive L. sulphureus

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICas (ug/ml)
369,4581 29,90996 112,268
184,7291 26,98368

92,36453 24,11367

46,18227 23,74789

23,09113 20,34328

C,, = 112,26768 yg/m

T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC,s EtOH ekstrakta gljive L. controversus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICas (ug/ml)
591,133 54,69972 48,72
295,5665 53,34689

147,7833 45,85549

73,89163 43,50954

36,94581 40,74132

18,47291 9,196121

9,236453 8,226462

2,309113 3,534564

IC,, = 48,72023 ug/ml

—— T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC;s Aq eks

trakta gljive L. controversus.

Radna konc (pug/ml) RSC (%) IC2s (ng/ml)
295,5665 23,83271 122,504
147,7833 26,10071

73,89163 24,96879

36,94581 28,8556

18,47291 30,97794

IC,, = 122,50359 ug/ml

T T
0 50 100 150 200 250 300
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja NO radikala i IC,s EtOH ekstrakta gljive M. procera.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICas (ug/ml)

591,133 20,56442 155,447

295,5665 23,31714

147,7833 21,74416 1N
73,89163 29,90978 5] ]

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC;s Aq ekstrakta gljive M. procera.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICas (ug/ml)

369,4581 30,09071 .
184,7291 21,64529 2] //
92,36453 21,11354 254,767 = yd
46,18227 17,4695 5™ g

T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC,s EtOH ekstrakta gljive A. auricula-judae

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICas (ug/ml)

59,1133 35,51767 31,182 ] »
29,55665 29,38693 e
29,55665 19,29934 - —T
14,77833 12,80888 7.1 P R
7,389163 9,164842

3,694581 4,426024 g

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC;s Aq ekstrakta gljive A. auricula-judae

Radna konc (ug/ml) RSC (%) 1C2s (ug/ml)

369,4581 38,7238 11,668 ]

184,7291 37,39443 ] [
92,36453 35,22052 o T h
46,18227 31,38098 g2l .o

23,09113 29,55896 St
11,54557 20,01877 557
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Kapacitet hvatanja NO radikala i IC,s EtOH ekstrakta gljive M. giganteus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICas (ug/ml)
591,133 16,47184 s
295,5665 19,84886
- - 154 *1 A\ IC,. = 154,56807 pg/ml
147,7833 21,62003 >4,568 - w7 PRI
73,89163 32,57764 8] N
20 \\\ »

T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Radna konc. (ug/mi)

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC;s Aq ekstrakta gljive M. giganteus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) IC2s (ug/ml)

369,4581 38,06694 42,393 ] S
184,7291 34,04754
92,36453 28,80826 4

46,18227 26,07132 gel 7

23,09113 22,74789 o]

T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC;s EtOH ekstrakta gljive A. mellea

Radna konc (ug/ml) RSC (%) 1Cas (ug/ml)

591,133 64,60744 13,45

295,5665 56,97529 ) P
147,7833 59,60275 e

73,89163 53,67532 g |/
36,94581 59,24304 =T e
18,47291 0,48483 T

9,236453 11,66719 R

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC,s Aq ekstrakta gljive A. mellea

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICas (ug/ml)

369,4581 19,47083 328,708 -] 7
184,7291 39,54949 bt
92,36453 34,16079 T
46,18227 35,94851 87
23,09113 40,76004 =

———————————— %+
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja NO radikala i IC,s EtOH ekstrakta gljive L. perlatum.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICas (ug/ml)

591,133 56,56615 50,968 o]
295,5665 48,00584 -l
147,7833 42,7286 ]
73,89163 33,19553 e
36,94581 28,42899 ]
18,47291 9,435798

u/

=/

IC,, = 50,96816 pg/ml

0

T
100

T T T T T
200 300 400 500 600
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC;s Aq ekstrakta gljive L. perlatum.

Radna konc (pug/ml) RSC (%) IC2s (ug/ml)

591,133 38,58305 ’ -
147,7833 35,14232 e N
73,89163 34,80607 ~

36,94581 31,32624 16,106 gol */ R
18,47291 23,85048 - T
9,236453 20,87895 ?

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC,s EtOH ekstrakta gljive C. disseminatus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICas (ug/ml)

591,133 4,876609 271,8586 .

295,5665 24,6192 “1
147,7833 32,74294 IE

73,89163 44,5271 S

T
100

T T T T T
200 300 400 500 600
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC;s Aq eks

trakta gljive C. disseminatus.

17,443

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICas (ug/ml)
369,4581 47,99001
92,36453 37,68623
46,18227 37,45318
23,09113 23,50811
11,54557 20,19143

I

/ /
YA

IC,, = 17,44266 ug/ml

T
0

T
50

T T T T T T ,
100 150 200 250 300 350 400
Radna konc. (ug/ml)

182




Doktorska disertacija

Aleksandra Novakovié

Kapacitet hvatanja NO radikala i IC,s EtOH ekstrakta gljive F. hepatica.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) 1Cas (ug/ml)
591,133 35,72099 70,262
295,5665 34,57147

147,7833 33,70347

73,89163 22,72443

36,94581 23,3031

18,47291 20,48796

IC,, = 70,26167 ug/ml

T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja SOA r

adikala i ICsp EtOH

ekstrakta gljive L

. sulphureus

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICso (ng/ml)

3,311258 69,36937 2,545 ]

1,655629 33,33333 “

0,827815 20,72072 o] /

0,413907 18,91892 g*
P

Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICso Aq ekstrakta gljive L. sulphureus

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICs0 (ug/ml)

165,5629 82,36915 45,936 o -

82,78146 61,43251 ) e

41,39073 55,3719 _ >

20,69536 46,00551 N e

10,34768 2,479339 o S

———t
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Radna konc. (xg/ml)

Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICsg EtOH ekstrakta gljive L. controversus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICs0 (ug/ml)
264,9007 32,70321 115,246
132,4503 43,28922

66,22517 66,72968

33,11258 89,66604

16,55629 91,30435

8,278146 93,57278

4,139073 96,21928

RSC (%)

\ ICg = 115,24555 pg/ml

%

T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICsg Aq ekstrakta gljive L. controversus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICs0 (ng/ml)

165,5629 16,09276 6,173 )

99,33775 21,29304 100~ 67325 sgm

41,39073 20,44975 _°

20,69536 29,07004 T RN

10,34768 34,08292 » . \ . P

5,173841 74,13914 N
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive M. procera.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)

99,33775 43,54127 w

49,66887 68,87209 w]

33,11258 72,27473 | Cermeeem

9,933775 80,59231 8582079 ="

4,966887 88,53182 i N

3,311258 90,17013 * -

T T T T T T
4 20 40 60 80 100
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICso Aq ekstrakta gljive M. procera.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICs0 (ug/ml)
165,5629 79,06336 9,955
82,78146 73,55372

20,69536 64,18733

2,586755 39,9449

RSC (%)

IC,, = 9,95478 ug/ml

T T T T T T T T T 1
20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Radna konc. (xg/ml)

Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive A. auricula-judae

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
66,22517 63,96396 54,169
33,11258 33,33333

1,655629 26,72673

RSC (%)

IC,, = 54,16871 ug/ml

T T T T T T T
10 20 30 40 5 60 70
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICsg Aq ekstrakta gljive A. auricula-judae

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)

165,5629 46,69421

10,34768 68,04408 o] 4

5,17351 76,58402 20,094 I

2,586755 84,02204 N
Racna ko, (sgim)

Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICsq EtOH ekstrakta gljive M. giganteus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICs0 (ug/ml)

33,11258 42,94294 20,945 RN

16,55629 56,75676 ‘\ 1C.s = 20,94505 pom!

9,933775 60,36036 -1 -

4,966887 70,27027 gl

2,483444 77,47748 . -
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICso Aq ekstrakta gljive M. giganteus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)

165,5629 68,41026 44,37225 70 T

82,78146 59,38462 ] e

41,39073 53,23077 E""’ . /

20,69536 50,76923 g‘"" / IC,, = 4437225 ugimi

10,34768 11,38462

T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive A. mellea

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
66,22517 31,53153 22,042 o
33,11258 37,53754 )
16,55629 60,36036 o
9,933775 64,86486 g ]
.

Radna kone. (sgim)
Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICsg Aq ekstrakta gljive A. mellea
Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICs0 (g/ml)
165,5629 80,44077 24,637 © J—
82,78146 69,42149 ol pd
41,39073 50,0000 ] T o
20,69536 65,28926 51/ o
10,34768 42,14876
2,586921 30,85399 7

Radna konc. (gim)
Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICsp EtOH ekstrakta gljive L. perlatum.
Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
132,4503 43,79332 64,574 of |
66,22517 51,10271 © .\-\- 10, = 6457415 yg/mi
33,11258 63,07498 o \\\
26,49007 66,8557 é o .\\
13,24503 81,09641 " N\
6,622517 81,85255 S
3,311258 85,63327 S S S e PP
1,655629 87,77568 reoatens o
Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICso Aq ekstrakta gljive L. perlatum.
Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)
331,1258 21,76309 198,981 oy
165,5629 61,15702 NN
82,78146 67,7686 o ™
20,69536 90,63361 g : ~
10,34768 82,64463 w]
5,17351 95,04132 1 N

T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
Radna konc. (ug/ml)
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Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive C. disseminatus.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)

6,622517 72,37237 0,663 o]
3,311258 71,17117 i
1,655629 68,46847 =
0,827815 58,55856 3
0,413907 38,73874 o

IC,, = 0,66255 ug/ml

Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICso Aq ek

strakta gljive C. disseminatus.

/ IC,, = 29,38083 pg/ml

Radna konc (pug/ml) RSC (%) ICs0 (g/ml)

165,5629 85,95041 29,381
82,78146 82,64463 .
41,39073 62,25895 o]
20,69536 43,38843 g
10,34768 32,2314 R
5,173841 22,31405 o

S/
o/

——t
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICso EtOH ekstrakta gljive F. hepatica.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICs0 (ug/ml)

66,22517 9,912536 14,598
33,11258 11,66181 »
16,55629 53,207 =
8,278146 58,01749 5
2,069536 91,83673

IC,, = 14,59777 ug/ml

N
LAY o

T T T T T T T
0 0 20 30 40 50 60 70
Radna konc. (ug/ml)

Kapacitet hvatanja SOA radikala i ICso Aq ekstrakta gljive F. hepatica.

Radna konc (ug/ml) RSC (%) ICso (ug/ml)

165,5629 62,39669 23,475

82,78146 60,33058 :
41,39073 57,02479 .
20,69536 53,44353 g
10,34768 41,32231

IC,, = 23,47468 pg/ml

T T T T T T T T T |
0 20 40 60 8 100 120 140 160 180
Radna konc. (ug/ml)
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PRILOG 8.6.

Askorbinska kiselina

Equation y=a+
_|Adj. R-Sq 0,9981

1,04 Value Standard
4 | Asr kor Interce 0,22 0,00548 m
0,9 |Asrkor  Slope 0,01 2,84549E -
05 /}/,
E 074 .
c i 7
o P
g/ 067 e )
8 o5 e
2 ] e
04
] o
034 &
-f'
0,2
T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
radna konc (ug/ml)
Laetiporus sulphureus
Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt
Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g
(umg/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
1553,398 17,10924 11,01407 970,8738 14,27111 14,69924
776,699 9,08875 11,70177 485,4369 6,46233 13,3124
388,3495 4,54098 11,69302 242,7184 2,37285 9,776142
194,1748 1,12116 5,773974 121,3592 0,25761 2,122706
97,08738 0,24016 2,473648
Srednja vrednost za etanolni ektstrakt gljive L. contraversus Srednja vrednost za vodeni ektstrakt gljive L. sulphureus
iznosi 10,935 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta. iznosi 9,978 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Lactarius controversus

Etanolni ekstrakt Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g

(umg/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
1553,398 22,34447 14,38425 1941,748 14,66771 7,553871
776,699 9,52925 12,26891 1165,049 2,84878 2,445203
388,3495 3,16607 8,15263 970,8738 4,06505 4,187002
194,1748 1,79116 9,224474 485,4369 0,4515 0,93009
97,08738 1,03337 10,64371

Srednja vrednost za etanolni ektstrakt gljive L. contraversus Srednja vrednost za vodeni ektstrakt gljive L. contraversus
iznosi 10,935 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta. iznosi 3,779 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

188




Doktorska disertacija

Aleksandra Novakovié

Macrolepiota procera

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g

(umg/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
776,699 17,19702 22,14116 1165,049 22,86429 19,62518
388,3495 9,58214 24,67401 776,699 7,85486 10,11313
194,1748 4,85826 25,02004 485,4369 5,84538 12,04148
97,08738 1,08625 11,18837 242,7184 1,82641 7,524809
58,25243 0,53946 9,26073 121,3592 0,15184 1,251162
29,12621 0,20473 7,029064

Srednja vrednost za etanolni ektstrakt gljive M. procera
iznosi 16,552 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Srednja vrednost za vodeni ektstrakt gljive M. procera iznosi
10,111 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Auriculaia auricula-judae

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g

(umg/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
1553,398 46,84588 30,15704 970,8738 20,19379 20,7996
776,699 25,86952 33,30701 485,4369 9,86434 20,32054
388,3495 13,84806 35,65875 242,7184 3,61556 14,89611
194,1748 6,0391 31,10136 121,3592 1,26235 10,40176
97,08738 1,98523 20,44787

Srednja vrednost za etanolni ektstrakt gljive A. auricula-
judae iznosi 30,134 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Srednja vrednost za vodeni ektstrakt gljive A. auricula-judae
iznosi 16,605 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Meripilus giganteus

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g

(umg/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
194,1748 0,354 1,8231 1941,748 23,2609 11,97936
97,08738 0,285 2,9355 1553,398 17,9199 11,53594
58,25243 0,253 4,343166 970,8738 10,27858 10,58694
29,12621 0,232333 7,976779 776,699 7,79317 10,03371
14,56311 0,232333 15,95355 485,4369 4,4881 9,245486
7,28155 0,232333 31,90713

Srednja vrednost za etanolni ektstrakt gljive M. giganteus
iznosi 10,823 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta

Srednja vrednost za vodeni ektstrakt gljive M. giganteus
iznosi 10,676 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Armillaria mellea

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g

(umg/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
776,699 16,50956 21,25606 485,4369 16,45686 33,90113
388,3495 5,42251 13,96296 242,7184 7,39656 30,47383
194,1748 1,9498 10,04147 121,3592 2,35522 19,40701
97,08738 1,36811 14,09153 60,67961 0,04608 0,759398
58,25243 0,13439 2,307028

Srednja vrednost za etanolni ektstrakt gljive A. mellea iznosi
12,332 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Srednja vrednost za vodeni ektstrakt gljive A. mellea iznosi
21,135 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.
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Lycoperdon perlatum

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g
(umg/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
776,699 17,86702 23,00379 1165,049 32,7795 28,13574
388,3495 9,01842 23,22243 970,8738 25,61411 26,38253
194,1748 3,27183 16,84992 485,4369 11,53891 23,77015
97,08738 2,21421 22,80636 242,7184 5,03453 20,74226
58,25243 1,36811 23,48589 121,3592 1,9498 16,06635
60,67961 0,04608 60,67961

Srednja vrednost za etanolni ektstrakt gljive L. perlatum
iznosi 21,874 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Srednja vrednost za vodeni ektstrakt gljive L. perlatum iznosi
19,309 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Coprinus disseminatus

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g
(umg/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
1553,398 29,35968 18,90029 1941,748 9,14164 4,707945
776,699 11,39807 14,67502 1553,398 7,18503 4,625363
388,3495 3,60657 9,286918 776,699 1,73828 2,238036
194,1748 1,61506 8,317559
97,08738 -0,23577 -2,42843

Srednja vrednost za etanolni ektstrakt gljive C. disseminatus
iznosi 9,75 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Srednja vrednost za vodeni ektstrakt gljive C. disseminatus
iznosi 3,857 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Fistulina hepatica

Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt

Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g Radna konc. Ocitana konc. AK mg ekv. AK/g

(umg/ml) (ug/ml) suvog ostatka (ug/ml) (ug/ml) suvog ostatka
776,699 35,52932 45,744 485,4369 21,35718 43,99579
388,3495 17,74381 45,69031 242,7184 10,12875 41,73045
194,1748 10,60486 54,61503 121,3592 3,58912 29,57435
97,08738 3,94183 40,60085 60,67961 0,50438 8,312182
58,25243 3,97674 68,26737
29,12621 1,80861 62,09562

Srednja vrednost za etanolni ektstrakt gljive F. hepatica
iznosi 52,836 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.

Srednja vrednost za vodeni ektstrakt gljive F. hepatica iznosi
30,903 mg ekvivalenta AK/ g suvog ekstrakta.
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PRILOG 8.7. Antiproliferativna aktivnosti
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LSZEtOH MTT 72h

C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 84,24821 90,7472  82,59592 85,86378
300 59,02332 51,53295 50,65173 53,736
100 50,76189 38,31467 38,53497 42,53718
33,3 48,33853  25,64715 34,45934 36,14834
r2 0,9966
I1Cso 78,306 265,343 297,883 238,624
LSZAq SRB 24h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 78,33935 77,72047 70,29397 75,45126
300 13,3574 31,92367 38,11243 27,79783
100 35,01805 3,455389 -2,73337 11,91336
33,3 -4,58999 6,549768 2,217638 1,39247
r? 0,9953
1Cso 659,523 525,396 442,328 542,4157
LSZEtOH SRB 24h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 78,95823 89,47911 76,48224 81,63986
300 74,00242 25,11604 46,15781 48,42542
100 -5,82775  -8,92212 34,39917 6,549768
33,3 -16,9675 40,58793 46,15781 23,25941
r? 0,8763
1Cso 228,835 688,624 689,417 371,693
LSZAq SRB 72h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 81,687 86,477 83,237 83,800
300 68,863 68,306 70,27 69,151
100 28,160 36,330 24,920 29,803
33,3 3,8150 -0,575 3,0872 -0,434
r? 0,9879
1Cso 204,555 196,56 194,973 199,735
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LSZEtOH SRB 72h

C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 89,04847397 85,27828 87,79174 87,37283
300 63,73429084 73,78815 60,50269 66,00838
100 17,59425494  24,59605 19,21005 20,46679
33,3 8,438061041 -0,5386 -12,3878 -1,49611
r? 0,9771
ICso 227,513 192,857 236,772 236,776
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Mer Ag MTT 24h

C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 26,13636 12,87879 12,5 17,17172
300 12,5 9,848485 3,787879 8,712121
100 20,07576 1,136364 1,893939 7,70202
33,3 10,22727 -2,2E-14  -6,81818 1,136364
)
ICso
MerEtOH MTT 24h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 99,24242  98,86364 95,45455 97,85354
300 6,439394 17,80303 17,80303 14,01515
100 -18,5606 -15,9091 -8,71212 -14,3939
33,3 -15,9091 88,6364 -16,2879 402778
r? 1,00
ICso 629,894 390,74 554,497 667,86
MerAq MTT 72h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 85,07246 72,75362 74,2029 77,343
300 41,30435 42,31884 30,86957 38,16425
100 29,27536 17,53623 17,3913  21,40097
33,3 9,565217 39,27536 24,34783 24,39614
r2 0,9865
1Cso 366,93 562,69 631,21 505,82
MerEtOH MTT 72h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 97,3913 98,11594 97,10145 97,53623
300 52,02899 45,07246 45,65217 47,58454
100 21,73913 10,0021 14,49275 15,41133
33,3 0,289855 1,594203 2,173913 1,352657
r2 0,9678
1Cso 273,54 337,83 330,42 313,49
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Mer Aq SRB 24h

C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 66,61608 58,11836 53,8695 59,53465
300 30,19727 48,40668 30,80425 36,4694
100 -8,04249  -6,22155 -3,18665 -5,81689
33,3 3,490137 4,097117 5,918058  4,50177
r? 0,8001
1Cso 581,216 350,529 671,693 509,380
Mer EtOH SRB 24h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 93,81124 90,71686 85,76586 90,09799
300 25,73491 34,39917 59,1542 39,76276
100 41,20681 13,97628 13,3574 22,84683
33,3 -0,87674 17,07065 2,3854 6,193105
r? 0,9826
ICso 497,708 497,619 218,941 358,73
Mer Aq SRB 72 h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 86,19556286 86,75901 87,8859 86,94682
300 78,87075948 88,02676 79,29334 82,06362
100 47,74034511 47,1769 46,89518 47,27081
33,3 -0,2934 -5,08276 -0,71605 -2,03075
r? 0,9002
ICso 158,465 156,084 156,084 155,026
Mer EtOH SRB 72h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 94,22467426 93,23864 91,97089 93,14474
300 77,88472825 79,57507 80,13851 79,19944
100 46,89517549 45,90914 47,1769 46,66041
33,3 1,115154361 -0,1526 4,354971 1,772509
r? 0,9513
1Cso 160,317 164,285 147,354 155,555
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FH Aq MTT 24h

C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 49,24242 43,93939 45,83333 46,33838
300 16,28788 67,80303 21,59091 35,22727
100 12,5 19,69697 22,72727 18,30808
33,3 23,86364 14,77273 16,28788 18,30808
)
ICso
FH EtOH MTT 24h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 42,803 65,530 60,984 56,439
300 4,9242 -5,681 -0,378 -0,378
100 12,878 -4,545 3,4090 3,9141
33,3 3,0303 -9,848 12,121 1,7676
r? 0,8885
1Cso 814,021 843,65 863,492
FH Aq MTT 72h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 83,47826 80,72464 82,89855 81,81159
300 38,11594 29,56522 28,11594 28,84058
100 17,82609 17,68116 20,14493 18,91304
33,3 11,44928 12,02899 12,89855 12,46377
r2 0,9926
1Cso 435,978 562,698 574,867 566,931
FH EtOH MTT 72h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 93,87 79,19 81,73 84,93
300 56,91 54,06 47,30 52,75
100 41,17 52,68 40,86 44,90
33,3 37,27 40,64 38,95 38,95
r 0,9967
1Cso 208,46 159,52 366,93 236,77
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FH Aq SRB 24h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 50,49 47,40 56,68 53,59
300 4,537 -0,33 16,02 10,27
100 -1,65 2,76 10,27 4,30
33,3 -3,86 -5,63 7,62 1,87
r 0,9788
1Cso 891,26 827,51 863,49
FH EtOH SRB 24h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 50,05 59,77 51,38 53,73
300 47,02 52,82 48,53 49,46
100 9,39 -1,21 3,64 3,98
33,3 -0,77 -2,54 -4,30 -2,54
r2 0,876
ICso 330,95 301,85 322,22 314,02
FH Aq SRB 72h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 85,74731974 84,99054 84,73828 85,15871
300 62,28715577 64,80975 63,2962 63,46437
100 16,75425688 33,02502 18,39395 22,72441
33,3 3,006096279 -8,85012 -4,94009 -3,5947
r 0,9871
1Cso 236,243 207,671 228,835 232,804
FH EtOH SRB 72h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 83,59 83,85 88,84 85,42
300 26,09 19,65 23,85 23,20
100 -6,99 1,67 -0,95 -2,08
33,3 -14,21 -19,33 13,48 -6,68
r 0,9986
1Cso 497,089 541,798 611,375 549,206
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CD Aq MTT 24h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 27,97179 26,49429 27,23304 27,23304
300 10,24177 18,36803 6,548019 11,71927
100 11,3499 10,24177 5,809268 9,133647
33,3 4,331766 3,22364 3,962391 3,839266
2
ICso
CD EtOH MTT 24h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 95,93687 96,30625 95,19812 95,81375
300 57,8912 67,12559 62,69308 62,56996
100 5,809268 8,764271 8,02552 7,53302
33,3 4,331766 2,484889 3,593015 3,46989
r? 0,9202
ICso 269,312 229,365 249,735 249,735
CD Ag MTT 72h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 89,29993 83,78777 69,35888 80,81552
300 11,48121 7,590273 5,969049 8,346844
100 4,509948 2,888725 2,726603 3,375092
33,3 0,132646 0,45689 0,294768 0,294768
r? 0,9579
1Cso 663,75 700,793 777,513 714,0187
CD EtOH MTT 72h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 97,92961 96,03175 96,89441 96,95192
300 62,38785 63,25052 52,20842 59,28226
100 45,65217 71,70462 39,09593 52,15091
33,3 29,77916 23,39545 30,98689 28,05383
r? 0,935
1Cso 171,693 114,814 273,544 175,132
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CD Aq SRB 24 h

C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 74,80663 73,48066 57,56906 68,61878
300 17,34807 62,43094 21,32597 33,70166
100 3,646409 13,81215 37,67956 18,37937
33,3 0,552486 0,110497 -18,895 0,33149
r2 0,947
1Cso 671,693 238,095 578,835 464,550
CD EtOH SRB 24 h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 85,85635 85,85635 85,41436 85,70902
300 23,09392 39,00552 29,28177 30,46041
100 8,950276 7,624309 7,18232  7,918969
33,3 0,994475 11,60221 0,110492 4,235726
r2 0,9984
1Cso 574,86 432,01 501,058 513,227
CDAqSRB72h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 88,52217784 87,13475 85,11667 86,92453
300 69,09817112 89,27896 59,76456 72,7139
100 33,27727559 19,40299 26,97078 26,55035
33,3 4,645785159 -7,0843  -2,29136 -1,57662

0,9655

ICso 183,862 175,925 232,804 192,063
CD EtOHSRB 72 h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 94,32415388 94,32415 94,45028 94,3662
300 77,54887534 79,44082 75,90919 77,63296
100 40,84507042 30,62855 30,75468 34,0761
33,3 12,46583982 19,40299 15,49296 15,78726
r2 0,9662
1Cso 158,465 163,756 176,455 168,253
AUAq MTT 24 h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 32,77367 35,3593 37,57555 35,23618
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300 15,41303 15,04365 16,52116 15,65928
100 9,503022 5,070517 7,28677 7,28677
33,3 12,8274 19,10678 15,41303 15,7824
2
ICso
AU EtOH MTT 24 h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 97,045 91,87374 65,64809 84,85561
300 28,71054 26,49429 27,97179 27,72554
100 12,45803 7,28677 3,593015 7,77927
33,3  4,701142 2,4848389 2,115514 3,100515
r? 0,9997
1Cso 502,38 534,126 599,206 538,359
AU Aq MTT 72h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 25,42373 35,63744 60,60427 40,55515
300 56,38909 60,28003 34,34046 50,33653
100 19,10096 19,74945 18,77671 19,20904
33,3 -7,16286 -0,35372 4,834193 -0,89413
)
ICso
AU EtOH MTT 72 h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 91,73176  90,11054 89,78629 90,54286
300 49,9042 60,92852 47,95873 52,93048
100 23,15402 17,31761 10,02211 16,83125
33,3 2,888725 4,509948 2,56448 3,321051
r2 0,9635
ICso 288,359 239,682 322,222 285,714
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Au Aq SRB 24 h

C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 48,96203 74,48101 56,25316 59,89873
300 36,47738 55,06608 12,2467 34,59672
100 -3,0837 -3,0837 -4,14097 -3,43612
33,3 -0,96916 -0,96916 -6,25551 -2,73128
)
1Cso 484,92
Au EtOH SRB 24 h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 39,26846 29,26156 47,8951 38,80837
300 21,32505 31,15942 17,3568 23,28042
100 13,90614 20,97999 13,73361 16,20658
33,3 13,21601 13,04348 12,00828 12,75592
rZ
ICso
AuAqSRB72h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 81,34787148 83,2966 83,57499 82,73982
300 46,82751421 45,82 44,322  45,65651
100 5,347407493 0,391645 -4,30809 0,476986
33,3 -8,98967 -14,8825 -15,2535 -13,0419
r 0,9014
1Cso 318,253 327,513 342,592 333,359
Au EtOHSRB 72 h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 75,84856397 75,45692 69,71279 73,67276
300 23,23759791 27,41514 27,2846 25,97911
100 5,483028721 1,958225 4,308094 3,916449
33,3 -1,95822 -6,65796 1,697128 -2,30635
r2 0,9952
ICso 590,476 523,809 587,037 567,46
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Map Aq MTT 24 h

C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 69,54813 71,51277 69,05697 70,03929
300 60,95285 63,8998 58,00589 60,95285
100 60,21611 60,95285 35,41257 52,19384
33,3 35,41257 31,021 28,459 31,63086
r2 0,9503
1Cso 105,555 110,846 217,195 144,532
Map EtOH MTT 24 h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 94,10609 95,57957 94,84283 94,84283
300 30,50098 29,0275 26,57171 28,70007
100 20,18664 16,74853 16,25737 17,73084
33,3 9,381139 8,88998 8,398821 8,88998
r2 0,9904
1Cso 505,024 517,989 545,238 517,989
Map AQ MTT 72 h

C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost

900 77,2402 77,78535 66,20102 73,74219
300 49,43782 41,53322 37,30835 42,7598
100 26,26917 23,27087 24,36116 24,63373
33,3 20,40886 -1,39693 15,77513 11,59568
r2 0,9615
ICso 314,814 350,529 496,296 371,693

Map EtOH MTT 72 h

C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 86,50767 86,09881 73,01533 81,87394
300 26,26917 18,22828 22,45315 22,31687
100 13,73083 17,13799 6,507666 12,45883
33,3 10,18739 7,734242 2,555366 6,825667
r2 0,9881
ICso 578,835 642,592 635,185 622,486
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704

60 4

50

404

Map AgSRB 24 h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 50,30837 41,32159 41,32159 44,31718
300 12,77533 19,64758 5,374449 12,59912
100 1,145374 2,731278 -12,5991 -2,90749
33,3 9,07489 7,488987 -2,02643 4,845815
2
1Cso 899,264
Map EtOHSRB 24 h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 66,1674 62,46696 55,06608 61,23348
300 6,960352 12,77533 -3,0837 5,550661
100 18,06167 -0,96916 4,317181 7,136564
33,3 -7,31278 7,488987 6,960352 2,378855
r? 0,9292
ICso 773,28 793,65 875,661 817,989
Map Aq SRB 72 h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 79,63446475  77,67624  89,94778 82,4195
300 37,59791123 36,55352  36,81462 36,98869
100 2,0023  3,785901 3,7989 3,1957
33,3 1,2358 1,5897 1,859 1,5615
r2 0,9717
ICso 423,809 444,179 444,179 432,01
Map Aq SRB 72 h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 90,20887728 83,94256 90,60052 88,25065
300 34,85639687 33,02872 34,98695 34,29069
100 6,396866841 -1,69713 4,308094 3,002611
33,3 0,583 1,259 2,349869 3,589
r2 0,9864
1Cso 435,978 485,449 444,179 462,179
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Lyc A MTT 24 h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 25,96154 29,80769 26,92308 27,5641
300 2,403846 0,961538 13,94231 5,769231

100 17,30769 0,1 -10,0962 2,437179
33,3 11,05769 -11,0577 3,365385 1,121795
2
ICso

Lyc EtOH MTT 24 h

C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 43,0888 33,74517 49,88417 42,23938

300 21,00386 19,30502 -1,08108 13,07593
100 44,78764 48,18533 33,74517 42,23938
33,3 36,29344  27,79923 38,8417 34,31145

)
1Cso
LycAQMTT 72 h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja

vrednost

900 42,42902 46,52997 46,37224 45,11041
300 70,50473  21,29338 36,90852 42,90221
100 35,48896 24,44795 31,54574 30,49422

33,3 -9,46372 0,788644 2,996845 -1,89274
r2
ICso

60 o -
Lyc EtOH MTT 72 h © N
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja ’
vrednost 40 n

900 52,52366 47,31861 64,35331 54,73186 . 50 /

300 46,05678 28,86435 44,95268 39,95794 o

100 16,56151 16,40379 21,29338 18,08623 20 .

33,3 3,62776 4,88959 8,675079 5,73081
2 0,9193 1
1Cso 339,153 351,851 421,693

T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
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Lyc Aq SRB 24 h

C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 50,73359 69,42085 73,66795 64,60746
300 49,88417 49,03475 52,43243 50,45045
100 45,63707 32,89575 32,89575 37,14286
33,3 45,63707 35,44402 46,48649 42,52252
r2 0,9136
1Cso 326,984 346,56 310,052 336,423
Lyc EtOH SRB 24h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 45,19231 63,46154 61,05769 62,25962
300 10,09615 -0,48077 2,884615 1,201923
100 4,326923  -6,73077  -5,76923 -6,25
33,3 5,769231 15,38462 6,730769 11,05769
r2 0,8308
ICso 834,92 829,629 834,391
Lyc Aq SRB 72h
C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 64,95415001 61,33318 65,60075 63,96269
300 11,41547143 17,36421 23,18364 17,32111
100 2,233717376  2,492358  -0,09405 1,544008
33,3 0,164589701 -3,06842 -9,92241 -4,27541
r2 0,9999
1Cso 773,28 736,243 598,677 717,195
Lyc EtOH SRB 72h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 99,88035415 97,96602 94,37665 97,40767
300 39,45920077 43,40751 35,39124 39,41932
100 16,36755205 13,25676 23,42666 17,68366
33,3 3,445800431 6,91553 8,710218 6,357183
r 0,9961
1Cso 375,132 362,962 432,01 388,359
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60

LCAG MTT 24h ol AN
C pg/mL Cl% Cl% Cl% Srednja o
vrednost y
900 52,7772 53,19326 53,40129 53,12392 %0 .

300 47,99251 44,87206 43,83191 45,56549
100 33,43041 30,30996 27,39755 30,37931

Cl%

204

33,3 -3,80695 -2,14271 -1,72665 -2,55877 10+
r2 0,9092 o]
ICso 277,513 310,052 330,952 306,1723 -
T T ® @ e | we
Koncentracija ug/mL
100 / \‘\
LC EtOH MTT 24h ol
C pg/mL Cl% Cl% Cl% Srednja Va
vrednost 60 /
900 95,42334 94,38319 96,25546 95,354 £ "
300 76,90867 78,36488 76,49261 77,25539 “1 /
100 42,3757 47,78448 44,456  44,87206 ol
33,3
r2 0,974 o  /a
ICso 170 160,223 169,04 163,756 :

T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Koncentracija ug/mL

LC Aqg MTT 72h

C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost

900 34,28409 35,22066 36,15723 35,22066
300 21,64041 30,22563 28,82077 26,89561
100 0,723712 1,035902 6,811409 2,857008
33,3 0,099333 -1,46161 -1,14943 -0,83724

r2
ICso
90 4
80 — =
LC EtOH MTT 72h s h
704
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja y
vrednost 7
) |
900 54,65287 89,57133 95,66449 79,96289 <
300 48,32536 50,083 59,69144 52,69993 O 4o
100 37,54516 18,91417 21,02334 25,82756 304
33,3 15,39889 15,51606 4,149985 11,68831 " /,'/
r2 0,9814 ; /
1Csp 289,682 310,582 245,502 271,957 7

T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
Koncentracija ug/mL

LC Aq SRB 24h
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C pug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost

900 20,38369 3,117506 34,13269 19,2113
300 5,355715 5,67546 -6,47482 1,518785
100 -1,35891 -9,99201 -6,15508  -5,83533

33,3 2,478018 -5,19584 -2,95763 -1,89182
2

r

ICso
90
80 '
LC EtOH SRB 24h 7]
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja 60 )
vrednost 5 ~
900 80,65064 77,59547 80,9901 79,7454 ® 40 ’
300 42,63083 29,73126 23,9604 32,1075 © 20 /r/
100 15,47383 9,70297 12,07921 12,41867 0] //
33,3 8,005658 1,895332 3,253182 4,384724 ol /
r2 0,9135 S
1Cso 372,222 521,428 591,005 497,089 ~ T T T T .
0 200 400 600 800 1000
Koncentracija ug/mL
LC Aq SRB 72h
C ug/mL Cl% Cl% Cl% Srednja
vrednost
900 44,52871073 42,79523 49,94583 45,75659
300 40,6283857 46,58722 37,91983 41,71181
100 32,82773564 34,34453 28,06067 31,74431
33,3 3,683640303 -0,32503 6,933911 3,430841
2
1Cso
70 ﬁ
LC EtOH SRB 24h o]
C pg/mL Cl% Cl% Cl% Srednja © /
vrednost S/
900 64,3458453 68,5055 70,2882 67,71318 7 //
300 9,081905516 13  17,04467 13,04219 Z:: 304 //
100 -4,46667 5,635337 3,020699 1,396454 20
33,3 -8,5074  -8,15094 4,565713  -4,0309 ]
r’ 0,9943 ] ,
1Cso 707,634 712,962 711,904 687,566 P s
R e e S A

Koncentracija ug/mL
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Lista skradenica

AK - askorbinska kiselina

APA — antiproliferativna aktivnost

BHT - butilovani hidroksitoluen (2,6-di-terc-butil-4-methilfenol)

butilovani hidroksianizol (2-terc-butil-4-hidroksianizol i 3-terc-butil-4-hidroksianizol)
DMSO - dimetil sulfoksid

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazl

EtOH — etanol

FC — Folin — Ciolcateu reagens

FRAP/FRAE- gvozde redukuju¢a moc¢ plazme/ekstrakta (eng. Ferric reducing ability of plasma/extract)
FV - flavonoidi

GC-FID - gasna hromatografija sa plamenim jonizuju¢im detektorom (Gas Chromatography - Flame lonization
Detector)

GK - galna kiselina

HPLC-MS - tec¢na hromatografija visokih performansi sa masenim detektorom (High Performance Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry)

IC50 - koncentracija uzorka koje inhibise/neutralise 50 % slobodnih radikala (eng: half maximal inhibitory
concentration)

KV - kvercetin

MeOH-metanol

NADP -nikotin adenin dinukleotid fosfat

ph — Phylum (razdeo)

ROS- reaktivne kiseonicne vrste (engl. Reactiv Oxigen Species)

RSC - Kapacitet hvatanja radikala (engl. Radical Scavenging Capacity)

SOA:- superoksid anjon radikal O2e-

SOD -superoksid- dismutaza BHA

UF - ukupni fenoli

WHO - Svetska zdravstvena organizacija

MIC - minimalna inhibitorna koncentracija

MBC — minimalna baktericidna koncentracija

SNP - natrijum-nitroprusid (Sodium Nitroprusside)

SOD - superoksid dizmutaza

ROS - reaktivne vrste kiseonika (Reactive Oxygen Species)

RSC - kapacitet ,hvatanja“ slobodnih radikala (Radical Scavenging Capacity)

IM- imunomodulatorno dejstvo

KS- klinicke studije

PKSZ- pred klini¢ke studije na Zivotinjskim modelima

s.m. suve materije

DHA - Dokosaheksaenska kiselina

MUFA - Mononezasi¢ene masne kiseline

SFA - Zasi¢ene masne kiseline

PUFA - Polinezasi¢ene masne kiseline

MER - M. gignateus,

LSZ - L. sulphureus,

AU - A. auricula-judae,

FH - F. hepatica,

AM - A. mellea,

CD - C. disseminatus,

LC - L. controversus,

LYC - L. perlatum,

MAP - M. procera
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Karakterizacija ekstrakata plodnih tela devet

autohtonih vrsta gljiva pripadnika razdela
Basidiomycota obuhvatila je preliminarno
ispitivanje  hemijskog sastava i ispitivanje

bioloske aktivnosti. Primenom HPLC-MS/MS i
GC-FID tehnike detektovan je i odreden sadrzaj
fenolnih jedinjenja i metil estara masnih kiselina.
Primenom tehnike elektroforeze na mikrocipu
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izvrSena je karakterizacija proteinskih frakcija u
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fenola i flavonoida vodenih i etanolnih
ekstrakata ispitan je primenom
spektrofotometrijskih metoda. Antimikrobna
aktivnost metanolnog i heksanskog ekstrakta
ispitana je na Gram-pozitivnim i Gram -
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MTT testa. Sumarno, ukupni biopotencijal
ispitivanih vrsta na osnovu sprovedenih analiza
hemijske karakterizacije i bioloskih testova
upucuju opravdanost hipoteze da su odabrane
vrste potencijalni izvori nutraceutika. Svakako je
potrebno i neophodno nastaviti dalja istrazivanja
ovih vrsta.
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Abstract: Characterization of extracts of fruiting bodies of

AB nine native species of mushrooms members of

section Basidiomycota included preliminary
testing of chemical composition and biological
activity. Using HPLC-MS / MS and GC-FID
techniques the content of phenolic compounds
and fatty acid methyl esters has been detected
and determined. By applying the techniques of
electrophoresis on microchip ("LAB-ON-A-CHIP"
capillary electrophoresis) characterization of
protein fractions in selected types of mushrooms
has been performed. The antioxidant activity (the
ability of neutralizing free radicals, reducing
potential), the contents of total phenols and
flavonoids of water and ethanol extracts has
been tested using the spectrophotometric
method. The antimicrobial activity of methanol
and hexane extracts was tested against Gram-
positive and Gram-negative bacterial strains. The
effect of ethanol and aqueous extracts of
selected fungi species on the growth of the cell
line MCF7 (human breast adenocarcinoma
positive  for estrogen and progesterone
receptors), has been examined using MTT and
SRB assay, while the effect of the fractions has
been tested by using the MTT assay. In summary,
the overall biological potential of the examined
species based on results for chemical and
biological characterization tests (anti-oxidative,
antimicrobial and anti-proliferative) indicate the
justifiability of the hypothesis that examined
species of mushrooms are potential sources of
nutraceuticals. It is certainly needed and
necessary to continue further research of these
species.
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