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1. UVOD

Ova doktorska disertacija uradena je u laboratorijama Departmana za biologiju i
ekologiju (Katedra za mikrobiologiju i Katedra za fiziologiju Zivotinja) i Departmana za hemiju,
biohemiju i zastitu Zivotne sredine (Te¢na hromatografija) Prirodno-matematic¢kog fakulteta
Univerziteta u Novom Sadu; Instituta za hemiju, tehnologiju i metalurgiju (IHTM)
Univerziteta u Beogradu; Centra za hemiju, Instituta za multidisciplinarna istrazivanja (IMSI) -
Odsek za nauke o Zivim sistemima Hemijskog fakulteta,Univerziteta u Beogradu; Instituta za
opstu i fizicku hemiju (IOFH) u Beogradu; Fakulteta za fizicku hemiju (EPR laboratorija)
Univerziteta u Beogradu; Institutu za biomolekularnu hemiju (CNR - ICB) u Pocuoliju (Napulj)
Republika Italija; Instituta za prehrambene tehnologije (FINS) i Tehnoloskog fakulteta
Univerziteta u Novom Sadu; Medicinskog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu; Prirodno-
matematickog i Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci; kao i u laboratorijama
Instituta za nizijsko Sumarstvo Univerziteta u Novom Sadu.

Ista je realizovana u okviru projekta Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog
razvoja Republike Srbije, pod nazivom ,Bioloski aktivni prirodni proizvodi kao potencijalnai
izvori novih lekova i dijetetskih suplemenata”, pod rukovodstvom prof. dr Nede Mimice-
Duki¢ (Ol 172058).

Cilj istrazivanja bio je da se odredi bioloSka aktivnost i hemijski sastav autohtonih
makrogljiva, preciznije pet lignikolnih i dve terikolne vrste gljiva.

Opsti deo rada ukratko opisuje organizme gljiva, daje uvid u njihovu hemijsku
strukturu i do sada opisanu bioloSku aktivnost.

Eksperimentalni deo rada obuhvata podatke o sakupljenom bioloskom materijalu,
pripremi ekstrakata plodnih tela gljiva, kao i metode i protokole za odredivanje bioloske
aktivnosti i hemijskog sastava.

Rezultati i diskusija sadrZe opis i interpretaciju eksperimentalno dobijenih podataka i
njihovo znacenje.

Zakljuc¢ak rada istiCe znacaj moguée upotrebe ispitivanih gljiva ili njihovih bioloski

aktivnh jedinjenja kao medicinski znacajne, odnosno funkcionalne hrane.
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2. OPSTI DEO

2.1. Medicinski znacaj gljiva

Lekovita svojstva makrogljiva, predstavnika razdela Basidiomycota, poznata su i
koriste se od davnina. Istorija koris¢enja mnogih ekstrakata razliCitih vrsta gljiva u narodnoj
medicini koji pokazuju imunostimulatornu, antiinflamatornu i antikancerogenu aktivnost
datira iz drevnog Japana, Kine i drugih zemalja Dalekog Istoka (Hobbs, 1995; Wasser i Weis,
1999). Sa druge strane, u mnogim razvijenim zemljama (SAD, lIzrael) nau¢na dostignuéa iz
ove oblasti koriste se u njihovoj implementaciji u terapeutske svrhe (Wasser, 2002). Medu
najpoznatijim supstancama, prisutnim u gljivama, koje pokazuju farmakoloSka svojstva
(posebno imunomodulatorna i antikancerogena), jesu polisaharidi (Ooi i Liu, 2000; Wasser,
2002; Moradali i sar., 2007; Zhang i sar., 2007). Naime, polisaharidi i polisaharidno-proteinski
komleksi privukli su paznju istraZzivaCa jer se smatra da mogu da inhibiraju rast tumora
poboljSavajuci sopstvenu sposobnost organizma da se brani. Generalno, smatraju se
odbrambenim mehanizmima domadina koji su sposobni da modifikuju bioloski odgovor i
nazivaju se bioloski imunomodulatori (Leung i sar., 2006; Moradali i sar., 2007).

Poslednjih decenija, istrazivanja prirodnih proizvoda kao izvora bioaktivnih jedinjenja,
sve su prisutnija u oblasti medicine, obezbedujuci nove lekove i vodeée supstance (engl. lead
compounds) sa terapijskim potencijalom (De Silva i sar., 2013; Pejin i sar., 2014; Pejin i
Karaman, 2017). Identifikacija mnogih bioloski aktivnih jedinjenja upravo je rezultat
istrazivanja lekovitih gljiva ali i drugih organizama, pretezno morskih.

Gljive predstavljaju najrazlicitiju grupu organizama sa 3 do 5 miliona vrsta (Dai, 2010;
Blackwell, 2011). Medutim, do sada je opisan samo mali deo (oko 100 000) svih vrsta gljiva, a
joS manje ih je istrazivano u smislu iznalazenja farmakoloski aktivnih metablita od
medicinskog znacaja. Naime, na trziStu postoje lekovi i fungicidi koji se uspesno koriste, a
razvijeni su iz sekundarnih metabolita gljiva (De Silva i sar., 2013). Cak i neki snaini
mikotoksini, kakvi su ergot alkaloidi, koriste se u le¢enju neuroloskih poremecaja (migrene i
mentalni poremecaji kod starijih osoba) (Hyde, 2001; Liu, 2002; Mulac i sar., 2012; Young,
2013). Zajednicko za sve medicinski znacajne gljive je njihovo imunostimulativno dejstvo, a
vecina gljiva deluje povoljno i na kardiovaskularni sistem (regulacija nivoa Secera, holesterola
i krvnog pritiska).

Pored farmakoloske, gljive imaju i visoku nutritivnu vrednost jer sadrie sve
esencijalne aminokiseline, visok procenat minerala, vitamina, ugljenih hidrata i masnih

kiselina.
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2.2. Hemijski sastav gljiva

Gljive sadrze oko 90 % vode i 10 % suve materije (Sanchez, 2010) i nutritivno su
veoma vredne (Dundar, 2008). Celijski zid gljiva je izgraden od B-D glukana, proteina i hitina
(Slika 1). Pored toga, sadrze vitamine (tiamin, riboflavin, askorbinsku kiselinu, ergosterol i
niacin) kao i obilje esencijalnih aminokiselina medu kojima dominira lizin (Sanchez, 2017).
Takode, sadrie i proteine, masti, pepeo i glikozide, tokoferole, fenolna jedinjenja,
flavonoide, karotenoide, folate, organske kiseline (Sanchez, 2004; Patel i Goyal, 2012).
Ukupna energetska vrednost plodnog tela gljiva iznosi izmedu 250 i 350 cal/kg svezih gljiva
(Sanchez, 2010). Gljive se smatraju funkcionalnom hranom koje pored hranljive poseduju i

zdravstvene vrednosti (Ratheeisar., 2012).

Manoproteini (31,6 glukani
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Slika 1. Grada éelijskog zida gljiva

(http://www.nammex.com/redefining-medicinal-mushrooms/)

Ugljeni hidrati predstavljaju dominantnu komponentu plodnog tela gljiva. Glavni
predstavnici monosaharida, oligosaharida i njihovih derivata su glukoza, manitol i a -
trehaloza, navedenim redosledom. Polisaharidi su produkti primarnog metabolizma gljiva i
predstavljaju osnovne komponente Celijskog zida. Veéina bioaktivnih polisaharida su B (1->3)
i (1->6) glukani, ali je opisan Sirok spektar bioloski aktivnih polisaharida drugacije strukture
(Kozarski i sar., 2012). Razgranati lanci polisaharida sa okosnicom sastavljenom od a i/ili B
vezanih glukozidnih jedinica mogu imati razlic¢ite bo¢ne lance (Kozarski i sar., 2012). Shodno
tome, mogu biti heteropolisaharidi (Wasser i Weis, 1999), a ukoliko su za njih vezani proteini
ili peptidi formiraju proteoglukane. Aktivhost polisaharida odredena je njihovom
konformacijom, sastavom i veli¢inom (Bohn i BeMiller, 1995). Rezervni polisaharid gljiva je
glikogen (5 - 10 % s.m.) (Kalac, 2009).

12



Doktorska disertacija Ljiliana Janjusevic

Gljive produkuju razli¢ite proteine, ribonukleaze, ubikvitinu sli¢ni proteini, hemolizini,
kao pektine i peptide koji ispoljavaju razlicite bioloSke aktivnosti ukljuCujucéi antifungalnu,
antiparazitsku, antiproliferativnu, antitumorsku, imunomodulatornu i ribozom-inaktiviraju¢u
aktivnost (Xu, 2011; Erjavecisar., 2012).

Fenoli su aromaticna, hidroksilovana jedinjenja, koja imaju jedan ili viSe aromati¢nih
prstenova sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa (Ferreira i sar., 2009). Ukupna efikasnost
prirodnog fenolnog antioksidansa zavisi od njegove reaktivnosti u odnosu na razliite ROS
vrste. Konkretno, zavisi od uceS¢a vodonikovih atoma koji uklanjaju slobodne radikale,
stabilnosti prirodnog antioksidansa, kao i formiranih radikala tokom radikalskih reakcija
(Ferreira i sar., 2009). Fenolna jedinjenja gljiva akumuliraju se kao krajnji produkti
metabolickog puta Sikiminske kiseline i acetatnog puta i mogu da variraju od veoma
jednostavnih  molekula (fenolne kiseline, fenilpropanoidi, flavonoidi) do visoko
polimerizovanih jedinjenja (melanin, tanini) (Ferreira i sar., 2009). Fenolna jedinjenja koja su
detektovana u gljivama su uglavnom fenolne kiseline i flavonoidi. Medutim, ne moze se sa
sigurnoscu tvrditi Sta je od prisutnih fenolnih jedinjenja produkt metabolizma samih gljiva, a
S$ta su usvojile iz supstrata kao produkte biljaka sa kojima su u zajednici (de Silva i sar., 2013;
Gil-Ramirez i sar., 2016).

Gljive su izvor organskih kiselina (Valentdo i sar., 2005; Ribeiro i sar., 2006) koje su
produkti njihovog primarnog metabolizma. Priroda i koncentracija ovih jedinjenja su takode
vazni faktori koji gljivama daju ukus (Valentdo i sar., 2005; Ribeiro i sar., 2006). Kiseline imaju
manju osetljivost na promenu tokom obrade i skladistenja od drugih komponenti kao Sto su
pigmenti i jedinjenja ukusa (Cadmara i sar., 1994). NajvaZnije, organske kiseline (vinska,
maleinska, limunska i ¢ilibarna kiselina) mogu imati zastitnu ulogu protiv razli¢itih bolesti
usled njihove antioksidativne aktivnosti, heliraju¢i metale ili delokalizujuci elektronsko
punjenje koje dolazi od slobodnih radikala (Lépez-Bucio i sar., 2000; Seabra i sar., 2006).

Lipidi su vaZni sastojci Basidiomycota sa posebnom ulogom u rastu i razvoju
organizma. Masne kiseline su osnovna komponenta lipidnog kompleksa (Olennikov i sar.,
2014). Prethodne studije su pokazale da faktori sredine mogu uticati na sadrzaj lipida i
masnih kiselina u gljivama. Ekstremni uslovi rasta rezultiraju znacajnim promenama u
metabolizmu esencijalnih nutritivnih i rezervnih supstanci (Losel, 1988; Olennikov i sar.,
2014). Gljive sadrze sve glavne klase lipidnih jedinjenja ukljucujuéi slobodne masne kiseline,
mono-, di- i trigliceride, sterole, sterol estre i fosfolipide (Mallavadhani i sar., 2006). Veci
udeo masnih kiselina kod gljiva ¢ine nezasicene masne kiseline, u ¢emu se ogleda njihov
znacaj kao zdrave hrane.

Zbog specificnosti u fiziologiji, divlje rastu¢e saprobne i simbiotske gljive, mogu u

znacajnoj meri da akumuliraju metale i metaloide u svojim plodnim telima (Kala¢, 2012).
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Vrsta Amanita strobiliformis hiperakumulator je srebra (Ag) (Borowicka i sar., 2006), Sto
znadi da ima sposobnost da akumulira jone ovog elementa u koli¢inama Cdiji je
bioakumulatroni koeficijent i do deset puta veci u odnosu na druge, sli¢ne vrste (Falandysz i
sar., 2011). Gljive, jestive i nejestive, su relativno bogate mineralnim sastojcima i mogu preko
lanaca ishrane da dospeju u organizam coveka (Falandysz i Borovicka, 2013). Biogeni
elementi imaju znacajnu ulogu u metabolizmu gljiva, ¢ineéi kofaktore i aktivatore enzima,

kaoi katalizatore razlicitih reakcija.

2.3. Ekologija gljiva

Prema ekoloskom stanovistu gljive mogu biti saprotrofne, parazitske i mikorizne.
Vedina gljiva su saprotrofi pri ¢emu saprotrofi dobijaju hranljive sastojke iz mrtvog
organskog materijala, a paraziti dobijaju hranu od Zivih Zivotinja i biljaka, nanoseci Stetu
domacinu. Mikorizne gljive su u simbiozi sa biljkama, uglavhom drve¢em sa kojim imaju

obostrano koristan odnos.

2.3.1. Lignikolne gljive

Lignikolnim gljivama pripadaju pojedini
predstavnici razdela Ascomycota i Basidiomycota
koji razgraduju drvnu masu zbog materija koje su
im neophodne za rast i razvoj (Radnovi¢ i sar.,
2008). Naime, iz drvne mase crpe esencijalne
elemente (ugljenik, azot, fosfor, kalijum,
magnezijum, gvozde, bakar i cink) za sopstveni
metabolizam. U prirodi nastanjuju mrtvo ili Zivo
drvece izazivaju¢i pri tome njegovo truljenje,

razlicita oboljenja i promenu mehanickih

karakteristika supstrata.

21. MEEWRME Pleurocybella porrigens

Slika 2. Izgled konzolastog plodnog tela gljiva

(http://db.39kf.com/jjzj/Show_21.shtml)
Ukoliko su na Zivom drvecu ponasaju se kao paraziti, dok na mrtvom drvecu predstavljaju
saprotrofe (Radnovic i sar., 2008). Spora klija u pocetnu (inicijalnu) hifu, a energija potrebna
za ovaj proces nalazi se u hranljivim materijama koje su smestene u samoj spori. Ta inicijalna
hifa se potom grana i nastale sekundarne hife rastu kroz parenhimaticne éelije biljnih tkiva

koje su im glavni izvori skroba. U ovom stadijumu gljiva se hrani lako dostupnim skrobom i
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ostalim materijama rastvorenim u biljnom soku: mineralima, vitaminima, belancevinama,
prostim Secerima, organskim i neorganskim kiselinama (Radnovi¢ i sar., 2008). Osim sporama
na vece udaljenosti rasprostiru se i specifiécnim strukturama rizomorfama, posebnim
zadebljanim koncastim tvorevinama. Takode, preko rizomorfa transportuju hranljive
materije iz supstrata (zemljiSta i drveta) do plodnog tela gljive. Na taj nacin dolaze u direktan
kontakt sa zemljiStem i korenjem biljaka.

Gljive koje razlazu lignin su prema tipu razgradnje supstrata podeljene u tri grupe:
Gljive bele trulezi - pripadaju razdelu Basidiomycota; najefikasniji su razlagaci lignina
sposobni da potpuno mineralizuju kako lignin tako i druge ugljenohidratne komponente
drveta; u datom procesu drvo dobija svetliju boju od normalne: naime, usled oksidacije
lignina, postaje porozno, vlaznije, mekse i belje.

Gljive mrke truleZi - ove gljive razgrazuju celulozu i hemicelulozu, ali ne i lignin; time
dovodi do nakupljanja lignina, delimi¢ne oksidacije i polimerizacije; ovako nastali lignin daje
karakteristi¢nu boju i konzistenciju (Schwarze, 2007; Karaman, 2009).

Gljive meke trulezi - pripadaju razdelima Ascomycota i Deuteromycota; dovode do
gubitka mehanicke otpornosti, ¢ime drvo postaje spongiozno i vlazno; razlazu hemicelulozu i
celulozu, dok neke vrste delimi¢no razlazu i lignin, te su hemijski slicnije mrkim truleznicama
(Schwarze, 2007; Karaman, 2009).

2.3.2. Terikolne gljive

Pod pojmom terikolne gljive podrazumevaju se
sve one gljive koje rastu na zemljiStu. Prema nacinu
ishrane mogu se podeliti na:

Terikolne saprotrofe - gljive koje razgraduju mrtvu

organsku materiju (uglavnom biljaka, ali i Zivotinja i

gljiva) omogucavajuéi na taj nacin kruZenju materije i
energije.

Terikolne simbionte - gljive koje obrazuju

qulhi | \
& 5(_._:.3?:;5‘4 o Ll bl : j IHJ |-'ﬁﬂ?ﬁ_.’

poznate kao mikorize. b0 B

mutualisticke zajednice sa korenjem viSih biljaka,

Slika 3. Izgled pecurkastog
plodnog tela gljiva
(https://etc.usf.edu/clipart/82200/ 82226/82226_hydnum_repan.htm)
Ova grupa gljiva obuhvata dve podgrupe: ektomikorizne i endomikorizne gljive.
Ektomikorizne gljive se odlikuju formiranjem hifalnog omotaca i tzv. Haritigove mreze

(isklju¢ivo na povrsini korenja, veéinom drvenastih biljaka). Ovu grupu cine uglavnom
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predstavnici razdela Basidiomycota i sre¢u se kao pecurke koje se mogu naci u Sumskoj stelji
(Amanita, Boletus, Cortinarius, Hebeloma) (Radnovi¢ i sar., 2008). Endomikorizne gljve
obrazuju hife unutar korenovog sistema razliCitih zeljastih i drvenastih biljaka. Varijabilnije su
u odnosu na ektomikorizne gljive, a u zavisnosti od nacina na koji prodiru u biljne ¢elije dele
se na arbuskularne, erikoidne, arbutiodne, monotropoidne, ektendomikorizne i orhidne
mikorize. Endomikorizne gljive obuhvataju predstavnike Basidomycota, Ascomycota,
Zygomycota i Glomeromycota (Peterson i sar., 2004).

Terikolne gljive imaju viSestruku ulogu u kopnenim ekosistemima s obzirom da
uzrokuju promenu mobilnosti i dostupnosti esencijalnih i neesencijalnih elemenata kao Sto
su azot, fosfor, sumpor, gvozde, hrom, bakar i drugi. Time zapravo uti¢u na biogeohemijske i
mikrobioloske aktivnosti u zemljistu, dok mikorizne vrste konkretno uti€u na promenu biljne

produktivnosti i mikrostanista u korenskoj regiji biljaka, kao i na prenos vode (Gadd, 2007).

2.4. Antioksidativni stres i sistemi antioksidativne zastite

Ostecenje celije uzrokovano slobodnim radikalima je glavni uzrok starenja i progresije
bolesti kao Sto su Alchajmerova i Parkinsonova bolest, kao i drugih neurodegenerativnih
bolesti (Chen i sar., 2012). Slobodni radikali su atomi ili molekuli koji sadrZi jedan ili vise
nesoparenih elektrona u atomskoj ili molekulskoj orbitali (Halliwell, 1994). Molekul kiseonika
je slobodni radikal (ima dva nesparena elektrona), koji dovodi do stvaranja reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (Reactive Oxigen Species - ROS) koje mogu dovesti do oSteéenja celija.
Reaktivni molekuli poput superoksid anjona (0;"), hidroksil radikala (OH®), hidroperoksil
(HO,"), azot oksida (NO®) i vodonik peroksida (H,0;) su slobodni radikali i neradikalski
molekularni oblici. Oksidacija je proces koji telo koristi za normalnu proizvodnju energije i
funkcionisanje imunog sistema. Ovo je deo procesa koji telu omoguéava da transformise
hranljive sastojke kao $to su ugljeni hidrati, masti i proteini u energiju. Tokom oksidacije, ROS
se proizvode u normalnim uslovima u maloj koli€ini, koja je neophodna za normalno
funkcionisanje celije. Tada endogeni antioksidativni odbrambeni sistemi tela imaju kapacitet
da sprece Stetne posledice.

Medutim, ROS su veoma Stetne po organizam pri visokim koncentracijama. Kada ROS
prevazilaze odbrambene mehanizme ¢elije, oni mogu da dovedu do osteéenja nukleinskih
kiselina, oksidacije proteina i lipidne peroksidacije (Slika 4). ROS mogu nastati pod uticajem
spoljadnjih negativnih faktora ili kao nus proizvodi tokom mitohondrijalnog transporta
elektrona tokom aerobnog disanja ili oksidacije enzima kao i katalizovane oksidacije metala
(Cederbaum i sar., 2009). S obzirom da su reaktivni, radikali "traze nacin" da upare svoj
elektron, i stoga Cesto ,napadaju” hemijska jedinjenja u blizini. Ova hemijska jedinjenja

mogu biti uklju¢ena u vazne enzimske reakcije, mogu biti komponente ¢elijskog zida ili deo
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DNK molekula. Ako se njihova hemijska struktura promeni, njihova funkcija u éeliji se gubi, a
rezultat toga moze biti starenje ili apoptoza celije (Cederbaum i sar., 2009). Ostecenje Celija
prouzrokovano slobodnim radikalima predstavlja uzrok starenja i degenerativnih bolesti, kao
$to su tumori, kardiovaskularne bolesti, katarakta, pad imunog sistema, oboljenja jetre,

dijabetes - diabetes mellitus, neurodegenerativnih bolesti (Alchajmerova bolest i Miastenia

gravis) i drugih (Slika 4) (Halliwell, 1994; Kozarski i sar., 2015).

ROS SPOLJNI IZVORI
Ozon, duvanski dim, radijacija,

lo$a ishrana, droge, hiperoksija,
stres, atmosfersko zagadenje,
starenje, itd.

HRONICNE BOLESTI
i Kancer
Celijska Dijabetes
Protein _s_enescencija Osteoporoza
/' ili apoptoza Astma
Oksidativna

ostecenja

Antioksidant| na pr.
/ neutralizuje | askorbinskals
=< Glukoza-6- o, Slobodni*s|obodne  [kiselina,
==} fosfat NADH ? radikal radikale likopen,

tokoferol,
polifenol

Celija Goveka

Slika 4. Endogeno i egzogeno generisanje slobodnih radikala
(modifikovano prema Sénchez, 2017)

Neutralizacija slobodnih radikala antioksidansima je znadajna zaStita celija protiv
uzroka oksidativnog stresa. Naime, antioksidansi su hemijska jedinjenja koja preveniraju,
uklanjaju ili neutraliSu slobodne radikale (Ferreira i sar., 2009). Ova jedinjenja mogu biti
antioksidansi endogenog porekla, poput polifenola, vitamina A (karotenoidi), vitamina E (a-
tokoferol), B-glukana i dr. Proteini i antioksidansi male molekulske mase, kao Sto je

askorbinska kiselina (vitamin C) i glutation su endogeni antioksidansi (Slika 5).
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Preventivha medicina kao i prehrambena industrija pokazuju sve vedi interes za
istrazivanja prirodnih izvora antioksidanasa, jer najc¢es¢e koris¢eni sinteti¢ki antioksidansi
(BHA, BHT, PG) imaju ogranic¢enu primenu u ishrani (Ferreira i sar., 2009). Ovo objasnjava
brojna istraZzivanja antioksidativnih svojstava prirodnih proizvoda. Poslednjih decenija
posebno su atraktivne gljive, kao izvor jedinjenja sa antioksidativhom aktivnoscu.

Jedinjenja sa antioksidantnim aktivnostima se kod gljiva nalaze u plodnim telima,
miceliji i te¢noj kulturi, a uklju¢uju polisaharide, tokoferole, fenole, karotenoide, ergosterol i
askorbinsku kiselinu (Ferreira i sar., 2009). Antioksidativna jedinjenja mogu biti izolovana iz
gljiva kao funkcionalni aditivi ili putem konzumiranja gljiva uklju€eni u ishranu. Na taj nacin
mogu predstavljati alternativni izvor hrane koji spreCava oSteéenja prouzrokovana
oksidacijom. Antioksidativna svojstva divlje rastucih gljiva intenzivno su proucavana (Ferreira
i sar., 2009; Karaman i sar., 2010; Heleno i sar., 2010; Glumac i sar., 2016) i uglavhom su

povezane sa sadrzajem fenola.

Metal-vezujuci

proteini
Albumin, Enzimi - bore se protiv.
— ceruloplazmin, formiranja i Sirenja
Proteini mioglobin, slobodnih radikala
transferin,
feritin, Superoksid dismutaza,
metalotionein glutation reduktaza,
glutation peroksidaza,
Endogeni Enzimi glukoza-6-fosfat,
antioksidanti dehidrogenaza,

\ katalaza
o . Enzimi koji popravljaju
Antioksidanti male ili uklanjaju oste¢ene

molekulske mase

G{ biomolekule
\ @ Antioksidativni Glutation, vitamin C, Lipaza, proteaza,

a sistem ubikinoli, NADPH i NADH, peptidaza, transferaza,
‘.‘ bilirubin, mokraéna kiselina enzimi koji popravljaju

®

- DNK
(Slobodni radikal ) ;
Antioksidanti
"’ ) iz hrane
\7
0,

na pr. antioksidanti gljiva:
polifenoli, vitamin A,
B-glukan, vitamin E,
flavanoidi, itd.

Slika 5. Antioksidativni sistemi zasStite (modifikovano prema Sanchez, 2017)
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2.5. Antimikrobna aktivnost gljiva

Veé hiljadama godina sama priroda predstavlja najbolji izvor bioloski aktivnih
jedinjenja koja se zbog svoje primene u preventivnoj medicini mogu nazivati medicinskim
jedinjenjima.

Poslednjih decenija postoji sve veci problem rezistencije bakterija na postojece
antibiotike. Odbrambeni mehanizmi bakterijskih i gljivicnih patogena prema antimikrobnim
agensima su evoluirali, te danas postoji sve vecéa potreba da se otkriju novi i snazniji agensi
kao zamena postojecoj uobicajenoj antibiotskoj terapiji (Alves i sar., 2012; Karaman i sar.,
2014).

Makrogljive su bogati izvori bioloski aktivnih jedinjenja sa veoma raznovrsnim
hemijskim strukturama. Stoga, su gljive veoma korisne kao potencijalni izvori novih snaznih
antimikrobnih agensa (Alves i sar., 2012). Postoje brojne studije o antimikrobnoj aktivnosti
razli¢itih tipova ekstrakata gljiva Sirom sveta (Sheena i sar., 2003; Hleba i sar., 2014), kao i
kod nas (Karaman i sar., 2009a; Karaman i sar., 2012a; Karaman i sar., 2014; Novakovic,
2015; Raseta, 2016).

2.5.1. Antibakterijska aktivnost

Antibiotici su jedinjenja nastala kao proizvod metabolizma razli¢itih mikroorganizama
(uglavnom gljiva, rede bakterija), koja sprecavaju rast drugih mikroorganizama ili ih potpuno
unistavaju (Karaman, 2009). Antimikrobni lekovi se odlikuju selektivhom toksi¢noscu - deluju
na mikroorganizam ali ne i na makroorganizam. Mehanizmi delovanja antibiotika ukljucuju:
inhibiciju sinteze Celijskog zida bakterija, inhibiciju funkcije citoplazmatske membrane,
inhibiciju sinteze proteina, inhibiciju sinteze nukleinskih kiselina i inhibiciju metabolizma
folata (Petrovi¢ i sar., 2007). Razvoj antibiotika predstavlja jedno od najznacajnijih naucnih
dostignuéa u poslednjih 70 godina. Ovi agensi deluju na nekoliko nacina, ukljuCuju se u
metabolicke procese ili u strukturu samih mikroorganizma.

Istrazivanje  novih  antimikrobnih  supstanci  efikasnih  protiv  patogenih
mikroorganizama otpornih na postojece lekove je od krucijalnog znacaja za Covecanstvo.
Smatra se da mnoge divlje rastuce gljive poseduju antimikrobno delovanje, te se sve vise
koriste kao predmet istraZivanja antimikrobnog delovanja (Shen i sar., 2017). RazliCite vrste
gliiva mogu pokazati razli¢itu antibakterijsku aktivnost. Cak i vrste u okviru istog roda,
pokazuju razli¢itu aktivnost. Pored toga, ekstrakti gljiva dobijeni tokom ekstrakcije sa
razli¢itim rastvara¢ima, odnosno ekstrakcionim sredstvima takode su ispoljili razliCitu
antimikrobnu aktivnost (Shen i sar., 2017). Naime, gljive mogu biti izvor prirodnih antibiotika

koji ukljuCuju jedinjenja male i velike molekulske mase. Jedinjenja male molekulske mase
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uglavnom cine sekundarni metaboliti kao S$to su seskviterpeni, terpenoidi, steroidi,
antrahinonske i benzoeve kiseline, ali i primarni metaboliti kao Sto je oksalna kiselina.
Jedinjenja velike molekulske mase cine proteini i peptidi (Alves i sar., 2013). Podaci iz
literature ukazuju da izolovane komponente iz ekstrakata gljiva pokazuju bolju antimikrobnu
aktivnost prema Gram-pozitivnim nego prema Gram-negativnim bakterijama. Potvrdeno je i
da neki ekstrakti gljiva ispoljavaju antibakterijsku aktivnost, naprimer: MeOH ekstrakt vrste
Hydnum repandum (Ozen i sar., 2011). U radu Zjawiony (2004) pokazano je da 75 %

ispitivanih polipornih gljiva pokazuje snaznu antibakterijsku aktivnost.

2.5.2. Antifungalna aktivnost

Bioloski aktivna jedinjenja su normalno prisutna u biljkama, gljivama i drugim
prirodnim izvorima. Gljivama je neophodno prisustvo antibakterijskih i antifungalnih agenasa
da bi opstale na svom prirodnom staniStu. Stoga, antifungalna jedinjenja sa vise ili manje
snaznim efektom, mogu biti izolovana iz mnogih gljiva i korisna za ljude (Yamag i Bilgili,
2006).

Patogene gljive izazivaju oboljenja kod ljudi, Zivotinja, useva i drugih organizama.
Gljivicne infekcije mogu ozbiljno da ugroze zdravlje ljudi ili dovedu do ogromnih ekonomskih
gubitaka kada su u pitanju usevi. Organizam ima urodenu sposobnost da se brani od
patogena, proizvodnjom antifungalnih supstanci. Medutim, kod imunokompromitovanih
osoba, ova sposobnost je smanjena, te su i gljivicne infekcije agresivnije. Osim toga, gljivicna
oboljenja predstavljaju veliki problem u poljoprivredi, dovodeci do ozbiljnog smanjenja
kvaliteta i prinosa useva S$to izaziva ogromne ekonomske posledice. Vecina gljiva su
saprotrofni organizmi $to znaci da se hrane mrtvim ili raspadajucim biljnim tkivom, a neke su
razvile sposobnost da savladaju odbrambene mehanizme biljaka i hrane se Zivim biljnim
tkivom. U organskoj poljoprivredi gljivicna oboljenja predstavljaju veliki problem, jer
odredene gljive imaju zasticene uspavane spore koje mogu da ostanu u zemlji i do 40 godina,
te je njihovo suzbijanje otezano.

Istrazivanja o antifungalnim jedinjenjima mogu obezbediti naCine za reSavanje ovih
problema (npr. uvodenjem gena koji kodiraju produkciju proteina koji bi pojacali njihovu
rezistentnost na gljivicne patogene) (Chu isar., 2005; Wong i sar., 2010).

Do sada izolovana i opisana antifungalna jedinjenja poreklom iz gljiva ukljucuju jedinjenja
velike (peptidi i proteini) i male (seskviterpeni, terpeni, steroidi, organske kiseline, hinolini)
molekulske mase (Alves i sar., 2013).

U preglednom radu Alves i sar. (2013) dat je spisak od 52 vrste gljiva, lignikolnih i

terikolnih (uglavnom jestivih) i njihovih antifungalnih supstanci. Dvadeset jedna vrsta su

iskljucivo saprotrofi (razlazu uginulu organsku materiju), 16 vrsta su mikorizne (u simbiozi sa
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korenom biljaka i drveca), 10 paraziti i 5 vrsta su saprotrofi ali mikorizne vrste.

Vedina studija o antifungalnoj aktivnosti gljiva opisuje dejstvo njihovih ekstrakata bez
identifikovanja jedinjenja odgovornih za datu aktivnost. U radu Oztiirk i sar. (2011) opisana
je aktivnost metanolnih ekstrakata tri vrste roda Agaricus prema patogenim sojevima
Candida albicans i Candida tropicalis. Zatim, utvrdena je aktivnost metanolnog ekstrakta
vrste Ganoderma lucidum prema Trichoderma viride (Heleno i sar., 2013).

Medutim, opisana su neka jedinjenja male i velike molekulske mase sa antifungalnom
aktivnoséu (Alves i sar., 2013). Triterpenska jedinjenja (npr. grifolin) se smatraju jedinjenjima
sa najjaom antifungalnom aktivno$¢u (Rosa i sar., 2003). Tu su i druga jedinjenja male
molekulske mase koja su ispoljila odredenu antifungalnu aktivnost, kao $to je seskviterpen
refuslakton koji deluje protiv nekih fitopatogenih gljiva ukljuCujuli Alternaria alternata, A.
brassicae, Botritis cinerea i Fusarium graminearum. Procenat ihnibicije rasta Alternaria
alternata koju je izazvalo ovo jedinjenje bio je veci od pozitivhe kontrole (karbendazim).
Drugi seskviterpeni, enokipodini, izolovani iz micelije vrste Flammulina velutipes ispoljili su
nesto nizu aktivnost prema patogenoj vrsti Aspergillus fumigantus (Wang i sar., 2012).
Fenolne kiseline, kao $to su p-hidroksibenzoeva i cimetna kiselina, pokazale su aktivnost
protiv razlicitih gljiva. Najvedi broj vrsta Cija je antifungalna aktivnosti ispitivana poreklom je
iz Kine i Turske.

Stoga je stav nasih istrazivaca mikologa koji se bave proucavanjem antimikrobnog
delovanja gljiva da je neophodno zapoceti detaljna istrazivanja autohtonih gljiva u cilju
procene njihovog antifungalnog delovanja i pronalazenja novih prirodnih agenasa sa

antifungalnim delovanjem.
2.5.3. Antivirusna aktivnost

Uprkos napretku moderne medicine, virusne infekcije i dalje dovode do smrti miliona
ljudi Sirom sveta (Merican i sar., 2000; Kuiken i sar., 2003; Shepard i sar., 2005). Najveci
problem u dizajniranju bezbednih i efikasnih antivirusnih lekova jeste Cinjenica da virusi
koriste ¢elije domacina da se repliciraju kao i to da podtipovi virusa pokazuju znacajnu
varijabilnost i imaju izuzetno visoku stopu mutacije (Jones, 1998; De Clercq i Field, 2006).
Naime, ovo oteZava pronalazenje meta za lek koji bi ometao virus bez ugrozavanja celije
organizma domacina. Virusi imaju sposobnost da napadaju sve Zive organizme ukljucujudi
biljke, Zivoinje i oveka.

Antivirusni lekovi su grupa lekova koji se koriste specificno za leCenje virusnih
infekcija. Danas, oko 40 sintetickih i semisintetickih lekova (izvedeni od biljnih i bakterijskih
metabolita) su klinicki odobreni za lecenje virusnih infekcija (De Clercq i Field, 2006;

DeChristopher i sar., 2012). Aktivni principi deluju neposredno inhibirajuéi virusne enzime,

21



Doktorska disertacija Ljiljana Janjusevi¢

sintezu virusnih nukleinskih kiselina ili samu adsorbciju virusa za éeliju sisara (Slika 6) (De
Silva i sar., 2013).

Blokira se
y-globulinima e
(nespecificnim) [~ ==
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amantadinom
(influenca A)

Penetracija e
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Slika 6. Mehanizmi delovanja antiviralnih agenasa
(https://www.studyblue.com/notes/note/n/pharma-antifungal-and-antiviral-drugs/deck/14098182)

Ovi direktni antivirusni efekti posebno su izloZzeni manjim molekulima. Indirektno
antivirusni efekti su rezultat imunostimulativnih aktivnosti polisaharida ili drugih sloZzenih
molekula (Brandti Piraino, 2000).

Medutim, u poslednjih nekoliko decenija mnogi prirodni proizvodi su priznati od
strane farmaceutske industrije zbog velike strukturne raznolikosti, kao i razli¢itih
farmakoloskih aktivnosti (Jones, 1998; De Clercq i Field, 2006). Iznad svega, metaboliti gljiva,
posebno Basidiomyceta, su podstakli interesovanja istraZzivada. Istrazivaci Sirom sveta u
potrazi su za novim antivirusnim agensima, ukljuCujuéi derivate piridina. Mnoga antivirusna
sredstva pokazuju strukturu koja je veoma sliéna nukleotidima uracilu, timinu i citozinu
(Baumann i Baxendale, 2013) koji predstavljaju sintetski dobijene antiviralne agense.

Antivirusna aktivnost ekstrakata i jedinjenja izolovanih iz gljiva je opisana od strane
mnogih autora (Sorimachi i sar., 2001; Lindequist i sar., 2005; Faccin i sar., 2007).

Triterpenoidi - ganodermadiol, lucidadiol i aplanoksidacna kiselina G izolovani iz vrste
Ganoderma pfeifferi, kao i drugih Ganoderma vrsta, poseduju in vitro antivirusnu aktivnost
prema virusu influence tipa A. Ganodermadiol je aktivan protiv herpes simplex virusa tip 1
(Mothana i sar., 2003). Novi bis-seskviterpen - agrocibon izolovan iz vrste Agrocybe salicacola

je ispoljio antiviralnu aktivnost prema respiratornom sincicijalnom virusu (Zhu i sar., 2010).
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Pored vrsta roda Ganoderma, kao potencijalni producenti antivirusnih agenasa prema
virusu influence tipa A (kod ptica i ljudi) navode se vodeni ekstrakti micelije vrste
Daedaleopsis confragosa, Datronia mollis, Ischnoderma benzoinum, Laricifomes officinalis ,
Lenzites betulina, Trametes gibbosa i T. versicolor (Kabanov i sar., 2011; Teplyakova i sar.,
2012). Ekstrakt micelije vrste T. versicolor ispoljava jako antivirusno dejstvo protiv virusa
influence tipa A (HIN1) i herpes simplex virusa (visok terapijski indeks 324,67) (Krupodorava
i sar., 2014). Vodeni i etanolni ekstrakti, kao i polisaharidne frakcije vrste Lentinula edodes
pokazali su antivirusnu aktivnost inhibirajuci replikaciju poliovirusa (PV-1) i govedeg herpes
virusa (BoHV-1) (Rincdo i sar., 2012). Nedavni napredak u istraZivanjima je nacinjen i u oblasti
pronalazenja lekova prirodnog porekla protiv HIV virusa (Ng i sar., 1997; Ngai i Ng, 2003;
Cassels i Asenico, 2011; DeCristopher i sar., 2012).

lako lek za AIDS ne postoji, sa otkricem novih lekova dolazi se do novih terapija kao i
kombinovanih terapija koje su ohrabrujuée. Bioaktivna jedinjenja izolovana iz gljiva deluju
kao inhibitori reverzne transkriptaze (virusna DNK polimeraza, enzim koji je neophodan
retrovirusu da bi se reprodukovao) i na taj nacin sprefavaju umnoZavanje HIV virusa
(Ravichandran i sar., 2008). Ekstrakt vrste Russula paludosa je pokazao antivirusnu aktivnost
inhibirajuci HIV-1 RT (97,6 %). Peptid izolovan iz ekstrakta pomenute vrste, ispoljio je jaku
inhibitornu aktivnost prema HIV-1 RT (Wang i sar., 2007). Umerenu aktivnost inhibicije HIV-1
proteaze su pokazala tri jedinjenja izolovana iz plodnog tela vrste Cordyceps militaris -
adenozin, dimeti-guanozin i izosinensetin (Jiang i sar., 2011). Ngai i Ng (2003) su opisali
aktivnost lentinana izolovanog iz vrste Lentinula edodes, protiv HIV virusa. Glikoprotein
izolovan iz plodnog tela vrste Pleurotus ostreatus (bukovaca) takode pokazuje anti HIV
aktivnost (Wang i Ng, 2000).

Ekstrakt vrste Agaricus brasiliensis blokira citopatogeni efekat koji se javlja usled
infekcije Western Equine Encephalitis virusom (WEE). Fenolna jedinjenja izolovana iz
plodnog tela vrste Inontus hispidus inhibiraju replikaciju virusa influence tipa A i B (Awadh i
sar., 2003). Kiseli protein vezani, polisaharidno-proteinski kompleks (PLS), izolovan iz
Ganoderma lucidum je pokazao antivirusnu aktivnost protiv Herpes simplex virus tip 1 i 2 u
Vero celijama (Eo i sar., 2000). Antivirusna dejstva PLS iz peCuraka se mogu pripisati inhibiciji
virusne replikacije ili indirektno od strane njihovih imunostimulativnih aktivnost (Liu i sar.,
2004; Lindekuist i sar., 2005). Sve navedene bioaktivnosti su odredene u in vitro uslovima, te
su neophodna dalja istraZivanja da bi se razvio lek iz ovih gljiva. Najnovija istrazivanja ukazuju

na derivate piridina kao veoma potentne antivirusne agense.
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2.6. Inhibicija enzima acetilholinesteraze i Alchajmerova bolest

Alchajmerova bolest (AB) predstavlja vodeci uzrok demencije na svetu. To je
progresivno neurodegenerativno oboljenje koje dovodi do poremecdaja paméenja i ponasanja
kod starije populacije (Ingkaninan i sar., 2003; Karmakar i sar., 2014).

Etiologija AB slabo je poznata. Najstarija hipoteza povezuje njen uzrok sa smanjenom
sintezom neurotransmitera acetilholina (ACh), noradrenalina i serotonina u mozgu (Bryne,
1998). Smanjen nivo ACh u mozgu je najznacajnija biohemijska promena kod pacijenata sa
AB (Syad, 2012). Glavne patoloske promene kod obolelih od AB ¢ine senilni plakovi. To su
ovalne mikroskopske lezije u vancelijskom prostoru mozga sa centralnim proteinskim
jezgrom koga Cini B-amiloidni protein (AB), koji dovodi do direktnog oStecenja neurona
(Jovanovi¢, 2012). Ovaj peptid nastaje cepanjem amiloidnog prekursorskog proteina (APP)
enzimima B-sekretaza i y-sekretaza. Inhibitori B i y sekretaza mogli bi imati znacajnu ulogu u
lecenju AB. Ranije je bilo prisutno misljenje da A ne nastaje u normalnim celijama, medutim
novija istrazivanja pokazala su da je on proizvod metabolizma, ali da se razgraduje i otklanja
iz ¢elija. Poremecaj ravnoteze izmedu sinteze i uklanjanja AB je uosnovi neurodegeneracije
kod AB (Jovanovié, 2012). Pored toga, dokazano je da kod AB postoji poremecaj regulacije
metala, a posebno redoks-aktivnih, prelaznih metala. Naime, u mozgu obolelih poveéane su
koncentracije cinka, gvozda i bakra (Connor i sar., 2001; Bonda i sar., 2011). Smatra se da je
vazan uslov za agregaciju AB i prisustvo prelaznih metala (Smaili i sar., 2009).

Nedostatak ACh koji se razlaze u neaktivhe metabolite holin i acetat, direktno je
povezan sa enzimima acetilcholinesterazne (AChE) aktivnosti. U normalnim fizioloSkim
uslovima AChE pretvara ACh u neaktivnhe metabolite, holin i acetat. Ukoliko bi se dati
neurotransmiter akumulirao (delovanjem nekih toksi¢nih supstanci, kao $to su nervni agensi
na bazi organofosfata) doSlo bi do kontinuirane stimulacije miSi¢a, Zlezda i centralnog

nervnog sistema (CNS).

S—S
}Enzim
S S
72N | | -
< i3 S
S 5 ST -5
Enzim S\S = Enzim

Slika 7. Enzim acetilholinesteraza (modifikovano iz Patric, 2005)

Enzim AChE ima neobi¢nu formu (Slika 7) (Patric, 2005). Zapravo, to je membranski

proteinski komlepks izgraden od Cetiri subjedinice, od kojih svaka ima svoje aktivnho mesto.
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Drugim recima, svaki molekul ima ukupno dvanaest aktivnih mesta. Ovi molekuli se nalaze u
neposrednoj blizini ACh receptora i bukvalno su u stanju da zgrabe molekul ACh. Veruje se
da AChE spada medu najefikasije enzime poznate do sada - za hidrolizu ACh potrebno je
svega 100 pus. Inhibitori acetilholinesteraza tj. jedinjenja koji inhibiraju AChE, ne zaustavljaju
proces AB, vec privremeno ublaZavaju pojedine simptome bolesti prvenstveno uti¢uci na
sinapti¢ku aktivnost. To za posledicu ima poboljSanje kognitivnih sposobnosti (Slika 8). Ako
se ACh ne razgradi, u stanju je da reaktivira holinergicki receptor. Stoga se moze reéi da se
efekat inhibitora AChE svodi na povecenje nivoa ACh. Naime, inhibitori datog enzima imaju
prakti¢no isti bioloski efekat kao agonisti holinergi¢kog receptora.

Prema selektivnosti inhibitori acetilholinesteraze dele se na AChE i
butirilholinesteraza (BuChE), a prema mehanizmu delovanja na: reverzibilne (na primer,
takrin ili donepezil) koji su od aktivnog centra enzima odvojeni fizioloSkim ligandima il
drugim holin estrima; pseudoireverzibilne (na primer, fizostigmin ili rivastigmin) koji se ¢vrscée
vezuju za enzim od fizioloSkog liganda; ireverzibilne (na primer, organofosfati) koji imaju
letalan efekat: inhibirani enzim moZze biti zamenjen samo novim AChE, u procesu biosinteze
(Patric, 2005).

Antagonist
(blokira enzim)

-

Postsinapticki
~ _nerv

~
~

Reaktivacija
ACh receptora

Slika 8. Efekat AChE inhibitora (modifikovano iz Patric, 2005)

Bududi da skoro svi lekovi koji predstavljaju AChEi (galantamin, takrin, donepezil i
rivastigmin) imaju ogranic¢enu efikasnost i brojne nuspojave, postoji realna potreba za novim
AB terapeuticima. U carstvu gljiva, Flammulina velutipes, Lentinus edodes i mnoge Pleurotus
vrste ispoljile su sposobnost da sprece ili uspore progresiju neurodegenerativnih bolesti
(Filho i sar., 2006). Medu supstancama sa acetilholinesteraznom aktivno$¢u, samo manji broj
njih mogu se koristiti kao vodece strukture (od engl. lead structure) za razvoj novih lekova.
Naime, Sirok spektar organizama (morske Zivotinje, biljke, gljive, liSajevi, mikroorganizmi,
itd.) proucavan je u kontekstu potencijalnih izvora novih supstanci sa datom aktivnos¢u
(Pejin i sar., 2012; Pejin i sar, 2014). U najveéem broju sluc¢ajeva radi se o sekundarnim

metabolitima sa niskom molekulskom masom koji se uglavnom sintetisu od ugljenih hidrata,
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aminokiselina i lipida, tj. na bazi nekog od ucesnika (intermedijera) primarnog metabolizma.
Ova organska jedinjenja uglavnom su specificna za odredenu vrstu ili rod, te ¢esto imaju
hemotaksonomski znacaj. Smatra se da igraju vaznu ulogu u borbi organizama za opstanak
(hemijska ekologija) i adaptaciji na promene Zivotnih uslova. Obi¢no se grupisu prema svom
poreklu i biosintezi (Brigida i sar., 2013). Glavne grupe prirodnih organskih jedinjenja sa
acetilholinesteraznom aktivnoscu su: alkaloidi, kumarini, flavonoidi, hinoni, stilbeni, terpeni i
ksantoni (Pejin i sar., 2014).

U poslednjih nekoliko godina ispitivanja prirodnih izvora sa potencijalnom aktivnoséu
inhibicije AChE (Pejin i sar., 2012; Pejin i sar., 2014) su postala intenzivnija. Do sada je
opisano nekoliko vrsta gljiva koje ispoljavaju pomenutu aktivnost i to su uglavnom ekstrakti
plodnih tela, micelija i filtrata potopljenih kultura vrsta roda Agaricus (Oztirk, 2011),
Pleurotus pulmonarius (Nguyen i sar., 2016), Trametes versicolor (Orhan i Ustun, 2011),
Polyporus pinicola, Polyporus sulphureus (Orhan i Ustun, 2011), kao i razli¢ite vrste roda

Ganoderma (Hasant i sar., 2013).

2.7. Antitumorska aktivnost gljiva

Antitumorska aktivnost makrogljiva veoma se intenzivno proucava u danasnje vreme.
Jedna od najpoznatijih grupa jedinjenja koje sadrze gljive, sa farmaceutskim efektima, a u
tom smislu posebno antikancerogenim i imunomodulatornim aktivnostima, jesu polisaharidi
(Wasser, 2002; Moradali i sar., 2007; Zhang i sar., 2007). Polisaharidi i polisaharidno-
proteinski kompleksi sadrzani u gljivama zavreduju naucnu paznju istraziva€a jer poseduju
sposobnost inhibicije rasta tumora, odnosno povedavaju sposobnost organizma da se
odbrani sopstvenim mehanizmima. Osim toga, ovi biomakromolekuli imaju sposobnost da
preveniraju nastajanje i metastaze tumora (Guterres i sar., 2005; Lee i sar., 2005).
Mehanizam antikancerogenog delovanja polisaharida jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjen,
ali je poznato da su u stanju da aktiviraju imuni sistem. Zapravo, oni stimuliSu
hematopoetske maticne éelije, limfocite, makrofage, T-limfocite, DC i NK ¢elije, da sintetiSu
citokine (ukljuéujuci interleukine, interferone i imunoglobuline) koji imaju antiproliferativno
dejstvo i indukuju apoptozu i diferencijaciju ¢elija tumora (Wasser, 2002; Moradali i sar.,
2007). Sedamdesetih i osamdesetih godina proslog veka je izolovano nekoliko polisaharida
antikancerogenog delovanja, kao $to su: lentinan (Lentinula edodes), Sizofilan (Schizophyllum
commune) i polisaharidno-proteinski kompleksi (PSP, PSK - Trametes versicolor) koji su
veoma popularni u zemljama Dalekog Istoka (Mizuno i sar., 1995; Ooi i Liu, 2000). U Sirokoj

upotrebi, kao dodaci ishrani koji pomazu u terapiji kancera, su i glukani izolovani iz sledecih
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vrsta: Grifola frondosa, Sparassis cispra, Agaricus balzei i Phellinus linteus (Hilszczanska,
2012).

Pored pomenutih jedinjenja, narocito polisaharidno-proteinskih kompleksa, i mnoge
druge grupe jedinjenja kao Sto su proteini (Xu i sar., 2011), masne kiseline (Lam i sar., 2016),
steroli (Ng, 2004), terpenoidi (Ngai i Ng, 2003; Harhaji i sar., 2008), glikozidi i fenolna
jedinjenja (Yip i sar., 2006; Bemani i sar., 2012; Rao i sar., 2012; Sung i sar., 2016) (Slika 9),
mogu da inhibiraju proliferaciju razli¢itih celijskih linija kancera bilo putem zaustavljanja

Celijskog ciklusa ili indukovanjem apoptoze i nekroze (Lau i sar., 2004; Harhaji i sar., 2008).
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Slika 9. Antitumorska jedinjenja izolovana iz gljiva

(https://i0.wp.com/globalmedicaldiscovery.com/ Anticancer-substances-of-mushroom-origin.jpg)

Upotreba gljiva sa potencijalnim terapeutskim svojstvima predstavlja veliki interes
kako nauéne tako i zdravstvene zajednice i to iz dva osnovna razloga: prvo, gljive pokazuju
efikasnost protiv brojnih bolesti i metabolickih poremecaja, medu kojima su rak i
degenerativna oboljenja; drugo, bioaktivni metaboliti gljiva se mogu dobiti iz razli¢itih izvora
kao Sto su: plodna tela divlje rastucih ili gajenih gljiva, biomase micelije ili medijuma

potopljenih kultura (kultivisanih pomocu bioreaktora) (Poucheret i sar., 2006).
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2.8. Analizirane vrste gljiva

2.8.1. Bjerkandera adusta Karst (1880)
Narodni naziv: poli¢asta/zadimljena bjerkandera

Carstvo: Fung
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Red: Polyporales
Familija: Meruliaceae
Rod: Bjerkandera
Vrsta: Bjerkandera adusta Slika 10. B. adusta (Willd.) P. Krast.

(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:2009-11-11_
Bjerkandera_adusta_(Willd.)_P._Karst_64486.jpg)

Plodno telo: do 6 cm Sirine, oblika terase, Siroko naslonjeno na supstrat, uvek ih je mnogo
zajedno. Gornja povrsina je somotasta, u nijansama braon do sivo-crne boje, najéesée nije
zonirana. Donja, himenijumska povrsina je siva i po pravilu sivo obrubljena, sa sitnim porama
(5-7 na 1 mm).

Spore: elipti¢ne, glatke, hijaline, 4-6 x 2,5-3,5 um. Bazidijumi nose 4 spore.

Ekologija: Siroko rasprostranjena vrsta, sre¢e se na mrtvom drvetu najrazlicitijih vrsta,
najcesce listopadnog drveca, izaziva bele trulezi.

Jestivost: nejestiva gljiva, zbog svoje konzistencije.

Rasprostranjenost: Siroko rasprostranjena vrsta, zabeleZzena je u Severnoj i Juznoj Americi,

Evropi, Aziji, Australiji i na Novom Zelandu.

Slika 11. Mapa rasprostranjenja vrste B. adusta
(http://www.discoverlife.org/mp/Bjerkandera+adusta)
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2.8.2. Pleurocybella porrigens (Pers.) Singer 1947
Narodni naziv : andeosko krilo

Carstvo: Fungi
Podcarstvo: Dikarya
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Red: Agaricales
Familija: Marasmiaceae

Rod: Pleurocybella
Vrsta: Pleurocybella porrigens
Slika 12. P. porrigenes (Pers.) Singer 1947

(http://www.planetdeadly.com/nature/poisonous-mushrooms)
Morfologija: izgledom podseéa na bukovacu, ali je mnogo sitnija; kada je sveia, svetle je
boje; plodonosno telo je malo, Siroko oko 1,5-2,5 cm, ponekad do 4 cm; sa donje strane
uocavaju se karakteristi¢ni beli listi.
Jestivost: do nedavno, smatrana je jestivom vrstom; u poslednje vreme, medutim,
zabeleZeni su slucajevi trovanja u Aziji; kako njena toksi¢nost joS uvek nije dovoljn izucena,
trebalo bi je smatrati nejestivom, odnosno potencijalno toksi¢nom
Ekologija: saprotrof; raste od avgusta do novembra; u grupama, na trulim panjevima i
deblima ¢éetinara, uzrokujuéi belu trulez.
Rasprostranjenost: u Sumama umerenog pojasa severne hemisfere; zabeleZena je u Evropi,

Severnoj Americi i Japanu.

Slika 13. Mapa rasprostranjenja vrste P. porrigens
(http://www.discoverlife.org/mp/Pleurocybella+porrigens)
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2.8.3. Stereum hirsutum (Willd.) Pers. (1800)
Narodni naziv: dlakava policica

Carstvo: Fungi
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Red: Russulales
Familija: Stereaceae
Rod: Stereum
Vrsta: Stereum hirsutum

Slika 14. S. hirsutum (Willd.) Pers. (1800)
(http://www.first-nature.com/fungi/stereum-hirsutum.php)
Plodno telo: meso debljine 5-3 cm, tvrdo i krhko, pljosnata, valovitog oboda boja varira od
Zute, Zuto-braon, tamno Zute do tamno braon.
Spore: cilindri¢nog ili elipricnog oblika, 5-8/2-3.5 um.
Ekologija: saprotrof; raste na trulom drvedu u jesenjim mesecima, smatra se boles¢u drveta.
Jestivost: nejestiva.
Rasprostranjenost: Siroko rasprostranjena vrsta, zabeleZen je u Severnoj i Juznoj Americi,

Evropi, Aziji, Australiji, na Novom Zelandu.

Slika 15. Mapa rasprostranjenje vrste S. hirsutum
(http://www.discoverlife.org/mp/Stereum+hirsutum)
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2.8.4. Stereum subtomentosum Pouzar 1964
Narodni naziv: zelenkasta poliica

Carstvo: Fungi
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Red: Russulales
Familija: Stereaceae
Rod: Stereum

Vrsta: Stereum subtomentosum
Slika 16. S. subtomentosum Pouzar 1964

(http://www.pilz-pilz.de/index.php?=Stereum subtomentosum)
Plodno telo: lepezastog oblika, Sirine do 7 a duzine do 5 cm; sterilna povrSina je somotasta,
zonirana, mirnih boja, uglavnhom u nijansama oker i braon; himenijumska povrsina joj je
glatka, Zuta do sivozuta, uvek svetlije ivice.
Spore: izduZeno elipti¢ne, glatke, hijaline, amiloidne, 5,5-7 x 2-3 um.
Jestivost: nejestiva.
Ekologija: saprotrof; raste tokom cele godine, u grupama, na mrtvom drvetu listopadnih
vrsta, najéesée bukvii brestu, uzrokujuci belu trulez.

Rasprostranjenost: zabelezen je u Evropi, Severnoj Americi i Aziji.

Slika 17. Mapa rasprostranjenje vrste S. subtomentosum
(http://www.discoverlife.org/mp/Stereum+subtomentosum)
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2.8.5. Trametes versicolor (L.) Lloyd 1921
Narodni naziv: ¢uranov rep, Sarena tvrdokoska

Carstvo: Fungi
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Red: Poriales
Familija: Poriaceae
Rod: Trametes
Vrsta: Trametes versicolor

Slika 18. T. versicolor (L.) Lloyd

1921

(http://www.panoramio.com/photo/78747326)

Plodno telo: meso je debljine od 1-3 mm, koZaste povrsine, gornja povrsina ima
koncentri¢ne oblasti razlicitih boja, tamnobraon do crne.

Spore: cilindri¢cne, 5-6/1.5-2 pum.

Jestivost: nejestiva vrsta zbog svoje konzistencije.

Ekologija: saprotrof; raste obi¢no na mrtvom, oSte¢enom i bolesnom drvetu, na povrsini ili u
unutrasnjosti ¢etinara i listopadnog drveca, izaziva belu trulez.

Vreme rasta: tokom letnjih i jesenjih meseci.

Rasprostranjenost: naseljava znatan deo svetskih Suma: konkretno, nadena je kako u Evropi,

tako i u Americi i Aziji (Narodna Republika Kina).

Slika 19. Mapa rasprostranjenja vrste T. versicolor
(http://www.discoverlife.org/mp/Trametes+versicolor)
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2.8.6. Amanita strobiliformis (Paulet ex Vittad.) Bertill. 1866

Narodni naziv: usamljena muhara, debela muhara

Carstvo: Fungi
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Red: Agaricales
Familija: Amanitaceae

Rod: Amanita

Vrsta: Amanita strobiliformis
Slika 20. A. strobiliformis (Paulet ex Vittad.) Bertill.

1866
(http://wikigrib.ru/muxomor-shishkovidnyj/)

Plodno telo: klobuk belo-sive boje, u pocetku polukuglast, kasnije mesnat, Sirok 5-20 cm,
drscica bela, valjkasta, puna, prekrivena ljuspama, u donjem delu zadebljala dok se u
gornjem delu nalazi venci¢ koji kasnije nestaje. Meso je mekano, debelo, bez izrazenog
mirisa i ukusa.

Spore: elipti¢ne i glatke.

Jestivost: u nekim izvorima se navodi kao jestiva, medutim postoji bojazan da sadrzi
psihoaktivne hemijske komponente tipa iboteicne kiseline i muscimola koje se javljaju u
vrstama kao $to su Amanita muscaria i Amanita pantherina; u savremenim priru¢nicima
preporucuje se izbegavanje sakupljanja ove vrste, zbog moguce lake zamene sa otrovnim
belim vrstama ovog roda.

Ekologija: retko raste pojedinacno, rede u skupinama u Sumama, uz rubove Suma i uz
Sumske puteve.

Vreme rasta: javlja se tokom jeseni.

Rasprostranjenost: zabeleZena je na podrucju Evrope i Severne Amerike.

Slika 21. Mapa rasprostranjenja vrste A. strobiliformis
(http://www.discoverlife.org/mp/20q?search=Amanita+strobiliformis)
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2.8.7. Hydnum repandum L. 1753
Narodni naziv: jeZevica, bela jeZevka, prosenjak

Carstvo: Fungi
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Red: Cantharellales
Familija: Hydnaceae
Rod: Hydnum
Vrsta: Hydnum repandum

Slika 22. H. repandum L. 1753

(http://www.wikiwand.com/en/Hydnum_repandum)

Plodno telo: meso bele boje, belkasto — Zute, pa sve do narandzZaste i okercrvenkaste, na

preseku Zuto — narandzasto, Cvrsto, i debelo, pod jacim pritiskom lako puca. Kod mladih
primeraka rub klobuka je podvrnut prema zemlji, a kod starijih najéeSce valovit, bez
posebnog mirisa, mladi primerci se odlikuju blagim ukusom dok se kod starijih zapaZza gorko
— ljut ukus.

Spore: elipsoidnog oblika; 6.5-9/5.5-7um

Jestivost: jestiva je dok je mlada; kasnije je gorkog ukusa, premda joj se goréina moZe
redukovati skidanjem bodljica; zabeleZzeno je da sadrzZi i bioaktivhu komponentu repandiol,
koja deluje citotoksi¢no na razlic¢ite tumorske Celije; predstavlja jednu od najéesée koris¢enih
divljih, jestivih vrsta, koja se Cesto moZe naci u slobodnoj prodaji; zbog vrlo cesto
prekomernog sakupljanja, nasla se na Crvenoj listi gljiva Holandije, Belgije i Nemacke.
Ekologija: formira mikorizu sa listopadnim i Cetinarskim drvecem; raste tokom leta i jeseni,
pojedinacno ili rede u manjim grupama, ponekad obrazujudi vilina kola, uz rubove Suma i
Sumske puteve.

Rasprostranjenost: Siroko rasprostranjena vrsta, u Sumama umerenog pojasa severne
hemisfere; zabeleZena na teritoriji Evrope, Severne Amerike, Azije, Australije i Novog

Zelanda.

Slika 23. Mapa rasprostranjenja vrste H. repandum
(http://www.discoverlife.org/mp/20qg?search=Hydnum+repandum)
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3. CILJ RADA

Gljive predstavljaju potencijalni izvor novih farmaceutskih proizvoda, koji je jos uvek

u velikoj meri neiskoris¢en zbog nedovoljne proucenosti njihovih bioloskih i hemijskih

principa. Na osnovu mnogobrojnih literaturnih podataka potvrdeno je da su gljive dragocen

izvor prirodnih jedinjenja Cija se bioloSka aktivnost danas sve viSe primenjuje kako u vidu

nutraceutika i farmaceutika, tako i u poljoprivredi, u biokontroli razli¢itih fitopatogena.
Shodno usmerenosti nau¢ne javnosti ka iznalaZenju alternativnih izvora prirodnih

antioksidanasa, nekonvencionalnih i neskodljivih po ljudsko zdravlje i okolinu, zatim novih

agenasa u borbi protiv humanih patogena i fitopatogena, kao i neuroprotektivnih i

citotoksi¢nih agenasa, opsti cilj ove disertacije bio je ispitivanje hemijskog sastava

autohtonih  makrogljiva ciji ekstrakti ispoljavaju antiradikalsku, antioksidativnu,
antimikrobnu, anti-acetilholinesteraznu i antiproliferativhu aktivnost, kao i pronalazenje
novih agenasa poreklom iz njih. Specificnih ciljevi bili su sledeci:

X Sakupljanje i determinacija autohtonih lignikolnih vrsta gljiva (Bjerkandera adusta,
Pleurocybella porrigens, Stereum hirsutum, Stereum subtomentosum i Trametes
versicolor) i terikolnih vrsta gljiva (Amanita strobiliformis i Hydnum repandum), sa
razli¢itih lokaliteta sa odrucja Srbije (Fruska gora, Tara, Vrsacki breg);

“Cvrsti”, “

rastvarace razlicite polarnosti (H,0, 80 % EtOH, 70 % MeOH).

- Dopuna kolekcije kultura gljiva FUNGICULT Katedre za mikrobiologiju (prof dr Maja

- Priprema “sirovih” ekstrakata ( nepreciséeni”) plodnih tela gljiva, koristedi

Karaman), kao i mikoloSke zbirke u okviru herbarijuma Departmana za biologiju i
ekologiju (BUNS Herbarijum), Prirodno-matematickog fakulteta, Univerziteta u
Novom Sadu;

- Hemijska karakterizacija ekstrakata gljiva utvrdivanjem hemijskog sastava i ukupnog
sadrzaja polisaharida, fenolnih jedinjenja, proteina, organskih i masnih kiselina i

biogenih elemenata;

X Ispitivanje antiradikalske aktivnosti in vitro prema radikalima OH", O,", NO°, Asc’,
DPPH" i ABTS';

X Ispitivanje antioksidativne aktivnosti spektrofotometrijskim redukcionim testom
(FRAP) i polarografskom metodom (HPMC);

X Ispitivanje antimikrobne aktivnosti - antibakterijske, antifungalne i antiviralne prema

atestiranim sojevima (ATCC) bakterija, kvasaca i virusa kao i humanim izolatima

(vaginalnog porekla) i fitopatogenim izolatima plesni poreklom sa poljoprivrednih
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kultura: belog luka, soje i pirin¢a (dr Maja Ignjatov, Institut za ratarstvo i povrtarstvo,
Novi Sad);

- Ispitivanje uticaja ekstrakata na inhibiciju enzima acetilholinesteraze (AChE), radi
otkrivanja novih potencijalnih izvori neuroprotektivnih agenasa poreklom iz gljiva koji
bi mogli biti upotrebljeni za leCenje neurodegenerativnih bolesti, npr. Alchajmerove
bolesti;

- Ispitivanje citotoksicnog delovanja ekstrakata na HepG2 humane hepatoma celije radi
iznalazenja alternativnih izvora antikancerogenih agenasa poreklom iz gljiva;

X Utvrdivanje slicnosti odnosno razlika u ispoljenim bioloSkim aktivnostima izmedu
autohtonih lignikolnih i terikolnih vrsta, kao i u okviru jedne vrste poreklom sa dva
razli¢ita lokaliteta (model organizam H. repandum poreklom sa Tare i VrSackog brega)
radi razumevanja uticaja sredinskih i genetickih faktora na ispoljavanje dobijenih

bioloskih aktivnosti i biohemijskog sastava vrsta.
Dobijeni rezultati bice znacajna smernica za dalja ispitivanja analiziranih vrsta gljiva in

vivo, kao i ispitivanje mogucih mehanizama delovanja odredenih grupa jedinjenja ili njihov

sinergizam u okviru ispoljenih aktivnosti.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1. Bioloski materijal

Sakupljeno je i okarakterisano 5 lignikolnih i 2 terikolne vrste gljiva (Tabela 1). Svez
bioloski materijal (plodna tela gljiva) determinisan je na Departmanu za biologiju i ekologiju
Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu. Vrste su identifikovane
klasi¢nim postupcima taksonomske analize prema standardnim mikoloSkim makroskopskim i
mikroskopskim karakterima (izgled plodnog tela, presek himenofora, karakteristike spora).
Vaucer primerci su deponovani u okviru mikoloSke zbirke herbarijuma Departmana za
biologiju i ekologiju (BUNS Herbarijum), Prirodno-matematickog fakulteta, Univerziteta u
Novom Sadu i zavedeni u nizu pod brojevima od 12 - 00706 do 12 - 00713.

Tabela 1. Pregled ispitivanih vrsta gljiva, lokaliteta i vaucer vrsta

Vrsta Familija Lokalitet Godina Broj vaucer vrste
Bjerkandera adusta Meruliaceae Iri$ki venac 2014 12 - 00708
(Willd.) P. Karst 1879 Fruska gora

Pleurocybella porrigens Marasmiaceae Mitrovac 2015 12 - 00712
(Pers.) Singer 1947 Tara

Stereum hirsutum Stereaceae PapratSki do 2014 12-00711
(Willd.) Pers. 1800 Fruska gora

Stereum subtomentosum Stereaceae Papratski do 2014 12 - 00707
Pouzar 1964 Fruska gora

Trametes versicolor Poriaceae Iri$ki venac 2014 12 - 00706
(L.) Lloyd 1921 Fruska gora

Amanita strobiliformis Amanitaceae Liparija 2014 12 - 00709
(Paulet ex Vittad.) Bertill. 1866 Fruska gora

Hydnum repandum | Hydnaceae Mitrovac 2015 12 - 00710
L. 1753 Tara

Hydnum repandum I Hydnaceae Vr3alki breg 2016 12 - 00713
L. 1753 Vrsac

Nakon determinacije plodna tela su ociS¢ena i zamrznuta na temperaturi od - 18 °C,
zatim su liofilizovana na - 80 °C (Alpha 2-4 LDplus, Christ GmbH, Svajcarska), a potom
samlevena (IKA All basic, Nemacka) do finog praha i ¢uvana na sobnoj temperaturi u

tamnim bocama sa Slifovanim ¢epom do dalje upotrebe.
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4.2. Priprema ekstrakata

4.2.1. Vodeni, etanolni i metanolni ekstrakti

Za pripremu alkoholnih ekstrakata odmereno je 5 g liofilizovane gljive i ekstrahovano
sa 100 mL 80 % etanola (Zorka Pharma, Srbija) odnosno 70 % metanola (Sigma Aldrich, USA)
i meSano na mehanic¢koj mesalici pri brzini od 120 rpm (New Brunswick Scientific, Edison,
N.Y., SAD), na sobnoj temperaturi tokom 72 h.

Za pripremu vodenih ekstrakata odmereno je 5 g liofilizovane gljive i preliveno sa 100
mL klju¢ale vode i meSano na mehanickoj mesalici pri brzini od 120 rpm na sobnoj
temperaturi, tokom 24 h. Nakon toga uzorci su profiltrirani (Filters Fioroni, Francuska)
pomocu vakuum pumpe (Blchi V-700 Vacuum Pump, Svajcarska), a nakon toga alkoholni su
upareni (B(ichi R-210, Svajcarska), dok su vodeni liofilizovani do postizanja suve mase (s.m.).
Rastvaranjem suvog ostatka dobijeni su ekstrakti odredene koncentracije (tzv. Stok ekstrakti)
rastvoreni u DMSO-u ili rastvaracu u kome su i ekstrahovani, i cuvani u zamrzivacu (- 20 °C)
do daljih analiza.

Za analiziranje antioksidativne i antiproliferativne aktivnosti ekstrakata suvi ostatak je
rastvoren u 100 % DMSO-u (Baker Analyzed Reagent, JT Baker, Norveska), dok su za analizu
antimikrobne aktivnosti ekstrakti rastvoreni u 5 % DMSO-u. Za ispitivanje
acetilholinesterazne aktivnosti suvi ostatak rastvoren je ponovo u rastvaracu koji je sluzio
kao ekstrakciono sredstvo (metanolni ekstrakti su rastvoreni u metanolu, etanolni u etanolu i

vodeni u vodi).

38



Doktorska disertacija Ljiliana Janjusevic

4.2.2. Polisaharidni ekstrakti

Polisaharidi iz plodnih tela gljiva ekstrahovani su metodom (Slika 24) koja je
modifikovana prema Ren i sar. (2014), radi dobijanja polisaharidnih (PSH) ekstrakata.

[ PLODNO TELO GUIVE ]

Liofilizacija
Mlevenje
[ SAMLEVENA GLIVA ]
ﬂ Ekstrakcija 80% etanolom (EtOH)

(10 g gljive u 100 mL etanola)

FILTRACLA
(Filters Fioroni)

FILTRAT se odbacuje

Ekstrakcija klju¢alom vodom tokom 2 h
na mehanickoj mesalici (80 °C, 150 rpm)

FILTRACLJA
(Filters Fioroni)

SN

ﬂ TALOG se odbacuje

[ FILTRAT ]

Koncentrovanje liofilizacijom (24 h)
Precipitacija etanolom 5x V tokom noci
[ PRECIPITAT ] Centrifugiranje 8400 g, 15 min.

Hidratacija (dH,0)
Dijaliza (DEAD celulozna creva) tokom 24 -72 h
Koncentrovanje liofilizacijom (24 h)

\
[] POLISAHARIDI GUIVA T

Slika 24. Ekstrakcija polisaharida iz plodnog tela gljiva
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4.3. Odredivanje antiradikalske aktivnosti

Antiradikalska aktivnosti analiziranih vrsta gljiva utvrdena je na osnovu sposobnosti
njihovih ekstrakata da neutraliSu sledeée slobodne radikale: OH®, O,, NO®, Asc’, DPPH" i
ABTS™.

4.3.1. Anti-OH radikalska aktivnost

Neutralizacija hidroksil radikala (OH") koji se generiSe Fentonovom reakcijom:
H,0, + Fe®* > Fe** + OH" + OH,
odreduje se pracenjem reakcije degradacije deoksiriboze metodom prema Halliwell i sar.
(1987). Naime, nastali OH®, u aerobnoj sredini, oduzima H-atom 2-deoksiriboze, gradedi
malondialdehid (MDA) koji potom reaguje sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA). Ova promena
rezultuje stvaranjem obojenog kompleksa, a prati se spektrofotometrijski na 532 nm.
Napravljene su pocetne koncentracije ekstrakata u opsegu od 0,0125 do 25 mg/mL, od kojih
su napravljena razblaZenja tako da su se radne koncentracije kretale u opsegu od 0,020 do
49,98 pg/mL. Standardni antioksidans pirogalol (PG), koris¢en kao pozitivha kontrola,
testiran je u rasponu koncentracija od 8,625 do 138 ug/mL. Potencijal neutralizacije OH’
(engl. Radical Scavenging Capacity - RSCon.) ispitivanih ekstrakata izracunat je na osnovu

sledece formule:

RSCohe (%) = (1 - Auzorka/ Akontrole) x 100 %

Na osnovu dobijenih RSC vrednosti odredene su ICsg vrednosti, koje predstavljaju
koncentraciju ekstrakta pri kojoj je neutralisano 50 % radikala. Rezultat je izrazen kao srednja

vrednost tri ponavljanja, odnosno tri odredene I1Cso £ SD (ug/mL).

4.3.2. Anti-O, radikalska aktivnost

Antiradikalska aktivnost O," ispitivanih ekstrakata odredena je merenjem njihove
sposobnosti da neutraliSu ove radikale, nastale tokom aerobne redukcije NBT-a pomocu
NADH u prisustvu fenazinmetilsulfata (PMS) (Nishikimi, 1972).

Testirane pocetne koncentracije ekstrakata kretale su se u opsegu od 0,0125 do 20
mg/mL. Od pocetnih koncentracija napravljana je serija razblaZenja, te su se radne
koncentracije kretale u opsegu od 0,08 do 132,45 pg/mL. Standardni antioksidans PG
koriS¢en je u rasponu koncentracija kao i u prethodno opisanom testu. Potencijal
neutralizacije RSCo;.. izraCunat je prema formuli iz odeljka 4.3.1., a rezultat je izrazen kao

srednja vrednost tri dobijene 1Csg vrednost + SD (pg/mL).
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4.3.3. Anti-NO radikalska aktivnost
NO radikal, nastao iz natrijum-nitroprusida (SNP) u vodenom rastvoru pri fizioloSkom
pH, reaguje sa kiseonikom dajuci nitritne jone. Koncentracija nitritnih jona odredena je

Griess-ovim reagensom prema metodi koju su opisali Green i sar. (1982).

4.3.4. Anti-askorbil radikalska (Asc) aktivnost

Elektronska paramagnetna rezonantna spektroskopija (EPR) je spektroskopska
metoda koja se zasniva na izlaganju elektrona dejstvu elektromagnetnog zracenja gde je
moguce u molekulu sa nesparenim elektronom indukovati prelaze izmedu elektronskih
spinskih energetskih nivoa (Weil i Bolton, 2007).

Analiza vodenih ekstrakata uradena je na EPR spektrometru marke Bruker Elexsys Il
EPR koji radi u X—oblasti. Snimljen je Asc radikal stvoren u klasi¢noj Fenton-ovoj reakciji u
prisustvu askorbata, pri sledeéim parametrima: centar polja (H) 3506,6 G, Sirina polja (SW)
40 G, modulaciona amplituda (MA) 2 G, snaga mikrotalasa (P) 10,02 mW i amplituda
reflektovanih talasa 100 kHz. Rezultati su dobijeni na osnovu izmerene sposobnosti ekstrakta

da neutralidu nastali Asc’ aizrazeni su u %.

4.3.5. Anti-DPPH radikalska aktivnost
Kapacitet hvatanja DPPH radikala (radical scavenging capacity - RSC) je odreden
metodom prema Espin i sar. (2000) koja se bazira na transformaciji ljubi¢asto obojenog

stabilnog kompleksa DPPH u redukovanu formu DPPH-H Zute boje.

4.3.6. Anti-ABTS radikalska aktivnost

Test za odredivanje antiradikalske aktivnosti (izrazene u troloks ekvivalentima)
odreden je metodom prema Arnao i sar. (2001). Naime, oksidans ABTS™ generie se u
reakciji oksidacije 2,2’-azinonbis (3-etilbenzotiazolin- 6-sulfonske kiseline) (ABTS?)

amonijum-persulfatom.

4.4. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost analiziranih vrsta gljiva odredena je na osnovu sposobnosti
ekstrakata da redukuju feri-jone (Fe**) u fero-jone (Fe**) i na osnovu nedavno razvijene,

polarografske HPMC metode.
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4.4.1. Redukciona sposobnost odredena FRAP testom

FRAP metoda (Ferric Reducing Antioxidant Power Assay) (Benzie i Strain, 1999)
primenjena je za odredivanje redukcione sposobnosti ekstrakata gljiva.

Ova spektrofotometrijska metoda zasnovana je na reakciji redukcije Fe** u Fe?*.
Nastali Fe** sa prisutnim ligandom grade plavo obojeni kompleks Fe’*-TPTZ (gvoide-
tripiridiltriazin). Hemijska reakcija izmedu Fe®* (TPTZ) i fenolnih jedinjenja kao donora

elektrona pracena je spektrofotometrijski na 593 nm.

4.4.2. Redukciona sposobnost odredena polarografskom HPMC metodom

Polarografska metoda HPMC (engl. HydroxoPerhydroxoMercury(ll) Complex) za
merenje AO aktivnosti, zasnovana na klasi¢noj polarografiji sa kapajuom Zivinom (Hg)
elektrodom, razvijena je u Elektrohemijskoj laboratoriji, Instituta za opstu i fizicku hemiju u
Beogradu (SuZnjevic i sar., 2011). U oblasti potencijala anodnog rastvaranja Zive u prisustvu
OH i HOO (perhidroksidnog) jona umesto karateristicnog polarografskog talasa javlja se
strujni pik. Obzirom da u alkalnim uslovima dolazi do nastanka perhidroksidnog jona,
pretpostavljeno je nastajanje  meSovitog hidroksoperhidroksozZiva(ll) kompleksa

([Hg(O2H)(OH)]) koje je uzrok nastanka pomenute struje.

Slika 25. Sema polarografskog uredaja
(KZE - kapajucéa Zivina elektroda; PE - pomocna elektroda; Ref E - referentna elektroda (Suznjevié et al., 2011))

U prisustvu antioksidansa dolazi do smanjenja anodne struje gradenja ovog
mesovitog kompleksa Zive. Osetljivost ove anodne struje na prisustvo antioksidanasa
iskoris¢ena je u smislu razvoja jednostavne, brze i reproduktivhe metode za odredivanje
antioksidativne aktivnosti koja ne zahteva upotrebu skupih reagenasa, radikalskih vrsta koje
ne postoje u prirodi, kratkoZivecih kiseonicnih radikala itd. Prisustvo individualnih fenolnih
jedinjenja, ili kompleksnih uzoraka sa odgovarajuéom AO aktivnosSCu, izaziva smanjenje
anodne grani¢ne struje proporcionalno aktivnosti ispitivanih uzoraka. Veéa aktivnost uzorka
izaziva i ve¢e smanjenje struje. Procedura je veoma jednostavna a merenja su brza (Suznjevic¢
i sar., 2011).
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Merenja su obavljena na polarografskom uredaju ,PAR” (engl. Princeton Applied
Research) 174 A (Slika 25). Radi automatskog beleZenje polarografskih i-E krivih, za osnovni
uredaj prikljucen je X-Y pisa¢ (Houston Instruments, Omnigraph 2000). Sistem elektroliticke
¢elije sastoji se od tri elektrode: 1) kapajuce Zivine elektrode (KZE) kao radne elektrode sa m
= 2,5 mg/s (masa Zive istekla iz kapilare u 1 s) i V (Hg rezervoara) = 75 cm, 2) zasi¢ene
kalomelske elektrode (ZKE) kao referentne elektrode i 3) platinskog (Pt) lima kao pomoéne
elektrode. Kori$éena je polarografska ¢elija zapremine 30 mL. Vreme kapanja od 1 s (t) KZE
programirano je pomocu instrumenta. Polarizuju¢i napon odlikovao se brzinom promene od
10 mV/s, a pocetni potencijal iznosio je 0,1 V prema ZKE. Promena potencijala polarizacije
usmerena je ka negativnijim vrednostima. Pomodu filter elementa na poziciji 3 s suzbijana je
kapacitivna komponenta struje i-E signala. Pri tome je strujna osetljivost iznosila 20 YA (pun
otklon skale od 250 mm). Kroz rastvor u celiji propustena je struja Cistog azota u trajanju od
30 s radi uklanjanja prisutnog kiseonika. Tokom snimanja odrzavana je inertna atmosfera
(struja azota iznad rastvora). Rastvor je, nakon dodavanja uzorka, homogenizovan mesanjem
azota tokom 20 s. Sam postupak merenja podrazumevao je sledece: po 100 pL uzoraka
dodavano je u alikvotima u 20 mL rastvora koji se sastojao od 5mM peroksida i Clark Lubs
pufera (pH 9,8). Najpre su snimane i-E krive polaznog rastvora peroksida, a zatim nakon
svakog dodatog alikvota, koji su u zapremini od 100 pL uzorka, izazivali ravhomerno
smanjenja struje peroksida.Mereni su intenzitet (visina) grani¢ne struje osnovnog anodnog
pika peroksida (iio)i visine pikova dobijenih nakon svakog dodatka uzorka (ir). Nakon toga
izraCunato je smanjenje struje nakon svakog dodatka. Procenat smanjenja pocetne struje

vodonik peroksida izraCunato je prema sledeéoj jednacini:

L,
HPMC (%)= (1- :J':' % 109
PE.

Na osnovu procenta smanjenja grani¢ne struje u zavisnosti od zapremine, odnosno
mase dodatog ekstrakta, konstruisan je grafikon zavisnosti, a nagib pravolinijskog dela te

krive, predstavlja aktivnost uzorka.
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4.5.

Odredivanje antimikrobne aktivnosti

4.5.1. Analizirani sojevi mikroorganizama

Za odredivanje antibakterijske aktivnosti ekstrakata koris¢eno je ukupno trinaest

bakterijskih izolata ukljucuju¢i pet Gram-pozitivnih i osam Gram-negativnih sojeva (Tabela

2). Antibakterijski skrining uraden je prema referentnim sojevima koji su dobijeni iz kolekcije

kultura Departmana za biologiju i ekologiju Prirodno-matemati¢kog fakulteta u Novom Sadu.

Svi bakterijski sojevi ¢uvaju se u hranljivom bujonu sa 20 % glicera na - 80 °C do dalje

upotrebe.
Tabela 2. Ispitivani sojevi mikroorganizama

Mikroorganizam Oznaka Poreklo/domacin
Bakterijski sojevi

Gr + Bacillus subtilis ATCC 6633 referentni soj
Enterococcus faecalis ATCC 19433 referentni soj
Staphylococcus aureus ATCC 6538 referentni soj
Staphylococcus aureus | humani izolat
Staphylococcus aureus |l humani izolat

Gr - Escherichia coli ATCC 11229 referentni soj
Escherichia coli | humani izolat
Escherichia coli ll humani izolat
Pseudomonas aeruginosa ATCC 35554 referentni soj
Pseudomonas aeruginosa | humani izolat
Salmonella enteritidis ATCC 13076 referentni soj
Proteus mirabilis humani izolat
Proteus vulgaris humani izolat
Virus
Afag vB_BbrS LK3 Bordatella bronchiseptica

ATCC 10580

Kvasci
Candida albicans ATCC 10231 referentni soj
Candida albicans | humani izolat
Candida albicans || humani izolat
Plesni
Fusarium proliferatum BL1 beli luk
Fusarium verticillioides BL4 beli luk
Fusarium proliferatum BL5 beli luk
Fusarium graminearum S1 soja
Alternaria padwickii ALT pirinac

Takode, analizirana je aktivnost i prema sedam klini¢kih izolata koji su dobijeni sa

Medicinskog fakulteta, Klinickog Centra Vojvodine, Departmana za akusSerstvo i ginekologiju,
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(ili iz EuroLaba) izolovanih pri redovnom ginekoloskom pregledu kod Zena. Njihova upotreba
odobrena je od strane Etickog Odbora Medicinskog fakulteta.

Za antifungalni esej koris¢ena su tri izolata kvasnice Candida albicans, ukljucujuéi dva
soja vaginalnog porekla od pacijenata volontera sa Instituta za javno zdravlje Vojvodine u
saradnji sa prof. dr Mirjanom Bogavac i privatnom laboratorijom EuroLab iz Novog Sada i
jedan referentni soj (ATCC 10231) dobijen iz Laboratorije za mikrobiologiju, Prirodno-
matematickog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu.

Analizirane fitopatogene gljive izolovane su sa nekoliko biljnih domacina (beli luk,
soja i pirinac) sa oglednih polja Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu (kolekcija

kultura dr Maje Ignjatov, nau¢nog saradnika).

4.5.2. Priprema suspenzije mikroorganizama i standardizacija inokuluma

Bakterijske suspenzije su dobijene od prekono¢nih kultura koje su rasle na Miiller
Hinton agaru (MHA) (Torlak, Beograd, Srbija) na 37 °C, dok su suspenzije Candida dobijene
od prekonoénih kultura koje su rasle na sladnom agaru (SL) napravljene u sterilnom
fizioloSkom rastvoru, odredenog zamudéenja, prema standardnim procedurama Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2008) sa malim modifikacijama prema Karaman i sar.
(2009). Zamucenje bakterijskog i inokuluma Candida-e podeSeno je koriséenjem 0,5
McFarland-ovog standarda pomodu fotoelektricnog fotometra (MA COLORIMETER 9504.
Metrix). Pocetni broj ¢elija u testiranom bakterijskom inokulumu je pode$en na 1,5 x 10°
CFU/mL, dok je za inokulum C. albicans podesen na 1,5 x 10° CFU/mL.

Kulture plesni su zasejane na PDA podlozi (Torlak, Srbija) koja se pokazala kao dobra
podloga za brz rast i sporulaciju u trajanju od 7 dana na 27 °C. Nakon inkubacije u sterilnim
uslovima, ezom je uzet uzorak kultivisanih gljiva i suspendovan u sterilnoj destilovanoj vodi.
Suspenzija spora gljiva F. proliferatum (BL1), F. verticillioides (BL4), F. proliferatum (BL5)
odgovaraju gustini 1,5 x 107, dok kod F. graminearum (S1) i A. padwickii odgovaraju gustini
1,5 x 10° éelija po mL.

Za dobijanje inokuluma odredenog zamucenja, odnosno gustine, koris¢ena je Biirker
Tiark komora (hemocitometar) i mikroskop. Broj spora u komori utvrden je direktnim
brojanjem pomocu mikroskopa u odgovaraju¢im kvadratima komore. Broj spora u komori se

koristi za izrac¢unavanje koncentracije ili gustine spora u suspenziji po sledeéoj formuli:

KoncentraCija éelija = (Nce||Ja/ Nkomora X Vkomora) X 1000
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4.5.3. Procena vrednosti MIC i MBC/MFC

Minimalna koncentracija aktivhe supstance koja spreCava rast u standardnoj
suspenziji mikroorganizama predstavlja minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIC) i odraz je
relativne osetljivosti mikroorganizama. MIC predstavlja prvu koncentraciju ispitivane
supstance u Cijem prisustvu u komorici nema precipitacije ili zamuéenja (uocljivog rasta).
Kako je MIC u najvec¢em broju slu¢ajeva nedovoljna da bi leCenje bilo efikasno neophpdno je
odrediti  minimalnu  baktericidnu/fungicidnu  (MBC/MFC) koncentraciju  odnosno
koncentraciju animikrobnog agensa koja je smrtonosna za dati mikroorganizam (Durakovié,
1996). MBC/MFC predstavlja koncentraciju koja ubija 99,9 % mikroorganizama, $to je 99,9 %
od finalne brojnosti mikroorganizama u bujonu u svakoj od komorica unutar mikrotitar

ploce.

Tabela 3. Protokol za odredivanje vrednosti MIC

. Kontrola
Kontrola vizuelnog N
Radna proba rastvaraca Kontrola rasta
efekta ekstrakta (0,5 % DMSO)
100 100 pl 100 pl
inok. bujona* Cistog bujona inok. bujona* 110 pl
10 pl 10 pl inok. bujona*

e o 10 pl 5 % DMSO
ekstrakta/antibiotika/antimikotika  ekstrakta najjace konc.

*Inokulacija MH/SL bujona: 4950 pl bujona + 50 pl suspenzije m.o.

Nakon postavljanja tretmana prema navedenom protokolu (Tabela 3), mikrotitar
ploCe su odloZzene u termostat na inkubaciju tokom 24 h na 37 °C za bakterije i 26 °C za C.
albicans sojeve. Nakon 24 h odredivana je vrednost MIC uporedivanjem rasta kultura sa
tretmanom i rasta kultura u kontrolnim komoricama (u bujonu bez ekstrakta gljiva).

Za identifikovanje metaboli¢ki aktivnih bakterijskih celija koris¢en je 2,3,5 trifenil
tetrazolijum hlorid (TTC) - bela kristalna supstanca, rastvorljiva u vodi, koja sluzi kao akceptor
elektrona razliCitih dehidrogenaza. Delovanjem dehidrogenaza TTC prelazi u redukovani
trifenil tetrazolijum formazan (TTF) koji je nerastvorljiv u vodi i daje crvenu boju. U velovima
gde postoje, bakterijske ¢elije boje se u crveno.

Za odredivanje MBC/MFC vrednosti, po 100 ul smese iz velova u kojima nije bilo
vidljivog rasta (zamucenja), zasejano je na petri plo¢e sa hranljivim/sladnim agarom i
odloZeno na inkubaciju tokom 24 h/48 h na 37 °C/26 °C nakon cega je vrSeno prebrojavanje

kolonija.
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4.5.4. Antifungalna aktivnost

Antifungalna aktivnost makrogljiva odredena je in vitro testom mikrodilucionom
metodom u mikrotitar plo¢ama, kako bi se utvrdile minimalne inhibitorne i minimalne
fungicidne koncentracije (MIC i MFC). Ukupna zapremina u velu iznosila je 101 pl. U svaki vel
aplicirano jepo 50 ul hranljivog bujona (Sladni bujon, Torlak, Srbija) i 1 ul suspenzije spora
fitopatogenih gljiva. Radi lakSeg apliciranja u velove, suspenzija spora makrogljiva se
prethodno moZe dodati u hranljivi bujon. Pored pomenute suspenzije i hranljivog bujona u
velove je aplicirano i 50 pl ekstrakta makrogljiva u 3 razredenja (pocetnih koncentracija 100
%, 50 % i 25 %). Svaki soj analiziran je u 2 ponavljanja.

Za pozitivnu kontrolu upotrebljena je suspenzija spora gljiva i bujon, za negativnu
kontrolu Cist bujon, dok je za kontrolu rastvara€a upotrebljen rastvarac i suspenzija spora
gljiva.

Mikrotitar ploce inkubirane su 72 h na temperaturi 27 °C. Nakon inkubacije rezultati
su ocitani vizuelno. Prva koncentracija ekstrakta bez vidljivog rasta je tretirana kao
minimalna inhibitorna koncentracija (MIC), dok je minimalna fungicidna koncentracija (MFC)
utvrdena nakon ocitavanja MIC vrednosti, prebacivanjem sadrzaja vela na petri plocCe sa
agarom i inkubacije ploca. 1z zapremine Citavog vela (101 pl) u kome nije bilo zamucenja,
preneseno je po 100 pl na ploce sa sladnim agarom (Torlak, Srbija). Nakon inkubacije 72 h na

27 °C ocitani su rezultati koji su zabeleZzeni prebrojavanjem kolonija.

4.5.5. Antivirusna aktivnost

Prilikom odredivanja antiviralne aktivnosti ekstrakata gljiva koris¢en je bakteriofag
vB_BbrS_LK3 (familija Siphoviridae) specifican za referentni bakterijski soj Bordatella
bronchiseptica ATCC 10580. Fagi su umnoZeni na odgovaraju¢em domacinu, zatim su
percipitirani pomo¢u NaCl (koncentracije 58,4 g/L) i PEG6000 (1:10 w/v), istaloZeni
centrifugiranjem (pri 11000 g, tokom 10 min. na temperaturi od 4 °C) i preciséeni
izopiknickim ultracentrifugiranjem u diskontinualnom gradijentu CsCL (Sambrook i Russell,
2001). Nakon dijalize, suspenzije faga su ¢uvane u SM puferu (50 mM Tris HCl pH 7,5; 0,1 M
NaCl; 8 mM MgS04; 1 mg/mL Zelatina) na +4 °C, dok je bakterijski soj ¢uvan na -70 °C, u
podlozi sa 10 % glicerola. Bakterije su za potrebe eksperimenta gajene na tecnoj Luria-
Bertani podlozi na
37 °C u toku 24 h. Bakteriofagi su pomesani sa analiziranim ekstraktima cije su se finalne
koncentracije kretale u opsegu od 0,20 do 300 mg/mL. Brojnost faga u finalnoj zapremini
iznosila je 1 x 10° PFU/mL. Kontrola je podrazumevala inkubaciju bakteriofaga sa najvisom
koncentracijom rastvara¢a (5 % DMSO). Pripremljene smeSe tretmana faga odredenim

koncentracijama ekstrakata inkubirane su tokom 30 min. na 37 °C nakon cega je efekat
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ekstrakata neutralisan desetostepenim razredivanjem bakteriofaga u SM puferu. Na opisani
nacin, tretirana je i kontrola. Nakon tretmana odredivan je titar faga metodom plaka
(Carlson, 2005). Broj infektivnih faga u odnosu na kontrolu izraZzen je u procentima (%).

Procenat antiviralne aktivnosti ispitivanih ekstrakata izrazen je kao % inhibicije prema
sledeéoj formuli:

% inhibicije = 1 - Niretmana/Nkontrole X 100

gde je,

Ntretmana - broj plaka u tretmanu (sa ekstraktom)

Niontrole - broj plaka u kontroli (rastvaracu/puferu)

4.6. Odredivanje anti-acetilholinesterazne aktivnosti

4.6.1. In solid (TLC ploca)

Inhibicija enzima AChE odredena je prema proceduri opisanoj u radu Marston i sar.
(2002). Vodeni i metanolni ekstrakti su, nakon liofilizacije i uparavanja, rastvoreni u
metanolu i napravljena je stok koncentracija od 1 mg/mL. Serija razblaZenja napravljena od
ovog stoka je bila slede¢a: 0,001, 0,01 i 0,1 mg/mL. 100 uL svakog razblazenja je aplicirano
na TLC ploc€u u cilju testiranja 100, 10, 1 i 0,1 pug koncentracija uzorka da bi se detektovala
najmanja koncentracija koja inhibira enzim AChE. Kao pozitivnha kontrola koris¢en je alkaloid
galantamin (Sigma-Aldrich, SAD). Napravljen je stok rastvor AChE (1000 U enzima u 150 mL
tris-hidrohloridnog kiselog pufera pH 7,8) koji je stabilizovan dodavanjem govedeg serum
albumina (150 mg). Uzorci su naneseni na TLC plocu, rastvarac je uklonjen susenjem fenom i
ploca je isprskana sa rastvorom enzima. Za vreme inkubacije enzima ploca je drzana 20 min.
u vlaznoj atmosferi na 37 °C. Aktivnost AChE detektovana je prskanjem TLC ploce rastvorima
1-naftil acetata (250 mg 1-naftil acetata u 100 mL etanola) i Fast Blue B soli (400 mg Fast
Blue B u 160 mL destilovane vode) koji su pomesani neposredno pre upotrebe. Inhibicija
AChE uocavala se u vidu belih mrlja na ruzicastoj podlozi oko 1-2 min. nakon nanosenja

reagensa.

4.6.2. In liquid

Acetilholinesterazna aktivnost odredena je u in vitro uslovima prema Ellman (1961).
U ovoj metodi koristi se acetilholinjodid (AChl), poreklom iz elektricne jegulje, kao vestacki
supstrat za enzim acetilholinesterazu (AChE). Dejstvom ovog enzima AChl se razlaze do
tioholina i acetata, gde tako nastali tioholin reaguje sa ditiobenzoatom (DTNB) $to rezultira

nastankom Zute boje. Jacina ovog obojenja mera je acetilholinesterazne aktivnosti i moze se
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pratiti spektrofotometrijski. Aktivnhost enzima generalno se izrazava kao stepen tj. koli¢ina
supstrata (u molima) utrosena od strane poznate koli¢ine enzimskih jedinica u odredenom
vremenskom intervalu. U ovom slucaju, to bi bila koli¢ina AChl koju je AChE utroSio u min.
Aktivnost datog enzima odredena je spektrofotometrijski u 0,1 M puferu Na-fosfata.

Postupak

U mikrotitar plo¢u sa 96 velova aplicirano je po 20 pL ekstrakta/standarda/rastvaraca
u rasponu koncentracija od 500 do 10 pg/mL. Nakon toga, u svaki vel dodato je po 150 pL
rastvora A (Ellman-ov reagens + supstrat AChl) i plo¢a je ostavljena na inkubaciju tokom 12
min. na 25 °C. Nakon inkubacije, u velove je dodat rastvor B (enzim AChE prethodno
rastvoren u fosfatnom puferu pH 8), sto je radeno na ledu. Odmah po dodatku enzima
izvrSeno je 15 merenja u vremenskim intervalima od 1 min., na talasnoj duzini od 412 nm.
Kao pozitivna kontrola koris¢en je komercijalni terapeutik donezepil (Donecept, Zdravlje,
Leskovac). Inhibicija enzimske aktivnosti izraCunava se na osnovu izmerenih apsorbanci,

prema sledecoj formuli:

lache (%) = (1 - Auzorka /Akontrole) x 100
gde je
Auzorka — apsorbanca pri odredenoj koncentraciju uzorka (ekstrakta)

Aiontrole — apsorbanca kontrole, tj. apsorbanca bez uzorka (ekstrakta)

4.7. Odredivanje citotoksicne aktivnosti

Radi ispitivanja citotoksic¢ne aktivnosti H,O, EtOH i MeOH ekstrakata gljiva koris¢ena
je HepG2 (ATCC) kontinualna linija humanih hepatoma celija izolovanih iz hepatocelularnog
karcinoma, dobijena od kolega iz Laboratorije za humanu biomedicinu, Institut za
molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo, Beograd. Ispitane su Cetiri koncentracije
ekstrakata gljiva u rasponu od 33,3 do 900 pg/mL. Celije su gajene u flasku i neposredno
pred pocetak rada ispirane sa 10 mL sterilnog PBS rastvora (140 mM NaCL, 27 mM KCL, 10
mM Na;HPQg, 1,8 mM KH,POy4; pH 7,4), nakon cCega je dodato 2 mL 0,01 % rastvora tripsina, i
ostavljene u inkubator 10 minuta da bi doslo do odvajanja celija od zida faska. Zatim je
dodato 15 mL medijuma Minimum Essential Medium - MEM (M0643, Sigma Aldrich, SAD)
(1,5 g/L NaHCOs, 100 000 IU/L penicilin, 100 mg/L streptomicin-sulfat, 0,11 g/L natrijum-
piruvat, HEPES pufer (20 mM); pH 7,4) u koji je dodato 10 % teleceg fetalnog seruma (FCS),
¢ime je dobijeno 20 mL suspenzije u kojoj je odreden broj Zivih ¢elija TBE testom (Trypan
Blue Exclusion test). U 50 pL suspenzije ¢elija dodaje se 50 uL boje Trypan blue 0,4 %. Mrtve

Celije se oboje, jer boja prolazi kroz njihovu membranu pa se pod svetlosnim mikroskopom
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vide kao plavo obojene, dok Zive ¢elije ostaju neobojene. Zive ¢elije se broje u kvadratima u
uglovima Nauber-ove komoree i izracunava se broj celija u mililitru suspenzije. Nakon
odredivanja broja celija u suspenziji, priprema se potrebna koli¢ina nove suspenzije tako da
koli¢ina Zivih éelija bude 15000/0,2 mL MEM 10 % FCS. Iz ovako pripremljene finalne
suspenzije éelije su sadene u 96-vel mikrotitar ploce.

Iz finalne suspenzije ¢elija u svaki vel se dodaje 200 pL, odnosno 15 000 éelija po velu.
Celije se apliciraju samo u unutra3nje velove, dok se u spoljainje dodaje 100 pL medijuma
radi postizanja Sto ujednacenijih uslova za celije u tretmanu. Ovako postavljene celije
inkubiraju se u CO; inkubatoru 24 h, i tokom tog perioda Zive ¢elije se pri¢vrste za podlogu
ploce i uspostavljaju normalnu metaboli¢ku aktivnost.

Tretman: Nakon inkubacije uklanja se medijum iz velova. U velove namenjene za
tretman dodaje se 100 pL svezeg MEM 10 % FCS, koji sadrZi odgovarajucu koncentraciju
ispitivanog ekstrakta, a analiza je radena u triplikatu. Uzorci za tretman su pripremljeni
sukcesivnim razblazivanjem osnovnog rastvora uzorka u medijumu. Kao rastvarac za osnovni
uzorak koristi se DMSO, dok je serija razblazenja napravljena u MEM 10 % FCS (sadrZaj
DMSO u medijumu ne prelazi 0,5 %). U kontrolne velove dodaje se po 100 uL svezeg MEM 10
% FCS. PlocCe se zatim vracaju u inkubator i inkubiraju u vremenskim periodima od 24 i 72 h.

Citotoksic¢na aktivnost utvrdena je kolorimetrijskim MTT testom (Mosmann, 1983),
koji se koristi za odredivanje broja Zivih celija u testovima proliferacije i osetljivosti na
razli¢ite supstance. Princip metode se zasniva na redukciji tetrazolijumove soli [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid] (MTT) u plavo obojeni proizvod (formazan),
u prisustvu mitohondrijalnog enzima sukcinat dehidrogenaze. Koli¢ina nagradenog
formazana direktno je proporcionalna broju vijabilnih ¢elija, a apsorbanca se odreduje
spektrofotometrijski, na dve talasne duZine: 540 i 690 nm. Nakon inkubacije od 24 h/72 h,
postoje¢i medijum se odliva i u sve velove dodaje se rastvor MTT u koncentraciji od 0,5
mg/mL, koji se priprema u medijumu neposredno pre dodavanja. Dodaje se 100 ul rastvora u
svaki vel, tako da se finalno dobija koncentracija 0,05 mg/velu. Sledi inkubacija u trajanju od
3 h, na 37 °C, 5% CO,. Po isteku inkubacionog vremena, medijum se odliva iz velova. Dodaje
se 100 ul 0,04 M HCI u izopropanolu. Ploc¢a se ostavi tokom 10 min. na sobnoj temperaturi,
nakon ¢ega se meri apsorbanca (A1 540 nm i A2 690 nm). Konacna apsorbanca ra¢una se na
slededi nacin:

Auzorka= Al - A2. Na osnovu dobijenih rezultata, citotoksi¢nost se racuna prema formuli:

Citotoksicnost (%) = (1 - Auzorka/Akontrola) x 100
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4.8. Hemijska karakterizacija ekstrakata

4.8.1. Polisaharidi

Planarna hromatografija (PC) - uzorci PSH ekstrakata su hidrolizovani sa 2M trans
masnom kiselinom (engl. trans fatty acid TFA) na 120°C, tokom 16 sati. Dobijeni hidrolizati
analizirani su silaznom papirnom hromatografijom, u razvijacu etil-acetat-piridin-voda
(2,5:1:2,5, v/v/v). PC hromatografijom, u hidrolizovanim PSH ekstraktima ispitivanih uzoraka,
identifikovane su monosaharidne komponente i uporedivana je hromatografska mobilnost
sa autenti¢nim monosaharidnim standardima.

Infracrvena spektroskopija sa Furijevom transformacijom - Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR spektroskopija) spektroskopska je metoda kojom se odreduje
karakterizacija polisaharida.

Odmereno je 2 mg liofilizovanog PSH ekstrakta i pomesano sa 200 mg KBr da bi se
napravio pelat. FTIR spektar dobijenog pelata je meren kamerom Nicolet 6700 FT (Thermo
Scientific, USA), tehnikom snimanja ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance — Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) u rasponu od 400 - 4000 cm™ brzinom od 0,2 cm/s (Ren i
sar., 2014).

Elementalnom organskom mikroanalizom (EOMA) je odreden sadrzaj C, H, N, S koji je
analiziran je na automatskom analizatoru Vario EL Il CHNS/O Elementar analyze firme

Elementar.

4.8.2. Ukupan sadrzaj proteina

Ukupan sadrzaj proteina u ispitivanim vrstama gliiva odreden je
spektrofotometrijskom metodom prema Lowry i sar. (1951). Uzorci gljiva su pripremljeni na
slededi nacin: 0,5 g liofilizovana gljive je pomesano sa 4 mL 0,1 M fosfatnog pufera (pH 6,4),
zatim je dodat 1 mM phenilmetilsulfonil fluorid (PMSF) - inhibitor proteaza i 0,2 % tween
(deterdzent koji poboljsava proteinsku ekstrakciju). Nakon toga uzorak je centrifugiran
tokom 10 min. na 10 000 rpm. Potom je na 2 mL uzorka dodato 0,1 g polivinil pirolidona
(PVP), ciji je krajnji udeo u puferu za ekstrakciju iznosio 5 %, radi taloZenja fenola.
Supernatant je odliven i koriséen za dalje analize.

Priprema dobijenih uzoraka za odredivanje proteina: 30 mL reagensa (koji je
sadrzavao rastvore 1 (2 % Na,COsz u 0,1 M NaOH), 2 (1 % CuSQ4) i 3 (2 % NaK tartarat) u
odnosu 98:1:1) i 200 pL uzorka (koji je razblazen 4x - 50 pL uzorka + 150 pL dH,0) je
odstojalo 10 min. na sobnoj temperaturi, zatim je dodato 600 pL Folin—Ciolcateu (FC)

reagensa i ostavljeno da stoji tokom 30 min. u mraku. Apsorbanca je merena na A 550 nm.
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Kao standard koriséen je Bovine Serum Albumine (BSA) na osnovu koga je konstruisana

kalibraciona kriva.

4.8.3. Ukupan sadrzaj fenola i flavonoida

SadrzZaj ukupnih fenola odreden je metodom koja je bazirana na reakciji fenola sa FC
reagensom, u kojoj nastaje obojeni kompleks sa maksimumom apsorbcije na 760 nm
(Singleton i sar., 1999). Kao standard koriS¢ena je galna kiselina.

SadrzZaj flavonoida odreden je spektrofotometrijskom metodom prema Chang i sar.
(2002), prilagodenoj za mikrotitar plo¢e. Kao standard je koris¢en kvercetin. RazblaZenja
kvercentina za standardnu krivu napravljena su u rasponu koncentracija od 1,25 do100
ug/mL. Sve radne probe su radene u tri ponavljanja. Apsorbanca je merena na A 450 nm,

nakon 30 min. inkubacije.

4.8.4. Fenolni profil (HPLC-MS/MS)

Fenolni profil ekstrakata determinisan je pomoc¢u HPLC-MS/MS metode (Orcic¢ i sar.,
2014). Kalibraciona kriva je konstruisana u OriginLabs OriginPro (verzija 8) gde su
preracunate i koncentracije fenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima. Referentni standardi
za fenolna jedinjenja dobijeni su od Sigma-Aldrich Chem (Steinheim, Nemacka), Fluka
Chemie Gmbh (Buchs, Svajcarska) ili Chromadex (Santa Ana, SAD).

4.8.5. Organske kiseline (HPLC)

Analiza sadrZaja organskih kiselina sprovedena je na metanolnim i vodenim
ekstraktima tehnikom te¢ne hromatografije visoke rezolucije (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) na aparatu HPLC Agilent 1200 serije (Agilent Technologies, USA) uz
upotrebu NUCLEOGEL SUGAR 810 H (MACHEREY-NAGEL) kolone. Detekcija razdvojenih
pikova izvrSena je primenom detektora sa serijom dioda (Diode Array Detector, DAD) na 225
i 210 nm. Kao mobilna faza koris¢ena je 5 mmol/L H,SO4 uz izokratsko eluiranje sa protokom
od 0,5 ml/min. Injektovano je 10 puL ekstrakta uzorka, automatski, koris¢enjem
autosamplera. Kolona je termostatirana na temperaturi 65 °C. Ukupno vreme jedne analize
iznosilo je 25 minuta. KoriS¢eni su sledeci dostupni standardi organskih kiselina: oksalna,
limunska, jabucna, askorbinska, hinska, cilibarna, mravlja, siréetna, propionska i buterna

kiselina.
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4.8.6. Masne kiseline (GC)

Priprema uzoraka i detekcija metil-estra masnih kiselina prisutnih u gljivama izvrSena
je metodom koja je opisana u radu Milovanovic i sar. (2012). Kao rastvara¢ 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, SAD), sa
plameno-jonizuju¢im detektorom (FID — Flame lonization Detector) i autoinjektujucim
sistemom za tecnosti, na kapilarnoj koloni mesane silike (Supelco SP-2560 Capillary GC
Column 100m x 0,25 mm d = 0,20 um). Kao gas nosac upotrebljen je helijum (Cistoce 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. 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.

4.8.7. Biogeni elementi (AAS)

Atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom po standardnoj metodi Varian
(Arsenijevi¢-Maksimovi¢ i Pajevi¢, 2002) odreden je sadriaj odredenog broja mikro- i
makroelemenata, medu kojima i sadrZaj teSkih metala. Za obradu uzoraka koris¢en je
atomski apsorpcioni spektrofotometar (FS AAS240/GTA120, Varian) uz upotrebu acetilen-
vazdusne plamene tehnike (pri atomizacionoj temperaturi oko 2300 °C za kvantifikaciju jona
Cu i Mg) i N,O-acetilenskog plamena (pri atomizacionoj temperaturi oko 2700 °C za
kvantifikaciju jona Ca). Za odredivanje pojedinih jona metala (Cu, Mg i Ca) koris¢ene su
katodne lampe pri talasnim duzinama od 324,8, 285,2 i 422,7 nm, a njihov sadrzZaj je izrazen

u mg/kg suve mase gljive.
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4.9, Statisticka analiza

Za statisticku analizu koris¢en je programski paket STATISTICA (StatSoft, Inc. (2013),
version 12.0 www.statsoft.com). Sva mernja su uradena u triplikatima, a dobijene vrednosti
su izrazene kao srednja vrednost + standardna devijacija. Za jednofaktorsku analizu varijanse
dobijenih rezultata koris¢en je Tukey test (One-way ANOVA, post hoc Tukey HSD, p<0,01).
Pearson korelacije su izraCunate izmedu sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida i ICso
vrednostima za razliCite testove, u programu Statistika. Za odredivanje varijabilnosti uzoraka
koriS¢ene su aglomerativne politeticke klaster analize, a rezultati su prikazani u vidu
horizontalnog klastera i analize osnovnih komponenti PCA.
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5. REZULTATI

5.1. Bioloska aktivnost analiziranih gljiva

5.1.1. Antiradikalska aktivnost

Antiradikalska aktivnost, anti-OH, anti-O,, anti-NO, anti-Asc, anti-DPPH i anti-ABTS
radikalska aktivnost, je ispitana za sve ekstrakte gljiva.

Rezultati su predstavljeni na slikama 26-31, a izraZeni su kao 1Cso vrednost (ug/mL) +
SD. Razlika izmedu ekstrakata unutar jedne vrste utvrdena je Tukey HSD testom (p <0,01, p <
0,05). Stubici koji ne dele isti broj zvezdica statisticki se znacajno razlikuju. Zvezdice koje su
obelezene crnom bojom razlikuju se prema znacajnosti p <0,01, dok crvene zvezdice

oznacavaju nivo znacajnosti od p <0,05.

5.1.1.1. Anti-OH radikalska aktivhost

Najbolju aktivnost neutralizacije OH" ispoljio je MeOH ekstrakt vrste P. porrigens
(ICs0 2,32 pg/mL), kao i H,0 ekstrakt vrste T. versicolor (ICsg 3,21 pg/mL), dok su najmanju
sposobnost neutralizacije OH" ispoljili EtOH ekstrakti vrsta H. repandum i S. hirsutum. Medu
analiziranim H,0, EtOH i MeOH ekstraktima unutar svake vrste postoji statisticki znacajna

razlika u ispoljenoj aktivnosti neutralizacije OH’ (Slika 26).
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Slika 26. Uporedni prikaz vrednosti ICso za anti-OH radikalsku aktivnost
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Kod vecine ispitivanih vrsta MeOH ekstrakti su ispoljili statisticki znacajno bolju anti-
OH radikalsku aktivnost u odnosu na H,O i EtOH ekstrakte, sa izuzetkom vrsta S. hirsutum i T.
versicolor kod kojih su se kao najpotentniji pokazali H,O ekstrakti. Sa druge strane, najmanje
polarni ekstrakti (EtOH ekstrakti) ispoljili su najslabiju aktivnost kod Sest od sedam
analiziranih vrsta. Na osnovu dobijenih rezultata uocava se nesto bolja anti-OH aktivnost

lignikolnih u odnosu na analizirane terikolne vrste.

5.1.1.2. Anti-O, radikalska aktivnost

Svi ispitivani ekstrakti ispoljili su sposobnost neutralizacije O,". Na osnovu uporednog
prikaza dobijenih 1Cso vrednosti (Slika 27), jasno se uocava da je H,O ekstrakt vrste P.
porrigens imao najja¢u anti-O, radikalsku aktivnost medu svim ispitanim ekstraktima pri
koncentraciji od 9,81 pug/mL, dok su najslabiju aktivnost pokazali MeOH i H,0 ekstrakt vrste
S. subtomentosum (632,78 pug/mL i 584,07 ug/mL). Sva tri tipa analiziranih ekstrakata vrste P.
porrigens istakli su se kao dobri neutralizatori O,", sa veoma niskim 1Cso vrednostima od 9,81
do 39,12 pg/mL.
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Slika 27. Uporedni prikaz vrednosti ICsq za anti-O, radikalsku aktivnost

H,O ekstrakti su ispoljili najbolju aktivnost kod tri od sedam analiziranih vrsta: S.
hirsutum, P. porrigens i A. strobiliformis, dok su kod tri vrste: T. versicolor, S. subtomentosum
i B. adusta, EtOH ekstrakti ispoljili najbolju aktivnost neutralizacije O," dok je kod jedne vrste
H. repandum najbolju aktivnost pokazao MeOH ekstrakt. Medu ekstraktima unutar svake
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vrste, postoji statisticki znacajna razlika u ispoljenim aktivnostima. Poredenjem aktivnosti,
lignikolnih, sa aktivnostima terikolnih vrsta, ne uocava se razlika.

Prema dobijenim ICsq vrednostima ispitivane vrste se po svojoj aktivnosti od najjace
do najslabije mogu prikazati na sledeci nacin:
MeOH ekstrakti: H. repandum (21,41 pg/mL) > P. porrigens (39,12 ug/mL) > T. versicolor
(84,42 pg/mL) > A. strobiliformis (116,43 pg/mL) > S. hirsutum (122,68 ug/mL) > B. adusta
(143,8 pug/mL) S. subtomentosum (632,78 ug/mL)
EtOH ekstrakti: P. porrigens (30,23 ug/mL) > B. adusta (57,05 pg/mL) > S. hirsutum (70,67
ug/mL) > T. versicolor (79,45 pug/mL) > H. repandum (107,31 pg/mL) > S. subtomentosum
(210,92 pg/mL) > A. strobiliformis (294,75 pg/mL)
H,0 ekstrakti: P. porrigens (9,81 pug/mL) > S. hirsutum (25,65 pug/mL) > H. repandum (34,16
ug/mL) > A. strobiliformis (57,03 pug/mL) > T. versicolor (316,09 ug/mL) > B. adusta (321,59
ug/mL) > S. subtomentosum (584,07 pug/mL)

5.1.1.3. Anti-NO radikalska aktivnost
Ispitivani ekstrakti svih sedam analiziranih vrsta ispoljili su sposobnost neutralizacije
NO".
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Slika 28. Uporedni prikaz vrednosti ICso za anti-NO radikalsku antivnost

Uporedni prikaz ICso vrednosti dobijenih za anti-NO radikalsku aktivnost (Slika 28)
ukazuje na najvecu aktivnost MeOH ekstrakta vrste T. versicolor Cija je ICso vrednost iznosila
12,87 pg/mL. Medu analiziranim H,0, EtOH i MeOH ekstraktima unutar svake vrste, postoji
statisti¢ki znadajna razlika, osim izmedu EtOH i MeOH ekstrakata vrste S. subtomentosum i
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EtOH i MeOH ekstrakata vrste A. strobiliformis. Dosta slabiju aktivnost u odnosu na vecinu
dobijenih vrednosti ispoljili su EtOH ekstrakti vrsta B. adusta i S. hirsutum, H,O ekstrakt vrste
A. strobiliformis i MeOH ekstrakt vrste H. repandum.

Na osnovu svih dobijenih rezultata anti-NO radikalske aktivnosti analizirane gljive se,
prema svojoj aktivnosti od najjace do najslabije, mogu raspodeliti na sledeéi nacin:
MeOH ekstrakti: T. versicolor (12,87 pg/mL) > A. strobiliformis (20,45 ug/mL) > B.adusta
(63,73 pg/mL) > S. subtomentosum (136,59 ug/mL) > P. porrigens (151,43 pg/mL) > S.
hirsutum (194,56 pg/mL) > H. repandum (509,09 pg/mL);
EtOH ekstrakti: A. strobiliformis (20,45 pug/mL) > H. repandum (23,83 ug/mL) >
T. versicolor (52,48 pg/mL) > S. subtomentosum (138,25 ug/mL) > P. porrigens (208,69
ug/mL) > S. hirsutum (776,36 pug/mL)> B. adusta (1171,69 pg/mL);
H,0 ekstrakti: S. subtomentosum (54,70 ug/mL) > T. versicolor (71,76 ug/mL) >
H. repandum (146,75 pug/mL) > B. adusta (159,2 ug/mL) > P. porrigens (270,52 pug/mL) >
S. hirstum (290,93 pg/mL) > A. strobiliformis (938,94 ug/mL).

5.1.1.4. Anti-Asc radikalska aktivnost

Prema Asc’ ispitivani su samo H,O ekstrakti analiziranih vrsta. Svi ispitivani H,O
ekstrakti ispoljili su relativno slabu anti-Asc radikalsku aktivnost (Slika 29). H,O ekstrakt
vrste S. hirsutum bio je najaktivniji (47,46 %), a H,0 ekstrakt vrste A. strobiliformis najslabiji
(16,25 %). Razlika u aktivnosti izmedu lignikolnih i terikolnih vrsta se ne uocdava. Ako
posmatramo ekstrakte vrste H. repandum, razlika u aktivnosti ove vrste sa razli¢itih lokaliteta
je evidentna, vrsta sa podrucja Tare (41,65 %) ispoljila je skoro dva puta bolju aktivnost od

iste vrste sa podrucja Vrsackog brega (26,51 %).
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Slika 29. Uporedni prikaz anti-Asc radikalske aktivnosti
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5.1.1.5. Anti-DPPH radikalska aktivnost
Svi ispitivani PSH, H,O, EtOH i MeOH ekstrakti ispoljili su anti-DPPH radikalsku

aktivnost, a koncentracije ekstrakata koje su neutralisale 50 % DPPH" kretale su se u opsegu
od 4,60 do 950,16 pg/mL (Slika 30). Na uporednom prikazu postignutih I1Cso vrednosti uocava
se da je najbolju aktivnost ispoljio MeOH ekstrakt vrste S. subtomentosum, dok je najslabiju
ispoljio PSH ekstrakt vrste T. versicolor. Razlika izmedu ekstrakata unutar svake vrste
statisticki je znacajna. lzuzetak Cine H,O i MeOH ekstrakt vrste S. hirsutum, H,O0 i MeOH
ekstrakti vrste T. versicolor i PSH i MeOH ekstrakti vrste A. strobiliformis. Kod vecine
analiziranih vrsta (pet od osam) H,0 ekstrakti su pokazali najbolju aktivnost, dok je kod dve
vrste (B. adusta i P. porrigens) to bio EtOH ekstrakt a kod jedne vrste (S. subtomentosum)

MeOH ekstrakt je ispoljio najbolju aktivnost.
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Slika 30. Uporedni prikaz vrednosti ICsg za anti-DPPH radikalsku antivnost

5.1.1.6. Anti-ABTS radikalska aktivnost

Najvecu anti-ABTS radikalsku aktivnost pokazali su MeOH i H,O ekstrakt lignikolne
vrste B. adusta (239,48 mg ekv. troloksa/g s.m), dok je najmanju sposobnost ispoljio PSH
ekstrakt terikolne vrste H. repandum | ili Il (25,55 mg ekv. troloksa/g s.m). Unutar vrsta
postoji statisticki znacajna razlika izmedu aktivnosti koje su ispoljili analizirani ekstrakti (Slika

31). Lignikolne vrste pokazale su vecu sposobnost neutralizacije ABTS® u odnosu na
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analizirane terikolne vrste, sa izuzetkom H,O ekstrakta vrste A. strobiliformis Cija je aktivnhost

pribliza vrednostima koje su dobijene kod lignikolnih vrsta.
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Slika 31. Uporedni prikaz vrednosti za anti-ABTS radikalsku antivnost
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5.1.2. Antioksidativna aktivnost gljiva

5.1.2.1. FRAP metoda

Posmatrajudi uporedni prikaz srednjih vrednosti redukujucih sposobnosti ekstrakata
analiziranih vrsta gljiva (Slika 31), mozZe se primetiti da su PSH ekstrakti imali najjacu
redukujucu sposobnost (sa izuzetkom vrste P. porrigens kod koje je napotentniji bio H,0
ekstrakt), zatim H,O ekstrakti, dok su EtOH i MeOH ispoljili slabiji redukciona sposobnost.
Najbolji redukcioni potencijal ispoljio je PSH ekstrakt vrste A. strobiliformis (174,11 mg ekv.
AK/g s.m.) i PSH ekstrakt vrste B. adusta (170,02 mg ekv. AK/g s.m.). Najslabiji redukcioni
potencijal ispoljio je MeOH ekstrakt vrste S. hirsutum (15, 43 mg ekv. AK/g s.m.). Znacajna

razlika u ispoljenim aktivnostima izmdu lignikolnih i terikolnih vrsta se ne uocava.
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Slika 32. Uporedni prikaz redukcione sposobnosti ekstrakata dobijene FRAP testom

Na osnovu dobijenih vrednosti primenom FRAP testa ispitivane vrste gljiva prema
svojoj aktivnosti od najjace do najslabije mogu se prikazati na sledeci nacin:

MeOH ekstrakt: B. adusta (125,43 mg ekv. AK/g s.m. ) > S. hirsutum (66,89 mg ekv.
AK/g s.m.) > S. subtomentosum (62,77 mg ekv. AK/g s.m.) > T. versicolor (52,72 mg ekv. AK/g
s.m.) > A. strobiliformis (29,75 mg ekv. AK/g s.m.) > H. repandum (26,92 mg ekv. AK/g s.m.) >
P. porrigens (19,37 mg ekv. AK/g s.m.);
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EtOH esktrakt: T. versicolor (60,01 mg ekv. AK/g s.m.) > P. porrigens (56,49 mg ekv.
AK/g s.m.) > S. subtomentosum (43,02 mg ekv. AK/g s.m.) > B. adusta (41,6 mg ekv. AK/g
s.m.) > S. hirsutum (31,97 mg ekv. AK/g s.m.) > A. strobiliformis (31,28 mg ekv. AK/g s.m.) >
H. repandum (8,81 mg ekv. AK/g s.m.);

H,0 ekstrakt: P. porrigens (152,03 mg ekv. AK/g s.m.) > B. adusta (121,48 mg ekv.
AK/g s.0.) > A. strobiliformis (84,57 mg ekv. AK/g s.m.) > T. versicolor (73,74 mg ekv. AK/g
s.m.)>S.
hirsutum (44,13 mg ekv. AK/g s.m.) > S. subtomentosum (37,72 mg ekv. AK/g s.m.) > H.
repandum (1,51 mg ekv. AK/g s.m.);

PSH ekstrakt: A. strobiliformis > B. adusta > S. subtomentosum > S. hirsutum >

P. porrigens > T. versicolor > H. repandum.

5.1.2.2. HPMC metoda

Na osnovu uporedne analize antioksidativne aktivnosti PSH, H,O, EtOH i MeOH
ekstrakata ispitivanih vrsta gljiva (Slika 33) mozZe se uociti da kod svih vrsta najvecu aktivnost
pokazuju MeOH ekstrakti. lzuzetak Ccini vrsta A. strobiliformis kod koje je najveéu
antioksidativnu aktivnost ispoljio H,O ekstrakt, Sto je i najveca zabelezena aktivhost medu
svim vrstama (787,06 + 39,35 %/mL), dok je najslabiju ispoljio PSH ekstrakt vrste S. hirsutum
(3,04 £ 0,20 %/mL). Pored H,0 ekstrakta vrste A. strobiliformis po jakoj antioksidativnoj
aktivnostiisti¢u se jos i MeOH ekstrakti vrsta B. adusta, S. subtomentosum i A. strobiliformis,
dok su PSH ispoljili znatno slabiju aktivnost u odnosu na sve analizirane ekstrakte. Naime,
unutar svake vrste zabeleZena je statisticki znacajna razlika u ispoljenoj aktivnosti izmedu
analiziranih ekstrakata (Tukey HSD, p < 0,01, p < 0,05). Razlika u ispoljenoj aktivnosti izmedu

lignikolnih vrsta sa jedne strane i terikolnih vrsta sa druge strane nije uocena.

Na osnovu dobijenih rezultata za antioksidativnu aktivnost ekstrakata ispitivanih
vrsta redosled prema jacini aktivnosti je slededi:

Na osnovu dobijenih rezultata za antioksidativnu aktivnost ekstrakata ispitivanih
vrsta redosled prema jacini aktivnosti je slededi:
PSH ekstrakti: T. versicolor (11,45 %/mL) > A. strobiliformis (9,37 %/mL) > B. adusta (9,18
%/mL) > P. porrigens (6,92 %/mL) > H. repandum (5,10 %/mL) > S. subtomentosum (3,85
%/mL) > S. hirsutum (3,04 %/mL).

Na osnovu post hoc Tukey testa (p < 0,01) vrednost PSH ekstrakta T. versicolor se

statisticki znacajno razlikuje od ostalih ekstrakata, vrednosti naredne dve vrste u nizu
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statisti¢ki nisu znacajne medusobno, kao ni razlike u dobijenim vrednostima izmedu

poslednje dve vrste u nizu.
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Slika 33. Antioksidativna aktivnost dobijena polarografskom HPMC metodom

H,O0 ekstrakti: A. strobiliformis (787 %/mL) > B. adusta (562 %/mL) > P. porrigens (483 %/mL)
> T. versicolor (259 %/mL) > H. repandum (196 %/mL) > S. subtomentosum (159 %/mL) > S.
hirsutum (142 %/mL).

Medu ispitivanim H,O ekstraktima postoje statisti¢ki znacajne razlike na osnovu kojih
se ekstrakti mogu svrstati u Cetiri grupe. Prvoj grupi pripada ekstrakt vrste A. strobiliformis
koji je ispoljio najbolju aktivnost koja se statisti¢ki znacajno razlikuje u odnosu na ostale
ispitivane vrste. Drugu grupu Cine vrste B. adusta i P. porrigens, trecu T. versicolor, dok
Cetvrtoj grupi pripadaju vrste H. repandum, S. subtomentosum i S. hirsutum, ¢iji su H,O
ekstrakti ispoljili najslabiju aktivnost. Izmedu svih grupa nivo znacajnosti je p < 0,01, dok je
izmedu vrednosti dobijenih za H,0 ekstrakt vrste H. repandum i S. subtomentosum razlike su
na nivou znacajnosti p < 0,05.

EtOH ekstrakti: A. strobiliformis (269 %/mL) > B. adusta (192 %/mL) > P. porrigens (179
%/mL) > T. versicolor (176 %/mL) > H. repandum (151 %/mL) > S. subtomentosum (112
%/mL) > S. hirsutum (93 %/mL)
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Na osnovu statisticke analize EtOH ekstrakti bi se prema slicnosti mogli svrstati u
Cetiri grupe (p < 0,01). Prvu grupu cini ekstrakt vrste A. strobiliformis statisticki znacajno
razlikujuci se od ostalih, drugoj grupi pripadaju B. adusta i P. porrigens, T. versicolor, tre¢u
grupu Cini vrste H. repandum koja se od vrste T. versicolor razlikuje na nivou p < 0,05 i
cetvrtu grupu Cine vrste istog roda, S. subtomentosum i S. hirsutum.
MeOH ekstrakti: B. adusta (779 %/mL) > S. subtomentosum (690 %/mL) > A. strobiliformis
(680 %/mL) > P. porrigens (473 %/mL) > S. hirsutum (348 %/mL) > T. versicolor (340 %/mL)
> H. repandum (266 %/mL)

5.1.3. Klaster analiza dobijenih antiradikalskih i antioksidativnih vrednosti

Klaster analiza podataka, dobijenih primenom spektrofotometrijskih i HPMC
polarografske analize, omogucila je grupisanje ekstrakata ispitivanih gljiva prema jacini
antioksidativne aktivnosti (Slika 34). Na dendogramu se uocavaju dva odvojena klastera -
Grupa |l i Grupal ll.

U Grupi | nasli su se ekstrakti istog tipa rastvaraca ili alkoholni ekstrakti, gde se
izdvajaju slededi parovi: H,0 ekstrakti S. subtomentosum i T. versicolor; MeOH ekstrakti B.
adusta i A. strobiliformis; MeOH S. hirsutum i EtOH S. subtomentosum (koji pripadaju istom
rodu Stereum); EtOH i MeOH iste vrste T. versicolor; EtOH ekstrakti vrste H. repandum 1 i I
(ista vrsta sa razlicitih lokaliteta) kojima se u slede¢em stepenu pripaja i EtOH ekstrakt vrste
A. strobiliformis, gde sve tri vrste pripadaju ekoloski istoj grupi terikolnih gljiva.

Grupu Il ¢ine ekstrakti istih vrsta ili vrsta sa istog stanista koji su ispoljili bolju ukupnu
antioksidativnu aktivnost u odnosu na ekstrakte Grupe |, a izdvajaju se sledeéi parovi: MeOH
ekstrakt vrste P. porrigens i H,O ekstrakt vrste H. repandum | (oba poreklom sa Mitrovca -
Tara); H,0 i MeOH ekstrakt vrste H. repandum Il. Ovoj grupi pripada i H,O ekstrakt vrste A.
strobiliformis koji je znatno udaljeniji od ostalih ekstrakata, Sto je rezultat veoma dobre
aktivnosti prema cCetiri od Sest primenjenih testova i najbolje ispoljene antioksidativne
aktivnosti primenom HPMC testa.

Uzevsi sve u obzir, moZzemo primetiti da su se prema ispoljenim aktivnostima
grupisale vrste kako prema ekologiji (terikolne vs lignikolne), tako i prema stanistu odnosno
lokalitetu na kome su sakupljene. Zatim, primecujemo grupisanost ekstrakata na osnovu tipa
rastvaraca iz Cega proistiCe da su za ispoljene slicne aktivnosti odgovorna jedinjenja iste

polarnosti.
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Slika 34. Dendogram sa grupama ekstrakata gljiva prema antioksidativnoj aktivnosti,

dobijen na osnovu klaster analize podataka svih primenjenih metoda

5.1.4. Antimikrobna aktivnost

5.1.4.1. Antibakterijska aktivnost

Antibakterijska aktivnost ekstrakata gljiva odredivana je prema pet Gram-pozitivnih
(B. subtilis - ATCC 6633, E. faecalis - ATCC 19433 i S. aureus - ATCC 6538, | i ll) i osam Gram-
negativnih bakterije (E. coli - ATCC 11229, i i Il, Pseudomonas aeruginosa - ATCC 35554 i P.
aeruginosa |, S. enteritidis - ATCC 13076, P. mirabilis, P. vulgaris) (Tabela 2) . Testirani su
EtOH i MeOH ekstrakti 6 analiziranih vrsta gljiva (B. adusta, S. hirsutum, S. subtomentosum,
T. versicolor, A. strobiliformis i H. rapandum). Njihova aktivnost uporedena je kako
medusobno, tako i spram konvencionalnih antibiotika (ampicilin, tetraciklin, streptomicin,
kanamicin i hloramfenikol).

Od ukupno 12 ispitivanih MeOH i EtOH ekstrakata, MeOH ekstrakti svih analizranih
gljiva (lignikolne - B. adusta, S. hirsutum, S. subtomentosum i T. versicolor, kao i terikolne - A.
strobiliformis i H. repandum) pokazali su antibakterijsku aktivnost, dok se medu EtOH
ekstraktima izdvajaju ekstrakti samo dve vrste - A. strobiliformis i H. repandum, obe

terikolne, koji su pokazali znacajnu aktivnost prema testiranim sojevima (Tabela 4).
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Dakle, kod svih analiziranih vrsta MeOH ekstrakti su pokazali bolju antibakterijsku
aktivnost u odnosu na EtOH ekstrakte, sem kod vrste H. repandum gde je bolju aktivnost
ispoljio EtOH ekstrakt, koji se ujedno pokazao i kao ekstrakt sa najboljom antibakterijskom
aktivnoscu.

Takode, bolju antibakterijsku aktivnost ekstrakti su ispoljili prema Gram-pozitivnim
bakterijama u odnosu na Gram-negativne sojeve.
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Tabela 4. Vrednosti MIC i MBC analiziranih MeOH i EtOH ekstrakata gljiva na odabrane bakterijske sojeve (mg/mL)

B. adusta S. hirsutum S. subtomentosum T. versicolor A. strobiliformis H. repandum

Bakteriiski sof MeOH EtOH MeOH EtOH MeOH EtOH MeOH EtOH MeOH EtOH MeOH EtOH

) ) MIC/MBC  MIC/MBC  MIC/MBC MIC/MBC  MIC/MBC MIC/MBC  MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC  MIC/MBC  MIC/MBC
B. subtilis "T°¢ %% >20 - 5/20 - 1,25/1,25 - >20 - 20/20 - - 1,25/2,50
E. faecalis "' *%** - - - - >20 - - - - 20/20 10/20 5/10
S. aureus " %>%® >20 - >20 - >20 - >20 - - - 10/10  1,25/2,50
S. aureus | 5/5 - - - - - 10/10 - - - - -
S. aureus || 10/10 - - - - - 10/10 - - - - -
E. coli AT 112 >20 - >20 - - - >20 - - - - 20/20
E. colil >20 - - - - - 20/20 - - - - -
E. coli Il >20 - - - - - 20/20 - - - - -
P. aeruginosa "7 ***** - - - >20 1,25/1,25 >20 - - - - 1,25/1,25 5/5
P. aeruginosa | 20/20 - - - - - 10/10 - - - - -
S. enteritidis A" 3°7 - - - - >20 - - - >20 >20 >20 20/20
P. mirabilis 20/20 - - - - - 10/10 - - - - -
P. vulgaris >20 - - - - - >20 - - - - -

*MIC, minimalna inhibitorna koncentracija, MBC, minimalna baktericidna koncentracija, vrednosti su izraZzene u jedinicama mg/mL i predstavljaju aritmeti¢ku sredinu vrednosti
dobijenih u najmanje dva nezavisna ponavljanja; MeOH - metanolni ekstrakt; EtOH - etanolni ekstrakt; >20 - vrednost iznad ispitivane koncentracije;
,—“-vrednost nije odredena
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Kod vrste B. adusta zabelezena je antibakterijska aktivnost MeOH ekstrakata prema
Cetiri humana patogena izolata, i to dva Gram-pozitivha (S. aureus | i Il) i dva Gram-
negativna (P. aeruginosa i P. mirabilis).

MeOH ekstrakt S. hirsutum ispoljio je aktivnost prema samo jednom soju, konkretno
B. subtilis (MIC/MBC 5/20 mg/mL), dok EtOH ekstrakt nije ispoljio antibakterijsku aktivnost.

MeOH ekstrakt vrste S. subtomentosum ispoljio je veoma dobru antibakterijsku
aktivnost prema jednom Gram-pozitivnom (B. subtilis ATCC 6633) i jednom Gram-
negativnom (P. aeruginosa ATCC 35554) soju sa vrednostima MIC/MBC na 1,25 mg/mL, dok
EtOH ekstrakt nije ispoljio aktivnost.

Analizirani MeOH ekstrakt T. versicolor ispoljio je antibakterijsku aktivnost prema 6
patogenih humanih izolata (S. aureus | i ll, E. coli | i ll, P. aeruginosa i P. mirabilis) pri
koncentracijama od 10 i 20 mg/mL.

Oba analizirana ekstrakta vrste A. strobiliformis su ispoljila aktivhost prema Gram-
pozitivnim sojevima i to MeOH prema B. subtilis a EtOH prema E. faecalis, pri najviSim
testiranim koncentracijama (MIC/MBC - 20/20 mg/mL).

Oba ekstrakta vrste H. repandum (MeOH i EtOH) ispoljila su dobru antibakterijsku
aktivnost. Naime, EtOH ekstrakt pokazao se kao najpotentniji od svih ispitivanih ekstrakata
jer je aktivnost pokazao prema Sest od ukupno dvanaest testiranih bakterijskih sojeva.
mg/mL), zatim E. faecalis i P. aeruginosa (MIC - 5,00 mg/mL).

Radi lakSeg sagledavanja dobijenih rezultata, uradena je statisticka multivarijantna
korespodentna analiza na osnovu dobijenih vrednosti MIC i MBC za sve ekstrakte analiziranih
gljiva (Slika 35). Parametrijska analiza ukazuje na asociranost centriola u prostoru prve dve
korespodentne ose. Centriole su rasporedene kako u pozitivnoj tako i u negativnoj zoni osa,
pri cemu se uocava odredena grupisanost. Kao poseban oblik asociranosti izdvajaju se

sledece grupe (Slika 35):

1) EtOH ekstrakt vrste H. repandum i MeOH ekstrakti vrsta S. hirsutum, S. subtomentosum i
A. strobiliformis (pozitivna zona prve i negativna zona druge ose) na Cije je grupisanje

uticala najbolje ispoljene aktivnosti na soj B. subtilis ATCC 6633;

2) MeOH ekstrakt vrste H. repandum i EtOH ekstrakti vrste S. hirsutum, S. subtomentosum i
A. strobiliformis (negativna zona prve i negativna zona druge ose), kao rezultat najbolje
ispoljene antibakterijske aktivnosti. Aktivnost je ispoljena na 6 od 13 analiziranih
bakterijskih sojeva, pri tom delujuéi na B. subtilis i P. aeruginosa pri najnizim ispitivanim

koncentracijama (1,25 i 2,5 mg/mL);
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3) MeOH ekstrakti vrsta B. adusta i T. versicolor (negativna zona prve i pozitivha zona

druge ose), Cije je izdvajanje rezultat antibakterijskog delovanja na 5 odnosno 6

ispitivanih sojeva, medu kojim i na humane izolate S. aureus | i ll, E. coli | i ll, P.
aeruginosa.
15 . . . . .
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Slika 35. Pozicije centriola ekstrakata ispitivanih gljiva na osnovu dobijenih vrednost
MIC i MBC protiv bakterijskih sojeva

5.1.4.2. Antibiotska rezistencija

Primenom mikrodilucione metode (CLSI, 2007) odredena je vrednost MIC

konvencionalnih antibiotika (Tabela 7).

Od pet testiranih antibiotika, hloramfenikol je pokazao najvecu antibakterijsku
aktivnost, jer nijedna od ispitivanih bakterijskih kultura nije ispoljila rezistentnost. Vrednosti
MIC pri kojima je delovao na sve bakterijske kulture iznosila je 0,06 mg/mL, izuzev kod Gram-

ATCC 35554

negativne bakterije P. aeruginosa gde je ispoljena vrednost MIC iznosila 0,12

mg/mL. Ampicilin je na sve analizirane ATCC sojev e delovao pri koncentraciji MIC - 0,06

ATCC 35554

mg/mL, dok su humani izolati S. aureus Il i P. aeruginosa ispoljili rezistentnost. Na

69



Doktorska disertacija Ljiliana JanjuSevic¢

ATCC 35554 ispoljila je rezistentnost, dok je na ostale

streptomicin bakterija P. aeruginosa
sojeve streptomicin delovao pri koncentraciji od 0,06 mg/mL, odnosno 0,12 mg/mL na E.
faecalis. Kanamicin je na sve ispitivane sojeve delovao pri koncentraciji od 0,06 mg/mL, dok

ATCC 35554 pokazala rezistentnom. Tetraciklin, koji je primenjen na humane

se P. aeruginosa
izolate, ispoljio je aktivnost na sva tri izolata S. aureus | i Il i P. mirabilis, pri koncentracijama
0d 0,060,128 mg/mL.

Na testirane bakterijske kulture jace su delovali ispitivani antibiotici u odnosu na
ekstrakte gljiva, sem na Gram-negativnu bakteriju P. aeruginosa, koja je na veéinu antibiotika
pokazala rezistentnost, dok su na pomenutu bakteriju delovali MeOH ekstrakt S.

subtomentosum kao i MeOH i EtOH ekstrakti vrste H. repandum.

Tabela 5. Vrednosti MIC testiranih antibiotika (mg/mL)

Antibiotici (mg/mL)

Bakterijski soj Ampicilin Streptomicin Tetraciklin Kanamicin Hloramfenikol
B. subtilis "7°“%** 0,06 0,06 n.t. 0,06 0,06
E. faecalis "7 **** 0,06 0,12 n.t. 0,06 0,06
S. aureus " %% 0,06 0,06 n.t. 0,06 0,06
S. aureus | 0,128 n.t. 0,06 n.t. n.t.
S. aureus | R n.t. 0,128 n.t. n.t.
E. coli "1 0,06 0,06 n.t. 0,06 0,06
P. aeruginosa *"°¢*>>>* R R n.t. R 0,12
S. enteritidis "%’ 0,06 0,06 n.t. 0,06 0,06
P. mirabilis 0,128 n.t. 0,128 n.t. n.t.

R - rezistentan; n.t. - nije testirano

5.1.4.3. Antifungalna aktivnost

Antifungalna aktivnost ekstrakata gljiva je odredena prema tri soja C. albicans (jedan
atestirani soj i dva humana izolata) i pet izolata fitopatogenih plesni.

Prema izolatima C. albicans ni jedan od ispitivanih ekstrakata nije ispoljio aktivnost.
Kada su u pitanju aktivnosti prema plesnima (Tabela 6), najsnaznije antifungalno dejstvo na
sve ispitivane fitopatogene izolate pokazao je EtOH ekstrakt vrste H. repandum (MIC 24,75
mg/mL; MFC 24,75 49,50 mg/mL). S druge strane, MeOH ekstrakt ove vrste ispoljio je
aktivnost iskljucivo na vrstu A. padwickii (MIC 24,75 mg/mL).

Pored etanolnog ekstrakta H. repandum, antifungalno dejsto na sve fitopatogene
izolate imao je jos samo MeOH ekstrakti vrste S. subtomentosum (MIC 49,50-99 mg/mL;
MFC 49,50 — 99 mg/ml). MeOH ekstrakt vrste B. adusta delovao je isklju¢ivo na gljive roda
Fusarium (MIC 24,75 - 99 i MFC 24,75 - 99 mg/mL), dok su MeOH ekstrakt vrste T. versicolor

i EtOH ekstrakt A. strobiliformis pokazali antifungalnu anktivnost isklju¢ivo prema
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fitopatogenom izolatu A. padwickii. Samo u sluaju MeOH ekstrakta vrste A. strobiliformis
nije detektovana antifungalna aktivnost ni na jedan ispitivani izolat fitopatogena.

Antifungalnu aktivnost na sve ispitivane fitopatogene gljive pokazao je i MeOH
ekstrakt vrste S. subtomentosum, ali je ona detektovana na ve¢im koncentracijama.

MeOH ekstrakt vrste B. adusta pokazao je dobru antifungalnu aktivnost na gljive roda
Fusarium (MIC 24,75 - 99 i MFC 24,75 - 99 mg/mL), dok na vrstu A. padwickii nije ispoljio
aktivnost.

Za ekstrakte koji nisu imali dejstvo na fitopatogene gljive roda Fusarium, za vrstu A.
padwickii detektovane su sledece vrednosti MIC: 24,75 mg/mL kod MeOH eksrakata vrste H.
repandum; pri 49,5 mg/mL kod MeOH ekstrakta vrste T. versicolor; pri 99 mg/mL kod EtOH
ekstrakta vrste A. strobiliformis.

Takode, dobru antifungalnu aktivnost pokazao je i MeOH ekstrakt vrste T. versicolor
(MIC 49,50 mg/mL) dok su ostali ispitivani ekstrakti makrogljiva ispoljili ujednaceno, slabije
dejstvo (MIC/MFC 99 mg/mL). MeOH ekstrakt vrste B. adusta koji je pokazao dobru
antifungalnu aktivnost na fitopatogene gljive roda Fusarium nije imao efekat na A. padwickii.
Takode bez efekta je bio i MeOH ekstrakt vrste A. strobiliformis.

Parametrijska analiza primenjena je i za predstavljanje i sagledavanje ispoljene
antifungalne aktivnosti ekstrakata na osnovu dobijenih MIC i MFC vrednosti prema
ispitivanim fitopatogenim izolatima (Slika 36).

Na osnovu pozicija centriola uoavamo asociranost ispitivanih ekstrakata u tri posebne

grupe:

1) MeOH ekstrakt S. subtomentosum i EtOH ekstrakt H. repandum u pozitivnoj zoni prve i
pozitivnoj zoni druge ose kao rezultat delovanja na sve ispitivane fitopatogene gljive;

2) MeOH ekstrakti vrsta B. adusta i T. versicolor delujudi protiv F. graminareum. Medutim,
primeduje se i njihova velika udaljenost (u okviru iste zone), odnosno priblizavanje MeOH
ekstrakta vrste B. adusta prvoj grupi usled delovanja i na ostale izolate roda Fusarium.

3) EtOH ekstrakt vrste A. strobiliformis i MeOH ekstrakt vrste H. repandum u negativnoj
zoni prve i negativnoj zoni druge ose usled ispoljene aktivnosti prema samo jednoj plesni - A.

padwickii;
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Slika 36. Pozicije centriola ekstrakata ispitivanih gljiva na osnovu dobijenih vrednost MIC i
MFC protiv fitopatogenih gljiva
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Tabela 6. Vrednosti MIC i MFC analiziranih ekstrakata gljiva na analizirane fitopatogene gljive (mg/mL)

Ekstrakti gljiva B. adusta S. subtomentosum T. versicolor A. strobiliformis H. repandum
Pl . MeOH EtOH MeOH EtOH MeOH EtOH MeOH EtOH MeOH EtOH
ni
es MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC  MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC
F. proliferatum (BL1) 99/99 - 49,95/49,95 - - - - - - 24,75/24,75
F. verticillioides (BL4)  49,95/49,95 - 99/99 - - - - - - 24,75/24,75
F.proliferatum (BL5) 49,95/49,95 - 99/99 - - - - - - 24,75/24,75
F. graminearum (S1) 24,75/24,75 - 49,95/49,95 - 49,95/— - - - - 24,75/24,75
A.padwickii (ALT) -/~ - 99/99 - - - - 99/~ 24,75/—  24,75/49,95

“—, - vrednost nije odredena u opsegu ispitivanih koncentracija
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5.1.4.4. Antivirusna aktivhost

Antivirusna aktivnost ekstrakata ispitana je na fagu vB_BbrS_LK3 iz familije
Siphoviridae, Ciji je domacin Bordatella bronchiseptica ATCC 10580.

Testirani su H,0, EtOH i MeOH ekstrakti pri koncentracijama u rasponu od 10 do
200 mg/mL. Generalno, analizirani ekstrakti gjiva ispoljili su slabu antiviralnu aktivnost, sa
izuzetkom MeOH ekstrakta vrste T. versicolor, koji je pri najviSoj testiranoj koncentraciji (10
mg/mL) ispoljio visok procenat inhibicije faga (98,31+0,6 %). Pri najvisSim testiranim
koncentracijama (20 mg/mL), odredeni stepen inhibicije pokazali su joS i MeOH ekstrakt
vrste S. subtomentosum (50,68+7,66 %) i EtOH ekstrakt vrste A. strobiliformis (46,54+5,87
%), dok je EtOH ekstrakt vrste H. repandum imao slab efekat na inhibiciju faga (24,87+3,06
%). Primenjeni H,O ekstrakti nisu ispoljili antiviralnu aktivnost. Na osnovu grafikona

uocavamo da su ekstrakti ispoljili doznu zavisnost (Slika 37 a i b).
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Slika 37. Antivirusna aktivnost a) MeOH ekstrakata; b) EtOH ekstrakata

5.1.5. Anti-acetilholinesterazna aktivnost

Anti-acetilholinesterazna aktivnost odredena je pomocu dve metode in solid i in

liquid.

5.1.4.1. Inhibicija AChE in solid

Na osnovu rezultata dobijenih in solid utvrdena je aktivnost H,O i MeOH ekstrakata
ispitivanih vrsta gljiva (Slika 38a i b, Tabela 7). Na osnovu dobijenih prosvetljenih zona na
ploCama uoCavamo aktivnost H,O ekstrakta vrste T. versicolor pri 10 pg, Sto je ujedno i
najbolja postignuta aktivnost za ispitivane uzorke in solid. Takode, aktivnost su ispoljili H,O i

MeOH ekstrakti vrsta H. repandum i P. porrigens postigavsi inhibiciju pri 100 pg (Slika 36a).
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H,0 ekstrakti vrsta S. subtomentosum i A. strobiliformis su ispoljili aktivnost pri koncentraciji

od 10 mg/mL. Za ostale ispitivane ekstrakte nije uocena inhibitorna sposobnost AChE.

Slika 38. /n solid aktivnost inhibicije AChE odabranih ekstrakata analiziranih vrsta gljiva
(A) 1-H,0 ekstrakt B. adusta; 2 - H,0 ekstrakt T. versicolor; 3 - H,0 ekstrakt vrste H. repandum; 4 - H,0
ekstrakt vrste P. porrigens; 5 - MeOH ekstrakt vrste B. adusta; 6 - MeOH ekstrakt vrste T. versicolor;
7 - MeOH ekstrakt vrste H. repandum; 8 - MeOH ekstrakt vrste P. porrigens
(B) 1-MeOH ekstrakt vrste S. hirsutum; 2 - H,0 ekstrakt vrste S. hirsutum; 3 - MeOH ekstrakt vrste S.
subtomentosum; 4 - H,0 ekstrakt vrste S. subtomentosum; 5 - MeOH ekstrakt vrste A. strobiliformis;
6 - H,0 ekstrakt vrste A. strobiliformis

5.1.4.2. Inhibicija AChE in liquid

Na osnovu dobijenih in vitro rezultata aktivnosti H,O, EtOH i MeOH ekstrakata %
inhibicije AChE kretao se u opsegu od 8,56 % do ¢ak 98,44 %.

Generalno, EtOH ekstrakti su ispoljili najbolju aktivnost inhibicije AChE, sem kod
vrste P. porrigens gde se kao najbolji inhibitor AChE pokazao MeOH ekstrakt, dok su PSH
ekstrakti bili najslabiji inhibitori AChE (Tabela 7). Kao najpotentniji inhibitori enzima AChE
izdvojili su se slededi ekstrakti: EtOH ekstrakt vrste S. hirsutum sa izuzetno visokim
procentom inhibicije od 98,44 %, EtOH ekstrakt vrste B. adusta sa 93,95 %, kao i EtOH

ekstrakt vrste S. subtomentosum koji je ispoljio ihnibiciju AChE sa ¢ak 86,23 %.
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Tabela 7. Anti-acetilholinesterazna aktivnhost

Vrsta gljive Tip ekstrakta inhibicija AChE
in solid (mg) *in liquid (%)
PSH n.t. 8,8340,25°

H,0 n.d. 16,46+0,44°

Bjerkandera adusta EtOH n.t. 93,95+4,69°
MeOH n.d. n.d.

PSH n.t. 14,63+0,73°

H,0 0,1 29,1610,43°

Pleurocybella porrigens EtOH n.t. 54,98+2,75°

MeOH 0,1 73,61+3,68°

PSH n.t. 10,51+0,52°

H,0 0,1 21,3840,43°

Stereum hirsutum EtOH n.t. 98,44+4,92°

MeOH n.d. 55,89+2,79°

PSH n.t. 17,69+0,88°
H,0 10 n.d.

Stereum subtomentosum EtOH n.t. 86,23+4,31°
MeOH n.d. n.d.

PSH n.t. 36,87+1,84°

H,0 0,01 60,63+2,90°

Trametes versicolor EtOH n.t. 44,16J_r2,03b
MeOH n.d. n.d.

PSH n.t. 19,35+0,97°

H,0 10 11,09+0,45°¢

Amanita strobiliformis EtOH n.t. 42,33+2,12°
MeOH n.d. n.d.

PSH n.t. 21,49+1,07°

H,0 0,1 40,44%0,52°

Hydnum repandum EtOH n.t. 71,7243,59°

MeOH 0,1 60,39+3,02°
Galantamin 0,001 n.t.

Doneperzil n.t. 98,25+1,15

n.d. - nije detektovano; n.t. - nije testirano; *procenat inhibicije pri koncentraciji od 500 pug/mL

a,b,c,d . v Syl . L s v v . -
vrednosti oznacene razlicitim slovima okviru iste vrste statisticki se znacajno razlikuju

(Tukey HSD test, p <0,01; *p <0,05)

5.1.6. Citotoksicna aktivnost

Vedina analiziranih ekstrakata odabranih vrsta gljiva ispoljila je citotoksi¢nu aktivnost
(Tabela 8). Medutim, stepen aktivnosti zavisio je kako od analizirane vrste gljive, tako i od
samog ekstrakcionog sredstva (H,O, EtOH, MeOH), ali i primenjene koncentracije ekstrakta
(33,3-900 pg/mL).

76



Doktorska disertacija Ljiljana Janjusevi¢

Razlika u ispoljenoj aktivnosti zavisila je takode i od vremena inkubacije (24 h i 72 h).
Naime, ve¢ nakon 24 h vecina ekstrakata je ispoljila citotoksi¢nost (tzv. subakutnu
citotoksi¢nost) (Xia i sar., 2008), osim nekih H,0 ekstrakata i dva MeOH (Tabela 8) pri cemu
je uocena i koncentracijska zavisnost. Najbolju aktivnost ispoljio je H,O ekstrakt vrste B.
adusta (ICsp 81,93%4,10 pg/mL).

Medutim, statisticki znacajno bolje aktivnosti ekstrakti su ispoljili nakon 72 h
inkubacije $to ukazuje na hroni¢nu citotoksi¢nost ispitivanih ekstrakata (Xia i sar., 2008).
lzuzetak Cine EtOH ekstrakti vrsta P. porrigens i T. versicolor, kao i MeOH ekstrakt S.
hirsutum koji su ispoljili neznatnu razliku u aktivnosti u odnosu na vreme inkubacije.
Najbolju aktivnost nakon 72 h ispoljio je MeOH ekstrakt vrste P. porrigens (1Cso 63,31%3,16
ug/mL), a zatim i H,0 ekstrakt vrste B. adusta (1Csp 70,86%3,54 ug/mL).

Vazno je izdvojiti vrste Ciji su EtOH i MeOH ekstrakti ispoljili citotoksi¢nost preko 80
%, a to su: P. porrigens, B. adusta i H. repandum 1 i Il. Ovi rezultati ukazuju na znacaj EtOH i
MeOH ekstrakata ispitivanih gljiva koji su dostigli % inhibicije koji je slican ispoljenom efektu
hemoterapeutskog antitumorskog leka (paklitaksel).

Svi ispitivani ekstrakti su ispoljili koncentracijsku zavisnost, u smislu da su pri najvisim
primenjenim koncentracijama postigli i najvedi stepen citotoksi¢nosti. Konkretno najveci %

inhibicije ispoljili su pri najvisim testiranim koncentracijama (900 pug/mL) (Slika 39).
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Slika 39. Uporedni prikaz antiproliferativne aktivnosti ekstrakata
(pri najvisoj testiranoj koncentraciji - 900 pg/mL)
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Tabela 8. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakata (nakon 24 h i 72 h inkubacije)

Vrsta gljive Tip ekstrakta ICso (Mg/mL)
24h 72 h

H,0 81,934,10 ™ 70,86+3,54 =

B. adusta EtOH 135,49+6,77 ° 72,94+3,65 °
MeOH 432,44+21,62° 270,13+13,51°
H,0 517,69+25,88 " 200,13+10,00 °

P. porrigens EtOH 262,49+13,12° 266,80+13,34°
MeOH 233,31+11,66 " 63,3113,16°
H,0 n.d. 741,09+37,05

S. hirsutum EtOH 781,27+39,06 " 632,67+31,63°
MeOH 744,46437,22 ° 744,94437,25°
H,0 n.d. n.d.

S. subtomentosum  EtOH 782,74+39,14 n.d.
MeOH n.d. 831,82+41,59
H,0 n.d. 830,43+41,52

T. versicolor EtOH 123,51+6,17 ° 151,84+7,59°
MeOH 456,93+22,85 ° 340,29+17,01°
H,0 n.d. 720,97436,05

A. strobiliformis EtOH 623,93+31,20° 395,02+19,75 b
MeOH n.d. n.d.
H,0 n.d. 720,97436,05

H. repandum | EtOH 250,71+12,53° 192,50+9,62 °
MeOH 680,74+34,04 ° 247,96+12,40°
H,0 n.d. n.d.

H. repandum I EtOH 300,85+3,13° 267,54+13,06 °
MeOH 713,25+26,12 ° 354,24+11,45°

Standard

Paklitaksel 16,43+0,13° 16,56+0,21°

n.d. - nije detektovano;
vrednosti oznacene razli¢itim slovima u istom redu statisticki se znacajno razlikuju
(Tukey HSD test, p <0,01; *p <0,05)

a,b
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5.2. Hemijska karakterizacija ekstrakata

5.2.1. Polisaharidi

5.2.1.1. Planarna hromatografija

Analizom hidrolizovanih polisaharidnih ekstrakata ispitivanih vrsta gljiva planarnom
hromatografijom, poredenjem sa standardima, utvrdeno je da wuzorci sadrie iste
monosaharidne komponente koje su zastupljene u razli¢itom odnosu.

Polisaharidni ekstrakti vrsta B. adusta, S. subtomentosum i H. repandum 1 i Il sadrze
D-galaktozu u najvecoj koli¢ini, dok su u nesto manjoj kolicini zastupljene D-glukoze i u
tragovima D-manoza i L-fukoza/D-ksiloza.

U polisaharidnim uzorcima vrsta T. versicolor, P. porrigens i A. strobiliformis
preovladuju¢a komponenta je D-glukoza, sa manjom koli¢inom galaktoze i u tragovima
manoze i ksiloze.

Uzorak S. hirsutum sadrzi kao dominantne komponente D-glukozu i D-galaktozu,
zatim L-fukozu i/ili D-ksilozu, dok se D-manoza nalazi u tragovima.

Komponente veoma slabe pokretljivosti oznacene su kao parcijalno hidrolizovani
polisaharidni molekuli. Mala koli¢ina oligosaharidnih fragmenata bila je vidljiva u zoni
pokretljivosti koja odgovara ovim komponentama. Prisustvo uronskih kiselina nije utvrdeno

u ispitivanim uzorcima.

5.2.1.2. Elementalna organska mikroanaliza (EOMA)

U polisaharidnim ekstraktima plodnih tela ispitivanih vrsta gljiva odreden je ukupan
sadrzaj azota (N), ugljenika (C), vodonika (H) i sumpora (S), elementalnom organskom
mikroanalizom (Tabela 9). Mikroanaliza je pokazala da vecina polisaharidnih ekstrakata ne
sadrZi sumpor.

Budu¢i da je kod gljiva prisutna relativno velika koli¢ina neproteinskog N,
odredivanje sadrzaja proteina iz ukupnog N je dosta kompleksno. Neproteinski N se
prvenstveno odnosi na hitin (komponenta celijskog zida), kao i na slobodne aminokiseline i
nukleinske kiseline (Kozarski, 2012). Samo oko 60 — 77 % N kod gljiva se nalazi vezano u
proteinima (Fujihara i sar., 1995; Matilla i sar., 2002). NP faktori (engl. Nitrogen to Protein
factor) koji se najéesce upotrebljavaju kada su u pitanju gljive jesu NP 4,38 (70 % N x 6,25) i
4,70 (Matilla i sar., 2002).
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Tabela 9. Elementalna organska mikroanaliza PSH ekstrakata

PSH ekstrakt N (%) C (%) H (%) S (%)
B. adusta 4,72 41,48 5,88 _
P. porrigens 3,36 41,40 6,32 0,50
S. hirsutum 1,74 42,47 7,56 _
S. subtomentosum 2,19 41,49 6,87 _
T. versicolor 3,36 38,85 6,38 _
A. strobiliformis 4,85 34,66 5,87 0,65
H. repandum | 3,39 37,95 6,01 0,93
H. repandum | 2,67 36,78 6,02

Tabela 10. Sadrzaj proteina u PSH ekstraktima

PSH ekstrakti 2 sadriaj proteina " sadrZaj proteina
B. adusta 20,67 22,18
P. porrigens 14,72 15,79
S. hirsutum 7,62 8,18
S. subtomentosum 9,59 10,29
T. versicolor 14,72 15,79
A. strobiliformis 21,24 22,79
H. repandum | 14,85 15,93
H. repandum | 11,69 12,55

a: vrednost NP - 4,38; b: NP - 4,70
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5.2.1.3. FTIR spektroskopija

FTIR spektri svih ispitivanih polisaharidnih ekstrakata (PSH) pokazuju apsorpcione
trake koje su specificne za polisaharidne strukture. Pored polisaharida, ekstrakti sadrze i
smesu proteina i polifenolnih jedinjenja u razlicitom stepenu.

FTIR spektri ispitivanih polisaharidnih ekstrakata vrsta B. adusta, S. hirsutum, S.
subtomentosum i T. versicolor prikazani su na slikama (Slika 40 - 43) i sadrie sledece
frekvence: karakteristi¢nu $iroku apsorpcionu traku u oblasti 3500 - 3000 cm™ koja odgovara
valentnim vibracijama O-H grupa; traku na oko 2920 - 2950 cm™ koja odgovara C-H
razvuéenim vibracijama; trake u regionu izmedu 1500 - 1200 cm™ koje odgovaraju C—-H
deformacionim vibracijama; trake na oko 1030 - 1070 em™ i 1150 cm™ koje odgovaraju
vibracijama istezanja glikozidne veze (C—O—C) i C—O—H; $iroku traku na 1630 - 1650 cm™ koja
je karakteristi¢na za apsorbovanu vodu; karakteristi¢nu slabu apsorpciju na 890 cm™ koja
ukazuje na prisustvo B — glikozidne veze; karakteristi¢ne trake niskog intenziteta na 850 cm™
i 950 cm™ koje ukazuju na prisustvo o — glikozidne veze.

Pored apsorpcionih pikova karakteristicnih za polisaharide, u FTIR spektrima
ispitivanih uzoraka mogu se uociti apsorpcije koje su specificne za proteine i polifeniolna
jedinjenja, uzimaju¢i u obzir da se neke apsorpcije poklapaju. Prisustvo proteina u
polisaharidnim ekstraktima karakterisSu sledece frekvence: intenzivna Siroka traka u oblasti
3500 cm™ — 3000 cm™ koja odgovara valentnim vibracijama N-H grupa (Carey, 1992) i
apsorpcioni pik na 1630 — 1655 cm™ odgovara amidnoj traci I, dok se pik na oko 1550 cm™
(1600 — 1500 cm™) odnosi na amidnu traku II.

Prisustvo pigmenata u ispitivanim uzorcima karakteriSu frekvence u oblasti (1650 —
1600 cm™) koje su identifikovane za aromati¢ne C=C veze konjugovane sa C=0 i /ili COO-
grupama (MacCarthy i Rice, 1985), dok su trake u oblasti 1410 — 1310 cm™ specifi¢ne za OH
grupe fenolnih jedinjenja.

FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta vrste P. porrigens (Slika 44) sadrzi apsorpcione
trake na 1079 cm™ karakteristi¢ne za B — glukozidne veze, kao i slabu, ali relevantnu traku
na 950 cm™ koja je specifiéna za a-glikozidne veze. Traka na 1135 cm™ odnosi se na
vibracije istezanja C—-O—C veza. Siroka traka sa maksimumom na 3344 cm™ karakteristi¢na
je za vibracije OH grupa i NH grupa, dok se traka na 2924 cm™ odnosi na vibracije istezanja
metilenske grupe. Trake koje ukazuju na prisustvo proteina nalaze se na 1650 cm™ ina 1540

cm™.
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Wavenumbers (cm-1)
Slika 40. FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta vrste B. adusta
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Slika 41. FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta vrste S. hirsutum
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Slika 42. FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta vrste S. subtomentosum
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Slika 43. FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta vrste T. versicolor

100~ DJ_POR
“DJ POR

90%

soé

70%

soé

50%

407

301

20%

10% g

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Slika 44. FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta P. porrigens
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Slika 45. FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta vrste A. strobiliformis
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Slika 46. FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta vrste H. repandum |
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Slika 47. FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta vrste H. repandum ||

FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta dobijenog iz vrste A. strobiliformis (Slika 45)
sadrzi iroku apsorpcionu traku sa maksimumom na 3299 cm™ koja je karakteristi¢na za
valencione vibracije OH i NH grupa. Traka na 1167 cm™ odnosi se na vibracije istezanja
glikozidne C—O—C veze, dok jaka traka na 1031 cm™ odgovara C—O valencionim vibracijama.
Apsorpcije na 1638 cm™ i 1540 cm ™' odnose se na prisustvo proteina u ispitivanom uzorku.

FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta vrste H. repandum | (Slika 46) sadrzi dve

delimi¢no preklopljene trake na 1073 cm™ i 1025 cm™ koje se odnose na valencione
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vibracije glikozidno vezanog heksopiranoznog prstena, kao i vibracije C—=OH bocnih grupa.
Jaka traka na 1644 cm™ koja se odnosi na amidnu traku | (poti¢e najveéim delom od
valencione C=0 vibracije) kao i traka na 1540 cm™ koja se odnosi na amidnu traku Il (poti¢e
najvecim delom od N—H deformacionih vibracija u ravni koje se kupluju sa valencionim C-N
vibracijama, ukazuje na prisustvo proteina. Pikovi u oblasti 1410 — 1310 cm™ vezani su za
vibracije alifaticnog niza, dok na aromaticna jedinjenja ukazuju frekvencije na 3000 — 3100
cm™. Siroka intenzivna traka sa maksimumom na 3356 cm™ odnosi se na vibracije istezanja
OH grupa u polisaharidima, kao i na vibracije istezanja NH grupa proteina, dok je traka na
2920 cm™ tipiéna za asimetri¢ne vibracije —CH, veza. Traka na 2852 cm™ poti¢e od
simetri¢nih vibracija metilenske grupe, dok traka na 1240 cm™ potice od vibracija van ravni y
CH; grupa alifati¢nog niza. Apsorpcija na 763 cm™

(770 — 720 cm™) korespondira sa vibracijama van ravni y CH, alifati¢nog niza.

FTIR spektar polisaharidnog ekstrakta izolovanog iz H. repandum |l (Slika 47), sadrzi
karakteristiéne trake sa specificnim maksimumima u regionu 1200 — 1000 cm™ u kom se
nalaze dominantne vibracije ugljenohidratnog prstena kao i vibracije istezanja bo¢nih grupa
C—OH i vibracije glikozidnih C—O—C veza. Uocavaju se dve delimi¢no preklopljene trake jakog
intenziteta na 1076 cm™ i 1041 cm™’ koje se odnose na valencione vibracije
heksopiranoznog prstena. Apsorpcija na 1133 cm™ karakteristi¢na je za vibracije istezanja
glikozidnih veza. Jaka traka na 1648 cm™ (region 1600 — 1650 cm™) ukazuje na prisustvo
proteina, kao i na C=C frekvencije aromati¢nih struktura. Traka na oko 1414 cm™ vezana je
za vibracije alifatiénih grupa. Siroka traka u oblasti 3000 — 3500 cm™ korespondira sa
vibracijama O—H grupa kao i sa asimetri¢nim i simetricnim vibracijama N—H veza. Traka na
2925 cm™ odnosi se na vibracije metilenske grupe, dok je traka na 2854 cm™ relevantna za
apsorpciju alifati¢nih grupa. Slaba traka na oko 920 cm™ ukazuje na prisustvo a-glikozidnih
veza u ispitivanom ekstraktu.

Odsustvo karakteristi¢ne trake na 1740 cm™ u svim analiziranim FTIR spektrima
ukazuje na Cinjenicu da ispitivani polisaharidni ekstrakti ne sadrze uronske kiseline kao deo
svojih strukturnih karakteristika, Sto je potvrdeno i rezultatima planarne hromatografije

ispitivanih polisaharidnih ekstrakata.
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5.2.2. Ukupni proteini

Medu ispitivanim vrstama najveci sadrZaj proteina ima vrsta A. strobiliformis (135,83
mg proteina/g s.m.), zatim vrsta P. porrigens (133,46 mg proteina/g s.m.) Ciji se sadrZaji
proteina statisticki znacajno ne razlikuju. Najmanji sadrzaj proteina zabeleZen je za vrstu S.
subtomentosum (19,58 mg proteina/g s.m.). Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu
ukupnog sadrzaj proteina za vrstu H. repandum | u odnosu na istu vrstu sa drugog lokaliteta
H. repandum Il. Na osnovu razlike u ukupnom sadrzaju proteina izdvojilo se pet grupe gljiva.
Prvoj grupi pripadaju vrste A. strobiliformis i P. porrigens sa najve¢im sadrZajem proteina;
drugu grupu ¢ini vrsta: T. versicolor; tre¢u grupu Cine vrste: S. hirsutum i B. adusta; ¢etvrtu:
H. repandum | i S. subtomentosum, dok petoj grupi pripada vrsta H. repandum |l. lzmedu
vrsta H. repandum | i |l postoji razlika u sadrzaju proteina koja je statisticki znac¢ajna na nivou
p < 0,05.

Tabela 11. Ukupan sadrzaj proteina u ispitivanim vrstama gljiva

Vrsta mg proteina/ g s.m.
B. adusta 58,43+ 4,49
P. porrigens 133,46 £ 4,73 °
S. hirsutum 44,15+2,63°¢
S. subtomentosum 19,58 + 0,52 d
T. versicolor 98,10 + 0,88 °
A. strobiliformis 135,83+ 7,19°
H. repandum | 23,77+0,98 "
H. repandum | 11,74 +0,27 ¢

Srednja vrednost + STDEV
abede \rednosti oznatene razlicitim slovima se statisticki znacajno razlikuju
(Tukey HSD test, p <0,01i *p<0,05)

5.2.3. Ukupni fenoli i flavonoidi

Ukupan sadrzaj fenola i flavonoida odreden je za H,O, EtOH i MeOH ekstrakte
plodnih tela ispitivanih gljiva (Slika 48 i 49).

Najvedi sadrzaj ukupnih fenola zabelezen je u H,O ekstraktu vrste A. strobiliformis
(165,55 mg ekv. galne kiseline/g s.m.), a najmanji u MeOH ekstraktu vrste H. repandum T
(13,87 mg ekv. galne kiseline/g s.m.). Brojna dosadasnja istraZzivanja potvrduju ¢injenicu da
sadrZaj ukupnih fenola varira sa polano$c¢u ekstrakata (Cheung i sar., 2003; Cheung i Cheung,
2005; Diaz-Godinez, 2015).

Najvedéi sadrzaj ukupnih flavonoida dobijen je u EtOH ekstraktu vrste S.

subtomentosum (19,10 mg ekv. kvercetina/g s.m.), dok je najmanji sadrzaj utvrden za H,0
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ekstrakt vrste S. hirsutum (0,95 mg ekv. kvercetina/g s.m.). Ako posmatramo liginkolne gljive
uocavamo da je najveci sadrzaj ukupnih flavonoida dobijen u EtOH ekstraktima (sem MeOH
ekstrakta vrste T. versicolor kao izuzetka), dok su kod terikolnih gljiva MeOH ekstrakti bili
najbogatiji flavonoidima. Na uporednom prikazu (Slika 49) jasno se uocava da je sadrzaj
ukupnih flavonoida u EtOH i MeOH veci u odnosu na H,0 ekstrakte svi ispitivanih vrsta, sa
izuzetkom vrste S. subtomentosum ¢iji je H,O ekstrakt bio bogatiji flavonoidima od MeOH
ekstrakta. Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima koji isticu veéi sadrzaj
flavonoida u EtOH ekstraktima u odnosu na H,0 ekstrakte (Zengin i sar., 2015; Raseta,
2016).
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Slika 48. Uporedni prikaz sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima ispitivanih gljiva
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Slika 49. Uporedni prikaz sadrzaja ukupnih flavonoida u ekstraktima ispitivanih vrsta
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EtOH ekstrakt vrste B. adusta analiziran u ovom radu pokazuje znatno bogatiji sastav
ukupnih fenola (148,74 mg ekv. GK/g s.m.) u odnosu na EtOH iste vrste sa podrucja Slovacke
(12,46 mg ekv GK/g s.m.) (Nowacka i sar., 2015).

Vrednosti koje su dobijene za sadrzaj ukupnih fenola za EtOH ekstrakt vrste P.
porrigens iz Nigerije (28,97 mg ekv. GK/g s.m.) (Okoro, 2012) su niZe od vrednosti koje su
dobijene u ovom radu za EtOH ekstrakt (72,96 mg ekv. GK/g s.m. ). Krud ekstrakt vrste P.
porrigens iz Malezije pokazao je slican rezultat (28,37 mg ekv. GK/g s.m.) (Yim i sar., 2013)
vrsti iz Nigerije. Vodeni ekstrakt iste vrste iz Malezije (4,94 mg ekv. GK/g s.m.) (Yim i sar.,
2012), pokazao je niZi sadrZaj ukupnih fenola u odnosu na H,0 ekstrakt ispitivan u nasoj
studiji (97,08 mg GK/g s.m.).

U studiji Okoro (2012) EtOH ekstrakt vrste P. porrigens pokazao je tri puta veci
sadrzaj ukupnih flavonoida (20,70t mg ekv. KV/g s.m.) od ispitivanog EtOH u ovoj studiji
(6,80 mg ekv. KV/gs.m.).

MeOH ekstrakt vrste S. hirsutum pokazuje veéi sadrzaj ukupni fenola (134,96 mg ekv.
GK/g s.m.) u odnosu na jedinke koje su sakupljene na podruéju Sri Lanke (11,6 mg ekv.
GK/g s.m.) (Fernando i sar., 2015).

Medu ispitivanim ekstraktima vrste T. versicolor H,0 ekstrakt je pokazao najvedi
sadrzaj ukupnih fenola (142,17 mg ekv. GK/g s.m.) koji je zapravo dvostruko veci u
poredenju sa EtOH i MeOH ekstraktima. Osim toga, ispitivani MeOH ekstrakt je imao
dvostruko veci sadrzaj ukupnih fenola (64,76 mg ekv. GK/g s.m.) od istog ekstrakta iz Kine
(23,28 mg ekv. GK/g s.m.) (Mau i sar., 2002). EtOH ekstrakt T. versicolor koji je ovde
analiziran (71,55 mg ek. GK/g s.m.) pokazao je mnogo vecu vrednost od istog ekstrakta iz
Turske (9,58 mg ekv. GK/g s.m.) (Orhan i Ustiin, 2011). Najve¢i sadrzaj ukupnih flavonoida je
zabeleZen u MeOH ekstraktu (5,13 mg ekv. KV/g s.m.).

Vrsta H. repandum pokazala se kao najsiromasniji izvor ukupnih fenola. | pored toga,
MeOH ekstrakt ove vrste sadrZi vise ukupnih fenola (13,87 mg ekv. GK/g s.m.) u odnosu na
MeOH ekstrakt pomenute vrste poreklom iz Turske (0,4 mg ekv. GK/g s.m.) (Keles i sar.,
2011) i poreklom iz Indije (2,6 mg ek. GK/g s.m.) (Puttaraju i sar., 2006). U nasoj studiji H,O
ekstrakt je pokazao vedéi sadrzaj fenola (21, 3 mg ekv. GK/g s.m.) u odnosu na MeOH i
EtOH, $to je u saglasnosti sa studijom Puttaraju i sar. (2006) (H,O ekstrakt 7,4 mg ekv. GK/g
s.m.).

Sve ovo nam ukazuje da hemijski sastav gljiva veoma zavisi od genetskih
predispozicija, da je species specifican kao i da zavisi od uslova sredine, biljnih vrsta sa
kojima su u zajednici kao i od stepena degradacije (kada govorimo o lignikolnim vrstama)
lignina kao polifenolnog jedinjenja, jer gljive najve¢im delom usvajaju fenolna jedinjenja iz

supstrata na kome rastu.
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5.2.4. HPLC-MS/MS analiza odabranih fenolnih jedinjenja

Radi utvrdivanja kvalitativnog i kvantitativnog sastava fenolnih jedinjenja u PSH, H,0,
EtOH i MeOH ekstraktima ispitivanih vrsta gljiva koris¢eno je ukupno 45 standardnih
fenolnih jedinjenja, a identifikovano 40 jedinjenja ukupno u svim vrstama (Tabele 12 - 18).

U ispitivanim ekstraktima vrste B. adusta detektovano je ukupno 8 fenolnih
jedinjenja od kojih 1 biflavonoid, 5 hidroksibenzoevih kiselina, 1 hidroksicimetna kiselina i 1
cikloheksankarboksilna kiselina. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima je bio slededi
EtOH > MeOH > H,0 > PSH (Tabela 12). Od cetiri analizirana ekstrakta jedino je u EtOH
ekstraktu detektovano prisustvo galna kiselina, dok se H,O ekstrakt izdvaja prema tome sto
jedini sadrzi 2,5-hidroksibenzoevu i kafenu kiselinu. Kod svih ekstrakata vedi je sadriaj
fenolnih kiselina u odnosu na flavonoide.

Kada je rec o vrsti P. porrigens ukupno je detektovano 12 fenolnih jedinjenja, od toga
5 flavona, 1 biflavonoid, 2 hidroksibenzoeve kiseline, 3 hidroksicinami¢ne kiseline i 1
cikloheksankarboksilna kiselina (Tabela 13). Ukupan sadrzaj u ekstraktima bio je slede¢i H,O
> EtOH > MeOH > PSH. H,0 ekstrakt se izdvaja zbog najveceg sadrzaja hinske kiseline, dok je
MeOH ekstrakt jedini medu ekstraktima pomenute vrste koji sadrzi luteolin, krizoeriol,
apigenin-7-0-glukozid, cinami¢nu i kafenu kiselinu. PSH i H,O ekstrakt sadrze viSe flavonoida
nego fenolnih kiselina, dok je u EtOH i MeOH ekstraktu obrnut trend.

U ekstraktima vrste S. hirsutum detektovano je 7 fenolnih jedinjenja i to 2 flavona, 1
biflavonoid, 3 hidroksibenzoeve kiseline i 1 cikloheksankarboksilna kiselina, sa izuzetkom
PSH ekstrakta gde nije detektvano ni jedno jedinjenje (Tabela 14). Kod preostala tri
ekstrakta sadrzaj je iSao sledeé¢im redom MeOH > H,0 > EtOH. MeOH ekstrakt jedini sadrzi
flavonoide, baikalein i krizoeriol. U MeOH i EtOH ekstraktu ima vise fenolnih kiselina, dok je
kod H,0 ekstrakta obrnut slucaj.

Za vrstu S. subtomentosum ustanovljenjo je da sadrzi ukupno 8 fenolnih jedinjenja (1
flavon, 1 biflavonoid, 3 hidroksibenzoeve kiseline, 1 hidroksicimetna kiselina, 1 kumarin i
cikloheksankarboksilnu - hinsku kiselinu) (Tabela 15). Ekstrakti se prema sadrzaju fenolnih
jedinjenja mogu navesti slede¢im redom MeOH > H,0 > EtOH, dok u PSH ekstraktu nije
detektovano ni jedno jedinjenje. U sva tri ekstrakta znatno su dominantnije fenolne kiseline
u odnosu na flavonoide.

Vrsta T. versicolor pokazala je najbogatiji sastav fenolnih jedinjenja od svih ispitivanih
vrsta. U ekstraktima ove vrste detektovano je ¢ak 38 pomenutih jedinjenja (9 flavona, 8
flavonola, 1 flavonon, 2 flavanola, 1 biflavonoid, 2 izoflavonoida, 6 hidroksibenzoevih
kiselina, 4 hidroksicinami¢ne kiseline, 3 kumarina, 1 cikloheksankarboksilna kiselina i 1

hlorogena kiselina) (Tabela 16). Sto se tice ukupnog sadriaja fenolnih jedinjenja po
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ekstraktima, redosled je sledeéi EtOH > MeOH > H,0 > PSH. U PSH i H,O ekstraktu vedi je
sadrzaj flavonoida u odnosu na fenolne kiseline, dok je u EtOH i MeOH vise fenolnih kiselina
u odnosu na flavonoide.

Sto se tice terikolne vrste A. strobiliformis detektovana su svega 4 fenolna jedinjenja
(amentoflavon, p-hidroksibenzoeva, katehinska i hininska kiselina) (Tabela 17). Sadrzaj
jedinjenja u ekstraktima je H,O > MeOH > EtOH > PSH. Generalno, u H,0, EtOH i MeOH
ekstraktu prisutan je veéi sadrzaj fenolnih kiselina u odnosu na flavonoide, dok u PSH nisu
zastupljene pomenute klase fenolnih jedinjenja ve¢ samo hininskakiselina.

Za ekstrakti vrste H. repandum (Tara) utvrdeno je da sadrze 11 fenolnih jedinjenja
(3 flavona, 1 biflavonoid, 2 hidroksibenzoeve, 4 hdroksicinamicne i hinsku kiselinu) (Tabela
18). Redosled ekstrakata prema ukupnom sadrzaju detektovanih jedinjenja je sledeéi EtOH >
H20 > MeOH > PSH. PSH ekstrakt sadrzi samo hinsku kiselinu, dok su hidroksibenzoeve
kiseline prisutne samo u MeOH ekstraktu. S tim u vezi, H,0 i EtOH ekstrakt su imali vise

flavonoida, dok je MeOH imao vise fenolnih kiselina.
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Tabela 12. Detektovana fenolna jedinjenja u ekstraktima vrste B. adusta

Klasa

Jedinjenje

Ekstrakti (ug/g s.m.)

PSH H,O EtOH MeOH
Biflavonoid amentoflavon n.d. 19,30 22,10 32,10
Ukupno - 19,30 22,10 32,10
Hidroksibenzoeve kis. p-hidroksibenzoeva kis. 11,20 13,60 79,40 47,60
2,5-dihidroksibenzoeva kis. n.d. 9,06 n.d. n.d.
protokatehinska kis. n.d. 16,10 9,32 5,59
galna kis. n.d. n.d. 46,00 n.d.
siringiska kis. n.d. n.d. 30,60 11,20
Hidroksicimetna kis. kafena kis. n.d. 7,92 n.d. n.d.
Ukupno 11,20 46,68 165,32 64,39
Cikloheksankarboksilna kis. hininskakis. n.d. 14,20 265,00 349,00
UKUPNO 11,20 80,18 452,70 445,10
n.d. - nije detektovano
Tabela 13. Detektovana fenolna jedinjenja u ekstraktima vrste P. porrigens
L Ekstrakti (ug/g s.m.)
Klasa Jedinjenje PSH H,0 EtOH MeOH
apigenin n.d. n.d. n.d. 2,54
baikalein n.d. n.d. 1,85 2,46
Flavoni luteolin n.d. n.d. n.d. 10,30
krizoeriol n.d. n.d. n.d. 1,71
apigenin-7-0O-glukozid n.d. n.d. n.d. 5,24
Biflavonoid amentoflavon n.d. 20,70 21,10 49,90
Ukupno - 20,70 22,85 72,15
Hidroksibenzoeva kis. p-hidroksibenzoeva kis. 4,70 12,10 30,00 14,40
protokatehinska kis. n.d. 3,41 3,20 1,54
cimetna kis. n.d. n.d. n.d. 73,10
Hidroksicimetna kis. p-kumarinska kis. n.d. n.d. 1,92 1,95
kafena kis. n.d. n.d. n.d. 7,92
Ukupno 4,70 15,51 35,12 98,91
Cikloheksankarboksilna kis. hininskakis. 2,57 161,00 14,20 13,60
UKUPNO 7,28 197,30 72,28 184,69

n.d. - nije detektovano
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Tabela 14. Detektovana fenolna jedinjenja u ekstraktima vrste S. hirsutum

Ekstrakti (ug/g s.m.)

Klasa Jedinjenje PSH H,0 EtOH MeOH
Flavoni baikalein n.d. n.d. n.d. 2,65
krizoeriol n.d. n.d. n.d. 1,31
Biflavonoid amentoflavon n.d. 19,70 22,90 26,60
Ukupno - 19,70 22,90 30,56
p-hiroksibenzoeva kis. n.d. n.d. 11,20 6,66
Hidroksibenzoeva kis. protokatehinska kis. n.d. 3,63 13,00 2,85
galna kis. n.d. n.d. 78,70 52,90
Ukupno - 3,63 102,9 62,41
Cikloheksankarboksilna kis. hininskakis. n.d. 391,00 n.d. 378,00
UKUPNO - 414,33 125,80 470,97

n.d. - nije detektovano

Tabela 15. Detektovana fenolna jedinjenja u ekstraktima vrste S. subtomentosum

Ekstrakti (ug/g s.m.)

Klasa Jedinjenje PSH H,0 EtOH MeOH
Flavon kampferol n.d. n.d. n.d. 16,50
Biflavonoid amentoflavon n.d. 19,10 19,90 33,20
Ukupno - 19,10 19,90 49,70
p-hidroksibenzoeva kis. n.d. 25,10 6,96 15,50
Hidroksibenzoeve kis. protokatehinska kis. n.d. 143,00 74,50 207,00
galna kis. n.d. 50,90 73,50 140,00
Hidroksicimetna kis. kafena kis. n.d. 11,10 11,20 12,90
Ukupno - 230,10 166,16 375,40
Kumarin eskuletin n.d. 3,32 n.d. n.d.
Cikloheksankarboksilna kis.  hininskakis. n.d. 225,00 99,80 322,00
UKUPNO - 477,52 285,80 747,70

n.d. - nije detektovan
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Tabela 16. Detektovana fenolna jedinjenja u ekstraktima vrste T. versicolor

Ekstrakt (ug/g s.m.)

Klasa Jedinjenje PSH H,0 EtOH MeOH
apigenin 1,57 1,71 0,93 0,23
baikalein 43,00 21,60 8,04 3,63
luteolin 2,01 1,47 1,05 1,19
krizoeriol 1,68 1,79 1,21 0,74
Flavoni viteksin 2,06 1,56 1,98 1,19
apigenin-7-0O-glukozid 2,37 1,41 1,34 0,54
luteolin-7-0-glukosid 0,78 0,91 0,78 0,26
apiin 2,86 1,82 2,07 0,86
baikalin 9,95 10,7 8,88 6,27
kaempferol 1,69 2,15 1,96 1,58
kvercetin 33,70 31,20 29,90 29,30
isoramnetin 21,40 14,60 9,36 8,97
Flavonoli kvercitrin 0,89 1,62 1,81 1,93
kaempferol-3-O-glukozide 1,68 1,71 1,86 0,80
hiperozid 0,85 0,68 0,11 0,43
kvercetin-3-O-glukosid 0,96 0,31 1,72 0,59
rutin 1,01 1,11 1,34 0,53
Flavanoni naringenin 1,82 1,70 1,82 1,06
Flavanoli katehin n.d. 17,20 5,91 21,90
epikatehin 3,92 n.d. n.d. n.d.
Biflavonoid amentoflavon 32,40 17,20 7,79 6,60
lzoflavonoidi daidzein 0,86 0,53 n.d. n.d.
genistein 0,51 0,37 0,30 0,21
Ukupno 167,98 133,35 90,16 88,82
p-hidroksibenzoeva kis. 10,10 141,00 465,00 184,00
protokatehinska kis. 2,06 1,82 18,20 8,57
. . . genistinska kis. n.d. n.d. 32,10 24,90
Hidroksibenzoeve kis. vanilinska acid n.d. n.d. 45,60 44,70
galna kis. 9,30 11,40 16,80 22,00
siringinska kis. n.d. 6,02 59,10 30,10
p-kumarinska kis. 1,56 1,21 1,49 1,28
Hidroksicinamiéne Kis. o-kumarinska kis. 0,81 1,16 0,79 0,74
ferulinska kis. 2,12 n.d. 2,66 2,12
kafena kis. 1,72 1,53 3,26 2,33
Ukupno 27,67 164,14 645,00 320,74
eskuletin n.d. 0,78 26,20 2,87
Kumarini skopoletin 4,22 1,66 0,59 n.d.
umbeliferon 1,40 1,13 1,37 1,13
Cikloheksankarbksilna kis.  hininskakis. 2,72 80,40 8,84 98,70
Hlorogena kis. 5-O-kafenohinska kis. 2,29 2,93 4,13 2,41
UKUPNO 206,27 384,39 776,29 514,66

n.d. - nije detektovano
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Tabela 17. Detektovana fenolna jedinjenja u ekstraktima vrste A. strobiliformis

Ekstrakti (ug/g s.m.)

Klasa ledinjenje PSH H,0 EtOH  MeOH
Biflavonoid amentoflavon n.d. 19,70 19,70 30,90
Ukupno - 19,70 19,70 30,90
Hidroksibenzoeve kis. p-hidroksibenzoeva kis. n.d. 40,10 56,70 31,30
protokatehinska kis. n.d. 2,24 2,67 3,37
Ukupno - 42,34 59,37 34,67
Cikloheksankarboksilna kis. hininskakis. 33,50 452,00 n.d. 135,00
UKUPNO 33,50 514,30 79,10 200,60

n.d. - nije detektovano

Tabela 18. Detektovana fenolna jedinjenja u ekstraktima vrste H. repandum

Ekstrakti (ug/g s.m.)

Klasa Jedinjenje PSH H,0 EtOH MeOH
baikalein n.d. n.d. 2,23 2,33
Flavoni luteolin n.d. n.d. n.d. 9,65
apigenin-7-0-glukozid n.d. n.d. n.d. 4,15
Biflavonoid amentoflavon n.d. 22,50 22,50 43,6
Ukupno - 22,50 24,73 59,73
. . . -hidroksibenzoeva kis. n.d. 9,64 5,59 16,8
Hidroksibenzoeve kis. Erotokatehinska kis. n.d. n.d. 3,89 n.d.
cimetna kis. n.d. n.d. n.d. 137,00
. - Ly . -kumarinska kis. n.d. n.d. n.d. 2,13
Hidroksicinamicne kis. z-kumarinska kis. n.d. n.d. n.d. 0,96
kafena kis. n.d. n.d. n.d. 8,12
Ukupno - 9,64 9,48 148,21
Cikloheksankarboksilna kis. hininskakis. 182,00 542,00 610,00 194,00
UKUPNO 182,00 574,30 643,81 418,92

n.d. - nije detektovano

94



Doktorska disertacija Ljiljana Janjusevic

5.2.5. Korelacije sadrzaja UF i UFl sa antiradikalskim i antioksidacionim testovima

U cilju poredenja rezultata, dobijenih spektrofotometrijskim i polarografskom
metodom, kao i poredenja sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida sa ispoljenim
antioksidativnim aktivnostima, uradena je korelaciona analiza (Tabela 19).

Svi testovi medusobno pokazuju pozitivhu korelaciju (r2 0,64 - 0,95), a postoji
znatajna pozitivna korelacija (r’, p < 0,05) izmedu ukupnog sadrzaja fenola i primenjenih
testova i krecu se u opsegu od 0,70 do 0,92 u zavisnosti od metode, kao i u slu¢aju ukupnih
flavonoida gde se vrednosti korelacija kre¢u u opsegu od 0,77 do 0,93. Korelacija izmedu
polarografske i spektrofotometrijskih metoda je takode statisticki znacajna i krece se u
opsegu 0,64 do 0,94.

HPMC metaoda najbolje korelira sa O, i FRAP metodom (0,94 i 0,90, navedenim

redosledom).

Tabela 19. Koeficijenti korelacije izmedu OH", 0,", NO®, ABTS™, DPPH", FRAP, HPMC, UF i Ufl

OH 0, NO ABTS DPPH FRAP  HPMC UF UFI
OH 1 0,83 08 073 081 0,71 0,64 0,70 0,80
o, 1 08 08 0,95 0,94 0,94 0,92 0,93
NO 1 086 0,91 0,92 0,84 0,84 0,80
ABTS 1 0,92 0,81 0,89 0,79 0,77
DPPH 1 0,76 0,87 0,83 0,84
FRAP 1 0,90 0,85 0,83
HPMC 1 0,75 0,84
UF 1 0,94
UFI 1

* Koeficijenti korelacije su statisticki znacajni na nivou p < 0,05.
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5.2.6. Organske kiseline

Kod vedine analiziranih vrsta gljiva najdominantnije organske kiseline su hininskai
¢ilibarna, a kod vrste P. porrigens u veéem sadrzaju prisutna je, pored hinske, i buterna
kiselina. U uzorku vrste B. adusta detektovano je najviSe organskih kiselina, ukupno sedam
(oksalna, jabuc¢na, hinska, ¢ilibarna, mravlja, propionska i buterna), a u najve¢em sadrzaju
prisutna je propionska kiselina. Kod vrste P. porrigens detektovano je pet kiselina (najveci
sadrZaj Cilibarne kiseline), u uzorku vrste S. hirsutum pet (najdominantnija — hininska kis.), S.
subtomentosum pet (najveéi sadriaj hinske kis.), T. versicolor pet (najdominantnija —
hininska kis.), A. strobiliformis $est (najdominantnija — hininska kis.), H. repandum | Cetiri
(najdominantnija — ¢ilibarna) i H. repandum Il Sest (najdominantnija — hininska kis.). Razlika
u sadrzaju detektovanih kiselina izmedu vrsta H. repandum | i Il postoji kako u broju

detektovanih kiselina tako i u njihovom sadrzaju.

Tabela 20. Sadrzaj organskih kiselina u analiziranim vrstama gljiva (mg/g s.m.)

mg/gs.m. BA PP SH SS TV AS HR HR I
oksalna kiselina 0,41 1,88 6,86 4,44 6,36 n.d. 0,76 0,17
limunska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
vinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
jabucna kiselina 3,06 0,50 0,23 n.d. n.d. 1,88 n.d. n.d.
askorbinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
hininska kiselina 11,27 5,81 77,00 27,86 39,42 33,49 26,36 6,64
¢ilibarna kiselina 3,79 20,51 18,25 4,59 20,25 3,04 72,62 1,51
mravlja kiselina 0,77 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,13 n.d. 0,70
siretna kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
propionska kiselina 26,89 n.d. n.d. 7,22 4,02 9,23 n.d. 1,76
buterna kiselina 2,61 2,49 8,71 20,18 16,22 0,84 4,00 0,70

96



Doktorska disertacija Ljiljana Janjusevic

5.2.7. Masne kiseline

Radi definisanja sastava masnih kiselina uzorci su analizirani na gasnom
hromatogramu (GC). Rezultati GC analize su pokazali da je od ukupno 36 metil-estara
masnih kiselina u ispitivanim vrstama detektovano 30 (Tabela 21). Kada su u pitanju
lignikolne vrste, 18 masnih kiselina je detektovano u uzorku vrste B. adusta, 20 u uzorku
vrste P. porrigens, 25 u uzorku vrste S. hirsutum, 26 u uzorku vrste S. subtomentosum, dok je
u terikolnim vrstama detektovano 20 masnih kiselina u uzorku vrste A. strobiliformis, 26 u
uzorku vrste H. repandum 1i 19 u uzorku H. repandum |II.

Kod vrsta B. adusta i S. hirsutum dominantna masna kiselina je linolna (C18:2n6c) sa
procentualnim udelom od 50,13 % i 40 %, navedenim redom. Kod vrste P. porrigens
najzastupljenija je behenska kiselina (C22:06) sa udelom od 30,57 %, a kod vrste
S. subtomentosum cis-5,8,11,14,17 - eikosapenteanska kiselina (C20:5n3) sa udelom od
23,58 %. Sto se ti¢e terikolnih vrsta A. strobiliformis u najveéem procentu sadrZi
palmitoleinsku kiselinu (C16:01), dok je kod vrste H. repandum sa oba lokaliteta
najzastupljenija oleinska kiselina (C18:1n9c) ali sa razli¢itim udelom H. repandum | - 31,81 %
i H. repandum |l sa ¢ak 52,14%.
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Tabela 21. Rezultati GC analize metil-estara masnih kiselina (%)

MK BA PP SH SS AS HRI HRII
1 C6:0 0,47 1,22 0,81 0,00 0,68 0,07 0,00
2 8:00 0,00 0,47 0,12 0,10 0,47 0,02 0,00
3 10:00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 11:00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00
5 12:00 0,16 0,00 0,07 0,15 0,53 0,00 0,00
6 13:00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 14:00 0,41 1,25 0,59 0,13 6,53 0,04 0,07
8 14:01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9 15:00 1,43 5,65 0,91 0,16 4,55 0,18 0,78
10 15:01 0,00 0,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
11 16:00 17,75 0,00 14,13 2,24 0,00 8,82 9,97
12 16:01 4,64 6,95 1,73 0,30 21,71 0,18 0,27
13 17:00 0,36 2,41 0,55 0,06 0,80 0,12 0,12
14 17:01 0,49 2,25 0,33 0,16 0,75 0,08 1,15
15 18:00 1,31 12,70 6,60 1,28 0,00 1,97 2,75
16 18:1n9t 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 18:1n9c 16,08 0,00 26,81 4,82 1,33 31,81 52,14
18 18:2n6t 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
19 18:2n6c¢ 50,13 0,00 40,00 12,30 1,08 26,71 30,93
20 20:00 0,00 0,00 0,47 1,56 9,83 0,18 0,08
21 18:3n6 0,00 11,20 0,00 2,06 0,98 0,42 0,00
22 20:01 0,50 1,37 0,38 6,83 0,00 0,19 0,10
23 18:3n3 0,00 2,11 0,13 2,77 8,48 0,20 0,10
24 21:00 1,16 0,80 0,11 3,10 0,00 0,19 0,00
25 20:02 0,64 0,00 0,40 11,26 9,25 0,53 0,09
26 22:00 0,43 3,48 1,14 2,60 9,39 0,48 0,10
27 20:3n6 0,00 1,40 0,00 0,65 0,00 0,52 0,00
28 22:1n9 0,00 0,00 0,18 0,00 0,65 23,73 0,05
29 20:3n3 0,00 0,00 0,00 1,34 0,00 0,00 0,00
30 20:4n6 0,00 4,31 0,47 0,16 1,45 0,36 0,00
31 23:00 0,00 6,14 0,17 0,00 0,00 0,61 0,57
32 22:06 2,08 30,57 0,65 3,22 2,84 1,00 0,12
33  24:00:00 0,92 1,70 1,45 18,40 16,87 0,64 0,23
34 20:5n3 1,05 3,61 0,33 23,58 1,82 0,36 0,38
35  24:01:00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
36 22:6n3 0,00 0,00 1,48 0,70 0,57 0,00 0,00

MK - masna kiselina; BA - B. adusta; PP - P. porrigens; SH - S. hirsutum; SS - S. subtomentosum; AS - A.
strobiliformis; HR | - H. repandum | ; H. repandum ||
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Kod svih ispitivanih lignikolnih gljiva najzastupljenije su polinezasicene masne
kiseline (Slika 50). Medu terikolnim vrstama, kod vrste A. strobiliformis najzastupljnije su
zasi¢ene masne kiseline, dok je kod vrste H. repandum (sa oba lokaliteta) najvedi sadrzaj

mononezasic¢enih masnih kiselina.
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Slika 50. Uporedni prikaz sadrzaja zasi¢enih (SFA), mononezasi¢enih (MUFA)

i polinezasi¢enih (PUFA) i ukupnih nezasi¢enih (UFA) masnih kiselina

Na osnovu prikazanih rezultata jasno se uoCava da je sadrzaj polinezasi¢enih masnih
kiselina vedi kog lignikolnih u odnosu na ispitivane terikolne vrste. Takode, primecujemo i da
je sadrzaj svih masnih kiselina kod vrsta H. repandum sa razliCitih lokaliteta bio podjednako
zastupljen.

Gljive poseduju veoma efikasan mehanizam koji im omogucava da lako preuzmu
minerale iz ekosistema u poredenju sa biljkama koje rastu u slicnim uslovima (Svoboda i sar.,
2000). Stoga, one se mogu koristiti direktno u ishrani i promociji zdravlja, imajuci
prednost u smislu aditivnih i sinergistickih efekata svih prisutnih bioaktivnih jedinjenja (Vaz i
sar., 2010; Pereira i sar., 2012).
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5.2.8. Biogeni elementi

Na osnovu srednjih vrednosti sadrzaja makroelemenata (Tabela 22) uocava se da su
terikolne vrste statisti¢ki zna&ajno bolji akumulatori K* u odnosu na analizirane lignikolne
vrste. Sa druge strane, srednje vrednosti sadrzaja Ca** i Mg”* priblizno su iste u lignikolnim i
terikolnim vrstama. Kada posmatramo sadrzaj K™ u lignikolnim vrstama vidimo da se i tu
izdvajaju dve statisticki znacajne grupe, pa tako prvoj grupi pripadaju vrste S.
subtomentosum i T. versicolor (2,05 i 1,80 mg/g), dok se u drugu grupu svrstavaju vrste B.
adusta, P. porrigens i S. hirsutum. Medu terikolnim vrstama sadrzaj K* i Ca* statisti¢ki se

znadajno ne razlikuje, dok se prema sadrzaju Mg** izdvajaju dve statisticki znacajne grupe.

Tabela 22. Sadrzaj makroelemenata u plodnim telima ispitivanih gljiva

K Mgz+ Ca®
Vrsta

mg/g mg/g mg/g
B. adusta 0,56+0,01" 0,55+0,03° 2,64+0,13%
P. porrigens 0,005+0,001° 0,59+0,03°" 2,51+0,12"
S. hirsutum 0,02+0,01° 0,54+0,02° 2,52+0,13°
S. subtomentosum 2,05+0,10° 0,69+0,04°" 3,04+0,15%"
T. versicolor 1,80+0,09" 0,57+0,03° 2,06+0,10°"
Lignikolne 0,96 0,60 2,53
A. strobiliformis 14,50+0,72° 0,70+0,04° 2,3610,12°
H. repandum | 14,59+0,73° 0,5610,03° 2,46+0,12""
H. repandum I 14,55+0,72° 0,54+0,02° 2,39+0,12°
Terikolne 14,48 0,60 2,40
Srednja vr. 7,72 0,60 2,47

,b,c,d, . v eyl . . s pevpe v _ . Y
#24%€ yrednosti u kolonama oznaéene razli¢itim slovima statisti¢ki se zna¢ajno razlikuju

ukey test, p<0,01i *p<0,
(Tukey HSD 0,01 *p<0,05)

U ispitivanim lignikolnim gljivama, od makroelemenata najviée je zastupljen Ca’* &ije
su se koncentracije kretale od 3,04 mg/g kod vrste S. subtomentosum do 2,06 mg/g kod
vrste T. versicolor, dok je kod terikolnih vrsta najzastupljeniji kalcijum (K*) sa najve¢om
koncentracijom kod vrste H. repandum 1 i Il (14,59 mg/g i 14,55 mg/g) i najmanjom
koncentracijom kod vrste P. porrigens (0,005 mg/g). Generalno, u ispitivanim lignikolnim
vrstama sad?aj Ca®* je skoro pet puta vi$i u odnosu na sadrzaj K* i Mg*, dok je kod
terikolnih vrsta sadraj K" ¢ak 24 puta visi u odnosu na sadrzaj Mg®* i 6 puta vi§i u odnosu na
sadr?aj Ca**. Ukoliko poredimo sadriaj elemenata u plodnim telima vrste H. repandum sa
razlicitih lokaliteta, uo¢avamo da je sadrzaj sva tri analizirana makroelementa priblizno isti,

odnosno ne postoji statisticki znacajna razlika medu zabelezenim vrednostima.

100



Doktorska disertacija Ljiljana Janjusevic

Sadrzaj mikroelemenata znacajno varira medu analiziranim vrstama (Tabela 23). Na
osnovu srednjih vrednosti za lignikolne i terikolne vrste uoCava se bolja sposobnost
akumulacije analiziranih elemenata od strane terikolnih vrsta. Konkretno, srednja vrednost
sadrZaja Fe** skoro je pet puta veca u terikolnim nego u lignikolnim vrstama, sadrzaj Cu®* tri
puta vedi u terikolnim vrstama, sadrzaj Zn** i Mn** skoro dva puta veéi, dok je sadrzaj Cd**
priblizno isti za ove dve ekolo3ke grupe gljiva. Treba ista¢i da su sadrzaji Fe**, Zn®*, Cu** i cd**
dosta varirali medu analiziranim vrstama pa se na osnovu toga izdvojilo 6 statisticki
znacajnih grupa, dok su se prema sadrzaju Mn** izdvojile tri grupe: prvu grupu ¢ine sve
analizirane lignikolne vrste, drugoj grupi pripadaju vrste H. repandum 1i I, dok se u posebnu
grupu izdvojila vrsta A. strobiliformis u kojoj je zabeleZzen najnizi sadrzaj pomenutog
elementa (9,33 mg/kg).

Kada posmatramo pojedina¢ne vrste, najbogatiji sadrzaj Mn®*i Fe®* imale su vrste H.
repandum i i ll, Zn** i Cu®* imala je vrsta A. strobiliformis, dok je Cu** najvise bilo u vrsti H.
repandum 1. Analizirane vrste H. repandum | i Il znacajnije su se razlikovale samo prema

sadrzaju Fe®* i cd™.

Tabela 23. Sadrzaj mikroelemenata u plodnim telima ispitivanih gljiva

Vrsta Mn?* Fe** n™ cu* cd*
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

BA 33,25+1,66" 136,54+6,82° 42,1242,12% 6,36+0,32% 1,48+0,07%
PP 35,43+1,78° 129,29+6,43¢ 65,62+3,28" 19,27+0,96° 2,18+0,11°
SH 34,24+1,13° 194,84+8,13° 34,14+1,71° 4,83+0,24% 0,90+0,04"
SS 31,23+1,56" 164,79+8,24% 15,74+0,79" 8,06+0,40%" 0,97+0,05"
Y 32,85+1,64° 60,27+3,03" 11,32+0,57' 1,29+0,06' 1,85+0,09°
Lignikolne 33,45 137,30 31,71 8,36 1,47
AS 9,33+0,47° 354,85+7,75° 81,97+4,09° 38,07+1,91° 1,37+0,07°
HR I 80,20+3,23"  893,36+23,66° 47,03+2,35° 22,02+1,12" 2,92+0,15°
HR I 81,35+3,78" 745,24+26,73" 46,27+2,31° 21,54+1,08" 1,22+0,06°"
Terikolne 56,96 664,48 58,42 27,21 1,83
Srednja vr. 45,20 400,89 45,06 17,79 1,65

BA - B. adusta, PP - P. porrigens, SH - S. hirsutum, SS - S. subtomentosum, TV - T. versicolor, AS - A.
strobiliformis, HR | - H. repandum |, HR Il - H. repandum 11; L - lignikolne vrste; T - terikolne vrste;
abedel \rednosti u kolonama oznagene razligitim slovima statisticki se znacajno razlikuju (Tukey HSD test, p <

0,01 i *p<0,05)
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6. DISKUSUJA

6.1. Bioloska aktivnost

Antiradikalska aktivnost u odnosu na fizioloski relevantne radikalske vrste kao Sto su
OH®, 02", NO" i Asc" koju su ispoljili ekstrakti analiziranih vrsta gljiva veoma je posebno
vazna sa medicinskog aspekta. Pored toga, antiradikalska aktivnost ispoljena je i prema
vestackim radikalskim vrstama DPPH" i ABTS"".

OH’ predstavlja najrazorniji, a samim tim i najtoksi¢niji oblik kiseonika u bioloskim
sistemima i hrani (Pastor i sar., 2000). Zbog veoma kratkog polu-Zivota in vivo (10° s), moze
izazvati oksidativna oStecenja skoro svih vaznih biomolekula, ukljucujuéi polinezasi¢ene
masne kiseline, amino kiseline, nukleinske kiseline i proteine (Lipinski, 2011). Molekuli koji
mogu da heliraju jone metala Cinedi ih neaktivnim u Fentonovoj reakciji mogu da deluju kao
neutralizatori OH" (Lipinski, 2011).

Medu analiziranim ekstraktima kao najaktivniji antiradikalski agensi prema OH’
pokazali su se MeOH ekstrakti vecine analiziranih vrsta u odnosu na H,0 i EtOH ekstrakte, a
vrsta koja se pokazala kao najbolji antiradikalski agens spram OH® radikala bila je P.
porrigens. Visoka korelacija izmedu anti-OH aktivnosti sa jedne strane i ukupnog sadrzaja
fenola i flavonoida sa druge strane (r* 0,96 i 0,98, navedenim redom) upucuje na fenolna
jedinjenja kao odgovorna za ispoljenu aktivnost. Fenolni profil ekstrakata vrste P. porrigens
ukazuje nam da je vedi broj fenolnih jedinjenja detektovan samo u MeOH ekstraktu. Tako su
samo u MeOH ekstraktu (u odnosu na PSH, H,O i EtOH ekstrakte) vrste P. porrigens
detektovani flavoni - apigenin, luteolin, krizoeriol, apigenin-7-O-glukozid kao i cimetna i
kafena kiselina, Sto upucuje na ispoljenu aktivnost ovog ekstrakta. U poredenju sa ostalim
analiziranim vrstama u ovoj disertaciji, apigenin je prisutan joS samo u ekstraktima vrste T.
versicolor ali sa manjim sadrzajem, luteolin je prisutan kod vrste T. versicolor i H. repandum
ali u znacajno manjim koli¢inama, krizoeriol je prisutan u MeOH ekstraktu vrste S. hirsutum i
ekstraktima vrste T. versicolor, dok je apigenin-7-O glukozid prisutan u MeOH vrste H.
repandum i ekstraktima vrste T. versicolor. S obzirom da je MeOH ekstrakt vrste P. porrigens
ispoljio znacajno bolju aktivnost i od ekstrakata vrsta koja sadrze neka od pomenutih
jedinjenja, to nas navodi na zakljuak da je najverovatnije sinergizam ovih flavonoida i
fenolnih kiselina odgovoran za najbolju ispoljenu aktivnost MeOH ekstrakta vrste P.
porrigens. Hidroksilacija na prstenu B flavonoida je presudna za neutralizaciju OH" (Si i sar.,

2011; Treml i Smejkal, 2016). Naime, pokazano je da luteolin pokazuje dvostruko veéu
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aktivnost od apigenina, iako ima samo jednu hidroksilnu grupu vise na B prstenu (Si i sar.,
2011). Visok sadrzaj luteolina u MeOH ekstraktu (10,30 pg/g s.m.) i apigenina (2,54 ug/g
s.m.) analizirane vrste P. porrigens navodi na zaklju¢ak da su upravo ova jedinjenja najve¢im
delom odgovorna za ispoljenu aktivnost neutralizacije OH". Kao dobar anti-OH" agens
pokazala se protokatehininska kiselina ¢ija je aktivnost bila jednaka sa aktivno$éu troloksa (Li
i sar., 2011). Malo je podataka u literaturi koji opisuju anti-OH" aktivnost gljiva (Mau i sar.,
2002; Ribeiro i sar., 2006; Karaman, 2009; Novakovié¢, 2015; Raseta, 2016), dok podataka o
vrstama analiziranim u ovom radu gotovo da i nema, osim za vrstu T. versicolor (Karaman,
2009). Pored toga, vrsta P. porrigens odlikuje se i najvis§im sadrZajem proteina (133,46 mg
proteina/g s.m.), pored vrste A. strobiliformis (135,83 mg proteina/g s.m.).

Analizirane vrste su pokazale veoma dobru sposobnost neutralizacije 0,", koji se
smatra primarnim ROS, nastao dodavanjem jednog elektrona molekularnom obliku
kiseonika (0O;). Najve¢im delom generise se u mitohondrijama u elektron transportnom
lancu, ali moZe nastati i kao proizvod razlicitih endogenih enzimskih sistema prisutnih u celiji
(NADPH i ksantin oksidaze) (Ferreira i sar., 2009). lako se smatra veoma slabim oksidantom,
moZe ulestvovati u stvaranju sekundarnih ROS, kao $to je OH®, bilo direktni ili putem
enzimski/metal katalizujuéih procesa (Valko i sar., 2005). O, moZe biti povezan sa mnogim
bolestima, kao Sto su artritis i Alchajmerova bolest (Kovacic i sar., 2005).

Kao i kod prethodno opisanog testa, najjaca anti-O,"” aktivnost zabelezena je kod P.
porrigens. H,0 ekstrakt ispoljio je najnizu ICso vrednost (9,81 pg/mL). Kao dobri anti-O,"
agensi izdvojili su se i MeOH ekstrakt vrste H. repandum (ICsg 21,41 pg/mL), H,O ekstrakt S.
hirsutum (26,65 pg/mL) i EtOH ekstrakt T. versicolor (ICso 29,62 pg/mL). U dostupnoj
literaturi nema podataka o anti-O,"™ aktivnosti pomenutih vrsta. SnaZna anti-O, aktivnost
H,0 ekstrakta demonstrirana u radu moze biti povezana sa visokim sadrzajem polisaharida,
koji je u visokoj korelaciji sa antioksidativnom aktivno$éu prema O, radikalu (Li i sar., 2011;
Kozarski, 2012).

NO® je mali molekul koji sadrZi jedan nespareni elektron 3to ga ¢ini slobodnim
radikalom. GeneriSe se u u bioloskim sistemima, delovanjem specificnog sintaza azot oksida,
kao produkt metabolizma arginina (Valko i sar., 2005). Predstavlja snazan reaktivni radikal
koji ima ulogu sekundarnog glasnika u velikom broju razlicitih fiizioloskih procesa ukljucujuci
neurotransmisiju, regulaciju krvnog pritiska, odbrambenom mehanizmu, relaksaciji glatkih
misi¢a i imunoloskoj reakciji (Valko i sar., 2005). U ekstracelularnoj sredini NO® reaguje sa
O, i H,0 i daje nitratne i nitritne anjone. Prekomerna proizvodnja reaktivnih vrsta azota
dovodi do nitrozativnog stresa $to dovodi do osteéenja strukture i funkcije proteina. O, i
NO°®, koje tokom inflamacije stvaraju celije imunog sistema, reaguju zajedno stvarajudi

veoma oksidativne molekule, preoksinitritne anjone (ONOO). Ekstrakti analiziranih vrsta
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ispoljili su dobru anti-NO® aktivnost. Kao najbolji neutralizator NO® pokazao se MeOH
ekstrakt vrste T. versicolor (1Csp 12,87 pg/mL). Kod vedine vrsta najbolju aktivnost su ispoljili
MeOH ekstrakti Sto ukazuje na manje polarna jedinjenja kao odgovorna za ovu aktivnost.
MeOH ekstrakti lignikolnih vrsta generalno su pokazali bolju aktivnost u odnosu na EtOH i
H,O ekstrakte, pri éemu su vrednosti antiradikalske aktivnosti prema NO® kod H,0
ekstrakata bili bolji od EtOH kod sledecih vrsta: B. adusta, S. hirsutum i S. subtomentosum.
Interesantno je da nasuprot lignikolnim vrstama, kod terikolnih vrsta A. strobiliformis i H.
repandum EtOH ekstrakti pokazali su bolju aktivhost ne samo u odnosu na H;0, vec i na
MeOH ekstrakte. U studiji Nowacka i sar. (2015), koja opisuje antiradikalsku aktivnost 31
vrste divljih lignikolnih i terikolnih gljiva nije uocena znacajna razlika u aktivnostima izmedu
ove dve ekoloske grupe gljiva, pri ¢emu su neke od njih analizirane u ovom radu (B. adusta i
S. hirsutum). Bududi da su analizirane terikolne vrste bile sa razli¢itih lokaliteta (Fruska gora,
Tara), a ipak su imale sli¢an tip aktivnosti prema NO® moZe se pretpostaviti da je uticaj
neposrednog supstrata (drvo, zemljiSte) kao i ekoloSka pripadnost gljive, od znacajnog
uticaja na sam mehanizam njihove antiradikalske aktivnostii da uprovo u ovom pravcu treba
nastaviti buduca istrazivanja.
Askorbat (redukovana forma vitamina C) je vazan antiradikalski agens i antioksidans
u ljudskoj plazmi. On moze donirati atom vodonika molekulu slobodnog radikala ¢ime se
neutralie slobodni radikal, dok on sam postaje radikal askorbata (Asc’). AscH- se lako
regeneriSe iz Asc’ sa NADH ili NADPH-zavisnim reduktazama. Prirodni antioksidansi, poput
gliiva odnosno njihove bioaktivne supstance, mogu biti dobri neutralizatori Asc’. H,0
ekstrakti analiziranih vrsta gljiva su ispoljile odredeni procenat neutralizacije Asc’, pri ¢emu
se H,0 ekstrakt S. hirsutum izdvaja kao najpotentniji agens neutraliSuéi 47 % Asc’, a zatim i
H,O ekstrakt vrste H. repandum 41,65 %. Ranija istrazivanja su pokazala da hidrodestilatni
ekstrakti vrsta Fomes fomentariu i Schizophylum commune u znatnoj meri (50,60 % i 70,40
%, navedenim redom) neutralisu Asc” (Glumac i sar., 2016). U literaturi ne postoje podaci
koji bi ukazali na anti - Asc” potencija analiziranih vrsta gljiva u ovoj disertaciji.
Na osnovu sposobnosti neutralizacije fizioloski relevantnih slobodnih radikala isticu
se ekstrakti sledecih vrsta:
e MeOH ekstrakt P. porrigens i H,0 ekstrakt T. versicolor prema OH";
e H,0 ekstrakt vrste P. porrigensi MeOH ekstrakt H. repandum prema O,";
e MeOH ekstrakt T. versicolor prema NO°;
e H,0 ekstrakt S. hirsutum prema Asc’.
Na osnovu ispoljenih aktivnosti moze se primetiti da su najpotentniji bili H,O i MeOH

ekstrakti Sto navodi na pretpostavku da su najbolji antiradikalski agensi uglavhom polarna i
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manje polarna jedinjenja. Medu analiziranim vrstama kao najbolji antiradikalski agens isticu
se lignikolne vrste P. porrigens i T. versicolor.

DPPH’, protonovani je radikal, koji ima specifiénu maksimalnu apsorbancu na 517
nm, koja se smanjuje neutralisanjem proton radikala. Najbolju anti-DPPH" ispoljio je MeOH
ekstrakt S. subtomentosum. Pozitivha korelacija izmedu anti-DPPH" aktivnosti i ukupnog
sadrZaja fenola potvrdena je u mnogim studijama (Oki i sar., 2002; Singh i sar., 2008). lako
dobijene korelacije anti-DPPH" aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola i ukupnih flavonoida kod
analiziranih gljiva nisu bile jako visoke (r* 0,83 i 0,84, navedenim redom), raznovrsnost i
sadrZaj fenolnih jedinjenja koja su detektovana HPLC/MS-MS analizom u MeOH ekstraktu S.
subtomentosum pokazuju visoku sposobnost neutralizacije DPPH". MeOH ekstrakt vrste S.
subtomentosum ima najvedi sadrzaj fenolnih jedinjenja (747,70 pg/g s.m.) i od toga najveci
sadrZaj fenolnih kiselina (375,40 pg/g s.m.) medu analiziranim ekstraktima. Kampferol koji je
detektovan samo u MeOH ekstraktu S. subtomentosum (16,50 pg/g s.m.) i prisutan jo$ samo
u ekstraktima vrste T. versicolor ali sa znatno manjim sadrZzajem (1,58 - 2,15 ug/g s.m.),
pokazao je vrlo visoku aktivnost neutralizacije DPPH" (92,61 % pri konc. 25 pg/mL) (Singh i
sar., 2008). Pored toga, najveli sadrzaj protokatehinske (207,00 pg/g s.m.) i galne kiseline
(104,00 pg/g s.m.) u odnosu na analizirane ekstrakte svih ostalih vrsta najverovatnije je
odgovoran za postignutu aktivnost. Ranija istrazivanja su potvrdila jaku anti-DPPH" aktivnost
galne kiseline (ICso 29,5 uM) (Yen i sar., 2002; Sroka i Cisowski, 2003; Badhani i sar., 2015).
Protokatehinska kiselina je takode pokazala veoma dobru anti-DPPH aktivnost sa ICso 1,18
ug/mL (Liisar., 2011).

Poredeci lignikolne i terikolne vrste generalno prema ispoljenoj antiradikalskoj
aktivnosti, utvrdeno je da ne postoji znacajna razlika medu ovim ekoloSkim grupama gljiva.
Jedini dostupni podaci o aktivnosti vrste B. adusta dobijeni su u studiji Nowacka i sar. (2015)
gde je vrsta B. adusta ispoljila antiradikalsku aktivnost pri koncentraciji ICsg 16,87 mg/mg
DPPH’. U literaturi postoje podaci koji potvrduju anti-DPPH" aktivnost vrste P. porrigens
poreklom iz Nigerije, sa 63,37 % neutralizacija DPPH radikala (Okoro, 2012). Ebrahimzadeh i
sar. (2010) u svojoj studiji beleze aktivhost MeOH ekstrakta vrste P. porrigens poreklom iz
Irana. Analizirani ekstrakti S. hirsutum pokazali su znatno bolju aktivnost neutralizacije
DPPH® (ICso H,0-46,41, MeOH-58,60 i EtOH-216,74 ug/mL) u poredenju sa aktivnos¢u koja
je dobijena za etil-acetatni ekstrakt vrste S. hirsutum poreklom iz Cilea (ICso 768,20 pg/mL)
(Torres i sar., 2016). Dobijene vrednosti ukazuju da su H,O i MeOH bolji rastvaraci za
jedinjenja sa anti-DPPH" aktivno3¢u. To potvrduje i MeOH ekstrakt analizirane vrste S.
subtomentosum koji je postigao anti-DPPH" pri veoma niskoj koncentraciji (ICso 4,60
ug/mL), koji je ujedno i najbolji medu analiziranim ekstraktima svih ispitivanih vrsta.

Medutim, literaturni podaci ukazuju na slabiju aktivhost MeOH ekstrakt vrste S.
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subtomentosum (ICsg 239,30 pg/mL) (Karaman i sar. ,2010) u odnosu na analiziranu vrstu u
ovoj disertaciji. Objasnjenje za ovako razliite ,odgovore” istih vrsta svakako moze biti
razlika u hemijskom sastavu ovih vrsta, a pre svega u njihovom fenolnom profilu koji je
posledica razli¢itog porekla samih izolata Cija su plodna tela anlizirana, a na koja znacajno
uticu mikroklimatski i drugi ekoloski faktori (sastav supstrata, biocenoze, itd.).

ABTS test predstavlja drugu liniju antiradikalske odbrane ekstrakata preko supresije
inicijacije ili propagacije lancanih reakcija (Sheena i sar., 2003). Karakteristika ABTS testa je
da ekstrakt deluje ili po mehanizmu inhibicije ili “hvatanja“ ABTS® radikala (Ferreira i sar.,
2009). Najbolju anti-ABTS™" ispoljili su H,O i MeOH ekstrakti, dok su PSH ekstrakti ispoljili
najslabiju sposobnost neutralizacije ABTS™*. Na osnovu toga, moZe se pretpostaviti da
polisaharidi nisu u znatnoj meri odgovorni za ispoljene aktivnosti, iako je poynato da oni
pokazuju sposobnost neutralizacije ABTS'" (Zhang i sar., 2015). Na osnovu biohemijskog
sastava samih ekstrakata odnosno primenjenih rastvaraCa prilikom njihove pripreme,
oCekuje se da bi jedinjenja koja su odgovorna ya ispoljavanje ove aktivnosti mogla da budu
vise polarna jedinjenja. Bududi da je najbolju aktivnost ispoljio H,O ekstrakt vrste B. adusta
odgovorno fenolno jedinjenje mogla bi da bude gentistinska kiselina &ija je anti-ABTS'*
aktivnost potvrdena ranije (ICso 15,562 uM) (Biskup i sar., 2013).

Antioksidativna aktivnost ekstrakata analiziranih gljiva, pored antiradikalske
aktivnosti (detaljno opisane u prethodnom tekstu), procenjena je i na osnovu njihove
sposobnosti da redukuju Fe** jona, kao i primenom HPMC metode.

U istraZzivanju sprovedenom od strane Tanaka i sar. (1988) utvrdeno je da je
antioksidativna aktivnost u korelaciji sa porastom redukcione sposobnosti. Stoga su
sprovedena ispitivanja redukcione sposobnosti svih analiziranih ekstrakata gljiva, na osnovu
FRAP testa. Najbolju redukcionu sposobnost ispoljili su PSH ekstrakti analiziranih vrsta.
Prema literaturnim podacima, PSH ekstrakati .G. lucidum i P. Linteus imaju dobru redukcionu
sposobnost pri cemu je zapazena visoka korelacija izmedu dobijenih aktivnosti i ukupnog
sadrzaja glukana i fenola (Kozarski i sar., 2011). .Na osnovu fenolnog profila i FTIR analize
utvrdeno je da su u PSH ekstraktima prisutna fenolna jedinjenja. Smatra se da bi upravo
polisaharidno-fenolni kompleksi mogli biti odgovorni za dobru redukcionu sposobnost PSH
ekstrakata (Kozarski i sar., 2011). To bi mogao da bude slu¢aj i sa PSH ekstraktima
analiziranim u ovom radu. Najbolji redukcioni potencijal ispoljio je PSH ekstrakt A.
strobiliformis, na osnovu Cijeg fenolnog profila uo¢avamo samo sadrzaj hininske kiseline
(33,50 pg/g s.m.), kao i na osnovu FTIR spektra na kome se uocavaju trake u oblasti 1410 —
1310 cm™ specifiéne za OH grupe fenolnih jedinjenja. Na redukcionu sposobnost PSH

ekstrakata utice i sadrZzaj monosaharida. PSH ekstrakti sa ve¢im sadrzajem glukoze i manjim
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sadrZajem ksiloze i galaktoze pokazuju bolju redukcionu sposobnost (Zhang i sar., 2015). PSH
ekstrakt vrste A. strobiliformis kao najdominantniju monosaharidnu komponentu sadrZi
upravo glukozu, dok je sadrzaj galaktoze znatno maniji a ksiloza se nalazi samo u tragovima.
EtOH ekstrakt vrste Polypous squamosus, koja je prema taksonomskoj pripadnosti
(fam. Polyporaceae) slicna analiziranoj vrsti T. versicolor (Dimitrijevi¢ i sar., 2015) pokazao je
manju aktivnost (51,94 mg ekv. troloksa/g s.m) u odnosu na ispitivani EtOH ekstrakt T.
versicolor (94,74 mg ekv. troloksa/g s.m.). Analizirana vrsta A. strobiliformis moZe se
uporediti sa vrstom Amanita caesarea (fam. Amanitaceae) analiziranom u okviru prethodno
pomenute studije, Ciji je EtOH ekstrakt ostvario nesto veci potencijal neutralizacije ABTS
radikala (74,98 mg ekv. troloksa/g s.m.). Ovakvi rezultati su u suprotnosti s onima dobijenim
prilikom ispitivanja razli¢itih lignikolnih i terikolnih vrsta makrogljiva sa podrucja Isto¢ne
Srbije (okolina Zajecara), gde su EtOH ekstrakti ispoljili bolji redoks potencijal u odnosu na
H,0 ekstrakte (Novakovi¢, 2015), kao i sa literaturnim podacima za lignikolne vrste poreklom
sa Fruske Gore F. fomentarius i M. giganteus (Karaman, 2009) kod kojih su EtOH ekstrakti
pokazali jaci redoks potencijal u odnosu na MeOH., sto je u skladu sa rezultatima dobijenim
u radu koji proucava autohtone lignikolne vrste roda Ganoderma (Raseta, 2016).
Na osnovu merenja antioksidativne aktivnosti, odnosno redukcione sposobnosti
HPMC metodom, najveéu aktivnost imaju MeOH i H,O ekstrakti sto ukazuje da su polarna
jedinjenja odgovorna za ispoljenu aktivnost. Na osnovu korelacije izmedu rezultata HPMC
metode sa jedne strane i ukupnog sadrzaja fenola (UF) i flavonoida (Ufl) sa druge strane
(0,75 i 0,84, navedenim redom) moze se zakljuciti da Ufl vise od UF doprinose ukupnoj
antioksidativnoj aktivnosti. To je potvrdeno i analizom Cistih fenolnih supstanci, gde se
aktivnoscéu isticu flavonoidi u odnosu na fenolne kiseline (Suznjevi¢ i sar., 2015). U
pomenutom radu isti¢e se da hidroksibenzoeve i cimetne kiseline, kao jedinjenja sa jednom
slobodnom OH grupom, imaju nisku antioksidantnu aktivnost, Sto je potvrdeno i MRAP i
HPMC metodama. Ono $to je dominantno u svim ekstraktima koji su ispoljili visoku
antioksidativnu aktivnost jeste hininska kiselina. Hininska kiselina koja ima Cetiri slobodne
OH grupe mogla bi da predstavlja dobar antioksidans, medutim u organizmu se brzo
metaboliSe, Sto su pokazale analize razli¢itih seruma u kojima nije bilo pomenute kiseline
(Pero, 2009). Pored hininske kiseline, u ekstraktima vrste A. strobiliformis prisutan je i
biflavonoid amentoflavon, ali i kod vecine ekstrakata svih analiziranih vrsta. Fenolni profil
H,O ekstrakta vrste A. strobiliformis ne istiCe se prema sadrZaju ni prema raznovrsnosti
detektovanih jedinjenja. Stoga pretpostavka je da pored fenolnih jedinjenja antioksidativnoj
aktivnosti doprinose i druga jedinjenja. To bi svakako mogli da budu polisaharidi ¢ija je
antioksidativna aktivnost dosta opisivana (Kozarski i sar., 2012; Ren i sar., 2014), ali i proteini

na osnovu Cijeg se ukupnog sadrzaja vrsta A. strobiliformis isti¢e kao najbogatija (135,83 mg
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proteina/g s.m.). Pored toga, detektovane organske kiseline - jabucna i propionska mogle bi

da doprinesu ispoljenoj aktivnosti.

Antimikrobna aktivnost

Uzrok vece otpornosti Gram-negativnih bakterija koja je potvrdena i naSim
rezultatima, najverovatnije je sloZzena grada Celijskog zida koji, za razliku od éelijskog zida
Gram-pozitivnih bakterija, sadrzi lipopolisaharidni sloj odrzavajuci povrsinu celije visoko
hidrofilnom. Na taj nacin onemogucava se prodiranje hidrofobnim jedinjenjima kao Sto su
steroli i terpeni koji mogu biti prisutni u analiziranim ekstraktima (Karaman i sar., 2009).

U literaturi se istice antibakterijska aktivnost EtOH ekstrakta lignikolne vrste B.
adusta, prema Gram-pozitivnim (S. epidermidis, S. aureus, B. subtilis, M. luteus) i Gram-
negativnim (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. mirabilis) bakterijama sa rasponom MIC
vrednosti od 1,25 do 5 mg/mL (Nowacka i sar., 2015).

U radu Levy i sar. (2000) jedinjenja izolovana iz ekstrakta micelije vrste B. adusta u
potopljenoj kulturi, potvrdeno je da imaju antibakterijsku aktivnost prema Gram-pozitivnim
sojevima. Metaboliti plodnog tela gljiva obi¢no se razlikuju od produkata metabolizma koje
micelija produkuje u te¢nom medijumu, s obzirom da hemijski sastav gljiva u znatnoj meri
zavisi od sastava supstrata (Kim i sar., 2008; Karaman i sar., 2012). S tim u vezi, ispitivanje
potopljenih kultura (rast micelije u kontrolisanim uslovima, sa tacno definisanim hemijskim
sastavom podloge) predstavlja korak dalje u sagledavanju njihove bioaktivnosti.

Dva sterola 5a,8a-endoperoxid, izolovana iz vrste S. hirsutum (Bu i sar., 2014),
ispoljila su aktivnost prema referentnom soju M. tuberculosis H37Rv sa MIC-om na 16 pg/mL
(Cateni i sar., 2007). U radu Nowaca i sar. (2015) istaknuto je antibakterijsko delovanje S.
hirsutum prema Gram-pozitivnim (S. epidermidis, S. aureus, B. subtilis, M. luteus) i Gram-
negativnim (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. mirabilis) bakterijama ¢ije su se MIC
vrednosti kretale od 2,5 do 5 mg/mL. U studiji sprovedenoj od strane Hleba i sar. (2014)
MeOH ekstrakt vrste T. versicolor ispoljio je aktivhost prema Gram-negativnim sojevima, dok
za Gram-pozitivne sojeve antimikrobna aktivnost nije odredena u ispitivanom opsegu
koncentracija. Medutim, istraZivanja sprovedena u studiji Karaman i sar. (2009) ukazuju na
veoma dobru antibakterijsku aktivhost MeOH ekstrakta pomenute vrste Cije su se vrednosti
MIC kretale od < 0,017 do 2,25 mg/mL, kako prema Gram-negativnim tako i prema Gram-
pozitivhim sojevima.

MeOH ekstrakt T. versicolor inhibiSe rast Bacillus sp. (Karaman i sar., 2010), dok je S.
aureus bio osetljiv na MeOH ekstrakte, kao i etil acetatne, dihlormetanske i acetonske
ekstrakte (Yamac i Bilgili, 2006; Karaman i sar., 2010). U studiji Chu i sar. (2002) navodi se da
seskviterpen, koriolan, izolovan iz vrste C. versicolor, inhibira rast Gram-pozitivnih bakterija.

Pored toga, Alves i sar. (2013) testirali su antimikrobnu aktivnost fenolnih jedinjenja
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identifikovanih u gljivama, pri cemu su S. aureus, S. epidermidis i L. monocitogenes inhibirani
pretpostavlja se, od protokatehinske i kafeinske kiseline koje su detektovane u plodnom telu
C. versicolor (MIC 1 mg/mL). Rezultati dobijeni u studiji Matijasevic¢ i sar. (2016) pokazali su
da su Gram-pozitivne bakterije bile osetljive na MeOH ekstrakt C. versicolor, dok su
utvrdene vrednosti MIC za Staphylococcus sp. i B. cereus varirale od 0,625 do 5 mg/mL za C.
versicolor ekstrakt. U pomenutoj studiji, bile su potrebne vece koncentracije MeOH
ekstrakta da bi inhibirale rast Gram-negativnih bakterija (MIC vrednosti u 2,5 do 20 mg/mL)
(Matijasevic¢ i sar., 2016). Prema drugim literaturnim podacima, Gram-negativne bakterije E.
coli, S. flexneri i P. mirabilis bile su rezistentne, dok se S. enteritidis pokazala veoma
osetljivom na isti tip MeOH ekstrakta C. versicolor (Karaman i sar., 2010). P. aeruginosa
inhibira samo acetatni ekstrakt ove gljive, ali utvrdena zone inhibicije (< 10 mm) ukazuje na
njegov slab efekat (Yamag i Bilgili, 2006).

Antibakterijska aktivnost EtOH ekstrakta vrste H. repandum potvrdena je primenom
disk difuzione metode u radu Yamag i Bilgili (2006) i to prema soju B. subtilis, dok
antibakterijsko dejstvo na E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, nije ispoljeno. Sa druge strane, u
studiji Ozen i sar. (2011), MeOH ekstrakt vrste H. repandum je pokazao najjacu
antibakterijsku aktivnost prema P. aeruginosa u poredenju sa Bacillus cereus i S. aureus.
kada je u pitanju MeOH ekstrakt (MIC - 1,25 mg/mL). Ekstrakti testiranih gljiva sadrze mnogo
jedinjenja koja mogu da deluju sinergisticki, tako da nije moguce sa sigurnoscu tvrditi koje
komponente su odgovorne za uocene efekte razliCitih ekstrakata. Ipak, pretpostavlja se da
antibakterijska aktivnost koju ekstrakti gljiva pokazuju mogu biti povezani sa sveukupnim
efektom terpenoida kao i fenolnih jedinjenja (Karaman i sar., 2009). Uocena antibakterijska
aktivnost rezultat je razlika u bioaktivnim komponentama nepolarne (hemijske) prirode kako
izmedu ekstrakata, tako i izmedu samih vrsta (Karaman i sar., 2009). U revijalnom radu Alves
i sar. (2012) dat je pregled brojnih studija koji su u potpunosti fokusirani na ispitivanja
antibakterijske aktivnosti ekstrakata gljiva. Zapravo, postoji jaz u identifikaciji pojedinac¢nih
jedinjenja odgovornih za ispoljene aktivnosti, i opisano je samo nekoliko jedinjenja malih
molekulskih masa, kao i neki peptidi i proteini. To bi mogla da ukaZe na sinergizam prisutnih
jedinjenja u samim ekstraktima Sto se nije dovoljno istraZivalo pa bi smernice u daljim
istrazivanjima njihove antimirkobne aktivnosti trebalo usmeriti u tom pravcu.

Druga istrazivanja navode da postoji veza izmedu antimikrobne aktivnosti i
sadrZaja ukupnih fenolnih jedinjenja koja se nalaze u ekstraktu (Barros i sar., 2007). Takode
je utvrdeno da razliCite bakterijske kulture pokazuju razliitu osetljivost prema fenolima
(Puupponen-Pimia i sar., 2001). Ipak, kod nekih vrsta, jedno fenolno jedinjenje ili grupa

fenolnih jedinjenja, koja ne moraju nuzno biti prisutna u velikoj koli€ini, ili druge grupe
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jedinjenja koje ukljuuju seskviterpenoide i peptide mogu da deluju kao potencijalni
antimikrobni agensi (Barros i sar., 2007). Postoje druga jedinjenja, kao Sto su steroidi,
oksalna kiselina, seskviterpenoidi i epipolitiopiperazine-2,5 dioni izolovani iz gljiva, za koje je
dokazano da poseduju antimikrobno dejstvo (Lindequist i sar., 2005). Analiziranjem
antibakterijske aktivnosti ekstrakata gljiva, generalni zaklju¢ak je da su Gram-pozitivne
bakterije osetljivije Sto potvrduju brojna istrazivanja (Barros i sar., 2007; Barros i sar., 2008;
Alves i sar., 2012). Nasuprot tome su rezultati koje su dobili Ozen i sar. (2011), a koji navode
da je MeOH ekstrakt H. repandum imao maksimalnu antibakterijsku aktivnost prema Gram-
negativnoj bakteriji (Pseudomonas aeruginosa) pri koncentraciji 1,25 mg/ mL sto je u skladu

sa rezultatima dobijenim u ovoj studiji.

Antifungalna aktivnost - Prema studiji Aqueveque i sar. (2016) MeOH ekstrakti dve
vrste roda Stereum su pokazali slabu antifungalnu aktivnost, gde je od 36 sojeva samo 7
ispoljilo veoma slabu antifungalnu aktivnost prema fitopatogenoj gljivi B. cinerea. U ovom
radu MeOH ekstrakt vrste S. subtomentosum ispoljio je dobar antifungalni efekat prema
svim analiziranim fitopatogenim gljivama. U radu Yamag i Bilgili (2006) istiCe se visoka
antifungalna aktivnost koju je ispoljio EtOH ekstrakt vrste H. repandum, sto je u saglasnosti
sa rezultatimo koje smo dobili u ovoj studiji za izolate roda Fusarium (MIC/MFC 24,75
mg/mL). U preglednom radu Alves i sar. (2013) navode se proteini i polisaharidi izolovani iz
gljiva za jedinjenja koja ispoljavaju antifungalnu aktivnost. Takode, oni navode aktivnost
kako samih ekstrakata, tako i izolovanih jedinjenja poreklom iz gljiva sa antimikrobnom

aktivnoscu.

Antivirusna aktivnost - Medu vrstama koje su analizirane u ovom radu, u dostupnoj
literaturi postoji podatak samo o antiviralnoj aktivnosti vrste T. versicolor. Naime, ekstrakat
micelije pomenute vrste ispoljio je aktivnost na virus influence tipa A (HIN1) i herpes
simplex virus (Krupodorava i sar., 2014). Ono po ¢emu se izdvaja vrsta T. versicolor u odnosu
na ostale analizirane gljive, svakako je bogat fenolni sadrzaj (Tabela 16). U prilog tome
govore i istraZivanja koja su potvrdila antiviralno dejstvo razli¢itih grupa flavonoida (flavona,
flavonola, flavanona i flavanola) prema razli¢itim tipovima virusa (Lani i sar., 2016; Zakaryan
i sar., 2017).

lako vecina ispitivanih ekstrakata nije ispoljila antiviralnu aktivnost, osim MeOH
ekstrakata vrste T. versicolor (98,31+0,6 %) i S. subtomentosum (50,68%7,66 %), oni bi se
eventualno mogli iskoristiti (zajedno sa fagima) kao antibakterijski agensi. Pre toga je

naravno neophodno ispitati njihovo eventualno sinergisticko delovanje.
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B. bronchiseptica fag pokazuje visok stepen otpornosti na nepovoljne uslove sredine.
On zadrZava infektivnost pri Sirokom temperaturnom (4 — 65 °C) i pH opsegu (3 - 11)
(Petrovic¢-Fabijan, 2017). Zatim, pokazuje visok stepen stabilnosti u veoma Sirokom opsegu
koncentracija NaCl-a (i do 7,5-10 %) i uree (do 7,5 M). S obzirom na visok stepen rezistencije
na nepovoljne uslove sredine, ispitivani fag uzet je kao model virus pri ispitivanju virucidnog
efekta razliitih agenasa, kao i ekstrakata gljiva. Na osnovu iznetih Cinjenica jasno je da je
test organizam bio visoko rezistentan virus, Sto takode moZe da bude uzrok za ispoljene
loSije aktivnosti ekstrakata analiziranih gljiva. Na inaktivaciju analiziranog faga, utvrdena je
aktivnost EtOH ekstrakta, rastvorenog u DMSO-u, vrste Ganoderma pfeifferi, koji je pri
koncentraciji od 50 mg/mL inaktivirao 84,01 % viriona (Raseta, 2016). Pretpostavka autora je
da su nepolarna jedinjenja (rastvorena u DMSO-u) odgovorna za ispoljenu aktivnost. Sa
druge strane, mnogi autori smatraju da su polarna jedinjenja poput polisaharida odgovorna
za ispoljavanje antivirusne aktivnosti (Amaral i sar., 2008; Nie i sar., 2013), koji se rastvaraju
u vodi. Medutim, testirani H,O ekstrakti u ovoj tezi nisu ispoljili antivirusno delovanje.
Pretpostavka je da su odgovorna manje polarna jedinjenja poput fenola Ciji je sadrzaj bio
najveci upravo u MeOH i EtOH ekstraktima koji su ispoljili antivirusno delovanje.

Medutim, na osnovu FTIR analize PSH ekstrakata vidimo da su za polisaharide vezana
i druga jedinjenja, kao Sto su proteini i fenoli, pa je pretpostavka da bi kompleksi
polisaharidno-proteinski i polisaharidno-fenolni takode mogi da budu odgovorni za

antiviralnu aktivnost.

Anti-AChE aktivnost - Prema najve¢em postignutom % inhibicije AChE izdvaja se
EtOH ekstrakt vrste S. hirsutum, Cija je aktivnost veoma bliska aktivnosti donepezila
(komercijalnog terapeutika), zatim vrste B.adusta i S. subtomentosum. Ono §to je zanimljivo
primetiti jeste da fenolni profili pomenutih vrsta u znacdajnoj koli¢ini sadrze
hidroksibenzoeve kiseline. Naime, iz literature je poznato da fenolna jedinjenja ispoljavaju
veoma dobru aktivnost inhibicije AChE (Murray i sar., 2013; Zhang i sar., 2014; Balkish i sar.,
2015; Szwaijgier, 2015). Poznato je da
p-hidroksibenzoeva kiselina (prisutna u svim ispitivanim ekstraktima) pokazuju pomenutu
bioaktivnost (Murray i sar., 2013; Szwajgier, 2015) pri ¢emu Murray i sar. (2013) pored
p-hidroksibenzoeve kiseline, isti¢u i aktivnost galne kiseline (ICsp 5,85 uM). Medu ispitivanim
vrstama, u literaturi postoji podatak samo za vrstu T. versicolor (Orhan i Ustiin, 2011), $to
dobijene rezultate vezane za sve ostale analizirane gljive u ovoj tezi €ini novim za nauku i
dragocenim putokazima za dalja istrazivanja. Analizirani EtOH ekstrakt (44,35 %, na 500
ug/mL) pokazao je dva puta vecu AChE inhibitornu aktivnost u poredenju sa T. versicolor

EtOH ekstraktom prethodne studije (28,35 %, pri istoj koncentraciji). Ispitivanjem AChE
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inhibitorne aktivnosti razli¢itih fenolnih jedinjenja, Balkis i sar. (2015) pronasli su flavon -
baikalein kao najveci potencijalni inhibitor AChE. Zatim, flavoni - apigenin i baikalein, kao i
flavonoli - kampferol i kvercetin ispoljili su izrazio inhibitorni efekat preko 90 % na 100 puM.
Pored toga, izoflavonoid - daidzein je takode inhibirao odgovaraju¢i enzim, u manjem
obimu. U studiji Zhang i sar. (2014) zabeleZena je inhibitorna koncentracija kvercetina pri
koncentraciji od 40 pug/mL (58,80 %). Medutim, nisu svi polifenoli aktivni protiv AChE, neki
od njih imaju suprotan efekat. Na primer, kafena kiselina povecava AChE aktivnost (Rezg i
sar., 2008). Prisustvo ove hidroksibenzoeve kiseline u nekim ekstraktima moglo bi da objasni
njihovo slabije delovane na inhibiciju AChE. Nekoliko prirodnih polifenola, efikasno su
smanjili nakupljanje i koncentracije AB proteina u mozgu i serumu, pokazujuéi obecéavajuce
anti-amiloidogene efekat (Vislocky i Fernandez, 2010; Ray i sar., 2011). Uticuéi na formiranje
amiloidnih plaka, i mikroelementi, metali, imaju znacajno mesto u progresiji AB. S tim u vezi,
veoma je vazno uzeti u obzir sadrzaj bakra u plodnim telima gljiva. Bakar je metalni jon koji
ima vaznu ulogu u patogenezi AB, a poremecena homeostaza bakra je direktni ili indirektni
uzrok oksidativnog stresa. Dva mehanizma su uklju¢ena u oksidativni stres posredovan
bakrom: poremedaji ceruloplazmina i interakcija bakra sa AB. Naime, kompleks bakra i AB je
najvazniji izvor H,0, koji redukujué¢i Cu®* u Cu’ dovodi do proizvodnje HO® radikala
(Jovanovi¢, 2012).

Pored navedenih prednosti  analizirane vrste S. hirsutum, B. adusta i S.
subtomentosum predstavljaju povoljan izvor potencijalnih agenasa sa anti-AChE aktivnoséu,

bududi da imaju i nizak sadrzaj bakra.

Citotoksicna aktivnost - lako vecina studija navodi antitumorsko delovanje
polisaharida izolovanih iz plodnih tela i micelija gljiva (Wasser, 2002; Moradali i sar., 2007;
Zhang i sar., 2007), postoje i druga jedinjenja koja ispoljavaju pomenutu aktivnost. Naime,
brojne studije su opisale antiproliferativno delovanje razli¢itih proteina (Ngai i Ng, 2003; Xu i
sar., 2011), terpenoida (Harhaji i sar., 2008), kao i fenolnih jedinjenja (Rao i sar., 2012;
Badhani i sar., 2015; Sung i sar., 2016).

Kako su brojne studije dokazale citotoksi¢nu aktivnost fenolnih jedinjenja (Badhani i
sar., 2015; Lam i sar., 2016; Sung i sar., 2016), a u analiziranim ekstraktima jesu detektovane
raznovrsne grupe fenolnih kiselina i flavonoida (Tabele 12-18), pretpostavka je da bi upravo
ova jedinjenja mogla biti odgovorna za ispoljenu aktivnost.

Najbolja citotoksi¢na aktivnost dobijena za H,O ekstrakt vrste B. adusta moie se

dovesti u vezu sa prisustvom gentisinske kiseline (2,5-dihidroksibenzoeve kiseline) koja je
detektovana samo u pomenutom ekstraktu, dok u ostalim vrstama nije detektovana (Tabela
12). Bududi da je dokazano da galna kiselina (trihidroksibenzoeva kiselina) ima snazan

citotoksicni efekat (Badhani i sar., 2015), mozemo pretpostaviti da slican efekat ima i
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dihidroksibenzoeva kiselina detektovana u analiziranom uzorku vrste B. adusta. Pored toga i
ostale hidroksibenzoeve kiseline (p-hidroksibenzoeva i protokatehinska), prisutne u H,0
ekstraktu ove vrste, poseduju citotoksicnu aktivnost. Tacnije, dokazano je da
protokatehinska kiselina, prisutna u svim analiziranim vrstama, indukuje ¢éelijsku smrt HepG2
¢elija (Yip i sar., 2006). U studiji Yeh i Yen (2006) podrzavaju hipotezu da dijetetski polifenoli
povecdavaju ekspresiju enzima koji mogu efikasno inhibirati razne oblike kancerogeneneze
kao i hemijski indukovana oStecenja Celija.

Pored moguceg citotoksicnog efekta fenolnih jedinjenja, na ispoljavanje ove
aktivnosti pretpostavljamo da uti¢u i masne kiseline. Naime, B. adusta ima najveli sadrzaj
palmitinske kiseline (Tabela 21), za koju je dokazano da indukuje celijsku smrt humanih
hepatoma ¢elija - SMMC 7721 i HepG2 (Tu i sar., 2014). U ovoj tezi je po prvi put opisana
citotoksi¢na aktivnost ekstrakata vrste B. adusta prema Celijskoj liniji HepG2. Naime, do sada
je ispitivan citotoksicni efekat EtOH ekstrakta pomenute vrste prema drugim celijskim
linijama - ¢elijama epitela creva HT-29 i Caco-2 (Doskocil i sar., 2016).

Prema najnizoj dobijenoj vrednosti ICso izdvojio se MeOH ekstrakt vrste P. porrigens
(nakon 72 h tretmana), ¢iji je fenolni profil dokazao prisustvo flavona - apigenina i luteolina
za koje pretpostavljamo da su odgovorna jedinjenja za ispoljenu aktivnost na osnovu
literaturnih podataka. Luteolin je prisutan u MeOH ekstraktu vrste H. repandum (9,65 pg/g
s.m.) koji je pri najvisSim koncentracijama ekstrakta (900 pg/mL) ispoljio visoku citotoksi¢nost
> 90 %, kao i u ekstraktima vrste T. vericolor ali u znatno nizoj koncentraciji (1,05-2,01 pg/g
s.m.) §to se odrazilo i na manje izrazenu citotoksi¢nost (Slika 38).

Pored navedenih jedinjenja, prisustvo hidroksibenzoeve galne kiseline, u ekstraktima
vrsta B. adusta, S. hirsutum, S. subtomentosum i T. versicolor, mogla bi da bude odgovorna
za ispoljenu citotoksi¢nu aktivnost pomenutih vrsta (Badhani i sar., 2015).

Ekstrakti ispitivanih gljiva su pokazala znatnu citotoksi¢nu aktivnost, dok su na
bakteije pokazala selektivno delovanje. S toga smatramo da bi delovanje ekstrakata gljiva
koji ispoljavaju citotoksi¢nu aktivnost sa jedne strane, a ne utiCu na bakterijsku floru

crevnog trakta sa druge strane, bili povoljni u dizajniranju novih antitumorskih agenasa.

Antibakterijska i citotoksi¢na aktivnost - Poslednjih nekoliko godina velika paznja se
posvecuje proucavanju mogucnosti modulacije bakterijske zajednice crevnog trakta ljudi,
kao strategije za poboljSanje klinicke efikasnosti hemijske, radio i imunoterapije
antikancerogena (Karin i sar., 2014, Zitvogel i sar., 2015; Alexander i sar., 2017). Zapravo,
promene u interakcijama izmedu crevnog mikrobioma, crevnog epitela i imunoloskog

sistema domacina, povezane su sa mnogim bolestima ukljuCujuéi i kancer. Manipulacija
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mikroorganizmima moze poboljsati klinicku aktivnost antikancerogenih agenasa (Zitvogel i
sar., 2015).

Poznato je da su bakterije crevnog trakta u ravnotezi sa domacinom. S jedne strane,
creva bakterijama nude zasti¢eno i toplo mikrostaniste, bogato hranljivim materijama, dok
bakterije sa druge strane, pomazu domacinu u varenju sloZenih ugljenih hidrat, obezbeduju
esencijalne faktore i zauzimaju ekoloske niSe, spre€avajuci na taj nacin da ih nasele patogeni
mikroorganizmi (Schwabe i Jobin, 2013). Za normalan rad imunog sistema neophodne su
bakterije (Maynard i sar., 2012). NaruSavanje ravnoteZze mikrobiont - domadin utie na
onkogenezu, progresiju tumora i reakciju na terapiju. Prema tome, selektivno manipulisanje
mikrobiontima predstavlja nacin na koji se moze ograniciti ucestalost specificnih tumora, ali
i poboljsati aktivnost (efikasnost) razli¢itih antikancerogenih agenasa (Holmes i sar., 2012).
Postoje pretpostavke da se upotreba hemoterapeutika u klinicke svrhe moZe poboljsati
kombinovanom upotrebom jednog ili viSe antibiotika, prebiotika, probiotika i postbiotika
(Zitvogel i sar., 2015). U pomenutom smislu, mogli bi se iskoristiti ekstrakti vrsta koji nisu

ispoljili antibakterijsku aktivnost, a pokazali su odreZeni procenta citotoksi¢nosti.

6.2. Hemijski sastav gljiva

SadrZaj proteina u gljivama zavisi od viSe faktora kao Sto su vrsta gljive, stepen
razvoja, mesto uzorkovanja, nivo raspolozivog N i lokacija (Kozarski, 2012). Dobijene
vrednosti za azot ukazuju na prisustvo proteina, ali i na azot neproteinske prirode, zbog ¢ega
je kod gljiva odredivanje sadrzaja proteina na osnovu sadrzaja ukupnog azota vezano za
konverzacioni faktor 4,38 prema Kjeldahl metodi (Obodai i sar., 2014).

Gljive proizvode razne proteine, kao $to su lektini, ribonukleaze, ubikvitinu sli¢ni
proteini, hemolizini, kao i peptide koji pokazuju razli¢ite bioloSke aktivnosti, ukljucujuci
antimikrobnu, antiparazitsku, antiproliferativnu, antitumorsku, imunomodulatornu i
ribozom-inaktiviraju¢u aktivnost (Erjavec i sar., 2012). NajviSe opisanu grupu proteina iz
gljiva Cine lektini. Lektini su ugljenohidrat — vezujuéi proteini neimunoloskog porekla koji
aglutiniraju éelije ili precipitiraju polisaharide ili glikokonjugate (Kawagishi i sar., 1997).
Ranije studije su pokazale da lektini ispoljavaju veliku hemijsku raznovrsnost, odnosno mogu
biti monomerni, dimerni, trimerni ili tetramerni sa molekulskom tezinom od 12 do 190 kDa,
dok sadrzaj polisaharida u njima moZe da se kre¢e u opsegu od 0 do 18 % (Wang i sar.,
1998).

Dobijeni rezultati pokazuju nesSto niZi sadrzaj proteina u plodnom telu vrste H.
repandum u odnosu na sadrzZaj proteina u istoj vrsti poreklom iz Turske (34,14 g/100 g s.m.)
(Colak i sar., 2009), dok su u skladu sa vrednostima ukupnih proteina vrste H. repandum iz
Portugala (14,01 g/100 g s.m.) (Fernandes i sar., 2013).
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Fenolni profil - Poznato je da gljive poseduju ogroman biohemijski potencijal i
proizvode niz sekundarnih metabolita, prvenstveno fenolnih jedinjenja (Ferreira i sar., 2009;
Karaman, 2009; Karaman i sar., 2010; Karaman i sar., 2014; Glumac i sar., 2016), kao sto su
fenolne kiseline (Mau i sar., 2002; Kim i sar., 2008; Ferreira i sar., 2009; Karaman i sar., 2010;
Khatua i sar., 2013; Karaman i sar., 2014), flavonoidi (Ferreira i sar., 2009) i terpenoidi
(Karaman i sar., 2010; Hsu i sar., 2013; Pejin i sar., 2013), zahvaljujuéi svom sesilnom nacinu
Zivota. Prisustvo i sastav ovih jedinjenja u gljivama uglavhom zavise od genetskih
determinanti, ali i od ekoloskih faktora, ukljuCuju¢i posebne uslove Zivotne sredine u
specificnim stanistima kao i nacinu Zivota (saprotrofni, parazitski i simbiotski/npr. mikoriza)
(Chaumenton i sar., 1993).

Hininsku kiselinu sadrze skoro svi ekstrakti ispitivanih vrsta, dok nije detektovana u
EtOH ekstraktu A. strobiliformis, PSH ekstraktima B. adusta i S. subtomentosum i PSH i EtOH
ekstraktu S. hirsutum. Zapravo, hininska kiselina je najdominantnija kod 14 od 28
analiziranih ekstrakata, a odmah iza nje prema zastupljenosti sledi p-hidroksibenzoeva
kiselina.

Zanimljivo je primetiti da cimetnu kiselinu sadrZze samo dve vrste lignikolna - P.
porrigens (MeOH - 73,10 ug/mL) i terikolna - H. repandum (MeOH - 137,00 pug/mL), obe
uzorkovane na istom mestu (lokalitet Mitrovac na Tari) i u isto vreme. Prisustvo
cimetnekiseline u ekstraktima H. repandum je potvrdeno i u pomenutim studijama
(Puttaraju i sar., 2006; Vaz i sar., 2011).

Razlike izmedu fenolnih profila koji su dobijeni u ovoj studiji u poredenju sa drugim
studijama, moZe se objasniti nestabilnoséu fenola tokom vremena (od momenta sakupljanja
materijala) usled enzimskih i oksidativnih razlaganja. Pored toga, razliCiti uslovi stresa
zivotne sredine, razli¢iti nacini ekstrakcije, kao i moguéa geneticka varijabilnost mogu takode
uticati na razlicit fenolni profil i sadrzaj (Vaz i sar., 2011).

lako neki autori tvrde da gljive ne sadrze flavonoide, jer nisu biljke i ne mogu ih
sintetisati (Gil-Ramirez i sar., 2016), u plodnim telima ispitivanih vrsta otkriveno je dosta
razlic¢itih flavonoida. Moguénost akumulacije ovih jedinjenja iz supstrata moze biti strain —
specifitna i pod uticajem specifi¢nih uslova Zivotne sredine u kojima gljiva raste (zemljiste i
drvo) (Karaman i Matavulj, 2005).

Bogat fenolni profil svakako utie na razli¢it spektar bioloskih aktivnosti. Medutim,
ne znaci nuzno da vrste koje imaju najbogatiji fenolni profil ispoljavaju i najbolje aktivnosti
(primer, T. versicolor). U zavisnosti od njihove strukture neki fenoli ispoljavaju neke manje

neke veée efekte odnosno aktivnosti. Upravo zbog toga, kvantitativno i kvalitativno
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ispitivanje istih u uzorku od ogromnog je znacaja za svaku vrstu radi utvrdivanja njene
bioloSke aktivnosti i dalje u dizajniranju terapeutika i preporuke iste kao funkcionalne hrane.

Gljive su izvor antioksidativnih jedinjenja kao S$to su tokoferoli (Barros i sar.
2008; Heleno i sar. 2010), askorbinska kiselina, karotenoidi (Ferreira i sar., 2009), fenolna
jedinjenja (Barros i sar., 2009; Vaz i sar., 2011) i organske kiseline (Valentdo i sar., 2005;
Ribeiro i sar., 2006). Narocito, organske kiseline igraju odlucuju¢u ulogu u odrZavanju
kvaliteta voca i povrca i organoleptickih karakteristika i koriste se u njihovoj kontroli kvaliteta
(Cdmara i sar., 1994). Priroda i koncentracija ovih jedinjenja su takode vazni faktori koji
gliivama daju ukus (Valentdo i sar., 2005; Ribeiro i sar., 2006). Kiseline imaju manju
osetljivost na promenu tokom obrade i skladistenja od drugih komponenti kao $to su
pigmenti i jedinjenja ukusa (Cdmara i sar., 1994).

Ribeiro i sar. (2006) istice da razlika koja postoji u smislu sadrzaja organskih kiselina
za iste vrste varira u zavisnosti od porekla, vremena sakupljanja, kao i razvojne faze gljive.
Ovo bi mogao da bude odgovor na ispoljenu slabiju antiradikalsku i antioksidativnu aktivnost

vrste H. repandum 1l u odnosu na H. repandum |.

Sadrzaj masnih kiselina bio je razli¢iti u svim ispitivanim vrstama. SadrZzaj nezasi¢enih
masnih kiselina vedi je od sadrzaja zasi¢enih masnih kiselina $to je u saglasnosti sa ranije
objavljivanim rezultatima za gljive (Senatore, 1988; Ergoniil i sar., 2013)

SadrZaji masnih kiselina imaju korisne efekte na profil lipida u krvi. Zamena zasi¢enih
masnih kiselina (engl. Saturated Fatty Acids - SFA) sa mononezasi¢enim masnim kiselinama
(engl. Mono Unsaturated Fatty Acids - MUFA) dovodi do povecanja lipoproteina visoke
gusine (HDL) holesterola i smanjenja lipoproteina niske gustine (LDL) holesterola,
triacilglicerola, lipidne oksidacije i LDL osetlivosti na oksidaciju (Kanu i sar., 2007). Zapravo,
ukljucivanje jestivih gljiva u ishranu kod hiperholesterolmije i antisklerotomije praksa je u
Orijentalnoj medicini od davnina (Sun i sar., 1984).

Kod vedine ispitivanih vrsta medu najdominantnijim masnim kiselinama su linolna i
oleinska, $to je potvrdeno ranijim istraZivanjima na drugim vrstama gljiva (Senatore, 1988;
Longvah i Deosthale, 1998; Barros i sar., 2007; Kala¢, 2009; Novakovi¢, 2015), dok vrsta P.
porrigens ne sadrZi ni jednu od pomenute dve masne kiseline. Poznato je da je linolna
kiselina prekurzor gljivicnog alkohola 1-okten-3-ola, koji predstavlja glavno aromati¢no
jedinjenje koje gljivama daje poseban ukus (Maga, 1981).

U radu Olennikov i sar. (2014) sastav i sadrzaj masnih kiselina za vrstu B. adusta se
razlikuje od nasih rezultata. Ono Sto je vazno istadi jeste da su u datoj studiji u pomenutoj
vrsti najzastupljenije linolna (28,2 %) i oleinska kiselina (12,5 %) s tim da su kod nas prisutne

u vecoj kolicini (50,3 % i 16,8 %, respektivno). Ista studija navodi da ekstremni uslovi rasta
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(npr. niske temperature) dovode do brojnih promena u proflilma masnih kiselina, navodeci
da je relativha dominacija nezasicenih masnih kiselina nad zasi¢enim, znak adaptacije na
uslove stresa. Zapravo, vrste koje pokazuju najveli procenat nezasi¢enih masnih kiselina
imaju najbolji adaptivni karakter. Naime, proces biohemijske adaptacije lipidnog kompleksa
gliiva na stresne uslove u Zivotnoj sredini se zasniva na promeni stepena nezasi¢enosti
masnih kiselina (Olennikov i sar., 2014).

U literaturi postoje podaci da su iz vrste P. porrigens izolovane oleinska, linolna,
palmitinska i stearinska kiselina, kao i a-eleostearinska kiselina (Amakura i sar., 2006), sto
nije u skladu sa nasSim rezultatima gde vec¢ina pomenutih masnih kiselina nije detektovana,
sem stearinske koja je zastupljena sa 12,70 %.

Iz dostupnih podataka u literaturi navodi se da S. hirsutum vrsta iz Cilea sadri
palmitinsku (7,2 %), linolnu (4,7 %), oleinsku (1,0 %) i stearinsku (7 %) (Torres i sar., 2016),
$to su mnogo nize vrednosti u odnosu na rezultate koje smo mi dobili za pomenutu vrstu
(14,30 %, 40,00 %, 26,81 % i 6,6 %, respektivno).

U uzorku vrste 8. subtomentosum identifikovano je 26 estara masnih kiselina, Sto je
najveci do sada zabeleZeni broj i znatno premasuje objavljene podatke za pomenutu vrstu. U
literaturi postoje podaci koji beleZe da je kod vrste S. subtomentosum iz Ce$ke detektovano
svega osam masnih kiselina (laurinska, palmitoleinska, palmitinska, linoleinska, stearinska i
oleinska) ali je njihov sadrzaj znatno visi u odnosu na sadrzaj koji smo mi dobili za pomenute
kiseline, kao i detekcija miristinske kiseline (2,7 %) koja nije pronadena u nasem uzorku
(Hybelbauerova i sar., 2008). Sa druge strane, procenat lignocerinske kiseline je deset puta
vidi u naSem uzorku u odnosu na uzorak iste vrste iz Cedke (18,4 % i 1,8 %, respektivno)
(Hybelbauerova i sar., 2008).

Sto se ti¢e vrste H. repandum u literaturi postoje podaci da je kod ove vrste
identifikovano ukupno 12 masnih kiselina, od ¢ega je zasi¢enih 24,6 %, mononezasicenih,
27,9 % i polinezasi¢enih 47,5 %. a odnos UFA:SFA je 3,06 % (Kavishree i sar., 2008). Odnos
UFA: SFA kod nasih vrsta H. repandum 1i |l je 6,51 i 5,82, navedenim redom. To ukazuje na
vedi sadrzaj nezasi¢enih u odnosu na zasi¢ene masne kiseline, Sto ih €ini nutritivno vrednim.

Na srecu, trans izomeri nezasi¢enih masnih kiselina nisu uoceni u ispitivanim
gliivama. Veoma je vazno dokumentovati ovakvu vrstu podataka jer trans masne kiseline
negativno utiCu na ljudsko zdravlje povedavajuci rizik od kardiovaskularnih bolesti (u
negativnoj je korelaciji sa koncentracijom HDL-holesterola u plazmi i pozitivho korelira sa
LDL-holesterolom) (Minamide i Hammond, 1985).
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Biogeni elementi - Gljive igraju vaznu ulogu u agregaciji i stabilizaciji strukture
zemljiSta. One mogu mehanicki i hemijski razloZiti minerale zemljista i druge razliCite
materije. U stanju su da dezintegriSu konsolidovanu stensku masu u Sljunak i minerale, zatim
razlazu biljne ostatke i drvnu masu i tako doprinose formiranju zemljista. U terestricnim
ekosistemima, koji su optereceni zagadivacima iz vazduha, makrogljive igraju vaznu ulogu
zbog njihove sposobnosti da akumuliraju hranljive materije u svojoj biomasi i da ove
nutrijente vrate u tlo stvarajuc¢i humus u toku bio-geohemijskog ciklusa (Leake i sar., 2002;
De Vries i Posch, 2011). Razgranate micelije gljiva igraju klju¢nu ulogu u akumulaciji,
mobilizaciji i transportu makroelemenata (Watkinson i sar., 2005).

Ovakav odnos makroelemenata u ispitivanim lignikolnim i terikolnim vrstama je u
saglasnosti sa ranije objavljenim rezultatima (Karaman i Matavulj, 2005; Novakovi¢, 2015;
Raseta, 2016).

Polisaharidi se u celijskom zidu gliiva mogu povezivati kovalentnim (estarskim)
vezama sa proteinima preko ostataka tirozina i sa ferulinskom kiselinom nastalom u toku
procesa degradacije lignina (Fry i sar., 2004; Wong, 2006). Navedeni polisaharidni ekstrakti
su dobijeni iz plodnih tela lignokolnih gljiva, Sto ukazuje na prisustvo enzimskih sistema koji
ucestvuju u procesima degradacije lignina. Cis-ferulinska kiselina je Zuto obojena supstanca
koja u FTIR spektrima ima traku na oko 1600 cm™ (Agarwal i Atalla, 1990) koja je takode
indikativna za aromati¢ne C=C grupe koje su konjugovane sa C=0 i/ili COO— grupama
(MacCarthy i Rice, 1985). U toku vrele vodene ekstrakcije polisaharidnih ekstrakata dolazi do
narusSavanja nativne strukture proteina, ali je postupak nedovoljan za raskidanje kovalentnih
interakcija izmedu ostataka tirozina i polisaharida, kao i ferulinske kiseline i polisaharida
(Fry, 1982; Fry, 2004).

Fenolna jedinjenja su sposobna da vrse heliranje metala, inhibiciju lipooksigenaze i
neutralisanje slobodnih radikala (Ferreira i sar., 2009). U literaturi postoje podaci da su u
EtOH ekstraktu vrste B. adusta poreklom iz Poljske detektovane protokatehinska (2,56 pg/g
s.m.), 4-OH-benzoeva (0,94 pg/g s.m.), vanilinska (0,90 pg/g s.m.) i salicilna kiselina (u
tragovima) (Nowacka i sar., 2015). Od navedenih jedinjenja u naSem uzorku detektovana je
samo protokatehinska kiselina.

Zabelezeno je da S. hirsutum poreklom iz Poljske sadrzi 4-OH-benzoevu, p-
kumarinsku i salicilnu kiselinu (Nowacka i sar., 2015). U literaturi postoje podaci da H,0O
ekstrakt vrste H. repandum sadrZi taninsku, galnu, protokatehinsku i cimetnu kiselinu, dok

EtOH ekstrakt pored pomenutih sadrzi joS i gentisti¢nu, vanilinsku i siringinsku kiselinu
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(Puttaraju i sar., 2006). Prisustvo cinamicne kiseline kod vrste H. repandum je potvrdeno i u

studiji Vaz i sar. (2011).
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7. ZAKLJUCAK

U ovom radu analizirane su autohtone divlje rastuée vrste gljiva sa planina Fruske

gore, Tare i VrSackog brega, od kojih je pet lignikolnih vrsta: Bjerkandera adusta (Willd.) P.

Karst 1879 (fam. Meruliaceae), Pleurocybella porrigens (Pers.) Singer 1947 (fam.

Marasmiaceae), Stereum hirsutum (Willd.) Pers. 1800 (fam. Stereacea), Stereum

subtomentosum Pouzar 1964 (fam. Stereacea), Trametes versicolor (L.) Lloyd 1921 (fam.

Poriaceae) i dve terikolne vrste Amanita strobiliformis (Paulet ex Vittad.) Bertill. 1866 (fam.

Amanitacea) i vrsta Hydnum repandum L. 1753 (fam. Hydnaceae) (sa dva razli¢ita lokaliteta).
Prvi put su zabeleZeni podaci o bioloskoj aktivnosti (antiradikalska, antioksidativna,

antimikrobna, anti-acetilholinesterazna i citotoksi¢na) i hemijskom sastavu (fenolni profil,

sadrZaj organskih i masnih kiselina i sadrZaj biogenih elemenata) svih analiziranih autohtonih
vrsta sa podrucja Srbije osim za vrstu T. versicolor.

Na osnovu dobijenih rezultata i u skladu sa postavljenim ciljevima mogu se izvesti
sledeci zakljucci:

v Najbolju antiradikalsku aktivnost prema OH" ispoljio je MeOH ekstrakt lignikolne
vrste
P. porrigens. Na osnovu visoke korelacije izmedu ukupnog sadrZaja fenola i na
osnovu fenolnog profila zaklju¢ujemo da bi za ispoljenu aktivnost mogli da budu
odgovorni flavoni-apigenin i luteolin;

v Kao najbolji anti-O2" agens istakao se H,0O ekstrakt lignikolne vrste P. porrigens, a
jedinjenja koja bi mogla da budu odgovorna za ispoljenu aktivnost su fenolne kiseline
hininskai protokatehinska i ¢ilibarna kiselina;

v Kao najjacdi anti-NO" agens istakao se MeOH ekstrakt vrste T. versicolor, kod koga je
detektovan najveci broj fenolnih jedinjenja (ukupno 38) Sto bi mogao da bude
odgovor za ispoljenu aktivnost.

v Generalno, anti-Asc’ aktivnost analiziranih H,O ekstrakata nije bila jako visoka.
Najvedi procenat neutralizacije Asc’ radikala ispoljio je H,O ekstrakt lignikolne vrste
S. hirsutum.

v Najjadu sposobnost neutralizacije DPPH" ispoljio je MeOH ekstrakt lignikolne vrste S.
subtomentosum, dok se kao aktivna jedinjenja namecu protokatehinska i galna
kiselina.

v Prema sposobnosti neutralizacije ABTS™" istakao se H,O ekstrakt vrste B. adusta, a
genistinska kiselina koja je detektovana samo kod ove vrste mogla bi da bude

odgovorna za ispoljenu aktivnost;
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v Najja¢u antioksidativnu aktivnost ispoljila je terikolna vrsta A. strobiliformis. PSH
ekstrakt ove vrste ispoljio je najjatu sposobnost redukcije Fe** jona, dok je H,O
ekstrakt ispoljio najjau antioksidativnhu aktivnost prema polarografskoj HPMC
metodi. ZakljuCujemo da su polisaharidi, koji su rastvorljivi u vodi, ove vrste u
najvecoj meri zasluzni za postignutu antioksidativnu aktivnost. Pored ovih jedinjenja,
FTIR spektar pokazuje i druga jedinjenja, fenole i proteine, Cija aktivnost doprinosi
antioksidativnosti ove vrste. Za ispoljeni redukcioni potencijal najverovatnije su
odgovorni polisaharidno-fenolni kompleksi kao i visok sadrzaj glukoze, a nizak sadrzaj
galaktoze i ksiloze u H,0 ekstraktu vrste A. strobiliformis;

v Predpostavka je da su najveci ukupan sadrzaj proteina i fenola, koji su dobijeni za
vrstu A. strobiliformis (135,83+7,19 mg proteina/g s.m.) uslovili najbolje ispoljenu
antioksidativnu aktivnost ove vrste;

v Antimikrobna aktivnost analiziranih vrsta zavisila je od vrste, ekstrakcionog sredstva,
ali i od testiranog organizma. Najbolju antibakterijsku aktivnost ispoljio je EtOH
ekstrakt vrste H. repandum, delujuci i na Gr-negativne i na Gr-pozitivne bakterijske
sojeve, pri cemu je najjace delovanje ispoljeno na atestirane sojeve: S. aureus (ATCC
6538), B. subtilis (ATCC 6633) i P. aeruginosa (ATCC 35554), dok su humani izolati bili
neosetljivi na primenjene ekstrakte. Generalno, Gr- pozitivni sojevi i humani izolati
pokazali su se kao rezistentniji;

4 Izuzetna antifungalna aktivnost (MIC 24,75 mg/mL; MBC 24,75/49,95 mg/mL) koju je
EtOH ekstrakt vrste H. repandum ispoljio prema svim ispitivanim fitopatogenim
plesnima (F. proliferatum - BL1, F. verticillioides - BL4, F. proliferatum - BL5, F.
graminareum - S1 i A. padwicki - ALT) ukazuje na njegov veliki potencijal i ogroman
znacaj u poljoprivredi u smislu biokontrole fitopatogena.

v Najbolje antiviralno delovanje ispoljio je MeOH ekstrakt vrste T. versicolor, a
jedinjenje koje bi moglo da bude odgovorno za ispoljenu aktivnost je flavanol-
katehin, koji je detektovan samo u ovaj vrsti i u najvecoj koncentraciji u pomenutom
ekstraktu (21,90 pg/g s.m.). Pored toga, flavonol-kampferol (16,50 pg/g s.m.) i
biflavonoid-amentoflavon (33,20 pg/g s.m.) sadrZzani u MeOH ekstraktu vrste S.
subtomentosum i EtOH ekstraktu H. repandum, koji su takode pokazali antivirusna
aktivnost, upucuje na njih kao potencijalna odgovorna jedinjenja za ispoljenu
aktivnost.

v Vedina ispitivanih gljiva zavrednuje paznju daljih ispitivanja jer predstavljaju
potencijalni izvor prirodnih inhibitora AChE. Medutim, posebno treba istaéi anti-
AChE aktivnost koju su ispoljili EtOH ekstrakti lignikolnih vrsta S. hirsutum, B. adusta,

S. subtomentosum i T. versicolor. Fenolna jedinjenja koja bi mogla da budu
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odgovorna za ispoljenu aktivnost su apigenin, baikalein, p-hidroksibenzoeva i galna
kiselina. Svesni cCinjenice o neminovnosti brzog Sirenja neurodegenerativnih
oboljenja a posebno Alchajmerove bolesti, ispitivanja koja su ucinjena na polju
iznalazenja potencijalnih terapeutika, konkretno inhibitora AChE, daju veliki doprinos
nauci. Pored toga, nizak sadrzaj bakra u pomenutim vrstama (4,83, 6,36, 8,06 i 1,29
mg/kg, navedenim redom), koji utiCe na stvaranje senilnih plaka u mozgu
(akumulaciju AB), dodatno ih ¢ini pogodnim za upotrebu u prevenciji AB.

Na osnovu hemijskog sastava analiziranih vrsta gljiva i njihovih ekstrakata zakljucujemo

sledece:

v Na osnovu planarne hromatografije polisaharidnih frakcija gljiva ustanovljeno je da
su najdominantniji Seceri svih ispitivanih vrsta bili D-galaktoza i D-glukoza.

v Pored polisaharida u FTIR spektrima uoceno je i prisustvo proteina, polifenolnih
jedinjenja i pigmenata. Takode, potvrdeno je i da polisaharidni uzorci ne sadrze

uronske kiseline.

v Najvedi ukupan sadrzaj flavonoida zabelezen je u etanolnom ekstraktu vrste S.
subtomentosum
v Na osnovu HPLC/MS-MS tehnike u svim analiziranim vrstama gljiva detektovana su

fenolna jedinjenja (flavonoidi i fenolne kiseline). Sadrzaj pojedinih grupa fenolnih
jedinjenja zavisio je od tipa ekstrakta, odnosno primenjenog rastvaraca. Najveci broj
detektovanih fenolnih jedinjenja, ukupno 38, zabeleZeno je za vrstu T. versicolor,
dok je u ostalim vrstama uocena znacajno manja raznovrsnost fenolnih jedinjenja (8-
12), ali ne i ukupan sadrzaj. Ukupan sadrZaj detektovanih fenolnih jedinjenja zavisio
je kako od ekstrakcionog sredstva tako i od same vrste gljive, pri ¢emu su svi
ekstrakti sadrzali najviSe amentoflavona, p-hidroksibenzoeve i hinske kiseline kod
skoro svih analiziranih vrsta.

v Medu organskim kiselinama hinska, Cilibarna i buterna bile su prisutne u svim
ispitivanim vrstama. Na osnovu model organizma H. repandum i i Il utvrdeno je da se
sastav organskih kiselina razlikuje i u okviru iste vrste sa razliitih lokaliteta, Sto znaci
da je uticaj faktora sredine od presudnog znacaja za biohemijski sastav gljive. Pored
sastava organskih i masnih kiselina ralika je primeéena i u ispoljenoj bioloskoj
aktivnosti ove vrste.

v Vedi sadriaj K" kao makroelementa zabelezen u ektomikoriznoj vrsti A. strobiliformis
i H. repandum, u odnosu na analizirane lignikolne gljive, najverovatnije je rezultat
simbiotskih odnosa micelije gljiva i korenovog sistema biljaka. Medu analiziranim
mikroelementima gljive su najvise akumulirale Fe (400,89 mg/kg), a zatim Mn (45,20
mg/kg) i Zn (45,06 mg/kg), pri ¢emu su terikolne (664,48; 56,96; 58,42 mg/kg,
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navedenim redom) bile bolji akumulatori od lignikolnih vrsta (137,30; 33,45; 31,71

mg/kg, navedenim redom).
v Sadrzaj makro i mikroelemenata i masnih kiselina odreduje nutritivni znacaj
analiziranih vrsta, dok sadrzaj fenolnih jedinjenja odreduje njihovu lekovitost, Sto

ukazuje na znacaj svih analiziranih vrsta kao funkcionalne hrane.
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lzvod, 1Z:

Prema postavljenim ciljevima u ovoj doktorskoj disertaciji sakupljeno je i
determinisano ukupno sedam vrsta autohtonih gljiva sa podrucja Fruske gore,
Tare i VrSackog brega, pet lignikolnih - Bjerkandera adusta, Pleurocybella
porrigens, Stereum hirsutum, Stereum subtomentosum i Trametes versicolor, i
dve terikolne - Amanita strobiliformis i Hydnum repandum. Utvrdena je
njihova bioloska aktivnost (antiradikalska, antioksidativna, antimikrobna, anti-
acetilholinesterazna i citotokis¢na) spram hemijskog sastava njihovih vodenih
(H20), etanolnih (EtOH), metanolnih (MeOH) i polisaharidnih (PSH) ekstrakata.
Analiza hemijskog sastava odabranih vrsta ukljucila je odredivanje hemijske
karakterizacije PSH ekstrakata - FTIR analizom, odredivanje fenolnog profila -
HPMC/MS-MS, sadrzaja organskih kiselina - HPLC, sadrZaja masnih kiselina -
GC-FID i sadrZaja biogenih elemenata - AAS. Spektrofotometrijskim metodama
odreden je ukupan sadrZaj proteina i ukupan sadrzaj fenola i flavonoida.
Prema antiradikalskoj aktivnosti OH®, 02", OH®, Asc’, DPPH" i ABTS"" izdvajili
su se ekstrakti lignikolnih vrsta: MeOH ekstrakt vrste P. porrigens, H,0
ekstrakt P. porrigens, MeOH ekstrakt T. versicolor, H,0 ekstrakt S. hirsutum,
MeOH ekstrakt S. subtomentosum i H,0 ekstrakt B. adusta, navedenim redom.
Najjacu antioksidativnu aktivnost dobijenu FRAP i polarografskom HPMC
metodom ispoljili su PSH i H,O ekstrakti terikolne vrste A. strobiliformis.
Antimikrobna aktivnost analiziranih ekstrakata odredena je ispitivanjem
antibakterijskog, antifungalnog i antiviralnog potencijala, pri cemu se izdvojila
vrsta H. repandum ispoljavajuci najbolji efekat na Gram-pozitivne i Gram-
negativne bakterije i na sve analizirane fitopatogene izolate (Fusarium i
Alternaria) i T. versicolor na analizirani bakteriofag. Anti-acetilholinesterazna
aktivnost odredena je testovima in solid i in liquid, a najbolji procenat
inhibicije AChE ispoljili su EtOH ekstrakti vrsta S. hirsutum, B. adusta, S.
subtomentosum i T. versicolor. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakata odredena je
MTT testom, a prema najboljoj ispoljenoj aktivnosti izdvojili su se MeOH
ekstrakt P. porrigens i ekstrakti B. adusta, H,O i EtOH. Citotoksi¢na aktivnost
ovih lignikolnih vrsta narocito je izrazena nakon 72 h. Na osnovu dobijenih
rezultata, gde su se istakle razliCite vrste i njihovi razliCiti ekstrakti u
primenjenim testovima, jasno je da bioloSka aktivnost i hemijski sastav zavise
od porekla, vrste i tipa ekstrakta analiziranih gljiva. Na osnovu tipa rastvaraca
odnosno ekstrakata vrsta, koje su pokazale najbolju aktivhost spram
pomenutih testova i na osnovu dobijenih korelacija kao i na osnovu
detektovanih jedinjenja, pretpostavlamo da su za ispoljene aktivnosti u
najvecoj meri odgovorna fenolna jedinjenja i polisaharidi.

Ispoljeni biopotencijal analiziranih vrsta gljiva upucuje na njihovu potencijalnu
upotrebu kao funkcionalne hrane i nutraceutika, kao i u biokontroli
fitopatogena.
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Abstract:
AB

According to the set aims of the presented PhD thesis, seven
autochthonous fungal species from the region of Fruska Gora, Tara
and Vrsac Mountains were collected and determined: five lignicolous -
Bjerkandera adusta, Pleurocybella porrigens, Stereum hirsutum,
Stereum subtomentosum and Trametes versicolor, and two terricolous
- Amanita strobiliformis and Hydnum repandum. Biological activity of
these species (antiradical, antioxidant, antimicrobial, anti-
acetylcholinesterase and cytotoxic) was determined in relation to the
chemical composition of the extracts, aqueous (H,0), ethanolic (EtOH),
methanolic (MeOH) and polysaccharide (PSH). Analysis of the chemical
content of analyzed species included chemical characterization of PSH
extracts — by FTIR analysis, determination of phenolic profile - by
HPMC/MS-MS, content of organic acids - by HPLC, fatty acid content -
by GC-FID and content of biogenic elements - by AAS.
Spectrophotometric methods were applied for determination of the
content of total proteins, polyphenols and flavonoids. According to the
antiradical activity obtained towards OH®, O,", OH’, Asc’, DPPH" and
ABTS"" extracts of lignicolous species were singled out: P. porrigens
(MeOH extract), P. porrigens (H,O extract), T. versicolor (MeOH
extract), S. hirsutum (H,O extract), S. subtomentosum (MeOH extract)
and B. austa (H,O extract) , respectively. The highest antioxidant
activity obtained by FRAP and the polarographic HPMC method was
exhibited for PSH and H,O extracts of the terricolous species A.
strobiliformis. The antimicrobial activity of analyzed extracts was
determined by examination of antibacterial, antifungal and antiviral
potentials, whereby the species H. repandum was separated by
exhibiting the best effect on Gram-positive and Gram-negative
bacteria, and all the analyzed phytopathogenic isolates (Fusarium,
Alternaria) and T. versicolor against analyzed bacteriophage. Anti-
acetylcholinesterase activity was determined by tests in solid and in
liquid, while the best percent of AChE inhibition was showed by EtOH
extracts of the species S. hirsutum, B. adusta, S. subtomentosum and T.
versicolor. The cytotoxic activity of extracts was determined by MTT
assay, and according to the best activity, the MeOH extract of P.
porrigens, and H,O and EtOH extracts of B. adusta were distinguished
particularly after 72 h. Based on the results obtained, favoring
different species and their different extracts in the applied tests, it is
clear that the biological activity and chemical composition depend on
the origin, species and type of extract of the analyzed fungi. Based on
the type of solvent or extract of the species that showed the best
activity in relation to the above tests and on the basis of the obtained
correlations as well as on the basis of the detected compounds, we
assume that the phenol compounds and polysaccharides are
responsible for the activities performed.

Demonstrated bio-potential of analyzed fungal species indicates their
potential use as functional foods and nutraceutics, as well as in the

137




Doktorska disertacija

Ljiljana Janjusevic

biocontrol of phytopathogens.
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