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AKUMULACIJA I TRANSFORMACIJA SELENA 

U INDUSTRIJSKIM GLJIVAMA 

 

REZIME 

 

Peĉurke su bogat izvor gotovo svih esencijalnih aminokiselina i vitamina, 

mineralnih materija, ugljenih hidrata, proteina; imaju nizak sadrņaj masti, ali vrlo visok 

udeo nezasićenih masnih kiselina. Gljive roda Pleurotus, imaju vrlo visoku nutritivnu 

vrednost, a spadaju u grupu industrijskih gljiva, lako se gaje te se na njima uspeńno 

moņe pratiti mogućnost akumulacije i transformacije selena. Gljive imaјu razliĉit 

kapacitet usvaјanja selena, ńto zavisi od vrste gljive, hranljive podloge na koјoj јe gljiva 

odgaјana, kao i od oblika i koncentraciјe u kom јe selen dodat u podlogu. Oĉekuje se da 

će gljiva usvojiti uspeńno selen iz supstrata u vidu organskih i neorganskih jedinjenja u 

koncentraciji koja moņe da zadovolji dnevne potrebe ĉoveka. Kako gljive sadrņe 

bioaktivne komponente, dodatno selenom obogaćene peĉurke moguće јe koristiti u 

sveņem i suńenom stanju ili kao potencijalni dijetetski suplement.  

Praćen je rast micelijuma razliĉitih industrijskih gljiva na sladnom agaru sa 

selenom dodatim u obliku neorganskih i organskih jedinjenja. Selenski kvasac i 

kompleks cink (selenosemikarbazon) su stimulisali rast micelije gljive bukovaĉe, dok je 

natrijum selenit delovao inhibitorno. Rast micelijuma gljive Ganoderma lucidum 

stimulisan je selenskim kvascem. Kada je u pitanju gljiva Lentinus edodes, najbolji 

izvor selena bio je natrijum selenit, a organska jedinjenja selena su delovala inhibitorno.  

Ispitivana je mogućnost akumulacije i transformacije selena iz selenita  (100 mg 

Se/kg supstrata), selenskog kvasca (100 mg Se/kg supstrata) i kompleksnog jedninjenja 

(50 mg Se/kg supstrata) u plodonosno telo model gljive Pleurotus ostreatus P70. Kod 

ostalih ispitivanih sojeva (Pleurotus ostreatus P80, Pleurotus salmoneostramineus i 

Pleurotus cornucopiae), praćena je mogućnost usvajanja selena samo iz selenskog 

kvasca kao najpogodnijeg izvora selena. Selen iz selenita efektno je akumuliran u 

plodonosno telo soja P. ostreatus P70, kao i selen iz organskog kompleksnog jedinjenja. 

Dokazano je da ispitivane vrste gljiva imaju razliĉitu mogućnost apsorpcije selena 
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dodatog u supstrat u formi selenskog kvasca. Ukupan sadrņaj selena je bio najveći kod 

P. salmoneostramineus (197.93 µg/g), a fruktifikacija je kasnila 3-5 dana. 

Ispitivan je hemijski sastav gljiva u cilju utvrĊivanja uticaja selena na 

eventualnu razliku u hemijskom sastavu i praćenja transformacije usvojenog selena u 

plodonosnom telu. Dobijeni rezultati potvrĊuju da se selen vezuje za ugljene hidrate kao 

i to da vrsta jedinjenja selena verovatno utiĉe na sadrņaj ugljenih hidrata. Sadrņaj 

ukupnih ugljenih hidrata u gljivama obogaćenim selenom iz kvasca bio je do 25% vińi u 

odnosu na kontrolu. Selenit ili kompleks selenosemikarbazon ne menjaju znaĉajno 

sadrņaj ugljenih hidrata u gljivama. Uticaj selena u gljivama nije bio znaĉajan za 

koncentraciju lipida. UtvrĊeno je da postoji znaĉajna razlika u sadrņaju proteina izmeĊu 

razliĉitih sojeva sa dodatim selenom iz kvasca (13.31-23%), kao i da razliĉita jedinjenja 

selena znaĉajno menjaju sadrņaj proteina. Sadrņaj fenola je kod gljiva sa selenom bio za 

oko 30-40% vińi u odnosu na sadrņaj fenola kod kontrolnih gljiva, osim u sluĉaju 

kompleksa [Zn(dapsesc)].  

U cilju praćenja transformacije usvojenog selena u plodonosnom telu gljive, 

odreĊen je ukupan sadrņaj selena, ugljenih hidrata, β-glukana, proteina, i fenola,         

FT-IR spektroskopija i odreĊen je monosaharidni sastav HPLC metodom u vrelim 

vodenim i vrelim alkalnim ektrakatima polisaharida. Primećena je vrlo visoka korelacija 

u sadrņaju selena izmeĊu celih gljiva sa jedne strane i vodenih i alkalnih ektstrakata sa 

druge strane. UtvrĊeno je postojanje najmanje duplo vińe koncentracije selena u vrelim 

vodenim nego u alkalnim ekstraktima, ńto znaĉi da se selen najvećim delom zadrņava u 

komponentama rastvorljivim u vodi. Selen koji se vezuje za ugljene hidrate nije 

znaĉajno promenio sadrņaj ukupnih ugljenih hidrata u polisaharidnim ekstraktima kako 

vrelim vodenim tako i vrelim alklanim. Kod svih vrelih vodenih ekstrakata sa 

povećanim sadrņajem selena, detektovan je znaĉajno veći sadrņaj β-glukana, osim kod 

vodenog ekstrakta gljive P. ostreatus P70 sa selenom koja je rasla na supstratu sa 

neorganskim selenom i kompleksom gde je dońlo do statistiĉki znaĉajnog smanjenja u 

sadrņaju β-glukana. Iz ovoga se pretpostavlja da vrsta jedinjenja selena utiĉe na sadrņaj 

glukana i prednost je u korińćenju organskog jedinjenja selena. U vrelim vodenim 

ekstraktima, sa povećanim sadrņajem selena rastao je i sadrņaj fenola, 10-30% u odnosu 

na kontrolne uzorke, osim u sluĉaju uzorka sa dodatkom selena iz kompleksa. Kod 

vrelih alkalnih ekstrakata sa povećanim sadrņajem selena, fenola je bilo i do 80% manje 



Doktorska disertacija, Milena D. Savić 

 

7 

 

u odnosu na kontrolne uzorke. Najvińe proteina izdvojeno je vrelom vodenom 

ektrakcijom dok je sadrņaj proteina izdvojenih vrelom alkalnom ektrakcijom i do 20 

puta niņi. Ovim se takoĊe objańnjava znatno niņa koncentracija selena u alkalnim 

polisaharidnim ektraktima. FT-IR spektroskopijom utvrĊeno je prisustvo spektara 

karakteristiĉnih za ugljene hidrate. Vreli vodeni ekstrakti dobijeni iz uzoraka gljiva 

obogaćenih selenom iz kvasca imali su izraņenije pikove α- i β-glikozidnih veza nego 

kontrolni ekstrakti. TakoĊe, samo kod ovih uzoraka detektovane su slabe apsorpcione 

trake karakteristiĉne za hemicelulozu. Analizom monosaharidnog sastava utvrĊeno je da 

su kod svih ispitivanih sojeva najzastupljeniji monosaharidi D-glukoza, D-galaktoza i   

D-manoza. Nije bilo statistiĉki znaĉajne razlike u monosaharidnom sastavu izmeĊu 

kontrole i selenom obogaćenih uzoraka, kao ni izmeĊu vodenih i alkalnih ekstrakata. 

Jedan od zadatih ciljeva rada je i odreĊivanje proteinskog sastava gljiva preko 

aminokiselinskog sastava. UtvrĊeno je da prisutan selen ne menja aminokiselinski profil 

gljiva, osim kada je reĉ o aminokiselinama sa sumporom. Dominantne amnikokiseline u 

svim gljivama su glutaminska (13.13-28.46 mg/g suve mase) i asparaginska (6.81-

12.55mg/g suve mase). U svim gljivama obogaćenim selenom, metionina je bilo vińe u 

odnosu na selenometionin. Odnos ove dve aminokiseline varirao je zavisno od vrste 

gljive i od vrste dodatog jedinjenja, ńto ukazuje na to da supstrat na kojem se gljiva gaji 

i parametri gajenja znaĉajno utiĉu na odnos ove dve kiseline. Proteinske frakcije 

odreĊene pomoću SDS-PAGE elektroforeze od oko 15 kDa i izmeĊu 30 i 40 kDa bile su 

dominantne za sve prouĉavane sojeve. Udeo selena u proteinima u odnosu na celu gljivu 

bio je u proseku 44.45-70.34%. Ukupan sadrņaj selena u selenoproteinima varirao je 

zavisno od soja. Razlika u usvojivosti selena korińćenjem organskih i neorganskih 

jedinjenja bila je statistiĉki znaĉajna. 

U cilju optimizacije proizvodnje gljiva sa selenom praćena je akumulacija selena 

iz vińe koncentracija selenskog kvasca dodatog u proizvodni supstrat kao i njegovo 

antifungalno delovanje na Mycogone perniciosa P1M2, Cladobotryum dendroides 

Kal1C6, Trichoderma harzianum Ko1T6 i Trichoderma harzianum P1T6. Najefikasnije 

koncentracije selenskog kvasca koje su inhibirale rast antagonistiĉkih gljiva (plesni) su 

koncentracije 70-200 mg Se/kg supstrata. Dodavanjem koncentracije od 100 mgSe/kg 

supstrata, selen je usporio fruktifikaciju gljiva za nekoliko dana, ali su plodonosna tela 

usvojila visoke koncentracije selena, oko 100 µg/g suve mase gljive Pleurotus spp. 
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raĉunato na suvu masu gljive. Na ovaj naĉin postignut je dvostruki efekat gajenja gljiva 

sa dodatkom selenskog kvasca. Dobijena je obogaćena gljiva, potencijalni dijetetski 

proizvod sa visokim sadrņajem selena uz manji rizik od kontaminacije u industrijskom 

pogonu. 

 

Ključne reči: gljive, Pleurotus spp., natrijum selenit, selenosemikarbazon, selenski 

kvasac, akumulacija, transformacija, polisaharidi, proteini, optimizacija  
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ACCUMULATION AND TRANSFORMATION OF SELENIUM 

IN INDUSTRIAL MUSHROOMS 

 

ABSTRACT 

 

Mushrooms contain almost all essential amino acids and vitamins, minerals, 

carbohydrates, proteins, they have low content of fats, but they are very rich in 

unsaturated fatty acids. Fungi of the genus Pleurotus, have high nutritional value, they 

are member of industrial fungi, easy to grow and the possibility of accumulation and 

transformation of selenium in fruit body is easy to be monitored. Mushrooms have a 

different absorption capacity of selenium, which is dependent on the type of substrate 

for mushroom growing, on the strain of fungi as well as the form and concentration of 

the selenium which is added to the substrate. It is expected that selenium is going to be 

accumulated by fungi easy from the substrate in the form of organic or inorganic 

compounds in a concentration that can satisfy the daily needs of the man. As enriched 

fungi contain bioactive compounds with selenium, they can be used as a potential 

pharmaceutical supplement or as fresh or dry fruit body. 

Mycelium growth of various industrial fungi on malt agar with selenium in the 

form of inorganic and organic compounds was monitored. Selenium yeast and complex 

zinc (selenosemicarbazone) stimulated the growth of Oyster mushroom mycelium, and 

sodium selenite seemed to be toxic. Mycelium growth of the fungus G. lucidum was 

stimulated by selenized yeast. When it comes to mushroom L. edodes, the best source of 

selenium was sodium selenite, and organic selenium compounds had inhibitory action.  

The possibility of transformation and accumulation of selenium from sodium 

selenite (Se 100 mg/kg of substrate), selenium yeast (100 mg Se/kg of substrate) and 

complex selenosemicarbazone (50 mg Se / kg substrate) in fruit body of model 

mushroom P. ostreatus P70 was examined. For other tested strains (P. ostreatus P80,  

P. salmoneostramineus and P. cornucopiae), only the possibility of accumulation of 

selenium from selenized yeast as the most appropriate source of selenium was 

examined. Selenium in the form of sodium selenite and organic complex compound is 

effectively accumulated in the P. ostreatus P70 fruit body. It has been shown that the 

species of fungi have different possibility to absorb selenium in the form of selenium 
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yeast. The highest total selenium content was detected in P. salmoneostramineus fruit 

body, 197.93 mg/g and fructification was delayed for 3-5 days. 

The present study was also focused on the fungi chemical composition in order 

to determine the effects of selenium on the eventual differences in the chemical 

composition comparing to control samples and monitoring transformation of selenium 

in mushroom fruit body. The results confirm that the selenium binds the carbohydrates, 

as well as that the type of selenium compounds probably affects the extractability of 

carbohydrates. The content of total carbohydrates in the mushrooms enriched with 

selenium yeast was increased by 25% compared to control. Selenite or complex 

compound did not change significantly the carbohydrate content of mushrooms. 

Selenium influenced the concentration of lipid in mushroom, but not significantly. 

There was significant difference in protein content between different strains enriched by 

selenized yeast (13.31-23%) as well as that different selenium compounds significantly 

alter the protein content. The phenol content in all selenized fungi was about 30-40% 

higher than in the control of fungi, except in the case of the complex [Zn (dapsesc)]. 

In order to follow the transformation of absorbed selenium in the body of the 

fungus, total content of selenium,  carbohydrates, β - glucans, proteins  and phenol,     

FT - IR spectroscopy  and monosaccharide composition by HPLC were determined in 

the hot water and the alkaline polysaccharide extracts. Between whole mushrooms, 

water and alkali extracts positive correlation was noticed when it comes to the content 

of selenium. The hot water extracts had at least twice of total selenium content 

compared to the alkaline polysaccharide extracts, which means that the selenium mostly 

retains in the water-soluble compounds. The carbohydrate bound selenium did not 

significantly change the total carbohydrate content of hot water and alkaline 

polysaccharide. In all hot water extracts with high content of selenium, significantly 

higher content of  β –glucans was detected except in the P. ostreatusP70 extract that 

was grown on the substrate with organic complex, where the β –glucan content was 

significantly decreased. The results indicate that selenium type probably influences the 

content of the glucans and the use of organic compounds of selenium is advantage. In 

the hot water extracts, with an increased content of selenium the content of phenol was 

also increased, about 10-30% compared to the control samples, except in the case of the 

sample enriched with selenium from the complex. In alkaline extracts with selenium, 
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the phenol content was up to 80% decreased comparing to the control samples. The 

major part of the protein was already extracted with hot water and in the alkaline 

extraction to 20 times less protein content. This also explains the much lower 

concentration of selenium in alkaline polysaccharide extracts. Polysaccharide extracts 

showed FT-IR spectra characteristic for carbohydrates. Hot water extracts obtained 

from mushrooms selenium enriched with yeast had more pronounced peaks of α- and  

β-glycoside bonds than control extracts. Also, only those samples showed the weak 

absorption band characteristic for the hemicelluloses. The monosaccharides in all 

samples were D-glucose, D-galactose and D-mannose. There were no significant 

differences between the monosaccharide composition of the control and selenium 

enriched samples, and neither between the hot water and alkaline extracts. 

One of the goals of this research was determination of the amino acid 

composition of fungi. It was found that selenium does not change the amino acid profile 

of fungi, except in the case of amino acids with sulfur. The major amino acids of the 

protein in all samples were glutamic acid (13.13-28.46 mg/g dry weight) and aspartic 

acid 6.81-12.55 mg/g dry weight. In all selenium enriched fungi, there was more 

methionine compared to selenomethionine. The ratio of these two amino acids varied 

depending on the mushroom strain and the type of selenium compounds. It means that 

the substrate for mushroom growing and ecological parameters significantly affect the 

ratio of these two acids. Molecular weight of protein fractions were determined by  

SDS-PAGE electrophoresis. Fractions about 15 kDa and from 30 to 40 kDa were 

predominant for all strains. The total content of selenium in selenoproteins varied 

depending on the strain. Content of selenium in protein compared to whole mushroom 

was 44.45-70.34%. The difference in accumulation of selenium by using inorganic and 

organic selenium compounds was significant. 

In order to optimize the production of mushrooms with selenium, the 

accumulation of selenium in different concentration of selenized yeast added in 

substrate and antifungal activity of selenized yeast on Mycogone perniciosa P1M2,  

Cladobotryum dendroides Kal1C6, Trichoderma harzianum Ko1T6 and         

Trichoderma harzianum P1T6 was monitored. The results suggest that the most suitable 

concentrations of selenized yeast that inhibit the growth of the mycopathogenic molds 

are 70-200 µg/g of selenium. With addition of 100mgSe/kg substrate concentrations to 
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the substrate, selenium will affect the growth rate of mushrooms for a few days, but the 

fruit bodies will uptake high level of selenium, about 100 µg/g for Pleurotus spp. on dry 

weight of the mushroom. In this way a double effect in the cultivation of mushrooms is 

achieved – Enriched fungi, the potential dietetic supplement with high content of 

selenium with a lower risk of contamination were obtained. 

 

Key words: Fungi, Pleurotus spp., Sodium selenite, Selenosemicarbazone, Selenized 

yeast, Acumulation, Transformation, Polysaccharides, Proteins, Optimization  
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SKRAĆENICE: 

 

AAS:   Atomski apsorpcioni spektrometar 

ANOVA:   Jednofaktorijalna analiza varijansi 

ATP:   Adenozin tri fosfat 

AUG:   Kodon u iRNA sekvenci 

BHT:   Butilovani hidroksitoluen 

BSA:   Albumin iz goveĊeg seruma 

CPK:   Kreatin fosfokinaza 

CPL:   Relativna kompresibilnost pletenina 

DI-I:   Jodotironin dejodinaza, tip I 

DNK:   Dezoksi ribonukleinska kiselina 

EFSA:   The European Food Safety Authority 

FAO:  The Food and Agriculture Organization 

FDA:   The Food and Drug Administration 

FEEDAP:   Animal feed panel group 

FT-IR:   Fourier Transform-Infrared Spectroscopy 

GPX:   Glutation peroksidaza 

GSH:   Glutation 

HPLC:   Teĉna hromatografija visokog stepena razdvajanja 

iRNK:   Informaciona ribonukleinska kiselina 

ICP-MS:   Masena spektrometrija sa indukovano spregnutom plazmom 

ICP-OES:   Optiĉka emisiona spektrometrija sa indukovano spregnutom plazmom 

K:   Kontrola 

KBr:   Kalijum bromid 

OPA:   o-ftalaldehid 

PC:   Pleurotus cornucopiae 

PMP:   1-fenil-3-metil-5-pirazolon 

PO:   Pleurotus ostreatus 

PO P70:   Pleurotus ostratus P70 

PO P80:  Pleurotus ostreatus P80 

PS:   Pleurotus salmoneostramineus 
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RDA:   Preporuĉeni dnevni unos  

ROS:   Reaktivne kiseonikove vrste 

SDS-PAGE:   Natrijum dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforeza 

Se:   Selen 

SeO3
2-

:   Seleniti 

SeO4
2-

:   Salenati 

SeCys:   Selenocistein 

SeMet:    Selenometionin 

SeO2:   Selen-dioksid 

SP:   Selenoprotein 

Ser:   Serin 

Sel-P:   Selenoprotein P 

Sel-R:   Selenoprotein R 

Sel-W:   Selenoprotein W 

T3:   Trijodtrionin 

T4:   Tiroksin 

TFA:   Trifluorosirćetna kiselina 

TR:   Tioredoksin reduktaza 

tRNK:   Transportna ribonukleinska kiselina 

UGA:   Stop kodon 

WHO:   The World Health Organization 

Zn(dapsesc):   Kompleks cink selenosemikarbazona 

Zn(CH3COO)2xH2O:   Cink-acetat-dihidrat 
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1. UVOD 

 

Vińe gljive, peĉurke, kojima se danas pridaje veliki znaĉaj, od davnina se 

koriste u tradicionalnoj medicini Kine, Japana i Koreje, a danas ńirom sveta kao 

antitumorni preparat. Poznato je preko 600 vrsta sa potvrĊenim terapeutskim 

svojstvima (Griensven, 2000). Samo odreĊeni broj ima primenu u prehrambenoj 

industriji i ishrani. Sadrņe razliĉite hidrolitiĉke enzime koji mogu da razgrade 

sloņene biopolimere do manjih molekulskih masa. Poseduju sposobnost metaboliĉke 

transformacije biljnih lignoceluloznih ostataka niske hranljive vrednosti u 

visokovredne delikatesne namirnice bogate proteinima. Najpre su sakupljane u svom 

prirodnom stanińtu, a tek u skorije vreme zapoĉeto je njihovo intenzivno gajenje u 

veńtaĉkim uslovima, ńto je dovelo i do porasta njihove potrońnje. Moderna 

istraņivanja su fokusirana na izuĉavanje njihovih biolońki aktivnih komponenata sa 

lekovitim, najĉeńće anti-kancerogenim dejstvima, antioksidativnim, antiviralnim, 

antimikrobnim, zatim sa mogućnońću sniņavanja krvnog pritiska i holesterola 

(Griensven,2000). Rezultati ukazuju na to da bazidiomicete, njihovi vodeni i 

alkoholni ekstrakti, predstavljaju dobre antioksidante sa mogućnońću vezivanja 

slobodnih radikala (Jayakumar i sar., 2006; Tseng i sar., 2008; Turlo i sar., 2010). 

Vińe gljive imaju i sposobnost da akumuliraju materije iz supstrata na kojem se gaje. 

Zato su izuzetno pogodne za korińćenje u bioremedijaciji (za degradaciju toksiĉnih 

organskih jedinjenja), ali i usvajanje korisnih mikronutrijenata (deficitarnih u 

namirnicama biljnog porekla) neophodnih za ljudski organizam (Kalaĉ, 2001; Vetter, 

2004; Svoboda i sar., 2006).  

Hemijski element selen je esencijalni mikronutrijent za sisare, ptice i 

bakterije, antioksidant, neophodan za pravilan rad hormona i imunog sistema 

(Reilly,2006). Ulazi u sastav mnogobrojnih proteina sisara (glutation peroksidaza 

kod ĉoveka), a koristi se i u prevenciji tumora, tiroidnih, kardiovaskularnih oboljenja 

i parkinsonove bolesti (Hatfield,2003). UgraĊuje se u kosu, krv, srce, pluća, a 

napuńta organizam putem urina, neńto manje i putem koņe kao i putem disajnih 

organa (Dumont i sar., 2006; Suzuki, 2005).  
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Preporuĉena RDA vrednost je 55 µg/dan selena za odraslog zdravog ĉoveka 

(Navarro-Alarcon i Lopez-Martinez, 2000). Prema navedenim rezultatima 

istraņivanja, svet se suoĉava sa potencijalnom opasnońću od pojave oboljenja 

izazvanim nedovoljnim unosom selena. Nedostatak selena moņe dovesti do niza 

poremećaja u organizmu, kao ńto su mińićna slabost, obstruktivna miokardiopatija i 

tumor (Hatfield, 2003). Vińegodińnjom ishranom obogaćenom selenom u vidu 

selenskog kvasca i/ili selenometionina, dokazana je znaĉajna korelacija izmeĊu 

koncentracije selena u mińićima, crvenim krvnim zrncima, krvnoj plazmi, vlasima 

kose i noktima (Gao  i sar., 2011; Govasmark, 2010). Zadovoljenje dnevnih potreba 

za selenom postiņe se unońenjem cerealija, ribljeg mesa i sl. (USDA,2012).  

Generalno, koncentracija selena u namirnici direktno zavisi od sadrņaja 

proteina. Ispitivanja raĊena na mińevima ukazuju na to da se selen u vidu 

selenometionina i selenom obogaćenog kvasca bolje usvaja i duņe zadrņava u 

organizmu u poreĊenju sa neorganskim solima selena. Neorganska forma selena se 

brņe ekskretuje iz organizma i toksiĉnija je u poreĊenju sa selenometioninom 

(Thomson, 1998). Selenometionin, kao aminokiselina, najĉeńće se javlja u belom 

luku, brokoliju, crnom luku i efektivniji je u hemoprevenciji tumora u odnosu na 

druge ispitivane suplemente ńto je dokazano u in vivo ispitivanjima na mińevima (Li i 

sar., 2004). 

Neke jestive gljive usvajaju selen i mogu se koristiti kao bioindikatori 

zagaĊenja zemljińta selenom i teńkim metalima. One uglavnom sadrņe 

niskomolekularne komponente selena, kao ńto su selenit i aminokiseline 

selenocistein i selenometionin u kojima je sumpor zamenjen sa selenom 

(Falandysz,2008). Sadrņaj selena u suvoj masi gljiva se kreće izmeĊu 0.57 i          

19.46 mg/kg, zavisno od vrste, godine i mesta nalaņenja (Boroviĉka i Randa, 2007). 

Forma selena koja je korińćena u dosadańnjim ispitivanjima akumulacije selena u 

gljivama je neorganska so, selenit, koji gljiva uspeńno apsorbuje iz supstrata (20-

30%) i biotransformińe u organski oblik, selenoproteine (50-70%) (Zhao i sar., 2008; 

Stajić i sar.,2006).   

Potrebno je ispitati mogućnost primene i drugih potencijalnih izvora selena, 

organskih jedinjenja sa selenskim kvascem kao najzanimljivijim izvorom selena u 
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vidu selenometionina. Potencijalna upotreba novih organskih jedinjenja selena ima 

niz prednosti u odnosu na neorganski. Pre svega, dugo izlaganje neorganskim solima 

moņe dovesti do trajnih oboljenja kod ĉoveka (Hathcock, 2004). Selenski kvasac i 

druga organo jedinjenja selena su potencijalni bezbedan izvor koji se moņe koristiti u 

dobijanju novog dijetetskog suplementa na bazi gljiva. Gljive imaјu razliĉit kapacitet 

usvaјanja selena, ńto zavisi od vrste mediјuma na koјem јe gljiva odgaјana, od vrste 

gljive kao i od oblika i koncentraciјe u kom јe selen dodat u supstrat (Kalaĉ, 2009). 

Gljive roda Pleurotus, imaju izrazitu nutritivnu vrednost, spadaju u gljive koje su 

popularne i lake za industrijsko gajenje te se na njima najjednostavnije moņe pratiti 

akumulacija i transformacija selena. 
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2. PREGLED LITERATURE 

 

2.1. Više gljive - carstvo Fungi 

 

Gljive (carstvo Fungi) su raznovrsna grupa eukariota koja obuhvata veliki 

broj organizama meĊusobno razliĉitih po graĊi i veliĉini. Uglavnom se pod gljivama 

podrazumevaju vrste sa filamentoznim hifama, ali u ovu grupu spadaju i kvasci, 

jednoćelijske gljive. Po graĊi, gljive se dele na niņe - Syphomicota ĉije hife nisu 

septirane i vińe gljive - Septomycota ĉije hife su septirane, a u pitanju su hetetortrofni 

organizmi koji ne vrńe fotosintezu. Mnoge su saprofiti, a neke su fakultativni paraziti 

biljaka i ņivotinja, dok neke gljive formiraju simbiotsku vezu sa drugim 

organizmima, kao ńto su alge i lińajevi. Telo gljive sastoji se iz podzemnog 

vegetativnog dela (micelijuma) koga ĉini splet hifa i nadzemnog plodonosnog tela 

koji se sastoji iz ńeńira i drńke. Filamentozne gljive nastaju ili iz fragmenata hifa ili 

sporulacijom u povoljnim uslovima (Stojanović i Nikńić,2003). Hife gljiva rastu vrlo 

brzo, prorastaju supstrat formirajući vegetativni micelijum i apsorbujući nutrijente 

celom povrńinom. Ćelijski zid se sastoji od 80-90% polisaharida, ostatak su 

uglavnom lipidi i proteini. Uglavnom su polisaharidi saĉinjeni od hitina, linearnog 

polimera n-acetilglukozamina povezanog β-1,4 vezama, jakog i fleksibilnog 

materijala (Kurtzman, 1997). Hife vińih gljiva su septirane i ćelijske organele su 

tipiĉne eukariotske - mitohondrije, ribozomi i vezikule. TakoĊe, imaju vakuole sa 

rezervnim glikogenom, lipidima i polimerima metafosfata (Moore, 1998). Nukleus je 

uglavnom neńto drugaĉiji u odnosu na druge eukariote. Iako su hife i spore gljiva 

normalno haploidne, osim prelaznih diploidnih stanja tokom sekualnog ciklusa, neke 

micelije mogu biti genetski heterogene i u tom sluĉaju, svaka hifa sadrņi nukleus koji 

moņe da zaostane u razliĉitim septama micelijuma ili mogu da se meńaju pa ĉak i da 

kombinuju genetski materijal u procesu sliĉnom mejozi. Gljive se uglavnom 

razmnoņavaju sporama koje klijaju kada su uslovi u okruņenju odgovarajući. 

Varijacije u izgledu plodonosnog tela i spora je specifiĉnost koja se koristi u 

identifikaciji gljiva (Vadim, 2006). Oko 100 000 vrsta gljiva podeljeno je u ĉetiri 
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velike klase, prema tome gde i kako su generisane seksualne spore (Waiters i 

sar.,2001).  

U klasu Basidiomycetes, za koje je karakteristiĉno da stvaraju bazidiospore na 

bazidijama spadaju: 

a) listiĉavke, red Agaricales, himenofor im je u obliku listića obiĉno radijalno 

rasporeĊenih sa donje strane ńeńira. 

b) rupiĉavke, red Polyporales kod kojih je himenofor u obliku tankih cevĉica u 

kojima su smeńteni bazidi. 

Deo peĉurke koji se koristi kao hrana je plodonosno telo koje se razvija iz hifa 

(Slika1). Drńka je mesnati organ sastavljen od gusto isprepletanih pararelno 

slepljenih hifa, koje joj daju ĉvrstu graĊu. Dok je gljiva mlada, obod gljive je spojen 

sa drńkom tankom opnom-velumom. Sazrevanjem velum prestaje da se uvećava i 

poĉinje da se cepa. Njegovi ostaci se zadrņavaju na drńci u vidu prstenova. Ńeńir je 

mesnato tkivo izgraĊeno od hifa, ali one nisu paralelno poreĊane. Boja, veliĉina i 

oblik se razlikuju od vrste do vrste. Sa donje strane ńeńira nalazi se himenijum u 

obliku listića ili rupica, koji sluņe za obrazovanje bazidija na kojima se nalaze spore. 

Himenijum-centralni spoljni sloj lamela je sporonosni sloj izgraĊen od malih 

flańiĉastih ćelija bazidija. Sa vrha bazidija izrastaju 2-4 drńĉice-sterigme, na kojima 

se javljaju spore koje su u poĉetku male i bezbojne, a kasnije najĉeńće postaju 

ruņiĉaste do mrke boje. Spora ostaje na sterigmi dok ne sazri, a zatim se odvaja. 

Zrele spore su obiĉno nepravilnog elipsoidnog oblika. Kad bazidiospora dospe na tlo 

pogodno za razvoj, isklija, fragmenti micelije postaju sve deblji, hife se isprepliću i 

nastaju takozvane anastomoze. Iz tako isprepletanih micelija preko stadijuma zrna, 

nastaje odrasla peĉurka (karpofor) na kojoj se formiraju nove spore (Stojanović i 

Nikńić, 2003). 
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Slika 1. Ņivotni ciklus bazidiomiceta. 

http://www.realmagick.com/basidiomycota-life-cycle/ 

 

2.2. Industrijske gljive 

 

Jestive gljive se gaje kao delikatesne namirnice, ali i u medicinske svrhe jer 

se njihove komponente koriste kao antitumorni i imunostimulatorni agensi    

(Stamets, 2000). Od gljiva iz razdela Basidiomycetes, 38% ukupne svetske 

proizvodnje ĉini proizvodnja Agaricus bisporus, zatim Pleurotus ostreatus 25%, 

Volvariella volvacea 16% i Lentinus edodes 10% svetske proizvodnje (Tabela 1). 

Proizvodnja gljiva je usmerena najvećim delom na lignikolne gljive koje rastu na 

celuloznom materijalu. Svetska proizvodnja najtraņenijih gljiva Agaricus bisporus, 

Lentinus edodes, Volvariella volvacea i Pleurotus spp., zatim Auricularia spp i 
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Flamulina velutipes ĉini oko 2.2 miliona tona (Erjavec i sar., 2001). Od toga je oko 

5% ukupne proizvodnje na Tajvanu (Cahng i Hayes, 1978; Bano i Rajarathnam, 

1988). 

 

Tabela 1. Prikaz rasta proizvodnje jestivih gljiva (Chang, 1999, 2006;            

Delcaire, 1978; UN APCAEM) 

 

Godina Ukupna 

proizvodnja 

(x 1000 tona) 

Kineska 

proizvodnja 

(x 1000 tona) 

Uĉešće Kine  

u svetskoj 

proizvodnji (%) 

1983. 1.453,0 174.5 12.0 

1990. 3.763,0 1.083,0 28.8 

1994. 4.909,3 2.640,0 53.8 

1997. 6.158,4 3.918,0 63.6 

2002. 12.250,0 8.650,0 70.6 

 

Istorija kultivacije gljiva je veoma duga. Preko 2500 godina, gljive su gajene 

u Kini i na Dalekom istoku. U komercijalne svrhe, gajenje ńampinjona je poĉelo u 

XVI veku u Parizu. Proizvodnja gljiva je znaĉajno porasla u proteklih 50 godina. 

Trenutno, oko 20-30 komercijalnih sojeva se gaji u preko 60 zemalja ńirom sveta. 

Danas su Kina, U.S.A., Holandija, Poljska, Ńpanija najveći proizvoĊaĉi gljiva, 

naroĉito ńampinjona. Oko 11.797 tona sveņih gljiva i 4.099 tona konzervisanih gljiva 

uvezeno je ńirom sveta iz U.S.A., Francuske, Irske, Rusije tokom 2001-2002. godine. 

Lako se uzgajaju na kompostu koji se nakon plodonońenja prodaje kao Ċubrivo sa 

visokim sadrņajem azota i drugih minerala (Erjavec i sar., 2001). 

Hemijski sastav supstrata direktno utiĉe na hemijski sastav plodonosnog tela 

gljiva koje se na njemu razvijaju (Zadrazil, 1980; Neidleman i Laskin, 1995). Sadrņaj 

proteina i amino kiselina je skoro duplo veći u gajenim nego u gljivama iz prirode. 

Generalno, suva masa plodonosnog tela gljive sadrņi oko 39–88% ugljenih hidrata, 

17–46% proteina, 2–9% masti i u ostatku pepeo i minerale (Ouzouni i sar. 2009). 

Dodatkom suplemenata u supstrat za rast gljiva moņe se poboljńati hemijski sastav 

plodonosnog tela, ńto je dokazano na gljivi Pleurotus sp. koja moņe da raste na 
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materijalima razliĉitog sastava (Muthangya i sar., 2013). TakoĊe je dokazano 

udvostruĉenje koncentracije proteina u gljivama gajenim na semenu pamuka i slami 

(Gregori, 2007). Pleurotus ostreatus ima proteinski sastav sliĉan mleku i mesu. 

Sadrņaj suve materije u gljivama vrlo je nizak, obiĉno se kreće izmeĊu 20-35% 

(Ouzouni i sar., 2009). Nizak sadrņaj suve materije i masti rezultuje smanjenom 

energetskom vrednońću gljiva. Distribucija proteina u plodonosnom telu zavisi i od 

starosti gljive. Vetter i Rimoczi, 1993. su dońli do zakljuĉka da je najveći sadrņaj 

ukupnih proteina kod gajene gljive Pleurotus ostreatus kada je preĉnik ńeńira od 5–

8cm. Koncentracija proteina je niņa kod starijih gljiva. Smatra se da proteini 

peĉuraka ipak imaju veći nutritivni znaĉaj u odnosu na bilo koju biljnu vrstu 

(Stojanović i Nikńić, 2003). Sadrņaj slobodnih amino kiselina u peĉurkama je nizak i 

iznosi svega oko 1% suve materije, ali su znaĉajne jer uĉestvuju u formiranju arome 

gljive. Glukoza, manitol i trehaloza su najĉeńći monosaharidi. Sadrņaj manitola koji 

aktivno uĉestvuje u rastu i formiranju plodonosnog tela znatno varira u gljivama. Od 

vitamina, gljive sadrņe dosta riboflavina, niacina i ergokalciferola (Kalaĉ, 2009).  

 

2.3. Gljive kao funkcionalna hrana 

 

Sedamdesetih i osamdesetih godina prońlog veka, tri antitumorna agensa 

polisaharidne prirode izolovana su iz gljiva Lentinus edodes, Schizophyllum 

commune i Coriolus versicolor, ńto je od velikog znaĉaja (Rop i sar., 2009). Ove 

gljive su poznate već hiljadama godina, a danas je poznato da njihove razliĉite 

komponente pokazuju znaĉajnu biolońku i farmakolońku aktivnost (Kalaĉ, 2009). 

Bioaktivne komponente u gljivama mogu se podeliti u dve velike grupe- sekundarni 

metaboliti (masne kiseline, terpenoidi, polifenoli, seskviterpeni, alkaloidi, laktoni, 

steroli, nukleotidni analozi i vitamini) i gliko-proteini, proteini i visokomolekularni 

polisaharidi ukljuĉujući i proteoglikane (Kim i sar., 2009). Smatra se da su fenolna 

jedinjenja najefektniji antioksidansi u gljivama, dok je prema rezultatima istraņivanja 

uloga tokoferola i likopena limitirana (Kalaĉ, 2009). Polisaharidi, naroĉito β-glukani 

najpoznatija su bioaktivna jedinjenja, poseduju antitumornu i imunomodulatorsku 

aktivnost i već su nańli primenu u kliniĉkim tretmanima. Smatra se da su polisaharidi 
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inhibitori rasta tumora (Rop i sar., 2009). Mehanizam antitumorne aktivnosti 

polisaharida, većine gljiva joń uvek nije u potpunosti razjańnjen. Pretpostavka je da 

povećavaju ili izazivaju imunolońke reakcije ćelije kroz aktiviranje sistema 

komplementa. Najveći broj medicinski znaĉajnih gljiva pripada klasi 

Basidiomycetes: Ganoderma lucidum, Lentinus edodes, Cordyceps sinensis, 

Cordyceps sobolifera, Poria cocos, Tremella fulciformis, Auricularia auricula, 

Hericium erinaceus, Trametes versicolor, Grifola frondosa i Flammulina velutipes 

(Griensven, 2000). Ĉlanak o gljivi Flammulina velutipes, objavljen u ĉasopisu 

‗Cancer Research‘ (1969), jedan je od prvih nauĉnih dokumenata u zapadnoj 

literaturi koji je izneo ĉinjenicu da su jestive gljive efektne u suzbijanju tumora. 

 Biolońki aktivni polisaharidi gljiva su najĉeńće linearni i razgranati 

glukani sa razliĉitim tipovima glikozidnih veza, ali su neki od njih i 

heteropolisaharidi i sadrņe glukuronsku kiselinu, ksilozu, galaktozu, manozu, 

arabinozu i ribozu (Wasser, 2002). Polisaharidi gljiva sa antitumornom aktivnońću 

veoma se razlikuju po svom hemijskom sastavu i konfiguraciji, kao i po fiziĉkim 

svojstvima. Antitumorna aktivnost je posledica prisustva razliĉitih polimera glukana 

(Ooi i Lui, 1999). Razlika u biolońkoj aktivnosti potiĉe od hidrofilnosti, veliĉine 

molekula, grananja i forme. MeĊu bojnim biolońki aktivnim glukanima gljiva, kako 

sa α- tako i β- glikozidnim vezama, najizraņenija biolońka aktivnost se odnosi na 

glukane ćelijskog zida gljiva (Mizuno i sar., 1995). Komercijalni znaĉaj polisaharida 

gljiva najvińe se ogleda sa stanovińta funkcionalne hrane (Synytsya i sar., 2009). 

Razliĉitost glukana se povećava supstitucijom molekula ńećera u boĉnim lancima.  

Iako je moguć veliki broj kombinacija, u prirodi je zastupljeno svega nekoliko 

polimera glukoze. Njihova raznovrsnost se ogleda u razliĉitosti veza glukopiranoznih 

jedinica rezultujući konformacijama α- ili β- anomera. Gljive sintetińu polimere β-

glukan; β-1,3-D-glukane, β-1,4-D-glukane i β-1,6-D-glukane (Slika 2). Najĉeńće su 

to polimeri na ĉijem glavnom lancu dominiraju β-1,3; -1,4 ili oba tipa veze na koji se 

nadovezuju boĉni lanci u kojima dominira β-1,6 glikozidna veza. Zavisno od porekla 

glukana, molekulske mase glukana se kreću od 5 do 2000 kDa (Synytsya i sar.,2009). 

Glukani bazidiomiceta rastvorni u vodi imaju dugotrajniji efekat na imuni sistem 
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sisara i bolje su prihvaćeni. Proteo-glukani su nerastvorni nakon delimiĉne hidrolize i 

formiraju gel, tako da se za njih moņe reći da su delimiĉno rastvorljivi molekuli.   

 

 

Slika 2. Osnovna struktura β-glukana sa kombinacijom veza 1,3 i 1,6. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Beta-glucan 

 

 U ćelijskom zidu gljiva β-glukani se mogu naći u kompleksu sa hitinom. 

Glukani su razlog za korińćenje gljiva kao aditiva u proizvodnji namirnica i 

farmaceutskih preparata. Neke vrste bukovaĉe (Pleurotus spp.) sadrņe jedan od 

najpoznatijih izvora β-glukana koji se zove pleuran (Tabela 2). Najpoznatiji glukan 

gljive L.edodes je lentinan koji je po svom sastavu β-1,3 - glukan sa boĉnim             

β-1,6 grananjem (Rop i sar., 2009). Delovanje β-glukana nije u potpunosti poznato, 

ali se predpostavlja da se biolońka aktivnost odnosi na njihovu interakciju sa 

specifiĉnim β-glukopiranoznim receptorima prisutnim na ćelijama imunog sistema – 

leukocitima, dentritiĉkim ćelijama, NK ćelijama prirodnim ubicama, makrofagama i 

drugim nakon ĉega se indukuje odgovarajuća reakcija (Ross i sar., 1987; Mueller i 

sar.,2000). Prouĉavanjem dejstva β-glukana na imuni sistem, dońlo se do saznanja da 

β-1,3-glukan sa strukturom jednostrukog heliksa i hidrofilnim grupama ima najbolji 

efekat kod zańtite imunog sistema (Rop i sar., 2009). Najveća biolońka aktivnost 

utvrĊena je kod glukana sa stepenom grananja 0.2 do 0.33 (Bohn i BeMiller, 1995). 

 

 

  

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Beta-glucan
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Tabela 2. Proseĉan sadrņaj β-glukana i procenat vodorastvornih i ne rastvornih 

frakcija gljiva Lentinus edodes i Pleurotus spp. (Manzi i Pizzoferrato, 2000) 

 

Naziv gljive 
Sadrţaj ukupnih  

β-glukana 

(mg/100mg s.m.) 

β-glukani 

rastvorni u 

vodi 

(mg/100mg) 

β-glukani ne 

rastvorni u vodi 

(mg/100mg) 

Pleurotus ostreatus 38 37.8 62.2 

Pleurotus eryngii 38 16.8 83.2 

Pleurotus pulmonarius 53 18.7 81.3 

Lentinus edodes 22 46.1 53.9 

s.m. – suva materija gljive 

 

Molekulska masa β-glukana je takoĊe vaņan faktor za interakciju sa receptorima koji 

se nalaze na povrńini ćelija imunog sistema. Enzimi digestivnog trakta delimiĉno 

inaktivińu   β-glukane intenzivnim oksidativnim delovanjem, ali veliki deo 

nepromenjenih molekula ipak zadrņava svoju biolońku aktivnost (Nono i sar., 1991; 

Rice i sar., 2005).  

Pleuran i lentinan su trenutno β-glukani sa najńirom primenom usled 

pozitivnog efekta na intestinalni trakt. Pleuran redukuje broj konjugovanih diena u 

intestinumu, jetri i eritrocitima sa minimalnom aktivnońću antioksidativnih enzima. 

TakoĊe, dobro je poznat uticaj pleurana na redukciju lońeg holesterola u krvi (Bobek 

i sar., 1997). Oba imaju snaņan inhibitorni efekat na produkciju nekih mikotoksina 

(Reverberi i sar., 2005; Rop i sar.,2009).  

Proteini u gljivama sa biolońkom aktivnońću mogu se upotrebiti u 

biotehnolońkim procesima za sintezu novih lekova i ukljuĉuju lignocelulozne 

enzime, lektine, proteaze i proteaza inhibitore. Velika prednost proteina iz gljiva je 

njihova jedinstvenost jer se znatno razlikuju od biljnih, ņivotinjskih i mikrobnih 

proteina. Ovi proteini su stabilni u ńirokom pH opsegu i imaju sigurnu primenu kod 

ĉoveka zbog dugogodińnje pozitivne prakse i dokazanog delovanja na ljude (Ngai i 

Ng, 2005). Dokazano je da proteini izolovani iz gljiva imaju antimikrobnu, 

antifungalnu i imunomodulatornu aktivnost, a koriste se i kao insekticidi (Erjavec i 
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sar., 2012). Najvińe se zna o lignocelulitiĉkim enzimima koji ukljuĉuju lakazu, 

peroksidazu i druge oksidaze, celulaze i razne glikozidaze. Dva biotin-vezujuća 

proteina izolovana su iz gljive Pleurotus cornucopiae, sa izraņenijom aktivnońću u 

odnosu na sve druge izvore (Duckova i sar., 1997). Sposobnost lignokolnih gljiva da 

rastu na drvenom materijalu potiĉe od sistema enzima koje poseduju i koji im 

omogućuje degradaciju i mineralizaciju biljne biomase – lignina, celuloze i 

hemiceluloze (Stojanović i Nikńić, 2003). Poslednjih godina se ulaņe veliki napor u 

otkrivanje mogućnosti iskorińćenja ovih enzima. Velika prednost je mogućnost 

gajenja gljiva na ĉvrstom supstratu koji predstavlja industrijski otpad, otpad iz 

prirode i koristi se za rast i dobijanje enzima i bioaktivnih jedinjenja iz gljiva. U 

industriji hrane primenjuju se razliĉiti enzimi mikroorganizama te se i proteinaze 

gljiva mogu koristiti kod proizvodnje sira i zgruńavanja mleka, lipaze se koriste za 

lipidnu modifikaciju i imaju primenu u pekarskoj industriji, lakaze se koriste u 

stabilizaciji voćnih sokova i vina uklanjanjem fenola koji uzrokuju dekolorizaciju i 

gubitak arome proizvoda (Erjavec i sar., 2012). 

 

2.4. Opšte karakteristike gljiva roda Pleurotus  

 

Carstvo: Fungi 

Razdeo: Basidiomycota 

Klasa: Agaricomycetes 

Red: Agaricales 

Porodica: Pleurotaceae 

Rod:  

 

Pleurotus 

Rod Pleurotus ukljuĉuje preko 50 jestivih i medicinskih vrsta gljiva (Kim i 

sar.,2009) rasprostranjenih u raznim predelima ńirom sveta. Neke vrste se industrijski 

gaje i imaju veliki ekonomski znaĉaj (P. ostreatus, P. cornucopiae, P. eryngii). 

Njihovo plodonosno telo je bogato ugljenim hidratima (28 - 50% suve mase gljive), 

jestivim vlaknima (3-50% suve mase), proteinima (10 - 30% suve mase) sa 25-35% 

esencijalnih amino kiselina raĉunato na suvu masu i visokim sadrņajem alanina, 

http://en.wikipedia.org/wiki/Fungi
http://en.wikipedia.org/wiki/Basidiomycota
http://en.wikipedia.org/wiki/Agaricomycetes
http://en.wikipedia.org/wiki/Agaricales
http://en.wikipedia.org/wiki/Pleurotaceae


Doktorska disertacija, Milena D. Savić 

 

13 

 

glutaminskom kiselinom i glutaminom, vitaminima (C, A, B, D), mineralima (K, P, 

Mg, Na, Fe, Zn) i lipidima (3-5% suve mase). Odnos ovih komponenata je 

karakteristika svake vrste (Gunde-Cimerman i Cimerman, 1995; Stamets, 2000). U 

svetu su poznate pod nazivom ''Oyster mushroom''- ostrigara zbog toga ńto ńeńir 

izgledom podseća na ńkoljku. Vrste roda Pleurotus se popularno nazivaju bukovaĉe 

jer se najĉeńće mogu naći kao saprofiti na bukovom drvetu i imaju mogućnost 

razgradnje drvne mase jer poseduju lignocelulitiĉke enzime. Lako se gaje bez većih 

finansijskih ulaganja. Nekad se javljaju kao paraziti i ńiroko su rasprostranjene u 

raznim klimatskim podruĉjima (Block i sar., 1958). Pleurotus eryngii se javlja u 

suptropskim predelima i stepama. Ńiroko je rasprostranjena u predelu Juņne Evope, 

Centralne Azije i Severne Afrike. Pleurotus sajor-caju je tipiĉan za Himalaje. 

Pleurotus flabellatus je bela bukovaĉa naĊena u Indiji. Pleurotus abalone je tipiĉna 

za Kinu (Neidleman i Laskin, 1995). Gljive roda Pleurotus imaju izuzetan 

komercijalni znaĉaj, zajedno sa gljivama L. edodes i A. bisporus. Medicinska 

svojstva gljive P.ostreatus podrazumevaju antioksidativnu aktivnost, 

imunomodulatorni efekat, antitumornu aktivnost, antiviralni i antiinflamatorni 

potencijal kao i mogućnost smanjenja holesterola u krvi (Papaspyridi i sar., 2010). 

One su potencijalni izvor lovastatina koji je zasluņan za navedena svojstva.               

P. tuberregnium se koristi u dermatologiji i prevenciji srĉanih oboljenja, dijabetesa, 

visokog krvnog pritiska (Synytsya i sar., 2009; Stamets, 2000). Neke vrste bukovaĉe 

imaju obojena plodonosna tela, boje ņute (Pleurotus cornucopiae), ruņiĉaste 

(Pleurotus salmoneostramineus), bele (Pleurotus florida). Iako je do danas 

objavljeno vińe radova o medicinakom znaĉaju ovih gljiva, malo je informacija o 

fiziolońkom efektu bukovaĉa razliĉitih boja. Dokazana su izraņena antioksidativna 

svojstva obojenih bukovaĉa, a najizraņenija su kod ņute bukovaĉe (vezivanje 

slobodnih radikala, redukujuća aktivnost i sposobnost heliranja). Antioksidativno 

delovanje je dovedeno u vezu sa sadrņajem fenolnih jedinjenja (Kozarski i 

sar.,2012). Nasuprot ovome, tamno siva i ruņiĉasta bukovaĉa bile su efektnije u 

inhibiranju HT-29 ćelija u poreĊenju sa ņutom bukovaĉom (Kim i sar., 2009) ĉime se 

potvrĊuje znaĉaj obojenih bukovaĉa u inhibiranju kolonalnog tumora i vezivanju 

slobodnih radikala.  
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Navodi se da Pleurotus vrsta sadrņi oko 0.22-0.5 mg/100mg β-glukana 

raĉunato na suvu masu gljive (Rop i sar., 2009). Razgranati molekuli β-glukani iz     

P. tuber-regium gljive i njihovi sulfati pokazajuju relativno izraņenu antitumornu 

aktivnost in vivo i in vitro, naroĉito na hepatoćelijske linije humanog tumora jetre. 

TakoĊe, glukani ove gljive pokazuju antiviralnu aktivnost na herpeks simpleks virus 

(Zhang i sar., 2004). Vodorastvorni α-(1,6)-glukani dobijeni iz plodonosnog tela 

gljive P. florida imaju izraņenu aktivaciju makrofaga (Ront i sar., 2005). Plodonosno 

telo gljiva P. eryngii i P. ostreatus sadrņe razgranate β-1,3-1,6-glukane i linearne     

α-1,3-glukane kao glavne komponente ćelijskog zida. Primenom vodene i ekstrakcije 

u alkalnim rastvaraĉima dolazi do znaĉajnog razdvajanja ovih frakcija. Neke od 

frakcija mogu se uspeńno koristiti kao prebiotici (Synytsya i sar., 2009). Pleurotus 

vrste proizvode razliĉite vrste lektina, glikoproteine koji mogu da aglutiniraju ćelije 

ili da precipitiraju glikokonjugate. Najvińe su zastupljeni u ńeńiru plodonosnog tela, 

neki u micelijumu i igraju glavnu ulogu u razvoju gljive. Lektini su heterogena grupa 

proteina sa ńirokim spektrom molekulskih masa, ugljohidratnog sadrņaja i amino 

kiselina. Neke vrste mogu imati vińe razliĉitih lektina u sebi (Wang i sar.,2000). 

Vrste roda Pleurotus su poznat izvor dijetetskih vlakana koji predstavljaju skup 

nesvarljivih ugljenih hidrata sa dominantnim hitinom, hemicelulozom, mananom i 

glukanom (Rop i sar., 2009). Karboksimetilovani derivati pleurana izazivaju 

imunomodulatorni efekat uz stimulaciju aktivnosti fagocita (Paulik i sar., 1996). 

Razlika u hemijskom sastavu i bioaktivnosti jedinjenja u gljivi Pleurotus gajenoj na 

ĉvrstoj podlozi i submerzno potiĉe od razlike u stepenu razvijenosti gljive i faze 

ņivotnog ciklusa bazidiomicete. Micelijum je vegetativna faza dok je plodonosno telo 

reproduktivna (Papaspyridi i sar., 2010). Inhibitori proteaza gljiva se mogu koristiti 

kao ligandi u hromatografskim analizama za izolaciju i ispitivanje proteinaza 

razliĉitih vrsta. Enzimi bazidiomiceta se mogu koristiti i za izolaciju enzima koji 

povećavaju svarljivost stoĉne hrane (Erjavec i sar., 2012). 
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2.4.1. Pleurotus cornucopiae 

 

Pleurotus cornucopiae subsp. citrinopileatus (Singer) O. Hilber, 1993. je ņuta 

bukovaĉa je vrlo sliĉna gljivi P. citrinopileatus. Singer, 1986. godine navodi da P. 

cornucopiae var. cornucopiae ima svetlo braon ńeńir. Petersen i Hughes (1993) 

navode da je kultura P. citrinopileatus iz Kine seksualno kompatibilna sa                  

P. cornucopiae iz Evrope.  P. cornucopiae je karakteristiĉna za Evropu. Ovo je jedna 

od najĉeńće gajenih gljiva, preporuĉena od 

strane FAO u zemljama u razvoju, sa visokim 

sadrņajem proteina, aminokiselina, dijetetskih 

vlakana, vitamina i polisaharida. P. 

cornucopiae ima preventivni efekat na 

oboljenja kao ńto su koronarna srĉana, ).              

hiperglikemijska, i druga (Fan-Yun i sar., 2010; 

Stamets, 2000                                                           Slika 3. Pleurotus cornucopiae                           

 

2.4.2. Pleurotus salmoneo-stramineus 

 

P. salmoneo-stramineus Vasil (Stamets, 2000) obuhvata kompleks intenzivno 

crvenih bukovaĉa karakteristiĉnih za pan-tropska klimatska podruĉja. Ova gljiva 

brzo fruktifikuje i u stanju je da vrlo brzo proraste nepasterizovan stajnjak, ĉak pre 

kompetitora. Raste na razliĉitom materijalu, ima toleranciju na visoke temperature. 

Iako je izraņeno crvene boje, mogu se javiti albino klastersi. Njihova crvena boja je 

privremena, nekada se gubi sa starońću gljive (Redhead, 1993). Primordija je svetlo 

crvena, prelazi u ruņiĉastu sa razvojem plodonosnog tela, do cimet-ruņiĉaste boje i 

dobija boju slame kada je prerasla. MeĊutim, boja ne zavisi samo od starosti i soja 

gljive, takoĊe zavisi i od temperature okruņenja. Najbolji supstrat za rast je ĉvrsto 

drvo ukljuĉujući palme, bambus i drugo. Micelijum je na poĉetku sliĉan onom kod 

zlatne bukovaĉe, miris je intenzivan. Nakon duņeg skladińtenja, gljiva dobija miris 

reĉne ribe. Nakon suńenja, gljiva ima prijatniju aromu. P. salmoneostramineus je vrlo 

privlaĉna trņińtu zbog primamljive ruņiĉaste boje (James i sar., 2004).  
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Smatra se da je nutritivni sastav ove vrste sliĉan 

onom kod P. pulmonarius koja raste na pńeniĉnoj 

slami bez ili sa dodatkom pamuĉnog praha, 

rezultujući u sadrņaju proteina izmeĊu 30 i 36%. 

Medicinska svojstva ruņiĉaste bukovaĉe nisu do  

sada poznata (Stamets, 2000).           

 

 

 Slika 4.. Pleurotus salmoneostramineus    

 

2.4.3. Pleurotus ostreatus 

  

Prototip bukovaĉe, Pleurotus ostreatus (Jacq.) Kummer, 1871. je dugo bio 

omiljena gljiva mikologa. Ove gljive rastu na razliĉitom supstratu, dobro odolevaju 

temperaturnim varijacijama (Vicente i sar., 2006).  Pleurotus ostreatus predstavlja 

kompleks brojnih varijeteta i sojeva. Ńeńir je bele, sivo-ņute do sivo-braon boje. Boja 

varira u zavisnosti od soja, svetlosti i temperature (Kim i sar., 2009). Ńeńir je 

pravilnog oblika ili izgleda ńkoljke sa tankom drńkom u nastavku. Aroma gljive je 

slatkasta, bogata i prijatna i podseća na badem. Gljiva proizvodi lovastatin, enzim A 

reduktazu, lek odobren od strane FDA 1987.godine za sniņavanje nivoa holesterola u 

krvi (Alarcon i Aguila, 2006). Vińe lovastatina ima u ńeńiru nego u drńci gljive. In 

vivo ispitivanjima na mińevima obolelih od Sarkoma 180, nakon mesec dana, 60% 

tumora je inhibirano sa 20% dnevne ishrane 

bukovaĉom (Ying, 1987). P. ostreatus poboljńava 

rad bubrega, jetre i regulińe gastrointestinalne 

poremećaje. MeĊutim, neretko se javlja alergija 

na spore koja je praćena temperaturom, 

glavoboljom, kijavicom, kańljem (Stamets, 2000; 

ENV/JM 2013).                                            

Slika 5. Pleurotus ostreatus 
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            2.5. Selen u gljivama 

 

Poznato je da peĉurke iz prirode mogu da akumuliraju visoke koncentracije 

metala ili metaloida i koriste se kao indikatori zagaĊenja okoline ili agensi za 

bioremedijaciju (Kalaĉ, 2001; Vetter, 2004). Micelijum gljiva moņe da akumulira sve 

vrste elemenata ukljuĉujući i teńke metale i u plodonosnom telu dostiņe mnogo veće 

koncentracije nego ńto je sluĉaj u supstratu na kom se razvijaju. Preko komponenata 

ćelijskog zida, gljive imaju mogućnost vezivanja metala za funkcionalne grupe 

(fosfatne, amino, karboksilne) ĉime se elementi brzo prenose kroz ćelijsku 

membranu i cirkulińu kroz ceo micelijum (Campos i sar., 2009). Usvajanje i 

prisustvo teńkih metala u plodonosnom telu gljive zavisi od faktora okruņenja i 

genetskih karakteristika vrste (Svoboda i sar., 2006). Supstrat odreĊuje mobilnost i 

dostupnost metala, i u zavisnosti od toga odreĊuje nutritivni sastav gljive koja raste 

na toj podlozi. Iako mnogi procesi nisu poznati, zna se da su biolońki i ekolońki 

faktori oni od kojih akumulacija metala prvenstveno zavisi (Kalaĉ, 2009). 

Izuĉavanje mogućnosti akumulacije i transformacije selena u 

bazidiomicetama aktuelna je tema istraņivanja, meĊutim varijacije u rezultatima 

ukazuju na to da ĉak i naizgled jednostavne kvantitatitativne ili kvalitativne analize 

zahtevaju vrlo specijalizovanu opremu i iskustvo (Dumont i sar., 2006). U biolońkom 

materijalu, tokom suńenja i skladińtenja, selen se ne menja, meĊutim postoji 

mogućnost isparavanja nekih jedinjenja, pa je analize potrebno raditi u toku samog 

rasta gljive u cilju praćenja metabolizma (Falandysz, 2008). Najveći broj do sada 

analiziranih vrsta gljiva ima prirodno nizak sadrņaj selena u plodonosnom telu       

(<1 μg Se/g suvoj masi). Proseĉan sadrņaj selena u bukovaĉi koja raste u prirodi je   

0-1.1 µg Se/g. Plodonosno telo nekih gljiva je bogato selenom, ali se postavlja 

pitanje mogućnosti njihovog iskorińćenja u ishrani. Gljiva Albatrellus pes-caprae sa 

oko 200 μg Se/g suve mase je jedna od najbogatijih selenom (Stijve i sar., 1998).  Do 

sada objavljeni rezultati istraņivanja ukazuju na to da je selen u plodonosnom telu 

bazidiomiceta najvećim delom u obliku selenocisteina, selenometionina, 

selenometilselenocisteina, selenita i drugih neidentifikovanih jedinjenja 

(Falanysz,2008). TakoĊe je utvrĊeno da je slobodan selenometionin nestabilan na 
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temperaturama preko 85°C, dok je onaj vezan za proteine stabilan (Huerta i 

sar.,2006).  

Prvi rezultati istraņivanja mogućnosti akumulacije selena u vińim gljivama 

poĉela su devedesetih godina. Do sada su raĊena istraņivanja na velikom broju 

jestivih i medicinskih gljiva (Ganoderma lucidum, Pleurotus sp., Lentinus edodes, 

Agaricus bisporus, Hericium erinaceum). Analizom nakon proteolitiĉke digestije 

uzorka otkriveno je da oko 24% selena micelijuma ĉine molekuli preko 10 kDa, a 

manjih od 1 kDa ima i preko 60%, zbog ĉega se pretpostavlja da se selen najvećim 

delom nalazi u obliku niskomolekularnih proteina (Dabbour i Takruri, 2002). 

TakoĊe, u gljivama su detektovani i selenoaminońećeri ńto ukazuje na to da se selen 

velikim delom vezuje i za polisaharide. Prema tome, dodatno prisustvo selena u 

polisaharidima povećava i njihovu nutritivnu vrednost.  

Gljiva Agaricus bisporus je gajena na susptratu sa dodatim selenom u vidu 

selenita i posebno u vidu kvasca obogaćenog selenom istih koncentracija 10 μgSe/g 

komposta. Rezultati su ukazali na bolju usvojivost selena iz organskog izvora, tj., iz 

kvasca (Dernovics i sar., 2002). Radionuklid fluorescentnom tehnikom na istoj vrsti 

gljive je dokazano da je apsorpcija selena u plodnosno telo gljive u direktnoj 

korelaciji sa koncentracijom selena u kompostu (Racz i sar., 2000; Pipponen i sar., 

1984; Spolar i sar., 1999).  Pozitivni rezultati gajenja gljive na supstratu sa selenom 

dokazani su i na primeru gljive G.lucidum, gajene na susptratu sa dodatkom 

neorganske soli odakle je usvojeno oko 20-30% selena u plodonosno telo (Zhao i 

sar., 2004). Od ukupno usvojenog selena, selenoproteina je bilo oko 56-61%, seleno-

polisaharida 11-18%, frakcija nukleinske kiseline 0.067-0.22% i drugih 

selenokomponenata 13.8-20%). U gljivi G. lucidum Se-Met je ĉinio svega 8.2-18.3% 

od ukupno usvojenog selena u proteinima. Molekulska masa selenoproteina nije bila 

veća od 16 kDa. Rezultati ukazuju na to da niska koncentracija selena u supstratu 

(<100 µg/g) podstiĉe sintezu proteina i aminokiselina dok vińe koncentracije imaju 

obrnuto dejstvo. TakoĊe, jedinjenja selena su uglavnom bila rastvorna u vodenim i 

alkalnim rastvorima (Zhao i sar., 2008; Ming i sar., 2007). Huerta sa saradnicima je 

2006. godine objavila da se oko 47-91% selena u gljivama Macrolepiota procera, 

Lepista luscina i Boletus luridus nalazi u vidu vodorastvornih jedinjenja malih 
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molekula, pri ĉemu je selenometionin glavni slobodni konstituent u ekstraktu gljiva. 

Gajenjem gljive Pleurotus florida na slami sa visokim sadrņajem selena joń jednom 

je potvrĊena mogućnost usvajanja selena gde je ovako odgajana gljiva imala oko 

osamsto puta vińe selena u plodonosnom telu u poreĊenju sa kontrolnom gljivom 

(Bhatia i sar., 2013). Gljiva P. ostreatus gajena na zrnima kafe obogaćenim natrijum 

selenitom je usvojila najvińe selena dodatkom 51 μg soli/g supstrata. Najveća 

koncentracija je pronaĊena u prvom fruktifikacionom talasu (Da Silva i sar., 2012). 

U vodenom ekstraktu gljive Lentinus edodes selen je naĊen u obliku makromolekula 

iz kojih se oslobaĊa naknadnim enzimskim tretmanima (Ogra i sar., 2004). Ekstrakti 

sa povećanim sadrņajem selena dobijeni iz micelijuma gljive L. edodes potvrĊuju 

povećanu antioksidativnost, redukujuću aktivnost, mogućnost vezivanja DPPH 

radikala, ńto je posledica povećane koncentracije  fenola i organskih seleno 

jedinjenja (Turlo i sar., 2010).   

 

2.6. Fiziĉko-hemijska svojstva selena 

 

Hemijski element selen (Se) izolovao je i 

identifikovao Bercelijus 1817. godine. Selen je 

polumetal, pripada VI grupi periodnog sistema 

elemenata i ima ĉetiri valentna stanja (0, II, IV, VI). 

Poznato je ńest prirodnih izotopa selena, u najvećoj 

meri 80Se (50%) i 78Se (23.5%). Hemijska svojstva 

selena su sliĉna sumporu (Reilly, 2006). Po svojoj 

toksiĉnosti, ali i vaņnoj biolońkoj funkciji poznat je već preko 40 godina. Relativna 

atomska masa selena je 78.96, temperatura topljenja 217°С, a temperatura kljuĉanja 

oko 685°С i moņe dovesti do zagaĊenja atmosfere u sluĉaju sprovoĊenja 

industrijskih proizvodnih procesa koji podrazumevaju termiĉki tretman selena ili 

njegovih jedinjenja (Crystal, 1973). Postoji nekoliko alotropskih formi selena, a tri 

najĉeńće su amorfna forma selena koja je tamno crvene boje i prańkasta, kristalna 

forma selena koja je tamno crvena i najstabilnija kristalna forma selena metalno-crne 

boje (CCME, 2007). Selen je stabilan i nerastvoran element. U sluĉaju prevoĊenja 
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lako usvojivih jedinjenja selena u elementarni oblik, selen postaje nedostupan za 

biljke. Selen je mikronutrijent zastupljen u raznim namirnicama kao i u obliku 

dijetetskog suplementa. Neophodan je za pravilnu funkciju organizma, prisutan je u 

selenoproteinima vaņnim za reprodukciju, pravilnu funkciju tiroidne ņlezde, sintezu 

DNK i zańtitu od oksidativnog ońtećenja ćelija (Sunde, 2012). Selen postoji u 

neorganskoj i organskoj formi i obe se mogu uspeńno koristiti u ishrani. U tkivu 

sisara većim delom egzistira u formi selenoaminokiselina koje grade selenoproteine. 

Iz tog razloga skeletni mińići sadrņe 26-46% ukupnog selena (Terry i 

Diamond,2012). Selenocistein i selenit redukuju se do selenida i prevode u 

selenofosfate koji uĉestvuju u biosintezi selenoproteina (Davis, 2012).  

 

2.7. Selen u litosferi 

 

Selen se u organizam moņe uneti kroz lanac ishrane zemljińte-biljka-

ņivotinja-ĉovek. To znaĉi da je zapravo najvaņniji sadrņaj selena u zemljińtu i da od 

toga zavisi dalji unos selena u organizam sisara. Apsorpcija selena u biljke zavisi od 

geolońkih, geografskih i drugih faktora: kiselosti zemljińta, redoks potencijala, 

koliĉine organskih materija u zemljińtu, prisustva kompetitivnih jedinjenja poput 

sulfata, mikrobiolońke aktivnosti, sastava zemljińta, temperature, navodnjavanja i 

drugih faktora (Rayman, 2008). Selen je najzastupljeniji u stenama, vulkanskom 

materijalu, morskom talogu i gleĉerskom nanosu u formi elementarnog selena (0), 

selenita (+4), selenata (+6), selenida (-2) i organskih jedinjenja (Nakamaru i 

sar.,2005). Biljke najlakńe usvajaju selen u obliku selenata i selenita. Usvajanje 

selena moņe biti redukovano prisustvom organskih materija u zemljińtu, 

ferohidroksida i minerala gline koji mogu da apsorbuju selen. Ĉak i zemljińte bogato 

selenom moņe da dá biljku sa niskim sadrņajem selena ako nije u formi koju biljka 

moņe da usvoji (Saritha i Kummar, 2001; Seby i sar., 1997). Koncentracija selena 

uglavnom raste sa dubinom zemljińta i bliznom mora (Mayland i sar., 1989). 

Vertikalna distribucija selena u jezernim vodama, u pozitivnoj korelaciji je sa rastom 

algi. TakoĊe se navodi i prisustvo selena u otpadnim i vodama za navodnjavanje. U 

reĉnim vodama selen se moņe naći u koncentracijama većim od 0.200 mg/kg (Diaz i 
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sar., 1996). Veći sadņaj selena javlja se u alkalnim vodama u vulkanskoj oblasti zbog 

korelacije sadrņaja selena u vodi i u stenama i zemljińtu (Tan i sar., 2002). Podaci iz 

90-tih godina ukazuju na to da se koncentracija selena u vodama kreće oko            

0.350 mg/l u Belgiji, 1.1-3.3 mg/L u Engleskoj, 0.440 mg/L u Izraelu, 0.120 mg/L u 

Nemaĉkoj, 0.120 mg/l u Holandiji, 0.200 mg/L u Nju Jorku.  Podaci iż 1990. godine 

ukazuju na sadrņaj selena u zemljińtu Srbije ispod proseka, oko 0.2 mg/kg 

(Ĉuvardić,2003), a u Hrvatskoj 0.02 - 0.048 mg/kg (Klepec i sar., 1998).  Predeli sa 

dosta atmosferskih padavina su usled ispiranja zemljińta obiĉno sa niskim sadrņajem 

selena  (0,1-2 mg/kg). Suńni i polusuńni predeli imaju visok sadrņaj selena u 

zemljińtu, i do 1200 mg/kg (Fan-Yun i sar., 2010). Biljke koje rastu na takvom 

zemljińtu uglavnom su bogate selenom pa njihovo korińćenje moņe dovesti do 

trovanja prekomernim unosom selena. Nizak sadrņaj selena u reĉnim vodama 

ukazuje na bezbednost i nemogućnost bilo kakvog rizika od trovanja selenom 

konzumiranjem ribe (Diaz i sar., 1996).  

  

2.8. Selen u ishrani 

 

Povećani interes za selenom kao mikronutrijentom javio se publikacijom 

rezultata do kojih je dońao Rayman, 2008. godine. Rezultati su ukazali na moguću 

hemoprevenciju povećanim unosom selena. Predloņena RDA vrednost (Tabela 3) 

odraslog zdravog ĉoveka je 55 µg Se/dan (Navarro-Alarcon i Lopez-Martinez, 2000).  

 

Tabela 3. Preporuĉeni dnevni unos selena (RDA) -Food and Nutrition Board, 2000. 

 

Starost Muškarci i 

ţene 
Trudnice Dojilje 

NovoroĎenče do 6 

meseci starosti 
15 µg   

7meseci-3godine 20 µg   

4-8 godina 30 µg   

9-13 godina 40 µg   

Stariji od 14 godina 55 µg 60 µg 70 µg 
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Granica tolerancije za odraslog ĉoveka je 400 µg/dan. Autori Behne i saradnici 

(2010) su pratili zdravstveno stanje pacijenata koji ņive na teritoriji osiromańenoj 

selenom. Ishranom obogaénom selenom, u vidu selenskog kvasca i/ili 

selenometionina, u periodu od vińe godina dokazana je znaĉajna korelacija izmeĊu 

koncentracije selena u mińićima i krvi, crvenim krvnim zrncima, krvnoj plazmi, 

vlasima kose i noktima.   

U danańnje vreme, dobro opremljene laboratorije i precizna oprema 

omogućuju detaljnu analizu hemijskog sastava hrane, ńto omogućava pregled sastava 

namirnica i ukljuĉuje selen. Najvaņniji izvor selena jesu meso (67.8%), cerealije 

(22.6%), riba bogata proteinima u odnosu na nizak sadrņaj u voću i povrću (0.3-

9.3%) (Tabela 4). Zahvaljujući dostupnim informacijama o selenu u namirnicama, 

moguća je korekcija deficita u ishrani. Najĉeńće su vrńena ispitivanja u USA, 

Finskoj, Novom Zelandu i Kini. Istraņivanja su naroĉito od interesa u zemljama gde 

je postojala opasnost od trovanja usled selenozisa (trovanja prekomernim unosom 

selena) ili pojave Keńanske bolesti usled nedovoljnog unosa ovog mikronutrijenta 

(Reilly, 2006). U oblastima Kine u kojima se javlja Keńansko oboljenje, unos selena 

je svega oko 7 µg /dan. U drugim delovima Kine, unos je znatno niņi u odnosu na 

Koreju (58 µg /dan), Holandiju (72 µg /dan), Sloveniju (87 µg /dan), Hrvatsku     

(27.3 µg /dan), Kanadu (150 µg /dan), Grĉku (39 µg /dan) (Gao  i sar., 2011). SCF 

(2000) izveńtava da je proseĉan unos selena kod odraslih u Evropi, ne-vegetarijanaca 

24-110 μg/dan. 

Istraņivanja raĊena u Hrvatskoj ukazuju na veliku razliĉitost u unosu selena 

kod ispitanika starosti 18-30 godina i ispitanika starosti 41-53 godina. Kod starijih 

ispitanika, primećena je slabija biolońka usvojivost selena, mada najveći broj autora 

potvrĊuju ovu tvrdnju kod ispitanika starosti iznad 60 godina (Klepec i sar., 1998).  

TakoĊe, primećena je razlika u unosu selena izmeĊu ņenskih i muńkih 

ispitanika. Muńkarci su imali veći nivo selena u organizmu, pretpostavlja se zbog 

skoro duplo većeg unosa mesa u odnosu na ņene. Rezultati istraņivanja takoĊe 

ukazuju na veliku razliĉitost u unosu selena kod dece koja ņive u razliĉitim delovima 

Evrope (Morris i Levander, 1970) i koja su razliĉite starosti sa velikim porastom 
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unosa selena kod mlaĊe dece, u odnosu na proseĉno preporuĉen dnevni unos po kg 

telesne mase (EFSA, 2010). Zemlje sa najvećim vrednostima su Nemaĉka i Finska.  

 

Tabela 4. Sadrņaj selena u odabranim namirnicama (USDA, 2012) 

        *Dnevni unos 

Namirnica µg % * 

Brazilski orah (6–8 oraha) 544 777 

Tuna, 3 komada 92 131 

Sardina u ulju, 3 komada 45 64 

Šunka, 3 komada 42 60 

Rakovi u konzervi, 3 parĉeta 40 57 

Makaroni kuvani, 1 ĉaša 37 53 

Junetina, 3 komada 33 47 

Ćureće meso, 3 komada 31 44 

Prţena jetra goveĉeta, 3 parĉeta 28 40 

Pileća prsa, 3 parĉeta 22 31 

Cottage sir, 1% mleĉne masti, 1 šolja 20 29 

Integralni pirinaĉ, 1 šolja 19 27 

Tvrdo kuvano jaje, 1 veliko 15 21 

Musli, 1 ĉinija 15 21 

Pasulj, 1 šolja 13 19 

Spanać, 1 šolja 11 16 

Mleko, 1% masti, 1 šolja 8 11 

Jogurt, nisko masni, 1 šolja 8 11 

Soĉivo, 1 šolja 6 9 

Beli hleb, 1 parĉe 6 9 

Banane, 1 šolja 2 3 

Krompir, 1 krompir 1 1 

Breskva, 1 šolja 1 1 

Sirova šargarepa, 1 šolja 0 0 

Zelena salata, 1 šolja 0 0 
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Rezultati su dobijeni istraņivanjima na deci sa sliĉnom dijetetikom - cerealije, 

povrće, sveņe meso, mleko i kretali su se izmeĊu 1.2 µg/kg-2.0 µg/kg na dan          

(10-godińnje dete) i 4.1 µg/kg-6.5 µg/kg na dan (1-godińnje dete). 

Jedan od potencijalnih izvora selena u ishrani jesu animalni proizvodi sa 

povećanim sadrņajem selena (Tabela 5). No, da bi se dobio ovakav proizvod 

potrebno je da se najpre odgaji biljka sa selenom koja zatim sluņi za ishranu ņivotinja 

ńto je dugotrajan i skup proces (EFSA, 2010).  

 

Tabela 5. Proseĉan unos selena u Srbiji unońenjem namirnica animalnog porekla 

(Pavlović i sar., 2013.) 

 

Vrsta proizvoda Koncentracija 

selena 
Opseg 

Dnevni 

unos 

proizvoda 

Dnevni 

unos 

selena, µg 

Mleko  12.1 µg/L <5-16 0.49 L
1
 5.9 

Svinjetina  112.7 µg/kg* 79-189 83.1 g
2
 9.4 

Junetina  95.7 µg/kg* 44-163 17.8 g
2
 1.7 

Piletina  121.7 µg/kg* 89-145 65.7 g
2
 8.0 

Jaja  186.1 µg/kg* 138-247 36 g 6.7 

1- Raĉunato na mleko i mleĉne proizvode; 2- Raĉunato na sveņu, zamrznutu i 

preraĊenu   namirnicu; * Raĉunato na sveņu masu 

 

Prema navedenim rezultatima istraņivanja, svet se suoĉava sa potencijalnom 

opasnońću od pojave oboljenja izazvanim nedovoljnim unosom selena. Selen 

zauzima mesto sumpora u selenometioninu, selenocisteinu zbog fiziĉko-hemijske 

sliĉnosti ova dva hemijska elementa (Navarro-Alarcon i Lopez-Martinez, 2000). 

Ovakve selenoproteine ņivotinje i ljudi lako mogu da usvajaju. Postoji znaĉajna 

razlika u usvojivosti i zadrņavanju selena u organizmu unosom selena iz 

selenometionina, selenita ili selenata. Apsorpcija selena u vidu selenoaminokiseline 

je preko 95%, kao i selena iz neorganske forme. Selenometionin se apsorbuje 

aktivnim transportnim sistemom kao i metionin, dok se neorganski selen usvaja 

pasivnim procesom (Suzuki, 2005). Neorganski selen se apsorbuje brzo, ali se brzo i 
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izluĉuje iz organizma, nasuprot selenometioninu koji se zadrņava u organizmu. 

MeĊutim, poredeći aktivnost glutation peroksidaze unosom selena u neorganskom i 

organskom obliku, zapaņeno je da se aktivnost glutation peroksidaze ne menja. 

TakoĊe, koncentracija selenoproteina P ostaje nepromenjena. Jedina prednost unosa 

selena u vidu aminokiseline je bezbedan proizvod i dugo zadrņavanje u organizmu 

(Thomson, 1998).  

Iako se u brazilskom orahu ĉesto nalazi velika koliĉina selena (0–512 µg/g), 

on moņe da sadrņi i dosta radijuma i barijuma. Stoga je konzumiranjem oraha u cilju 

zadovoljavanja dnevnih potreba za selenom, moguć unos visoke koncentracije ova 

dva elementa (Rayman, 2008). Sadņaj selena u namirnicama koje su preraĊene zavisi 

velikim delom od tretmana obrade, Veliki deo selena (40-80%) moņe se izgubiti u 

vidu isparljivog selena tokom termiĉke obrade (Morris i Levander, 1970). TakoĊe je 

vrlo vaņno koji se deo biljke ili gljive koristi u ishrani zbog razliĉite raspodele selena 

u njima (Latifah i sar., 1996; Thomet i sar., 1999).  

  

2.9. Biološka uloga selena 

 

Selen je esencijalni mikronutrijent, vaņan sastavni deo enzima glutation 

peroksidaze koji kao antioksidans ńtiti ćeliju od oksidativnog ońtećenja (Levander i 

Burk, 1994; Tapiero i sar., 2003). Interesovanje za selenom znatno je poraslo od 

momenta otkrića znaĉaja ovog mikronutrijenta u prevenciji oboljenja kao ńto su 

tumor, kardiovaskularna oboljenja, ciroza jetre, dijabetes, zańtita ćelija od delovanja 

slobodnih radikala, redoks regulacija, smanjenje steriliteta kod muńkaraca i 

regulacija funkcije ńtitne ņlezde  (Navarro-Alarcon i Lopez-Martinez, 2000). Selen 

stimulińe metabolizam glukoze i regulińe glikolizu, sintezu masnih kiselina i 

pentoznofosfatni put (Zeng i Combos, 2008). 

Prvi otkriven poremećaj nedovoljnog unosa selena i vitamina E u organizam 

sisara jeste nekroza jetre koja je dokazana na laboratorijskim ņivotinjama - svinjama 

i mińevima. Sistem selena i vitamina E ńtiti lipofilne membrane i rastvorne frakcije 

od reaktivnih slobodnih radikala (Arthur i sar., 1993). Kod ĉoveka, nedostatak selena 

se uglavnom dovodi u vezu sa kardiomiopatskom Keńanskom boleńću koja je 



Doktorska disertacija, Milena D. Savić 

 

26 

 

uĉestala kod stanovnika Kine. Usledilo je otkriće da je selen sastavni deo glutation 

peroksidaze koja je delimiĉno odgovorna za prateće posledice nedostatka selena u 

organizmu. Kasnije je otkrivena uloga selena u oĉuvanju pravilne funkcije tiroidne 

ņlezde, naroĉito kao aktivnog centra enzima jodotironin dejodinaze koji prevodi 

inaktivan T4 u T3 aktivni hormon (Hathcock, 2004; Alaejos i sar., 2000). Novi 

selenoenzim, tioredoksin reduktaza, katalizuje redukciju insulina u prisustvu 

tiodredoksina. Selenoprotein P je ukljuĉen u proteinski transport i znaĉajan je u 

suzbijanju delovanja slobodnih radikala. Selenoprotein W je izolovan iz muskulature 

pacova, ali njegova funkcija je nepoznata (Tapiero i sar., 2003). Nedovoljan unos 

selena dovodi do poremećaja u organizmu uz pojavu oboljenja, naroĉito kod 

populacije sa oslabljenim imunitetom, dodatno izloņene stresu.  

 

2.9.1. Selenoproteini 

 

Biolońka funkcija selena uglavnom se dovodi u vezu sa selenoproteinima koji 

su ukljuĉeni u mnoge puteve, npr. redoks regulaciju i odgovor na oksidativni stres, 

regulaciju aktivnosti ńtitne ņlezde i druge. Niz podataka ukazuje na regulaciju 

inflamatornih procesa aktivnońću glutation peroksidaze i selenoproteina S. (Meplan i 

Hesketh, 2012; Thomson, 1998; Zeng i sar., 2013). Samo 25 selenoproteinskih gena 

identifikovani su u ljudskom genomu, ali funkcije mnogih do danas nisu poznate. 

Selenoproteini ĉija funkcija je poznata svrstavaju se u pet grupa glutation 

peroksidaza (ćelijska ili klasiĉna, ekstracelularna ili plazmidna, fosfolipidna 

hidroperoksid glutation peroksidaza, gastrointestinalna i olfaktorna glutation 

peroksidaza), selenoprotein P sa vińe formi, selenoprotein W, jodotironin dejodinaza, 

tioredoksin reduktaza, selenoprotein spermalne mitohondrije i drugi (Himeno i 

sar.,1996). Od trenutka otkrivanja, glutation peroksidaza je korińćena za proveru 

statusa selena u ishrani stanovnińtva ńirom planete (Thomson, 1998). Plazma 

glutation peroksidaza, selenoprotein P, jodotironin dejodinaze tip I (DI-I) i 

tioredoksin reduktaze (TR) okarakterisani su u organizmima ņivotinja i ljudi. Za 

većinu selenoproteina utvrĊeno je da imaju antioksidativnu funkciju. Povećan rizik 

od oboljenja u vezi je sa deficitom selena, a moņe da se dovede i u vezu sa 



Doktorska disertacija, Milena D. Savić 

 

27 

 

povećanim oksidativnim stresom i promenama u redoks potencijalu. Grupa I (GPx 

grupa) je najzastupljenija i ukljuĉuje protein sa SeCys lociranim na N-terminalnom 

kraju relativno kratkog lanca, 80-250 aminokiselinskih ostataka. Druga grupa (TR 

grupa) je karakteristiĉna za prisustvo SeCys u C-terminalnim sekvencama, sastoji se 

od tri dejodinazna izozima, selenoproteina R, selenoproteina N, selenoproteina S2 i 

15 kDa selenoproteina. Sinteza svih selenoproteina zavisi od dnevnog unosa selena 

(Meplan i Hesketh, 2012). 

 

2.9.2. Biosinteza selenoproteina kod eukariota 

 

Mikroorganizmi su vrlo pogodni za prouĉavanje metabolizma selena i 

sumpora. Interakcije ukljuĉuju konkurenciju izmedju sumpora i selena, povezanost 

metabolizma metionina i cisteina i njihovih selenoaminokiselina, oksido-redukcione 

puteve i nastajanje dimetil-selenida (Slika 6). 

Dosadańnja istraņivanja ukazuju na visok nivo, pre svega selenometionina 

kao selenoaminokiseline u eukariotama. Biosinteza selenoproteina kod eukariota joń 

uvek nije potpuno jasna, ali se pretpostavlja da je dosta sliĉna sintezi kod prokariota, 

sa izvesnim razlikama. Sinteza selenoproteina je kotranslacioni put, sa SeCys UGA 

kodonom. UGA kodon odgovoran za inserciju SeCys je do ovog momenta bio poznat 

kao stop kodon. Zna se da je ovako dualna priroda kodona neuobiĉajena. AUG 

kodon takodje kodira inserciju metionina na unutrańnje pozicije u proteinu (Grunder-

Culemann i sar., 2001). Prepoznavanje UGA kao selenoprotein kodona zavisi od 

sekundarne strukture iRNK (Birringer i sar., 2002), npr., veze zvane SECIS 

(insertujuća sekvenca za SeCys). Pravilna translacija zahteva proteine koji 

prepoznaju SECIS, kod eukariota zvane SBP-2 (protein za vezivanje SECIS). SBP-2 

se ponańa kao elongacioni faktor u vezivanju tRNK [Ser]Sec i usmeravanju ka A-

poziciji ribozoma (Berry i sar., 2001; Hesketh and Villette, 2002). Prvi korak u 

sintezi jeste aminoacilacija amniokiseline serina enzimom serin sintetazom u cilju 

proizvodnje tRNK [Ser]Sec (Leinfelder i sar., 1990). Konverzija se vrńi aktivnońću 

piridoksal fosfat zavisnog enzima SeCys sintetaze koja menja tRNK [Ser]Sec u Sec-

tRNKSec pomoću intermedijarne komponente aminoakrilil-tRNKSec. Ovaj 
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intermedijator sluņi kao akceptor za aktiviranje selena. Donor u ovoj reakciji za 

prokariote i eukariote je monoselenofosfat koji se sintetińe iz selena u svojoj 

redukovanoj formi selenida. Selenid se pridruņuje aminoakril intermedijatu pod 

uticajem selenofosfatne sintetaze. Reakcija ukljuĉuje hidrolizu ATP u prisustvu 

magnezijumovih jona (Reilly, 2006). 

 

 

 

Slika 6. Sinteza selenoproteina (Morris i Levander, 1970). 

 

MeĊutim, Birringer i saradnici (2002) ukazuju na to da kod kvasca nije 

detektovan mehanizam koji omogućuje specifiĉnu inkorporaciju SeCys u proteine. 

Kompletan genom kvasca ne sadrņi insertujuće sekvence potrebne za biosintezu 

selenoproteina. Generalno, metabolizam niņih gljiva i vińih biljaka ne pravi razliku 

izmedju sumpora i selena i mehanizam predloņen za druge eukartote nesumnjivo nije 

prisutan kod njih.  

Dijagram metabolizma sumpora u gljivama prikazan je na slici 7. 

Homocistein se nalazi na poziciji izmedju dve grane puta. GSH grana se odnosi na 

biosintezu cisteina i GSH, a Sam grana se odnosi na biosintezu metionina i S-

adenozilmetionina. Nekoliko metabolita se javlja periodiĉno, a to su cistation, S-

adenozilhomocistein i glutation (Tu i sar., 2007). Brojne studije poredile su metionin 

i selenometionin kao supstrat za enzime. Pre nego ńto udje u proces transmetilacije, 
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metionin se aktivira u reakciji sa ATP-om pri ĉemu daje S-adenozil metionin 

(Bremer and Natori, 1960). Se-adenozil metionin brņe prenosi metil grupu. Sumpor u 

aminokiselinama se supstituińe sa selenom dajući selenometionin i selenocistein. Iz 

jetre pacova izolovana je cistation-β-sintetaza i cistation-γ-liaza. Ova dva enzima 

inkubacijom sa selenohomocisteinom i serinom katalizuju stvaranje selenocistationa, 

α-ketobutarata i amonijaka. Stoga, put sinteze selenoaminokiselina sliĉan je sintezi 

aminokiselina sa sumporom, ali nije identiĉan. 

 

 

Slika 7. Metabolizam sumpora u gljivama (Tu i sar., 2007) 

 

Selenohomocistein moņe nastati in vivo metabolizmom selenometionina, koji 

se kao primarni oblik nalazi u biljkama. Verovatno nastaje i reakcijom metionina sa 

selenoalkil ili selenoaril grupom koja je katalizovana L-metionin-γ-liazom (Esaki i 

sar., 1979). 
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2.9.3. Metabolizam selena kod sisara 

 

Selen se apsorbuje preko gastrointestinalnog sistema u razliĉitom obimu. 

Raspodela u organizmu zavisi od oblika u kome se nalazi i koliĉine elementa koji je 

unet (Reilly,2006). Biosinteza selenoproteina zavisi od dostupnog oblika selena 

(Slika 8).  

 

 

Slika 8. Metabolizam selena kod sisara (Roman i sar., 2014). 

 

Svi selenoproteini sisara sadrņe selen u formi aminokiseline selenocisteina 

(SeCys), koja je dekodirana UGA kodonom. Do sada nije poznato da li selen dolazi 

na mesto sumpora pre ili nakon inkorporiranja u selenoprotein. Poznato je da 

selenoaminokiseline (selenocistein i selenometionin) sadrņe selen na mestu sumpora. 

Za ĉoveka je jedino L oblik SeMet efikasan (EFSA, 2009). U selenoproteinima 

selenocitein se nalazi na aktivnom mestu enzima, koji reverzibilno menja redoks 

stanje tokom katalize. Do sada su rezultati prouĉavanja metabolizma selena 

Drugi Sel-

Proteini 

Sistemska distribucija 

Ekskrecija Drugi Sel-

Proteini 

Upotreba 
Se-ńećeri 

Intestinalna 

apsorpcija 

Urin 

Dah, feces 

Drugi Se-

proteini 

Sistemska 

distribucija 

Drugi Se-

proteini 

Se-

ńećeri 

Ekskrecija 

Urin 

Upotreba 



Doktorska disertacija, Milena D. Savić 

 

31 

 

uglavnom zasnovani na in vitro testovima i redje in vivo. Sinteza ovih proteina 

ukljuĉuje aminokiseline koje sadrņe sumpor i elementarni selen, koji se spajaju preko 

intermedijera, selenofosfata, u selenocistein. Postoje dve forme tRNK[Ser]SeCys, 

koje su esencijalne za sintezu svih selenoproteina, izoforme uĉesnici sinteze SeCys i 

adoptori molekula koji prepznaju UGA kodone u iRNK selenoproteina. U procesu 

inkorporiranja selena u selenoproteine, univerzalna tRNK za selenocistein- 

tRNKSeCys se dovodi u vezu sa L-serinom, a zatim se prevodi sintetazom u 

selenocistein. tRNKSeCys prepoznaje specifiĉan UGA kodon u iRNK da bi 

insertovala selenocistein u primarnu strukturu selenoproteina (Rayman, 2008; Roman 

i sar., 2014).  

Razliĉita organska i neorganska jedinjenja su izvor selena u ishrani i deo su 

sinteze zajedniĉkog intermedijera koji se zatim ukljuĉuje u sintezu SeCys-tRNK. 

Iako se selenid javlja kao zajedniĉki intermedijer za sva jedinjenja selena, on ne 

mora da postoji u slobodnoj formi. Iz tog razloga, intermedijer moņe biti i neki 

ekvivalent selenidu (Suzuki,2005). 

 

a. Transformacija neorganskih jedinjenja u selenid 

 

Selenit se odmah prevodi u selenid aktivnońću GSH, za razliku od selenata koji 

se ne prevodi direktno. Seleno jone u solima i njihovu transformaciju prate 

bikarbonati i fosfati zbog sliĉnosti. Selenit direktno uzimaju cvena krvna zrnca bez 

ekskrecije u urin, dok se selenat koji uzimaju hepatociti, kroz transportni sistem za 

fosfate delimiĉno ekskretuje u urin. Seleno soli transformisane u selenid ulaze u 

krvotok i u formi selena vezanog za albumin trensportuju do jetre. Iz ovoga se moņe 

zakljuĉiti da se neorganske soli drugaĉije prenose do jetre i sintetińu u selenoproteine 

i GPx (Suzuki, 2005). 

 

b. Transformacija organskih jedinjenja u selenid 

 

Za razliku od neorganskih soli, organska jedinjenja se prevode u selenid kroz 

sofisticiranije puteve. Organska jedinjenja mogu da se oksiduju do selenita i selenata. 
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Selenometionin uneńen hranom moņe se kao i metionin skladińtiti nepromenjen ili 

razgraditi pomoću selenocistein β-liaze ĉime se dobija slobodan selen. Slobodan 

selen se obiĉno bez uĉeńća enzima redukuje u selenid koji se moņe izluĉiti urinom ili 

pomoću selenofosfat sintetaze pretvoriti u selenofosfat (Grooper i sar., 2009). 

 

Takodje, veruje se da je drugi put prevodjenja selenometionina u selenocistein, trans-

selenovani put:  

 

SeMet Se-adenozilSeMet        Se-adenozilselenohomocistein        Se-homocistein       

Se-cistation         SeCys 

 

Ńtitna ņlezda, mozak, crvena krvna zrnca, slezina, nokti i kosa sadrņe dosta 

selena (Dumonet i sar., 2006). Srce, bubrezi, pluća, jetra, guńteraĉa i mińići sadrņe 

takodje visoke koliĉine selena u obliku glutationa. Jetra je glavno mesto za taloņenje 

redukovanog glutationa. Selen se iz organizma izluĉuje fecesom i urinom, 50-60%  

(Roman i sar., 2014). Glavni urinarni metaboliti selena su metil-seleno-N-acetil-D-

galaktozamin, metilselenol, dimetilselenid i trimetilselenid, a fecesa neapsorbovani 

selen (Chasteen i Bentley, 2002). Selen se takodje izluĉuje kroz koņu i pluća zbog 

ĉega se trovanje moņe registrovati zadahom na beli luk (Suzuki, 2005). U 19. veku, u 

istraņivanjima radjenim na ņivotinjama, neprijatan miris na beli luk kod selenozisa 

pripisivao se selenidu ili teluridu. Tek dosta kasnije, utvrdjeno je da ovaj miris dolazi 

od dimetilselenida (Chasteen, 2003).  

 

2.9.4. Selenoprotein P 

 

Selenoprotein P (Sel-P) je glavni selenoprotein krvne plazme. Njegova 

koncentracija u plazmi ĉoveka je oko 5 μg/mL, a vreme poluņivota Sel-P je relativno 

kratko, 3–4 h (Burk i Hill, 1994). Sel-P se vezuje za ćelije vaskularnog endotela, u 

razliĉitim tkivima kao ńto su arterijske endotelne ćelije i hepatitiĉne sinusoidne 

endotelne ćelije. Selenoprotein P-iRNK detektovana je u jetri sisara, bubrezima srcu i 

plućima (Roman i sar., 2014). Sel-P je jedini detektovan kod sisara sa Se-Cys 
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ostacima i nivo selena manje utiĉe na aktivnost ovih proteina nego GSH-Px1. 

UtvrĊeno je da sadrņe ugljene hidrate (Gromadzinska i sar., 2008). Smatra se da    

Sel-P sluņi kao antioksidana i sluņi za transport selena putem krvi od jetre u druga 

tkiva i drugih selenoproteina. Zato se smatra skladińtem selena (Meplan i Hesketh, 

2012). 

 

2.9.5. Selenoprotein W i R 

 

Selenoprotein W ima malu molekulsku masu selenoproteina (87 

aminokiselina) sa jednim Se-Cys ostatkom i postoji u 4 oblika (Burk i Hill, 1994). 

Jedna izoforma GSH vezana je za specifiĉan ostatak cisteina, ukazujući na to da Sel-

W moņda ima redoks funkciju. Usled hemijske sliĉnosti sumpora i selena, selen je 

ekstremno efikasan katalizator reakcija izmeĊu sumpora i kiseonika (Hawkes i 

Alkan, 2010). Sel-W je skeletni, kardio mińićni i moņdani protein. Nedovoljan unos 

selena dovodi do oboljenja koje rezultira kalcifikacijom skeletnih i srĉanih mińića, 

kod ljudi se dovodi u vezu sa pojavom Keńanskog oboljenja (Yeh at al, 1995). Sel-R 

ima Se-Cys na C-terminalnom kraju i joń uvek nepoznatu funkciju u organizmu 

(Tapiero i sar., 2003). 

 

2.9.6. Selen u funkciji glutation peroksidaze 

 

Nedovoljan unos selena, ukljuĉujući i druge antioksidanse kao ńto su vitamin 

C i E moņe da rezultira povećanim nivoom reaktivnih kiseonikovih vrsta, 

ROS/oksidativnog stresa (Zeng i Combs, 2008). Dokazano je da su ROS vaņni 

signalizirajući molekuli jer u malim koliĉinama indukuju apoptozu i nekrozu ćelija. 

U većim koncentracijama ROS ońtećuje organele, delimiĉno mitohondrije, ńto moņe 

da rezultuje gubitkom energije, akumulacijom citotoksiĉnih medijatora i smrti ćelije. 

Efektivnim uklanjanjem svih slobodnih radikala postiņe se integritet membrane, 

spreĉavanje pojave tumora, starenja organizma i nastanka degenerativnih oboljenja 

(Zeng i sar., 2013). Izgleda da bi antioksidativni mehanizam selena rezultirao 

povećanjem aktivnosti fosfolipidne hidroperoksid-glutation peroksidaze, u smislu 
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zańtite membrane od peroksidacije  i inhibicijom aktivnosti fosfolipaze (Navarro-

Alarcon i Lopez-Martinez, 2000). Zańtita ćelije zavisi od kompleksa antioksidativnih 

faktora koji ukljuĉuju molekule male mase (npr. glutation i tioredoksin) kao i 

proteinske antioksidanse (npr. selenoproteine). GPx i selenoproteini na taj naĉin 

igraju ulogu u usporavanju ćelijskih ońtećenja i starenja (Tapiero i sar., 2003). 

Glutation, tripeptid koji se sastoji od glicina, cisteina i glutamata, nalazi se u većini 

ćelija i vaņan je antioksidans u organizmu ĉoveka. Selenocistein predstavlja deo 

aktivnog centra glutation peroksidaznog enzima, GSH-Px ĉija aktivnost zavisi od 

sadrņaja selena u jetri (Levander i Burk, 1994). GSH-Px igra vaņnu ulogu u ćeliji, 

redukuje hidrogen peroksidazu i lipidnu hidroperoksidazu u citosolu i matriksu 

mitohondrija. Zbog takoĊe visokog i pozitivnog delovanja vitamina E na glutation 

peroksidazu, ĉesto se u korelaciju dovode vitamin E i selen. Danas je uloga GSH-Px 

dobro poznata: Selen je ukljuĉen u dve putanje lipo-oksigenaze, u organskom 

antioksidativnom sistemu zajedno sa katalazom, superoksid dismutazom, vitaminima 

E, C i karoteinoidima ĉija je osnovna funkcija da eliminińu slobodne radikale koji 

dolaze od vodonik peroksida, organskog hidroperoksida, superoksida i hidroksilnih 

radikala (Attia i sar., 2012). To je najvaņniji selenoprotein kod sisara.   

 

2.9.7. Selen u funkciji štitne ţlezde 

 

Koncentracija selena u tiroidnoj ņlezdi veća je nego u drugim organima, 

znaĉajna je kao i jod i igra vaņnu ulogu u sintezi tiroidnih hormona i metabolizmu. 

No, visoka korelacija izmeĊu funkcije tiroidne ņlezde i selena dokazana je samo kod 

ņena (Derumeaux i sar., 2003; Rasmussen i sar., 2011). Ņene koje boluju od 

Hańimoto tiroitidisa imaju predispoziciju da razviju tiroidnu disfunkciju i 

hipotiroidizam nakon raĊanja. Autori koji su radili ispitivanje na trudnicama dońli su 

do zakljuĉka da suplementacija od 200 µg dnevno u vidu selenometionina 

predstavlja strategiju koja obećava tretman u leĉenju ove bolesti, naroĉito u 

redukovanju tiroitidisa (Reid i sar., 2010). Razliĉiti pacijenti su razliĉito reagovali u 

pokuńaju leĉenja bolesti suplementacijom selena. Potrebna su dodatna ispitivanja 

koja bi otkrila da li se selen moņe koristiti u leĉenju ili samo u prevenciji oboljenja 
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tiroidne ņlezde. Ńtitna ņlezda otpuńta male koliĉine biolońki aktivnog hormona, 

trijodotironina (T3) i velike koliĉine inaktivnog oblika hormona, tiroksina (T4).  

Tiroksin (T4), glavni hormon, proizvod tiroidne ņlezde prevodi se u aktivniji hormon 

trijodotironin (T3) pomoću tipa I i II jodotironin dejodinaze (ID-I; ID-Il) (Levander i 

Burk, 1994). Navedena dva enzima smatraju se aktivirajućim enzimima. Nedostatak 

selena ĉak i u prisustvu dovoljne koliĉine joda u ishrani smanjuje konverziju T4 u 

T3. Iako je aktivnost ID-II zavisna od selena, ova dejodinaza nije selenoprotein 

(Arthur i sar., 1994). 

 

2.9.8. Selen u hemoprevenciji  

 

Karcinogeneza je vińestepeni proces koji ukljuĉuje inicijaciju tumora, 

promociju i progresiju, proliferaciju i degradaciju ekstracelularnog matriksa 

(Nakamaru i sar., 2005; Saritha i Kummar, 2001). Dokazano je da jedinjenja selena 

mogu da inhibiraju tumor smanjujući ćelijsku proliferaciju ili povećavajući apoptozu. 

Hemopreventivno dejstvo je dokazano kod velikog broja seleno komponenata.  

Radovi ukazuju na to da preizloņenost HeLa ćelija tumora grlića materice kod ņena 

mikromolekularnim koncentracijama selenita rezultuje u smanjenom vezivanju za 

ĉvrsti matriks zavisno od koncentracije selena (Yan i Frenkel, 1992). Dolazi do 

redukcije fibroinektin receptorske aktivnosti na povrńini ćelije, inhibirajući vezivanje 

ćelija tumora za ekstracelularni matriks. Ovi efekti ukljuĉuju aktivnost 

metaloproteinaze i serin proteaze, proteolitiĉke enzime. Serin proteaza, urokinazni 

tip aktivatora plazminogena (uPA) moņe da konvertuje plazminogen u plazmin, koji 

moņe da degradira ekstracelularni matriks proteinaze (Forget i sar., 1999). Veliki 

broj radova govori o hemopreventivnom efektu selena (Oldfield, 2002; 

Rayman,2008; Tapiero i sar., 2003; Thomson, 1998). Pokazano je i da 

monometilovani oblik selena igra kljuĉnu ulogu u hemopreventivnom efektu ovog 

elementa (Ganther, 1999). Oba, selenit i metilselenol inhibiraju invazije tumornih 

ćelija (Zeng i Combos, 2008). 

U većini publikacija navodi se da su pacijenti oboleli od tumora imali niņi 

nivo Se u organizmu u odnosu na zdrave ispitanike (Tapiero i sar., 2003). Navedeni 
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rezultati ukazuju na nerazjańnjeno pitanje - da li je nizak sadrņaj selena kod obolelih 

ljudi posledica ili uzrok pojave tumora. Nizak sadrņaj selena ne dovodi do pojave 

tumora, ali smanjuje mogućnost da se organizam izbori sa stresom uzrokovanim 

tumorom (Chu i sar., 1984). Uloga selena u prevenciji tumora nije do kraja 

razjańnjena i ne moņe se izvesti siguran zakljuĉak. Moguće je da rezultati varijaju u 

zavisnosti od tipa tumora i pacijenta. Iako neka istraņivanja ne podrņavaju teoriju da 

selen smanjuje rizik od pojave tumora, dokazano je da sa povećanim unosom selena 

dolazi do smanjenja karcinoma kod nekih pacijenata (Clark, 1985). Moguće je da 

efekat selena u smanjenju karcinoma takoĊe zavisi i od ispitanika, tj., od dijetetike, 

navika, pola, starosti. Svaki uticaj selena u ovom smeru moņe biti maskiran nekim od 

navedenih faktora. (Alaejos i sar., 2000). 

Suplementacijom selena ne moņe da se smanji pojava melanoma koņe, ali 

ima protektivnu ulogu od tumora prostate, pluća i kolorektalnog tumora i znaĉajno 

umanjuje smrtnost izazvanu ovim vrstama tumora (Greenlee, 2012). Nizak unos 

mikronutrijenta, selena, jedan je od uzroĉnika pojave kolorektalnog tumora, pod 

predpostavkom da selen kroz selenoproteine igra glavnu ulogu u mogućnosti 

odgovora kolonalnih epitelnih ćelija na mikrobne i oksidativne izazove i da nizak 

nivo selena dovodi do povećanog rizika od pojave oboljenja (Meplan i 

Hesketh,2012). Selen inhibira tumor usporavanjem metabolizma karcinoma ili 

antioksidativnim delovanjem i stimulacijom imunog sistema (Navarro-Alarcon i 

sar.,1998). Selen igra bitnu protektivnu ulogu kroz niz biohemijskih reakcija kao 

kofaktor glutation peroksidaze. Sva ova otkrića dovode do zakljuĉka da je zapravo 

nizak sadrņaj selena kod obolelih posledica, a ne uzrok pojave bolesti, najvećim 

delom kod gastrointestinalnog tumora, gde je nizak nivo selena u plazmi u vezi sa 

njegovim nedovoljnim unosom (Simonoff i sar., 1992). U nekoliko istraņivanja 

dokazano je da je nizak nivo selena u serumu ili krvnoj plazmi prouzrokovan raznim 

tipovima tumora-pankreasa, creva, gastrointestinalnog sistema, pluća, grudi, 

respiratornog, hematolońkog ili ginekolońkog (Backovic i sar., 1998; Kabuto i 

sar.,1994). Predloņeno je nekoliko mehanizama hemoprevencije selenom, pre svega 

modulacijom ońtećenja ćelija, antioksidativnim delovanjem, stimulacijom imunog 
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sistema, inhibicijom aktivnosti hepatiĉkih enzima ili aktivacijom enzima za 

detoksikaciju (Navarro-Alarcon i Lopez-Martinez, 2000). 

 

2.9.9. Selen u prevenciji kardiovaskularnih oboljenja 

 

Istraņivanja su raĊena in vivo na pacovima u cilju utvrĊivanja efektivnosti 

vitamina E i selena na funkciju jetre, srca i aorte obavljeno je istraņivanje na 

pacovima, a pokazalo je da unos selena i vitamina E u koncentraciji 1µg/100g u 

trajanju od 6 meseci dovodi do smanjenja degenerativnih promena na srcu, jetri i 

aorti sa regeneracijom ćelija. Vitamin E i selen znaĉajno smanjuju nivo lońeg 

holesterola, keratin kinaze u serumu pri unosu visokokaloriĉne hrane. Dokazana je i 

efektivnost vitamina E i selena u redukciji ońtećenja izazvanih hepatitisom kod 

pacova tretiranih glukokortikoidnim hormonima (Attia i sar.,2012). Chen i Tappel 

(1993), otkrili su da kombinacija unosa vitamina E, selena i karotenoida dovodi do 

smanjenja oksidativnih ońtećenja srca, bubrega i pluća. S obzirom na to da 

selenoproteini pomaņu u prevenciji oksidativne peroksidacije lipida i usporavaju 

starenje, veruje se da suplementacija selenom moņe da redukuje rizik od pojave 

kardiovaskularnih oboljenja i smrti. Postoje suprotna mińljenja o uticaju selena u 

prevenciji kardiovaskularnih bolesti. Neki smatraju da postoji inverzna korelacija u 

sadrņaju selena i rizika od hipertenzije ili koronarnih srĉanih oboljenja. Niņim 

sadrņajem selena povećava se rizik od pojave srĉanih oboljenja. MeĊutim, kod onih 

koji imaju srĉana oboljenja, a već unose selen hranom, ne preporuĉuje se dodatni 

unos dijetetskih suplemenata jer se izaziva kontra efekat (Xun i sar., 2010; Bleys i 

sar., 2008).  

 

2.9.10. Selen u zaštiti od infektivnih oboljenja 

 

Lońom ishranom i niskim unosom selena u organizam, dolazi do pada 

imuniteta i do povećane osetljivosti na patogene viruse. Rezultati skorańnjeg 

istraņivanja potvrĊuju da lońa ishrana moņe zaista da ima efekat na razviće viralnih 

patogena. Tako, soj koksaki virusa, B3 (CVB3/0) postaje virulentan u odsustvu 
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vitamina E i selena kod ņivotinja   (Beck, 1999). Ova promena kod virusa objańnjava 

se specifiĉnim mutacijama samog virusa, kada jednom virus mutira ĉak i sisari sa 

regularnom ishranom postaju neotporni na virus. Prvo interesovanje za ovu 

problematiku poĉelo je prouĉavanjem Keńanske bolesti. Ova bolest je edemiĉna 

kardiomiopatija, prvi put opisana u Kini 1930. godine (Ge i sar., 1983).  Keńansko 

oboljenje se ispoljava kroz miokarditis, zapaljenski proces lokalizovan u zidu 

miokarda. Ova bolest je otkrivena u regionima Kine sa niskim sadrņajem selena i 

jedino kod obolelih, zbog niskog unosa selena u organizam. Deca i ņene su 

najriziĉnija grupa. Unos selena suplementima moņe da redukuje Keńansku bolest i da 

deluje preventivno. MeĊutim, nije samo nedostatak selena uzrok pojave ove bolesti. 

TakoĊe, nisu svi pacijenti sa nedovoljnim unosom selena oboleli od Keńanske 

bolesti. Na mińevima je dokazano da normalan koksaki virus B3 (CVB3/0) postaje 

virulentan ili zbog deficita selena ili vitamina E (Beck, 1999). Iako su ņivotinje sa 

deficitom u ishrani imunosupresirane, primećen je i uticaj  selena  na virus. Kada se 

jednom pojavi mutacija i mińevi sa normalnom ishranom postanu ranjivi. 

Pretpostavlja se da je isti mehanizam koji izaziva oksidativni stres uzrok pojave 

genetskih promena. Oba, vitamin E i selen su antioksidansi. Zakljuĉeno je da je 

ishrana pacijenta vaņna ne samo sa stanovińta pacijenta već i sa stanovińta 

virulentnosti  (Oldfield, 2002). 

 

2.10. Toksiĉnost selena 

 

Selen je hemijski element koji ima dualnu prirodu. Neophodan je u malim 

koliĉinama, ali u većim koliĉinama je toksiĉan (Tabela 6). Selenozis, trovanje 

selenom se kod ljudi detektuje promenama na kosi, osipom, muĉninom i dijarejom, 

promenama na noktima, jetri, koņi, nervnom sistemu i zubima (Hathcock, 2004). 

Akutno trovanje selenom moņe da izazove gastrointestinalne i neurolońke simptome, 

akutna respiratorna oboljenja, miokarditis, gubitak kose, atrofiju mińića, otkazivanje 

rada bubrega, kardiovaskularne smetnje, a u retkim sluĉajevima i smrt (Sunde i 

Diamond, 2012; Food and Nutrition Board, 2000). S obzirom na to da se u zemljińtu 

obiĉno nalazi vrlo nizak sadrņaj selena, gotovo je nemoguće da se trovanja dogode 
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unosom hrane, već najĉeńće dolaskom u kontakt sa selenom putem dijetetskih 

suplemenata ili hemikalija.  Kada dnevni unos selena prevazilazi mogućnosti 

organizma da ga izbaci, dolazi do trovanja pri kojima se hroniĉni simptomi 

ispoljavaju u vidu iritacije respiratornog sistema, metalnog ukusa u ustima, 

pulmonarne edemije i karakteristiĉnog mirisa na beli luk u zadahu koji potiĉe od 

dimetilselenida (Navarro-Alarcon i Lopez-Martinez, 2000). 

 

Tabela 6. Maksimalno dozvoljen dnevni unos selena  

(Food and Nutrition Board, 2000) 

 

Godine                             Muškarci i ţene           Trudnice            Dojilje 

NovoroĊenĉe do 

6 meseci starosti 
45 µg    

7–12 meseci 60 µg    

1–3 godine 90 µg    

4–8 godina 150 µg    

9–13 godina 280 µg    

14–18 godina 400 µg  400 µg 400 µg 

19+ godina 400 µg  400 µg 400 µg 

 

 

2.11. Suplementi na bazi selena 

 

Komercijalno dostupni preparati sadrņe selen u neorganskoj formi, u obliku 

soli selenata ili selenita i u organskoj formi tipa selenometionina, 

selenometilselenocisteina i selenom obogaćenog kvasca (Infante i sar., 2006).  Unos 

selena suplementima je potreban u delovima sveta gde je registrovan nizak sadrņaj 

selena u zemljińtu. Ovaj nedostatak se moņe nadoknaditi obogaćivanjem neke vrste 

biljnog materijala ili gljiva, dodatkom selena u supstrat preko koga će ga biljka/gljiva 

usvojiti. Druga mogućnost je uzimanje selena direktno preko mikronutrijenata koji 

sadrņe selen. U Americi, pribliņno 40% populacije unosi mikronutrijente razliĉitim 
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suplementima (Rayman, 2008). Nekoliko faktora utiĉe na usvojivost. To su 

interakcija sa drugim suplementima, dnevni unos suplemenata, doza i unos u 

kombinaciji sa hranom i pićem, od sadrņaja već postojećeg selena u organizmu, vrsta 

sisara, starosti, pola, naĉina ņivota (Aaejos i sar., 2000). Selen je dostupan u vidu 

multivitaminskih/multimineralnih suplemenata i kao poseban suplement, uglavnom u 

formi selenometionina ili selenom obogaćenog kvasca, odgajanom na medijumu sa 

dodatkom selena u formi selenita i selenata (Infante i sar., 2006).  

 

2.11.1. Kvasac obogaćen selenom 

 

Kvasac obogaćen selenom je najpoznatiji dijetetski suplement sa selenom i 

koristi se kao dodatak ishrani već dugi niz godina. Prvi poznati suplementi na bazi 

pekarskog kvasca potiĉu iz sedamdesetih godina prońlog veka. Ovo je jedini tip 

suplementa na bazi selena koji se pokazao kao efikasan u hemoprevenciji tumora 

(Infante i sar., 2006). Poznato je da je dostupnost mikronutrijenata znatno veća ako 

su organski vezani za bioligande (Vrvić i Matić, 2006). MeĊutim i dalje postoji 

analitiĉki problem oko otkrivanja preraspodele selena u kompleksima, detekcije i 

distribucije koje i dalje nisu dovoljno razjańnjene. Finalni proizvod selenskog kvasca 

sadrņi visoke koncentracije selenoproteina, selenocisteina i selenometionina. 

Selenski kvasac je testiran na toksiĉnost i dokazano je da je pogodan za direktnu 

upotrebu, sa znatno većom usvojivońću u odnosu na neorganske soli i znatno 

manjom toksiĉnońću. 

Na nańem trņińtu se moņe naći dosta dijetetskih suplemenata na bazi selena, 

kao ńto su Sel-Plex®, Selenium, Selenium E, Chrom Selenium, Zinc Selenium i 

domaći proizvod selenskog kvasca, Oligogal®-Selen (Vrvić i sar., 1988). Sel-Plex® 

(Alltech, USA) je proizveden od kvasca Saccharomyces cerevisiae CNCM I-3060 i 

ima odobrenje EU regulisano (EC) No 1831/2003 kao nutritivni aditiv (suplementi sa 

mikronutrijentima). Sel-Plex® ima odobrenje USA i FAD kao siguran izvor selena 

za ishranu sisara i pernatih ņivotinja. O bezbednosti samog proizvoda, potvrĊuju i 

dalja EFSA istraņivanja (EFSA, 2006). EFSA je u in vivo ispitivanjima u preko 30 

eksperimenata na zivotinjama, a zatim na deci kao konzumentima animalnih 
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namirnica donela zakljuĉak o efikasnosti i bezbednosti proizvoda. Proizvod je 

namenjen animalnoj ishrani, za poboljńanje kvaliteta i nuritivne vrednosti stoĉne 

hrane. U kvascu se selen nalazi u koncentraciji od 2000-2400 mgSe/kg  od ĉega je 

97-99% organski selen, u formi selenometionina (63%) i niskomolekularnih 

selenojedinjenja (34-36%). Sel-Plex® se sastoji od osuńenih i inaktivisanih 

kvańĉevih ćelija Saccharomyces cerevisiae. Smatra se da je ova vrsta netoksiĉna i 

genetski nemodifikovana.  U toku porasta, sumpor se zamenjuje selenom dok 

maksimum ne izazove poptunu smrt kulture. Finalni produkt je svetlo do tamno 

braon boje, prańkast sa aromom kvasca, rastvorljiv u vodenim i organskim 

rastvaraĉima gustine 0.74 g/L. FEEDAP Panel grupa (EFSA, 2006) zakljuĉila je da 

je Sel-Plex® bezbedan za ciljnu grupu- ņivotinje, ljude konzumente animalne hrane 

sa selenom i nije ńtetan za prirodu. FEEDAP Panel grupa (EFSA, 2008) navodi da 

suplementacija sa preparatom Sel-Plex® ne może da redukuje lipidnu oksidaciju 

mesa ili da poboljńa boju produkta u poreĊenju sa neorganskim jedinjenjem kao i to 

da suplementacija selenom u vidu neorganskog ili organskog jedinjenja nema efekta 

na vezivanje vode u mesu. Iz rezultata istraņivanja vrńenih na deci, konzumentima 

animalnih proizvoda sa selenom, zakljuĉuje se da se upotrebom oko          0.2 

mgSe/kg stoĉne hrane sa dodatkom selenskog kvasca dobija bezbedan proizvod za 

decu starosti 1-3 godine (EFSA, 2010).  

 

2.12. Neorganske soli selena 

 

Pri zagrevanju, selen gradi kristalni dioksid (selendioksid). Rastvaranjem u 

vodi, SeO2 gradi selenastu kiselinu H2SeO3. Njihove soli seleniti dobijaju se 

rastvanjem SeO2 u rastvorima alkalija. 

SeO2 + H2O = H2SeO3 

Bezbojni kristalni trioksid, SeO3, energiĉno apsobuje vodu prelazeći u selenovu 

kiselinu H2SeO4 , ĉije soli su selenati. 

SeO3 + H2O = H2SeO4 
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U stenama, selen se kombinuje sa kiseonikom i formira nekoliko sliĉnih 

jedinjenja a to su soli natrijumselenit Na2SeO3 i natrijumselenat Na2SeO4. Kao ńto je 

ranije navoĊeno, neroganske soli selena su jedinjenja po otrovnosti sliĉna 

jedinjenjima arsena (Rajković, 2002). 

 

2.13. Selenosemikarbazonski kompleksi 

 

Kompleks selena sa Zn (II) je polidentatni kompleks, dobijen refluktovanjem 

etanolne suspenzije liganda sa Zn(СН3СОО)2·2Н2О (molski odnosi 1:1). Sistem 

liganada koji su korińćeni za pripremu selenosemikarbazon kompleksa, bili su 

selenosamikarbazoni od:alifatiĉnih acikliĉnih i cikliĉnih ketona, aromatiĉnih 

aldehida, diacetilmonoksima, ketokiselina i diketona. Ukazano je da je kompleks 

neelektrolit i da je ligand koordinovan u dianjonskom obliku kao pentadentat i preko 

SeNNNSe seta donorskih atoma, gradeći pri tome ĉetiri petoĉlana helatna prstena.  

 

N

NN
N

SeH2N

N

NH2Se

Zn

                  H2dapsescZn(CH3COO)2
. 2H2O +

EtOH
[Zn(dapsesc)] 

 

Slika 9. Коmpleks  [Zn(dapsesc)] 

 

U radu Todorović i sar. (2007) prvi put je ispitivan uticaj kompleksa 

[Zn(dapsesc)] na rast gljiva. Primenjeno je istovremeno praćenje uticaja liganda na 

rast gljive, da bi se utvrdilo da li, i na koji naĉin, utiĉe Zn iz kompleksa. Inaĉe se zna 

malo o biolońkoj aktivnosti karbazona. Ispitivana je biolońka aktivnost kompleksa 

pomoću ńrimp testa, koji je u dobroj korelaciji sa citotoksiĉnom aktivnońću. 

Pokazano je da je kompleks aktivniji od liganda, verovatno kao posledica nejonske 

prirode kompleksa, ńto moņda olakńava difuziju kroz biolońku membranu. 
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3. CILJEVI  

 

Iz pregleda literature se vidi da su gljive funkcionalna hrana, izvor lekovitih 

komponenata i vaņan ĉinilac pravilne ishrane. Kako sadrņe bioaktivne komponente, 

dodatno selenom obogaćene gljive potencijalno je moguće koristiti u sveņem i 

suńenom stanju ili kao dijetetski supplement.  Imajući u vidu rezultate mnogih 

istraņivanja koji ukazuju na to da gljive sadrņe relativno visok procenat proteina i pri 

tom mogu da akumuliraju relativno visoke koncentracije selena u micelijum i 

plodonosno telo, postavljeni su sledeći ciljevi rada: 

 

1. Praćenje rasta micelijuma razliĉitih vrsta jestivih industrijski i medicinski 

vaņnih gljiva (peĉuraka) Pleurotus spp., Lentinula edodes i Ganoderma lucidum na 

laboratorijskim hranljivim podlogama i industrijskom proizvodnom supstratu 

obogaćenom neorganskim jedinjenjem selena u odnosu na kontrolni uzorak bez 

dodatka. 

 

2. Praćenje rasta micelijuma razliĉitih vrsta jestivih industrijski i medicinski 

vaņnih gljiva (peĉuraka) Pleurotus spp., Lentinula edodes, i Ganoderma lucidum na 

laboratorijskim hranljivim podlogama i industrijskom proizvodnom supstratu 

obogaćenom organskim jedinjenjem selena u odnosu na kontrolni uzorak bez 

dodatka. 

 

3. Prouĉavanje usvajanja i transformacije selena u plodonosnom telu modela 

gljive Pleurotus spp. Zbog boljeg razumevanja metabolizma usvajanja selena. 

OdreĊen je ukupan sadrņaj neorganskog selena u plodonosnom telu gljive i 

ekstraktima (ICP-OES), a hemijski sastav plodonosnog tela i ekstrakata korińćenjem 

spektrofotometrijskih metoda. Aminokiselinski sastav proteina sa akcentom na 

selenoaminokiseline odreĊen je HPLC tehnikom, kao i monosaharidni sastav 

ekstrakata polisaharida. Dodatno je uraĊena analiza polisaharidnih frakcija na FT-IR 

ureĊaju i vodorastvornih proteina na SDS-PAGE elektroforezi. 
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4. Prouĉavanje kultivacije i definisanje najboljeg naĉina za ńto efikasnije 

obogaćivanje gljiva selenskim kvascem, kako bi se njihovim korińćenjem korigovao 

nedostatak u ljudskoj ishrani. Praćen je rast gljive Pleurotus ostreatus na supstratu sa 

dodatkom razliĉitih koncentracija selena. Analizirana su plodonosna tela dobijena u 

razliĉitim fazama plodonońenja. Na modelu gljive Agaricus bisporus, dodavanjem 

selena u razliĉitim fazama kultivacije, definisan je najbolji momenat suplementacije 

proizvodnog supstrata selenom za dobijanje obogaćenih gljiva.  

 

Ispitano je antifungalno delovanje preparata selenskog kvasca.  
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         4. MATERIJAL I METODE 

 

4.1. OdreĊivanje brzine rasta micelije 

 

Praćen je uticaj selenskih jedinjenja na micelijarni rast komercijalnih sojeva 

gljiva Ganoderma lucidum, Lentinus edodes i Pleurotus ostreatus. Korińćeni su 

sojevi iz kolekcije Katedre za tehnolońku mikrobiologiju Poljoprivrednig fakulteta u 

Beogradu. Ispitivan je uticaj natrijum selenita koncentracije 1-100 µg/mL, 

kompleksa Zn[(dapsesc)] koncentracije 1-50 µg/mL i selenskog kvasca- 

komercijalnog preparata Sel-Plex
®
 (Alltech Inc., Lexington, USA) koncentracije 1-

100 µg/mL. Prouĉavani izolati su gajeni u petri kutijama (Ø 90mm) na sladnom 

agaru i inkubirani u mraku na temperaturi od 25 ºC. Sladni agar bez i sa ispitivanim 

hemijskim jedinjenjima sterilisan je u autoklavu na temperaturi od 121 ºC u trajanju 

od 15 minuta. Inokulum je postavljen u centar petri kutije. Inkubacioni period trajao 

je do potpunog prorastanja micelijuma u petri kutiji. Meren je rast micelijuma svaki 

drugi dan i proseĉna stopa rasta izraņena je u mm/dan. Konaĉna proseĉna stopa rasta 

svakog soja na podlozi sa i bez dodatog selena dobijena je kao srednja vrednost 

porasta micelijuma u toku svih dana kultivacije.  Rezultati su izraņeni kao 

procentualni porast micelijuma u odnosu na kontrolu (Serafín Muñoz i sar., 2007; 

Tham i sar., 1999). Sva merenja su raĊena u tri ponavljanja (n=3) i rezultat je 

prikazan grafiĉki kao srednja vrednost ± standardna devijacija  

 

            4.2. Industrijski postupak gajenja gljiva 

 

Inokulum za industrijski supstrat pripremljen je na vlaņnoj pńenici koja je 

sterilisana na 121ºC u trajanju od 2h. Industrijski supstrat za gajenje bukovaĉe, 

pripremljen je na bazi slame (29%), bukove piljevine (24%), bukove ńuńke (42%) i 

gipsa (5%). U vodu za vlaņenje supstrata (60%) dodata su jedinjenja sa selenom:   

100 mg/kg natrijum selenita,    100 mg/kg selenskog kvasca i 50mg/kg kompleksnog 

jedinjenja [Zn(dapsesc)] izraņeno kao koncentracija selena na suvu masu supstrata. 

Ispitivana je mogućnost akumulacije i transformacije selena iz selenita, selenskog 
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kvasca i kompleksnog jedninjenja u odabranom modelu - plodonosnom telu gljive P. 

ostreatus P70 odgajene pod laboratorijskim uslovima sa ciljem da se naĊe 

najpogodnije jedinjenje kao izvor selena. Sterilisan supstrat je inokulisan prethodno 

pripremljenim inokulumom na zrnima ņita (2-3% teņine vlaņnog supstrata) u tri 

ponavljanja. Praćena je brzina i kvalitet rasta gljiva. Prorasli micelijum nakon 20 

dana inkubiranja u mraku bez dodatnog vlaņenja i ventilacije na temperaturi od 25ºС, 

podvrgnut je fruktifikaciji pri kontrolisanim parametrima okruņenja. Temperatura 

prostorije kretala se oko 20°C, vlaznost vazduha 85 do 90%, uz ventilaciju i 

osvetljenje prostorije u trajanju od 8-12h. Kod ostalih ispitivanih sojeva (P. ostreatus 

P80, P. salmoneastreus i P. cornucopiae) koji su odgajani u gajilińtu ,,Mycorex 

Mushroom Limited‘‘ (Larnak, Cyprus), praćena je samo mogućnost usvajanja selena 

iz selenskog kvasca kao najpogodnijeg izvora selena. Gljive su proizvedene prema 

standardnoj proizvoĊaĉkoj praksi prilagoĊenoj uslovima gajilińta. Plodonosna tela su 

suńena u struji toplog vazduha i kao takva sluņila su za dalju analizu (Stojanović i 

Nikńić, 2000; Tuzen 2003).  

 

            4.3. OdreĊivanje sadrţaja ukupnog selena u plodonosnom telu gljiva,  

            polisaharidnim i proteinskim ekstraktima 

 

Za kiselinsku digestiju 0.3g osuńenog i fino usitnjenog uzorka korińćen je 

zatvoren sistem mikrotalasne pećnice ,,Milestone Ethosˮ. Uzorci su digestovani u 

teflonskim sudovima uz dodatak 6mL HNO3 (65%) i 2mL H2O2 (30%). Digestija je 

u sistemu mikrotalasne pećnice podeńena na sledeće uslove: 100ºC u trajanju od 10 

minuta, 7 minuta na 200ºC i joń 8 minuta na 200ºC. Snaga mikrotalasa bila je do 

500W u svakoj fazi. Za pripremu reagenasa, standarda i uzoraka korińćena je 

dejonizovana voda i hemikalije AAS ĉistoće. Nakon digestije, sadrņaj je prebaĉen u 

normal sud i dopunjen do zapremine od 25mL dejonizovanom vodom. Blank je 

pripremljen na isti naĉin kao i uzorak (Falandysz i sar., 2008; Mena i sar., 2009). 

Ukupan sadrņaj selena u digestovnim uzorcima meren  je na optiĉkom emisionom 

spektrometru sa indukovano spregnutom plazmom, ICP-OES  (Thermo Scientific 

ICAP 6500 DUO). Dobijene vrednosti su izraņenene u µg/g suve mase uzorka. 
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Oĉitane vrednosti za selenom obogaćene uzorke gljiva poreĊene su sa oĉitanim 

vrednostima za kontrolne uzorke bez dodatog selena (Huerta i sar., 2006; Thomet i 

sar., 1999). Za konstruisanje kalibracione krive korińćen je standard Se
+4

 (Merck). 

Sva merenja su raĊena u tri ponavljanja (n=3) i rezultat je prikazan tabelarno kao 

srednja vrednost ± standardna devijacija.        

 

            4.4. Priprema polisaharidnih ekstrakata 

 

Za dobijanje polisaharidnog ekstrakta iz plodonosnog tela gljiva korińćen je 

postupak ekstrakcije vrelom vodom (Kozasrki i sar., 2011) i alkalne ekstrakcije uz 

alkoholnu precipitaciju (Klaus i sar., 2011). Fino samleveni prah suve gljive (10g) 

tretiran je etanolom (96%) uz meńanje. Nakon 24h, materijal je filtriran i talog je 

osuńen pod vakuumom, a zatim ekstrahovan u MiliQ vodi na 121ºC u trajanju od 45 

minuta. Ekstrakt je ohlaĊen i centrifugiran na 9000g u toku 20 minuta (Eppendorf, 

5810 R). Supernatant je skoncentrisan do zapremine od 10% zagrevanjem na 100ºC 

uz konstantno meńanje, a zatim su polisaharidi taloņeni u dvostrukoj zapremini 96% 

etanola na 4ºC preko noći.  Nakon centrifugiranja na 9000g, 20 minuta, talog  je 

ispran 70% etanolom i osuńen u vakuumu. Na taj naĉin dobijen je nepreĉińćeni 

vodeni ekstrakt polisaharida. Zaostali talog nakon vrele vodene ekstrakcije, korińćen 

je za dobijanje nepreĉińćenog alkalnog ekstrakta polisaharida. U talog je dodat       

1M NaOH, a zatim je ekstrakcija vrńena u autoklavu na 121ºC u toku 45 minuta. 

Dobijeni ekstrakt je neutralisan sirćetnom kiselinom do pH 7.0 i centrifugiran na 

9000g, 10 minuta. Supernatant je dekantovan i podvrgnut alkoholnoj precipitaciji 

kao ńto je ranije opisano. Dobijeni talog je ispran 70% alkoholom, osuńen pod 

vakuumom nakon ĉega je dobijen nepreĉińćeni alkalni ekstrakt polisaharida.  

 

4.5. Ekstrakcija proteina iz gljiva 

 

Proteini rastvorni u vodi su iz plodonosnog tela ekstrahovani prema uputstvu  

koje su dali Gergerly i saradnici (2006), a u kom se poredi vińe metoda za ekstrakciju 

i analizu proteinskog sastava gljiva. Ovom procedurom ekstrakcije proteina u Tris 
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puferu i acetonskom precipitacijom dobija se visok prinos kako visokomolekularnih 

tako i niskomolekularnih frakcija proteina. Fino sprańenoj osuńenoj gljivi (0.25g) 

dodat je 30mM Tris-HCl pufera (25mL, pH 7.5). Uzorak je ektrahovan u puferu 24h 

na sobnoj temperturi uz konstantno meńanje. Ekstrakt je zatim centrifugiran (5000g, 

20 min.) i supernatantu je dodat aceton do finalne koncentracije od 80% (v/v) ńto se 

pokazalo kao optimalno za izdvajanje proteina raznih molekulskih masa. Proteini su 

precipitirani 24h na 5ºC. Niskom temperaturom spreĉava se degradacija proteina. 

Proteinski talog je sakupljen i osuńen u atmosferi azota, a zatim rastvoren u 30mM 

Tris-HCl (pH 7.5) za odreĊivanje ukupnog sadrņaja selena na ureĊaju ICP-OES. Na 

ovaj naĉin su dobijeni sirovi vodeni ekstrakti proteina.  

 

4.6. OdreĊivanje sadrţaja ukupnih fenola u plodonosnom telu gljiva i      

polisaharidnim ekstraktima 

 

Sadrņaj ukupnih fenola odreĊen je korińćenjem Folin-Ciocalteu reagensa 

(Ismail i sar., 2004). Svakom vodenom ekstraktu cele gljive i njihovim 

polisaharidnim ekstraktima (0.1mL, 1mg/mL) dodato je 0.75mL Folin-Ciocalteu 

reagensa razblaņenog deset puta dejonizovanom vodom. Nakon vorteksiranja i 5 

minuta inkubiranja, meńavini je dodato 0.75 mL 6% (w/v) Na2CO3 uz blago meńanje. 

Nakon inkubiranja uzoraka u trajanju od 2 sata na sobnoj temperaturi u mraku, 

apsorbanca je oĉitana na spektrofotometru (Halo DB-20 UV/Vis Double Beam 

Spectrophotometer) na 725nm (Wojdylo i sar., 2007; Klaus i sar.,2011). Za 

konstruisanje standardne krive korińćena je galna kiselina koncentracije 15–

250mg/mL i sadrņaj ukupnih fenola je izraņen kao ekvivalent galne kiseline (GAE) u 

mg/g suve mase ekstakta gljive ili polisaharida. Sva merenja su raĊena u tri 

ponavljanja (n=3) i rezultat je prikazan kao srednja vrednost ± standardna devijacija. 

 

4.7. OdreĊivanje sadrţaja ukupnih ugljenih hidrata u gljivama i   

polisaharidnim ekstraktima 

 

Sadrņaj ukupnih ugljenih hidrata u celim gljivama i polisaharidnim 

ekstraktima odreĊen je kolorimetrijski fenol-sumpornom metodom (DuBois i sar., 

http://www.google.rs/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CDAQFjAB&url=http%3A%2F%2Fcng-instruments.com%2Fyahoo_site_admin%2Fassets%2Fdocs%2FDynamica_DB20.10344529.pdf&ei=dtU_U7CuKsabtAb2loCYBw&usg=AFQjCNHgs-d6Dxw4U9WJtiXZfaMzIbS2kw&sig2=kDqxEif_F7kMmGyOWj7gvQ&bvm=bv.64367178,d.Yms
http://www.google.rs/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CDAQFjAB&url=http%3A%2F%2Fcng-instruments.com%2Fyahoo_site_admin%2Fassets%2Fdocs%2FDynamica_DB20.10344529.pdf&ei=dtU_U7CuKsabtAb2loCYBw&usg=AFQjCNHgs-d6Dxw4U9WJtiXZfaMzIbS2kw&sig2=kDqxEif_F7kMmGyOWj7gvQ&bvm=bv.64367178,d.Yms
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1956). Svakom vodenom ekstraktu cele gljive i njihovim polisaharidnim ekstraktima 

(1 mL, 0.25 mg/mL) dodato je po je 1mL 5% fenolnog rastvora i 5mL koncentrovane 

sumporne kiseline. Nakon 10 minuta na sobnoj temperaturi i naknadnog zagrevanja 

od 20 minuta na 30°C, oĉitana je apsorbanca na UV-VIS spektrofotometru na 

talasnoj duņini od 490nm.   

Za konstruisanje standardne krive korińćena je D-glukoza koncentracije 0.025-

0.125mg/mL i rezultat je izraņen kao ekvivalent D-glukoze u mg/g suve mase gljive. 

Sva merenja su raĊena u tri ponavljanja (n=3) i rezultat je prikazan kao srednja 

vrednost ± standardna devijacija. 

 

4.8. OdreĊivanje sadrţaja β-glukana u polisaharidnim ekstraktima 

 

Sadrņaj ukupnih glukana i α-glukana odreĊen je u nepreĉińćenim vrelim 

vodenim i alkalnim ekstraktima polisaharida korińćenjem enzimskog kita Mushroom 

and Yeast β-glucan Assay Procedure, K-YBGL 07/11 (Megazyme Int., Ireland). 

Komponente kita su egzo-1,3-β-glucanaza, β-glukozidaza, amiloglukozidaza, 

invertaza, reagens za odreĊivanje glukoze (GOPOD-glukozo oksidaza, peroksidaza, 

4-aminoantipirin) i standardni rastvor glukoze. Za odreĊivanje ukupnih glukana, 

uzorci su hidrolizovani u koncentrovanoj hlorovodoniĉnoj kiselini na 100ºC u 

trajanju od 2 sata. Nakon neutralizacije sa 2M KOH, uzorcima je dodata egzo-1,3-β-

glukanaza i β-glukozidaza u Na(CH3COO) puferu (pH 5.0) uz nastavak hidrolize na 

40ºC u trajanju od 1h. Nakon 20 minuta na 40ºC posle dodavanja glukozo-oksidaze, 

rezultati su oĉitani na spektrofotometru na 510nm. Sadrņaj α-glukana odreĊen je 

enzimskom hidrolizom pomoću amiloglukozidaze i invertaze na 40ºC u trajanju od 

30 minuta. Sadrņaj β-glukana dobijen je kao razlika sadrņaja ukupnih i α-glukana. 

Rezultat je izraņen kao mg/g suve mase ekstrakta. Sva merenja su raĊena u tri 

ponavljanja (n=3) i rezultat je prikazan kao srednja vrednost ± standardna devijacija 
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4.9. OdreĊivanje sadrţaja proteina  

 

Koncentracija proteina u ekstraktima polisaharida odreĊena je metodom po 

Bradfordu (Bradford, 1976). Bradfordova metoda je kolorimetrijska metoda za 

odreĊivanje koncentracije proteina. Zasniva se na promeni crvene boje Commassie 

Briliant Blue G-250 u stabilnu plavu boju koja se postiņe vezivanjem za protein i 

formiranjem kompleksa preko interakcija koje ukljuĉuju dva tipa veze. U ekstrakte 

(100µL, 20 mg/mL) dodato je 5mL Bradfordovog reagensa. Nakon 15 minuta, 

apsorbanca je oĉitana na UV-VIS spektrofotometru na 595nm. Kao standard korińćen 

je ekvivalent albumina iz goveĊeg seruma, BSA (0.1-2.0 mg/mL) i rezultat je izraņen 

kao ekvivalent BSA u mg/g suve mase ekstrakta polisaharida. Sva merenja su raĊena 

u tri ponavljanja (n=3) i rezultat je prikazan kao srednja vrednost ± standardna 

devijacija 

 

4.10. OdreĊivanje sadrţaja lipida  

 

Uzorci gljiva ekstrahovani su hloroformom. Sprańeno plodonosno telo gljive 

(2-3g) osuńeno je do konstantne mase u prethodno izmerenoj ĉauri za ekstrakciju. 

Sadrņaj lipida u plodonosnom telu gljiva odreĊen je prema AOAC, 1995. Osuńena 

ĉaura sa uzorkom je postavljena u eksikator Soxhlet-aparata i eksikator je spojen sa 

tikvicom za ekstrakciju, predhodno osuńenom i izmerenom sa taĉnońću ±0.001mg. U 

eksikator je sipano oko 50mL hloroforma (Poch). Zatim je tikvica sa ekstragensom 

postavljena na grejno telo i eksikator je povezan sa hladnjakom. Ekstrakcija je trajala 

oko 6h, sa brzinom ekstrakcije oko 5-6 kapi/s. Posle zavrńene ekstrakcije, hlofororm 

je otparen, a tikvica sa ostatkom je osuńena u vakuum suńnici do konstantne mase i 

ohlaĊena u eksikatoru za merenje (Ouzouni i sar.,2009). Za svaki uzorak je raĊena 

ekstrakcija u tri ponavljanja i rezultat je predstavljen tabelarno kao srednja vrednost 

± standardna devijacija. 
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Koliĉina sirove masti izraņava se u procentima i izraĉunava prema sledećoj formuli: 

 

%  sirovih lipida = (M2-M1) x 100/S 

 

M1-masa praznog balona u g 

M2-masa balona sa uzorkom u g 

S-masa odmerenog uzorka pre ekstrakcije u g 

 

4.11. Teĉna hromatografija polisaharidnih ekstrakata gljiva 

 

Polisaharidni ekstrakti (5mg) hidrolizovani su sa trifluorosirćetnom kiselinom 

(TFA, 2M), 4mL na 120°C u trajanju od 2 sata, nakon ĉega su upareni do suva pod 

sniņenim pritiskom i rastvoreni u 5mL MQ vode. Uzorci su pripremljeni u 

zatvorenim staklenim ampulama. Pre analize, uraĊena je derivatizacija uzoraka 

(60µL) u NaOH (15µL, 1.5M) i metanolnom rastvoru 1-fenil-3-metil-5-pirazolona, 

PMP (75µL, 0.5M) proizvoĊaĉa Alfa Aesar GmbH. Uzorci su inkubirani na 70°C, 2h 

i zatim neutralisani pomoću HCl (0.5M). Analiza monosaharidnog sastava je raĊena 

po postupku Malinowska i saradnici (2009). Da bi se uklonio PMP, 0.5mL 

hloroforma je dodato u hidrolizate i vrńena je ekstrakcija intenzivnim meńanjem u 

dva ponavljanja u trajanju od jednog minuta. Nakon ekstrakcije, vodena faza je 

saĉuvana i uzorci su analizirani u tri ponavljanja.  

Sadrņaj monosaharida je raĉunat na osnovu kalibracione krive. Meńavina 

monosaharida  koncentracije 62.5-250 nmol/mL korińćena je za pravljenje 

kalibracione krive. Monosaharidni kit (Supelco, USA) korińćen je kao meńavina 

standarda: D-ksiloza, D-riboza, D-arabinoza, D-manoza, D-fukoza, D-galaktoza,        

D-ramnoza, D-glukoza, D-glukozamin, D-galaktozamin. Za validaciju metode i 

raĉunanja gubitka monosaharida tokom hidrolize, standardi su pripremljeni kao i 

uzorci.  

Monosaharidni sastav je odreĊen korińćenjem HPLC sistema proizvoĊaĉa 

Shimadzu (Japan) sa LC-10 Atvp pumpom, SCL-10 Avp kontrolerom, UV SPD-10 

Avp UV detektorom i RF-10AxL fluorescentnim detektorom. Uzorci su propuńteni 
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kroz Luna C18 (2) kolonu dimenzije 250x4,6mm, 5 µm veliĉine pora  proizvoĊaĉa 

Phenomenex Inc., (Torrance, CA, USA) sa brzinom protoka od 1.0 mL/min i UV 

detekcijom na 245 nm. Kao mobilna faza korińćen je 0.1M fosfatni pufer (pH 7.0) sa 

10% (puffer A) i 25% acetonitrila (pufer B). Linerani gradijent od 5%-100%  pufera 

B u trajanju od 60 minuta korińćen je za razdvajanje monosaharida. Injekciona 

zapremina bila je 20 µL, a temperatura kolone 25°C. 

 

4.12. FT-IR spektroskopija polisaharidnih ekstrakata gljiva 

 

FT-IR spektri suvih uzoraka ekstrakata polisaharida snimani su metodom 

presovanja susptance u KBr pastili (Klaus i sar., 2011; Kozarski i sar., 2011). IR 

spektri snimani su na Nicolet Fourier transform infrared (FTIR) spectrometru 

(Shimadzu) u oblasti talasnih duņina 4000-400 cm
-1

. 

 

4.13. Skrining proteinskog profila (SDS-PAGE gel elektroforeza) 

 

4.13.1. Izolacija proteina 

 

Fino sprańena osuńena gljiva (10g) ekstrahovana je u 300mL destilovane 

vode uz meńanje na magnetnoj meńalici, tokom noći. Nakon filtriranja, polako i uz 

meńanje u supernatant je dodavan (NH4)2SO4 do 90% zasićenja. Precipitacija 

proteina vrńena je na 4ºC tokom noći. Precipitat je prikupljen nakon centrifugiranja 

(10000g, 15min, 4ºC) i izvrńena je dijaliza u 50mM Tris-HCl (pH 7.2) u tri 

ponavljanja kako bi se uklonili mali molekuli (Zhao i sar., 2004; Lau i sar., 2012). 

Semipermeabilna membrana ZelluTrans/Roth
®
 6.0 je bila nepropustljiva za molekule 

ĉija je molekulska masa veća od 8-10 kDa. Posle zavrńenog procesa dijalize rastvor 

je centrifugiran 10 minuta na 7000 g. Dobijen talog je rastvoren u 1mL 0.05M Tris 

pufera, pH 7.2 i rastvor je ĉuvan na -20 ºC do upotrebe. Koncentracija proteina 

odreĊivana je metodom po Bradfordu. Za pravljenje standardne krive korińćen je 

goveĊi serum albumin (BSA) od koga su napravljeni rastvori koncentracija 5 mg/mL 
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- 0,625 μg/mL. Uzorci proteina svedeni su na koncentraciju od 2mg/mL (Bradford, 

1976). 

 

4.13.2. SDS-PAGE 

 

Skrining proteinskog profila uraĊen je za sve ispitivane sojeve gljive 

Pleurotus, sa i bez dodatog selena. Raspored proteinskih bendova u njima analiziran 

je SDS-PAGE metodom po Laemmli-ju (1970). Uzorci za SDS-PAGE su 

centrifugirani (6500g, 20 min, 20ºC), dodat im je pufer (60mM Tris-HCl, pH6.8; 

10% glicerol; 2% SDS (w/v), 0.5% bromfenolplavo (w/v), 5% β-merkaptoetanol) i 

zagrevani su u kljuĉalom vodenom kupatilu 5 minuta na 95ºC. Ovaj tip elektroforeze 

vrńen je na 4% koncentrińućem i 10% razdvajajućem poliakrilamidnom gelu u puferu 

sledećeg sastava – 0,025M Tris, 10% SDS i 0,2M glicin, pH8 na oko 200V u trajanju 

od 45 minuta. Nakon zavrńene elektroforeze gelovi su fiksirani u rastvoru koji se 

sastojao od 40% etanola, 10% glacijalne kiseline i 0.01% (w/v) Commassie Briliant 

Blue R250 i vrńena je detekcija traka bojenjem tokom noći. Standard za detekciju 

ńirokog opsega molekulskih masa proteina, Thermo scientific Page Ruler Unstained 

Protein Ladder 10-200 kDa, korińćen je za odreĊivanje molekulskih masa proteina. 

Vertikalna mini gel elektroforeza (BioRad) korińćena je za elektroforezu. 

Denzitometrija u cilju odreĊivanja molekulske mase proteinskih frakcija, vrńena je u 

programu Denzitometrija Sigma Gel Jandel Corporation, verzija 1.0 (Zhao i sar., 

2004; Houshdar Tehrani i sar., 2012). 

 

4.14. OdreĊivanje aminokiselinskog sastava gljiva  

 

Aminokiselinski sastav plodonosnog tela gljiva odreĊen je HPLC metodom 

(Turlo i sar., 2010). U 20mg uzorka dodato je 2mL 6M HCl i zatim je obavljena 

hidroliza u zatvorenim staklenim ampulama na 110°C u trajanju od 24h. Za detekciju 

selenometionina i metionina primenjen je postupak bazne hidrolize sa 5M NaOH 

(3mL u 20 mg uzorka) na 110°C u trajanju od 16h. Nakon hidrolize uzorci su 

neutralisani do pH 7.0, razblaņeni 12x MiliQ vodom i filtrirani kroz filter otvora 
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0.45µm. Analiza je raĊena na Shimadzu NEXERA UHPLC sistemu sa LC-30AD 

pumpama, SIL-30AC autosemplerom, diodnim detektorom SPD-M20A i CBM-20A 

kontrolerom. Derivatizacija uzoraka vrńena je u autosempleru korińćenjem o-

ftalaldehidnog (OPA) reagensa (50 mg OPA, 50µL β-merkaptoetanol, 0.5mL 

boratnog pufera pH 9.5 i 4.5mL metanola). Postupak OPA derivatizacije bio je 

sledeći: U uzorak (230µL) dodato je 100µL boratnog pufera. U smeńu je dodato      

50 µL OPA reagensa. Zatim je dodato 25µL 0.75M HCl i  svi sastojci su izmeńani. 

Uzorak zapremine 20µL injektovan je u ureĊaj i analiziran. Korińćena je Supelcosil 

LC-18-DB kolona (5 µm ĉestica, 25 cm x 4.6 mm) proizvoĊaĉa Supelco sa 

gradijentom 25-100% faze B (metanol) u trajanju od 48 minuta. Faza A je bio 50mM 

Na(CH3COO) pufer pH 7.2 sa dodatkom 0.1% CH3CN. Brzina protoka bila je         

1.1 mL/min, uz zagrevanje kolone na 32°C, referentna talasna duņina 338nm i 

propusni opseg od 20nm. Sve hemikalije su bile HPLC ĉistoće, voda i metanol od 

proizvoĊaĉa POCH, OPA od proizvoĊaĉa ALFA AESAR, a ostale hemikalije od 

proizvoĊaĉa MERCK. Sadrņaj aminokiselina je raĉunat na osnovu kalibracione 

krive. Aminokiselinski standard koncentracije 0.0125-0.1 µmol/mL korińćen je za 

pravljenje kalibracione krive. Standardni rastvor aminokiselina 1mL, 2.5µmol/mL 

proizvoĊaĉa SIGMA je meńavina L-asparaginske kiseline, L-glutaminske kiseline,  

L-serina, L-histidina, L-glicina, L-triptofana, L-arginina, L-alanina, L-tirozina,         

L-metionina, L-valina, L-fenola, L-izoleucina, L-leucina, L-lizina, a odreĊen je i        

L-selenometionin. Za validaciju metode i raĉunanje gubitka aminokiselina tokom 

hidrolize, standardi su pripremljeni na isti naĉin kao i uzorci. Sva merenja su raĊena 

u tri ponavljanja i rezultati su predstavljeni tabelarno kao srednja vrednost ± 

standardna devijacija. 

 

4.15. Ispitivanje antifungalnog delovanja preparata Sel-Plex
®

 

 

Antifungalno delovanje kvasca ispitivano je na sojevima plesni Trichoderma 

harzianum Ko1T6, Trichoderma harzianum P1T6, Mycogone perniciosa P1M2, 

Cladobotryum dendroides Kal1C6 i Verticillium fungiola var. fungiola V1V3  

dobijenih od Instituta za pesticide i zańtitu ņivotne sredine (Beograd, Srbija), 
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prethodno izolovanih iz razliĉitih gajilińta ńampinjona i bukovaĉe u Srbiji. U cilju 

pripreme inokuluma za test, sve kulture plesni su gajene na sladnom agaru (Biolab, 

MaĊarska) i inkubirane 7 dana na 25°C  i 20°C  za Verticillium fungiola var. 

fungiola.  

Antifungalna aktivnost selenskog kvasca odreĊena je korińćenjem difuzionog 

testa sa bunarićima u 90x14mm Petri-kutijama koje su imale 10 mL sladnog agara. 

Nakon hlaĊenja agara do sobne temperature, komadići micelije (5×5 mm), 

inokulisani su na petri ploĉe. Nakon dva dana razvijanja micelije, bunarići su 

napravljeni u agaru na 1cm od ivice micelije korińćenjem kork-borera preĉnika 9mm 

i u njih su dodate ispitivane koncentracije kvasca. Novi fungicid "Dezohem" 

(Hemos, Srbija) korińćen je kao pozitivna kontrola. Destilovana voda je korińćena 

kao negativna kontrola. Kvasci su rastvoreni u destilovanoj vodi u koncentracijama 

0, 25, 50, 100 i 150 µg Se/mL i sterilisani 121°C, 15 min. Petri ploĉe su inkubirane 

na 25±2
o
C i 20±2

o
C za Verticillium fungiola var. fungiola 48 sati koliko je bilo 

potrebno da micelija preraste kontrolni bunarić i formira zonu inhibicije oko bunarića 

sa ispitivanim preparatom (Ngai et. al., 2005). 

Da bi se odredila IC50 vrednost za antifungalno delovanje, tri koncentracije 

selenskog kvasca (50, 100 i 200 µg Se/mL sladnog agara) su dodate odvojeno u petri 

kutije. Kvańĉev rastvor je pripremljen meńanjem sa sladnim agarom. Nakon 

sterilizacije, agar je ohlaĊen na 45°C, promeńan i izliven u Petri kutije (10mL). Na 

agar ohlaĊen do sobne temperature inokulisani su komadi micelije (5×5 mm).  Sladni 

agar bez dodatog preparata Sel-Plex
® 

sluņio je kao negativna kontrola. Nakon 72 h 

vizuelno su ocenjeni rezultati i zone inhibicije su raĉunate merenjem preĉnika 

micelijarne kolonije (mm). Merenje je vrńeno u tri razliĉita smera, u 3 ponavljanja i 

prikazana je srednja vrednost. Procenat inhibicije rasta plesni odreĊen je merenjem 

redukcije rasta micelije i poreĊenjem sa rastom na negativnoj kontroli. Grafiĉki 

prikaz procenta redukcije micelijarnog rasta prema log dozi antifungalnog delovanja 

selenskog kasca izraņenoj kao selen, korińćen je da se odredi doza inhibicije od 50%, 

IC50 (Ngai et. al., 2005; Cabral i Cabral, 1995). 
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4.16. Statistiĉka analiza podataka 

 

Svi podaci su predstavljeni kao srednja vrednost tri merenja ± standardna 

greńka. Za poreĊenje hemijskog sastava razliĉitih sojeva gljive Pleurotus spp. 

uraĊena je statistiĉka obrada podataka u programu za analizu jednofaktorijalne 

varijanse (ANOVA), a zatim je korińćen Fisher-ov LSD test sa 5% verovatnoće kako 

bi se definisalo izmeĊu kojih sojeva gljive Pleurotus postoji razlika u hemijskom 

sastavu. Studentov t test sa 5% verovatnoće korińćen je za poreĊenje hemijskog 

sastava izmeĊu kontrolne i gljive obogaćene selenom jednog soja gljive Pleurotus. 

Linearna regresiona analiza korińćena je za raĉunanje IC50 vrednosti inhibitornog 

delovanja selenskog kvasca na antagonistiĉke gljive. Korelacioni koeficijent, r, 

odreĊen je za razliĉite delove plodonosnog tela gljive sa selenom. Za statistiĉku 

analizu korińćen je program MS Excel (Microsoft Office 2007 Professional).  
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5. REZULTATI I DISKUSIJA 

 

5.1. OdreĊivanje brzine rasta micelije   

 

Uticaj selena u obliku neorganskih soli na rast micelijuma gljiva i ranije je 

ispitivan (Tham i sar., 1999). U cilju nalaņenja novog izvora ovog elementa koji će 

dobro uticati na prinos biomase i dobijanje vrednog dijetetskog suplementa, 

ispitivanja su nastavljena i korińćenjem organskih jedinjenja selena.  

 

            5.1.1. Uticaj natrijum selenita, (Na2SeO3) na rast micelijuma gljiva 

 

Hemijsko jedinjenje natrijum selenit, Na2SeO3 pokazalo je razliĉit uticaj na 

porast micelije ispitivanih sojeva gljiva pri dodatku razliĉitih koncentracija u 

podlogu u odnosu na kontrolu (Slika 10). 

 

 

Slika 10. Grafiĉki prikaz uticaja natrijum selenita na rast micelijuma gljiva  

(+/- st.dev) 

 

Na2SeO3 u koncentracijama 1, 10 i 25 µg/mL stimulisao je porast micelijuma 

gljive L. edodes. Veće koncentracije jedinjenja nisu inhibirale rast za 50% u odnosu 

na kontrolu. Sve koncentracije su ihibirale rast gljive G. lucidum, ali nijedna vińe od 
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27% u odnosu na kontrolu. Rast micelijuma gljive P. ostreatus bio je znaĉajno 

inhibiran dodatkom selenita u sladni agar pri svim ispitivanim koncentracijama 

jedinjenja. Koncentracija preko 50 µg/mL selenita inhibirala je rast micelijuma ove 

gljive za vińe od 50%. 

 

       5.1.2.     Uticaj kompleksa [Zn (dapsesc)] na rast micelijuma gljiva  

 

  Praćen je efekat kompleksnog jedinjenja sa selenom na rast micelijuma na 

sladnom agaru. Kompleks [Zn (dapsesc)] ispitivanih koncentracija 1, 10, 25 i           

50 µg/mL nije znaĉajno inhibirao porast micelijuma na agaru osim u sluĉaju gljive        

L. edodes  (Slika 11).  

 

 

Slika 11. Grafiĉki prikaz uticaja kompleksa [Zn (dapsesc)] na rast micelijuma gljiva 

(+/- st.dev) 

 

Na dodatak kompleksnog jedinjenja najosetljivija gljiva bila je L. edodes, ĉiji 

rast je bio inhibiran za 50% u prisustvu 50 µg/mL kompleksa [Zn (dapsesc)].           

G. lucidum je pokazala najveću otpornost na uticaj kompleksnog jedinjenja. U 

poreĊenju sa Na2SeO3 kao izvorom selena, P. ostreatus je bio mnogo otporniji prema 

kompleksnom jedinjenju. G. lucidum se ponańala gotovo isto u prisustvu oba seleno 

jedinjenja, dok je za L. edodes selenit bio bolji izvor selena. 
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U cilju poreĊenja rezultata, ispitivan je i uticaj liganda pojedinaĉno. Ligand je 

inhibirao porast micelijuma već pri niņim koncentracijama. Uoĉena je veća aktivnost  

kompleksa u odnosu na ligand, verovatno kao posledica nejonske prirode kompleksa, 

ńto verovatno olakńava njihovu difuziju kroz biolońku membranu, ĉime se 

opravdavaju buduće studije o biolońkom efektu kompleksa (Todorović i sar., 2007). 

 

         5.1.3.    Uticaj selenskog kvasca na rast micelijuma gljiva  

 

Kao i u sluĉaju dodatog kompleksa [Zn(dapsesc)], rast gljive shiitake bio je 

znaĉajno ihibiran već pri dodatku selenskog kvasca u koncentraciji od 10 µg/mL. Za 

razliku od shiitake, selenski kvasac je na gljivu G. lucidum pokazao stimulativno 

delovanje, pri ĉemu ni najvińe koncentracije nisu inhibirale rast ove gljive. TakoĊe, 

ni gljiva P.ostreatus nije bila znaĉajno inhibirana pri dodatku većih koncentracija 

selena, svega za oko 20% u odnosu na kontrolu (Slika 12).  

 

 

Slika 12. Grafiĉki prikaz uticaja selenskog kvasca na rast micelijuma gljiva 

(+/- st.dev) 

 

Pretpostavka je da kvasac, koji se inaĉe dodaje u podlogu za rast gljiva, 

stimulativno utiĉe i potpomaņe rast micelijuma gljiva, a kao izvor azota i drugih 

mineralnih materija. Zato je ovaj naĉin dodavanja selena izabran za dalja istraņivanja 

jer se komercijalni preparat Sel-Plex
®
 moņe koristiti kao bezbedan izvor selena. 
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            Rast micelijuma meren je kao preĉnik kolonije ĉiste kulture na agaru sa 

dodatkom razliĉitih koncentracija jedinjenja sa selenom. Micelijum gljive                 

P. ostreatus bio je najotporniji na selen iz selenskog kvasca. Jedino je najveća 

koncentracija jedinjenja od 100µg/mL inhibirala rast micelijuma i to za svega oko 

20%. Manje koncentracije su stimulisale rast micelije. Neorganska so, natrijum 

selenit je delovala najtoksiĉnije na rast micelijuma bukovaĉe. Snaņno inhibitorno 

delovanje primećeno je već pri najmanjim koncentracijama. Kompleksno jedinjenje 

u manjim koncentracijama je takoĊe delovalo stimulativno na rast micelijuma gljiva. 

Rast micelijuma gljive G. lucidum bio je stimulisan neorganskim jedinjenjem selena. 

TakoĊe, kompleks i selenski kvasac su dobro uticali na rast G. lucidum, a najveću 

stimulaciju pokazao je selenski kvasac. Za rast gljive L. edodes, najbolji izvor selena 

bio je natrijum selenit. Kompleksno jedinjenje, a naroĉito Sel-Plex
®
 nisu bili 

zadovoljavajuĉi izvor selena zbog velikog inhibitornog delovanja na rast micelijuma 

već pri niņim koncentracijama. 

          Zbog ovakvih rezultata preliminarnih testova, za dalje istraņivanje kao model 

gljiva izabrana je bukovaĉa, inaĉe meĊu najpopularnijim gljivama na nańim 

prostorima, jednostavna za gajenje i sa dobrim odgovorom na dodatak organskih 

jedinjenja selena u podlogu za rast. 

 

5.2. Usvajanje selena u plodonosna tela gljive Pleurotus spp.  

 

            Usvajanje i prisustvo metala u plodonosnom telu gljiva zavisi od ekolońkih 

faktora, genetskih karakteristika svake vrste pojedinaĉno, starosti gljive, kao i oblika 

u kome se elementi nalaze u zemljińtu. Od osobina supstrata zavise mobilnost i 

dostupnost metala. Istraņivanja ukazuju na to da gljive koje su rasle u zagaĊenim 

krajevima ne bi trebalo uopńte da se koriste za ishranu (Svoboda i sar., 2000). Sastav 

supstrata je vaņan faktor, ali postoje velike razlike u usvojivosti metala za svaku 

vrstu individualno (Kalac i Svoboda,2000). Najĉeńće detektovana vrednost za sadrņaj 

selena u plodonosnom telu gljiva je < 2 mg/kg suve mase gljive (Kalac, 2010). U 

ranijim istraņivanjima, korińćen je uglavnom selen u obliku selenita i selenata.  
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            U ovom radu je ispitivana mogućnost akumulacije i transformacije selena iz 

selenita, selenskog kvasca i kompleksnog jedninjenja selenosemikarbazona u 

plodonosno telo gljive P. ostreatus P70. Kod drugih ispitivanih sojeva praćena je 

samo mogućnost usvajanja selena iz selenskog kvasca kao odabranog izvora selena. 

Analitiĉki instrumenti kao ńto su AAS, ICP-OES i ICP-MS, omogućili su 

detekciju veoma niskih koncentracija mikronutrijenata, ukljuĉujući i one bez do sada 

utvrĊenog biolońkog znaĉaja. Instrument optiĉki emisioni spektrometar sa 

indukovano spregnutom plazmom, ICP – OES, nańao je ńiroku promenu pre oko 25 

godina za organske i neorganske analize. Tehnika koju ICP koristi za merenje 

uzoraka je optiĉka emisiona spektrofotometrija (OES) tj., aparat radi na principu 

emisije svetlosti.  

 

5.2.1. Usvajanje selena iz neorganskih soli u plodonosno telo gljive  

Pleurotus ostreatus P70  

 

Forma i koncentracija dodatog selena u supstratu vaņan su faktor u 

proizvodnji selenom obogaćenih gljiva. Najpoņeljniji izvor Se u dosadańnjim 

ispitivanjima je neorganska forma (Zhao i sar., 2008; Stajić i sar., 2006). Dobijeni 

rezultati ukazuju na to da ispitivani sojevi gljive Pleurotus imaju razliĉite 

mogućnosti usvajanja selena iz medijuma gde je selen prisutan u obliku Na2SeO3 i u 

razliĉitim koncentracijama. Rezultati dobijeni ICP-OES analizom ukazuju na to da je 

selen iz Na2SeO3 koncentracije 100 mg/kg efektno usvojen iz supstrata i akumuliran 

u plodonosna tela (Tabela 7). Uspeńna akumulacija selena iz selenita u plodonosna 

tela gljiva Ganoderma lucidum i Pleurotus florida ranije je dokazana (Zhao i sar., 

2004; Bhatia i sar., 2013). Micelija je normalno rasla i primordije soja P. ostreatus 

P70 su se pravilno formirale. Nije uoĉena razlika u morfologiji plodonosnog tela bez 

i sa dodatim selenom.  
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Tabela 7. Usvajanje selena iz neorganskih soli u plodonosno telo gljive  

P. ostreatus P70 

 

a
 Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ± standardna devijacija (n = 3). 

 NA = Nije analizirano 

 

P. ostreatus P70 je usvojila oko 120 µg Se/g suve mase. Gljive bez dodatog 

selena sadrņale su oko 1 µg Se/g suve mase gljive. Prikazani rezultati odnose se na 

gljive iz prvog fruktifikacionog talasa. Plodonosna tela dobijena u drugom talasu 

imala su oko 50% manje Se od onih u prvom talasu (Da Silva i sar., 2012). Na 

osnovu dobijenih rezultata, zakljuĉeno je da ńeńir usvaja selen u većoj koncentraciji 

nego drńka (Falandysz, 2008; Thomet i sar., 1999), ńto ukazuje na nejednaku 

distribuciju selena u plodonosnom telu gljive tokom fruktifikacije.     

 

5.2.2. Usvajanje selena iz komleksnog jedinjenja [Zn (dapsesc)] u 

plodonosno telo gljive Pleurotus ostreatus P70 

 

Malobrojne studije ukazuju na sliĉnu ili veću biolońku aktivnost 

selenosemikarbazona u poreĊenju sa sumpornim analogom, dok su kiseoniĉni 

analozi pokazali niņu aktivnost. Semikarbazoni i selenosemikarbazoni su izuĉavani 

sa stanovińta njihove antitumorne, antiviralne i antimikrobne prirode (Todorović i 

sar., 2007). Selen je iz organskog kompleksnog jedinjenja uspeńno usvojen i 

akumuliran u plodonosna tela gljive. Sadrņaj selena u obogaćenoj gljivi bio je 

proseĉno 65 µg/g. U kontrolnim peĉurkama, sadrņaj selena u proseku je bio oko       

0.4 µg/g suve mase. Nije primećena razlika u izgledu plodonosnih tela sa i bez 

dodatog selena (Tabela 8).   

Koncentracija 

soli 

Koncentracija selena u gljivi P. ostreatus P70 

(µg/g suve mase)
a
 

Deo gljive Plodonosno telo Ńeńir Drńka 

Kontrola 0.8±0.1             NA                                 NA 

100 mg Se/kg 127.4±10.3 197.2±7.4 58.9±1.3 
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Tabela 8. Usvajanje selena iz [Zn (dapsesc)] u plodonosno telo gljive  

P. ostreatus P70 

a
 Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ± standardna devijacija (n = 3). 

 

PoreĊenje uticaja neorganskog i organskog izvora Se izvedeno je dodavanjem 

poznatih koncentracija neorganskie soli Na2SeO3, kao i organskog [Zn (dapsesc)] u 

supstrat za gajenje Pleurotus ostreatus. Poredeći dobijene rezultate iz ovog rada sa 

ranije publikovanim rezultatima, moņe se zakljuĉiti da je organsko jedinjenje dobar 

izvor selena (Dernovics i sar., 2002). Da bi se selen iz neorganskih soli inkorporirao 

u proteine u obliku selenoproteina, potrebno je da se selenat i selenit redukuju do 

selenida. Sa druge strane, organsko kompleksno jedinjenje [Zn (dapsesc)] sadrņi dva 

atoma selena i pretpostavlja se da je omogućen unos veće koliĉine selena. S obzirom 

na dobijene rezultate, cilj ovog istraņivanja  je bio nalaņenje novog izvora selena, po 

mogućstvu organskog netoksiĉnog i ispitivanje mogućnosti akumulacije selena u 

veći broj razliĉitih sojeva gljiva.  

 

5.2.3. Usvajanje selena u obliku selenskog kvasca u plodonosna tela  

gljive Pleurotus spp.  

 

Dobijeni rezultati (Tabela 9) ukazuju na to da testirane vrste gljiva imaju 

razliĉitu mogućnost apsorpcije selena dodatog u supstrat u formi  selenskog kvasca. 

Micelija se normalno razvijala i do fruktifikacije je dońlo izmeĊu 23. i 28. dana od 

momenta inokulacije kod gljiva bez dodatka i sa dodatkom niņih koncentracija 

selena.  Fruktifikacija je kasnila 3-5 dana kod uzoraka sa dodatim selenskim kvascem 

u koncentraciji vińoj od 50mg/kg Se.  

 

 

Koncentracija 

kompleksa 

Koncentracija selena u plodonosnom telu  P. ostreatus P70 

(µg/g suve mase)
a
 

Kontrola 0.4 ± 0.1 

50 mg Se/kg 65.0 ± 0.7 
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Tabela 9. Usvajanje selena iz selenskog kvasca u plodonosno telo gljive  

P. ostreatus P70 

PO=Pleurotus ostreatus; PC=Pleurotus cornucopiae; PS=Pleurotus 

salmoneostramineus 

a
 Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ± standardna devijacija (n = 3). 

 

Rezultati ranijih istraņivanja (Racz i sar., 2000; Pipponen i sar., 1984; Spolar 

i sar.,1999) ukazuju na znaĉajnu korelaciju izmeĊu koncentracije selena u supstratu i 

u plodonosnom telu. Proseĉan sadrņaj selena u plodonosnom telu kontrolne gljive bio 

je izmeĊu 0.12 i 0.68  µg/g ńto je dosta niska vrednost i potvrĊuje inicajlnu tvrdnju 

da su supstrat iz nezagaĊenih delova prirode i gljive koje rastu na njemu siromańne 

selenom. Najvińa koncentracija (100 mg/kg Se) ispitivana na P. ostreatus P70, 

rezultirala je dobijanjem plodonosnog tela sa proseĉnim sadrņajem selena          

133.12 µg/g suve mase. Toksiĉni efekat na porast gljive primećen je sa dodatkom 

organskog selena koncentracije 75 µg/g Se. Uoĉena je znaĉajna razlika u usvojivosti 

selena (P<0.05) u odnosu na industrijski gajene gljive P. cornucopiae i                                 

P. salmoneostramineus (Mycorex, Cyprus), osim u odnosu na gljivu P. ostreatus 

P80. Ukupan sadrņaj selena je bio najveći kod soja P. salmoneostramineus, zatim         

P. ostreatus P80, a najslabiju akumulaciju pokazao je P. cornucopiae koji je pokazao 

dobru mogućnost usvajanja selena, ali slabiju u odnosu na druge ispitivane sojeve. 

Kada su u supstrat dodavane niņe koncentracije od 25 µg/g selena, primećena je 

sliĉna akumulacija kod sva tri ispitivana soja. Niņe koncentracije selena u supstratu 

(<100 µg/g) podstiĉu sintezu proteina i aminokiselina dok vińe koncentracije imaju 

suprotan efekat (Zhao i sar., 2008; Ming i sar., 2007). Iako rezultati ovog istraņivanja 

pokazuju da gljiva uspeńno usvaja selen iz selenita i kompleksa 

Koncentracija 

preparata 

 

Koncentracija selena u plodonosnom telu gljive (µg/g suve mase)
a 

 

Gljiva PO P70 PO P80 PC PS 

Kontrola 0.7 ± 0.1 0.1 ± 0.02 0.4 ± 0.1 1.1±0.5 

100 mg Se/kg 
133.1 ± 2.4 137.8 ± 2.3 122.1 ± 2.0 197.9± 8.4 



Doktorska disertacija, Milena D. Savić 

 

65 

 

selenosemikarbazona, korińćenje selenskog kvasca je potencijalni izvor Se kojem se 

daje prednost.  Izloņenost neorganskim jedinjenjima Se izaziva kratkoroĉne i 

dugoroĉne zdravstvene probleme kod ĉoveka (Sunde i Diamond, 2012; Food and 

Nutrition Board, 2000). Selenski kvasac je mnogo sigurniji izvor Se.  Primenjuje se u 

ishrani ņivotinja, a primenom u gajenju gljiva obezbeĊuje ņeljene koncentracije koje 

zadovoljavaju dnevne potrebe za selenom i predstavlja izvor azota neophodan za rast 

gljiva (Dernovics i sar., 2002). Dodatkom visokih koncentracija Sel-Plex
®
 u supstrat, 

70-100 mg/kg Se, selen usporava rast gljiva 3-5 dana, ali plodonosna tela usvajaju 

vińe selena, u proseku oko 100 µg/g za Pleurotus spp. raĉunato na suvu masu uzorka.  

           Zanimljivo je da je sadrņaj selena znatno veći u plodonosnom telu gljive                   

P. salmoneostramineus nego u plodonosnim telima ostalih ispitivanih peĉuraka, ńto 

se najverovatnije moņe tumaĉiti njegovom specifiĉnom strukturom u odnosu na 

ostale ispitivane vrste. TakoĊe, jedino izmeĊu gajene gljive P. ostreatus sojeva P70 i 

P80 nije bilo statistiĉki znaĉajne razlike u usvojivosti selena iz selenskog kvasca, 

verovatno zbog toga ńto pripadaju istoj vrsti. Nauĉnim istraņivanjem je utvrĊeno da 

suplementi na bazi selena povećavaju antioksidativnu aktivnost i time spreĉavaju 

proces lipidne peroksidacije (Akil i sar., 2011). Sadrņaj selena u plodonosnom telu 

gljiva, pored relativno visokog sadrņaja fenolnih komponenata, mogao bi biti 

odgovoran i za njegovo protektivno delovanje u procesu lipidne peroksidacije (Turlo 

i sar., 2010).   

 

5.3. Nutritivni sastav gljiva sa selenom 

 

Sa nutrituvnog aspekta, gljive su vrlo vaņne komponente u ljudskoj ishrani 

zbog visokog sadrņaja proteina i niskog sadrņaja masti (Agahar-Murugkar i 

Subbulakshmi,2005). Gljive sadrņe visokokvalitetne proteine, vitamine i minerale u 

poreĊenju sa voćem i povrćem (Satish i sar., 2006). Popularne su kao delikatesne 

namirnice najvińe zbog svoje prijatne arome. Ispitivanjem je utvrĊeno da suve gljive 

ili generalno gljive nakon termiĉkog tretmana menjaju odnos nutritivnih 

komponenata u plodonosnom telu (Ouzouni i sar.,2009). Nekoliko vrsta gljive 

Pleurotus imaju veoma vaņna medicinska svojstva (Chang, 1996; Hossain i sar., 
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2003; Yoshioka i sar., 1985). Nutritivni sastav gljiva uslovljen je brojnim faktorima 

ukljuĉujući razlike meĊu sojevima, sastavom proizvodnog supstrata, metodom 

kultivacije, fazom branja, delom plodonosnog tela gljive koji se analizira 

(Benjamin,1995). Nekoliko kategorija antioksidanasa ukljuĉujući fenolna jedinjenja, 

vitamine, proteine, peptide i aminokiseline, koriste se kao sastojci u proizvodnji 

dijetetskih suplemenata, a ispituju se zbog potencijalne primene za preventivu 

oboljenja kao ńto su tumor i srĉana oboljenja, ali i za jaĉanje imuniteta (Griensven, 

2000). Pored drugih izvora antioksidanasa (lekovito bilje, voće, povrće i drugo) 

gljive takoĊe imaju znaĉajnu ulogu. Antioksidativna aktivnost ekstrakta gljiva je 

povezana sa polisaharidnim sastavom kao i fenolnim jedinjenjima (Klaus i sar., 

2011; Kozarski i sar., 2011). Vodeni ekstrakti gljiva sadrņe meńavinu ovih 

komponenata ukljuĉujući i proteine malih molekulskih masa kao ńto su lektini koji 

takoĊe imaju biolońku aktivnost (Wang i sar.,2000). Najvećim delom bioaktivni 

polisaharidi su β-(1,3) i (1,6)–glukani, mada je dokazano da i α-glukani imaju 

znaĉajnu biolońku aktivnost (Klaus i sar., 2013). Neki od biokativnih glukana su 

heteropolisaharidi, koji ako su vezani za proteine ili peptide formiraju proteoglukane 

(Bohn i Be Miller, 1995).  

Rezultati ovog istraņivanja su doprinos saznanju o mogućnosti akumulacije i 

transformacije usvojenog selena iz supstrata u obliku organskih i neorganskih 

jedinjenja selena. Ispitivan je hemijski sastav gljiva da bi se utvrdio uticaj selena na 

eventualne promene u hemijskom sastavu i da bi se pratile transformacije usvojenog 

selena u plodonosnom telu. OdreĊen je ukupan sadrņaj ugljenih hidrata, proteina, 

lipida i fenola i meren je ukupan sadrņaj selena u proteinima i polisaharidima u 

kojima se akumulira najvińe selena. Prilikom planiranja eksperimenata vrlo vaņnu 

ulogu je imala ĉinjenica da nutritivni sastav gljiva direktno zavisi od vrste gljive i 

postupka gajenja (Diez i Alvarez, 2001; Bano i Rajarathnam, 1988). U 

eksperimentima su korińćena osuńena plodonosna tela gljive. Suńenjem gljive dolazi 

do uklanjanja vode i promene u nutritivnom sastavu. MeĊutim, ovo moņe da bude 

posledica interakcija razliĉitih komponenata, hemijskih reakcija i termiĉke 

degradacije kao i hemijskog vezivanja selena za razliĉita jedinjenja. Analiziran je 

prinos svake komponente pojedinaĉno. 
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5.3.1. OdreĊivanje sadrţaja ukupnih ugljenih hidrata u gljivama  

OdreĊen je ukupan sadrņaj ugljenih hidrata u plodonosnom telu gljiva bez i sa 

dodatim selenom. Pońlo se od pretpostavke da će selen uticati na promenu sadrņaja 

ugljenih hidrata. Dobijeni rezultatu ukazuju na znaĉajno povećan sadrņaj ukupnih 

ugljenih hidrata u svim gljivama sa dodatim selenom (Slika 13). Kod svih ispitivanih 

sojeva gljiva sadrņaj ukupnih ugljenih hidrata se statistiĉki znaĉajno razlikovao od 

onog kod kontrolnog uzorka (p<0.05). Gljive obogaćene selenom iz kvasca imale su 

i do 25% vińe ukupnih ugljenih hidrata. Pri posmatranju uticaja razliĉitih jedinjenja 

selena na model gljivi P. ostreatus P70, utvrĊeno je da prisustvo selena iz organskog 

jedinjenja utiĉe na povećanje sadrņajaugljenih hidrata vińe nego neorgansko 

jedinjenje (38.83%) ili kompleks (38.73%) kod kojih razlika u sadrņaju ukupnih 

ugljenih hidrata izmeĊu kontrolnog (37.66%) i obogaćenog uzorka nije statistiĉki 

znaĉajna. Jednofaktorijalnim ANOVA testom dobijene su vrednosti koje ukazuju na 

statistiĉki znaĉajnu razliku u sadrņaju ugljenih hidrata (p<0.05) izmeĊu svih sojeva 

bukovaĉe sa dodatim selenom.  Dobijeni rezultati su suprotni onim do kojih je dońla 

Turlo sa saradnicima (2010), istraņivanjima na micelijumu L. edodes sa selenom 

dodatim iz neorganske soli. Rezultati ovog istraņivanja ukazuju na znatno smanjenu 

rastvorljivost ugljenih hidrata kada je za njih vezan selen. Moguće je da na ovo imaju 

uticaj razliĉite vrste gljiva, jedinjenja selena kao i razlike izmeĊu vegetativnog i 

plodonosnog dela gljive. Dobijeni rezultati potvrĊuju da se selen vezuje za ugljene 

hidrate. Dobijene vrednosti su u skladu sa ranije publikovanim sadrņajem ugljenih 

hidrata u Pleurotus spp. 36.9-45.9% (Barros i sar., 2008; Kurtzman, 1997; Yang i 

sar., 2001; Khan i sar., 2008). Navedeni podaci ukazuju na to da izmeĊu sojeva jedne 

vrste nema znaĉajne razlike u sadrņaju ukupnih ugljenih hidrata (Khan i sar., 2008).  

 



Doktorska disertacija, Milena D. Savić  

 

68 

 

 

 

PO=Pleurotus ostreatus; PC=Pleurotus cornucopiae; PS=Pleurotus 

salmoneostramineus 

K-Kontrola; SP-Selenski kvasac; Karbaz- [Zn(dapsesc)]; it-Natrijum selenit 

n.a. – Nije analizirano; CH- Ugljeni hidrati 

 

Slika 13. Nutritivni sastav plodonosnog tela gljive Pleurotus spp. 

sa i bez dodatog selena 

 

 

 

 

 

n.a. n.a. n.a. n.a. 
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5.3.2. OdreĊivanje sadrţaja vodorastvornih proteina u gljivama  

Sadrņaj proteina zavisi od vrste gljive, supstrata na kome se razvijaju i 

vremena sakupljanja, a kod suvih gljiva iznosi 19-39% u odnosu na suvu masu 

plodonosnog tela gljive (Miles i Chang, 1997; Chan, 1991). Gljive bi trebalo da se 

beru kada su iste starosti, kasnije se aktiviraju proteinaze pa se ĉesto prilikom 

ekstrakcije proteina dodaju inhibitori proteinaza. Svaka proteinska frakcija ima 

jedinstven aminokiselinski sastav ńto uslovljava njihova razliĉita svojstva. Izolovanje 

i preĉińćavanje nativnih proteina je pravi izazov, naroĉito kada je reĉ o membranski 

vezanim proteinima. Prva faza u kojoj moņe da se izvrńi grubo frakcionisanje je 

ekstrakcija pomoću odgovarajućeg pufera. S obzirom na to da se dobija rastvor 

razliĉitih proteina, dalje se primenjuje taloņenje i rastvorni proteini prelaze u 

agregate koji su dovoljno veliki da se mogu dalje odvojiti centrifugiranjem. 

Taloņenje proteina organskim rastvaraĉima (etanolom ili acetonom) zasniva se na 

smanjenju aktivnosti vode kojom je okruņen molekul proteina. Kako je time 

dielektriĉna konstanta rastvora smanjena, povećavaju se elektrostatiĉke interakcije 

meĊu polarnim delovima razliĉitih molekula proteina, ńto dovodi do njihovog 

agregiranja i taloņenja (Niketić, 2007). Ekstrakcija acetonom je prva metoda kojom 

se efikasno uklanjaju soli, ńećeri i lipidi uz koncentrisanje proteina. Jedini problem je 

teńka rastvorljivost dobijenog taloga kao i to ńto mnogi lipidi i fenoli visoke 

polarnosti zaostaju kao kontaminenti (Pavliĉević i sar., 2013). 

Razlika u sadrņaju proteina najpre je posledica razlika u vrsti, ali i u 

proizvodnom supstratu i uslovima gajenja gljive (Slika 13). Najvaņniji korak u 

pripremi proteinskih ekstrakata je razaranje ćelijskog zida i oslobaĊanje proteina 

(Ausubel i sar., 1991). Ekstrakcija nekih uobiĉajeno prisutnih molekulskih jedinjenja 

u ćelijskom zidu gljive moņe biti blokirana (Bridge i sar., 2004). Proteini su takoĊe 

ĉesto vezani za  ćelijski zid, membranu ili organele i predstavljaju citoskeletne 

proteine, te se tokom uobiĉajenog postupka ekstrakcije gube. To je joń jedan razlog 

niskog sadrņaja dobijenih proteina (Lau i sar., 2012). U supernatantu će se najvećim 

delom naći citoplazmatiĉni proteini. 

Osim proteina, ekstrakcijom se dobijaju i lipidi i delovi ćelijskog zida koji 

mogu da blokiraju proces pripreme oteņavajući ekstrakciju proteina iz uzorka 
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(Dernovics, 2003). Jednofaktorijalnim ANOVA testom utvrĊeno je da postoji 

znaĉajna razlika u proteinskom sadrņaju izmeĊu razliĉitih sojeva sa dodatim selenom 

iz kvasca. TakoĊe je utvrĊeno i da razliĉita jedinjenja kod P. ostreatus P70 dovode 

do znaĉajne razlike u sadrņaju proteina (P<0.05). Fisher-ovim LSD testom, dokazano 

je da postoji statistiĉki znaĉajna razlika u sadrņaju vodorastvornih proteina izmeĊu  

P. cornucopiae SP (23%) i P.ostreatus P80 SP (17.4%), P. ostreatus P70 SP 

(13.24%). Jedino je kod gljive P. ostreatus P70 obogaćene selenom iz neorganske 

soli sadrņaj proteina (11.32%) bio znaĉajno niņi u odnosu na kontrolu. Dokazano je 

da dodavanje niņih koncentracija selena utiĉe na povećanje koncentracije proteina u 

uzorku dok dodatak vrlo visokih koncentracija ima suprotan efekat. 

Rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili Barros i sar., 2008; 

Kurtzman, 1997; Yang i sar., 2001; Khan i sar., 2008 za sadrņaj nepreĉińćenih 

proteina u gljivi od oko 11%, u P. sajor-caju (16.6-24 %) P. ostreatus (11-47.1 %), 

P. highking (21.9%), P. florida (12.5-20.6 %), P. geestaranus (19.0 %),                     

P. citrinopileatus (16.7 %) i P. cystidiosus (15.4-17.7 %).Vrednosti su izraņene u 

odnosu na suvu masu gljive. 

 

5.3.3. OdreĊivanje sadrţaja lipida u gljivama  

U lipidnim ekstraktima gljiva, ukupni lipidi ukljuĉuju nekoliko klasa 

jedinjenja: slobodne masne kiseline, trigliceridi, steroli, estri i fosfolipidi. Neke vrste 

imaju naroĉito veliki sadrņaj ergosterola koji je prekursor vitamina D2. Lipidni 

sadrņaj u gljivama varira uglavnom izmeĊu 2 i 6% izraņen na suvu masu gljive 

(Ouzouni i sar.,2009). Ugljeni hidrati, proteini, urea i druga jedinjenja mogu da 

ometaju lipidnu ekstrakciju.  

Sadrņaj lipida je u kontrolnim gljivama bio izmeĊu 1.92-3.42%, a u gljivama 

sa dodatim selenom 1.71-3.09% (Slika 13). Generalno, nije postojala statistiĉki 

znaĉajna razlika izmeĊu uzoraka sa i bez povećanog sadrņaja selena (P<0.05). Kod 

svih ispitivanih sojeva, pri dodatku selena iz selenskog kvasca dońlo je do smanjenja 

sadrņaja lipida, meĊutim kod P. ostreatus P70 sa dodatkom selena iz kompleksa ili 

neorganske soli, sadrņaj ukupnih lipida je bio veći u odnosu na kontrolne uzorke kao 
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ńto su Turlo i saradnici (2010) publikovali. Isti autori su prouĉavajući nutritivni 

sastav micelije L. edodes  gljive sa dodatim selenom dońli do zakljuĉka da se 

dodatkom selena povećava sadrņaj selena u lipidima i to u obliku Se 
+4

. 

Sadrņaj lipida u Pleurotus vrstama je u opsegu 2.6-8% izraņeno na suvu masu 

gljive (Khan i sar., 2008; Manzi i sar., 2004; Yang i sar., 2001). Lipidni sastav zavisi 

od soja i vrste gljive. Gljiva P. ostreatus P80 sa selenom se statistiĉki znaĉajno 

razlikovala od P. cornucopiae i P. ostreatus  P70 od P. salmoneostramineus u 

sadrņaju ukupnih lipida. 

 

5.3.4. OdreĊivanje sadrţaja ukupnih fenola u gljivama  

 

            Fenolna jedinjenja su zahvaljujući svojoj hemijskoj strukturi poznati kao 

antioksidativni agensi. U dosadańnjem istraņivanju, utvrĊeno je da gljive uglavnom 

sadrņe izmeĊu 0 i 2.5 % fenola izraņeno na suvu masu (Wajdylo i sar., 2007, Klaus i 

sar., 2011; Kozarski i sar., 2011).  

Ukupan sadrņaj fenola u svim uzorcima gljiva sa dodatim selenom bio je 

znatno vińi (30-40%) u odnosu na kontrolne uzorke gljiva (p<0.05), osim u sluĉaju 

dodavanja kompleksa [Zn(dapsesc)] kod gljive P. ostreatus P70 (Slika 13). Povećan 

sadrņaj fenola moņe da bude u vezi sa inhibicijom enzima polifenoloksidaze seleno-

komponentama kao snaņnim antioksidantima (Turlo i sar., 2010). Zbog toga se 

pretpostavlja da su gljive sa selenom snaņniji antioksidanti u odnosu na gljive bez 

dodatog selena.  

Rezultati prikazani na slici 4.4. ukazuju na to da P. ostreatus P80 ima najniņi 

sadrņaj fenolnih jedinjenja, 1.03 mg/g u kontrolnoj i 2.75 mg/g u obogaćenoj gljivi, 

dok ņuta bukovaĉa, Pleurotus cornucopiae ima najvińi sadrņaj fenola, 9.29 mg/g u 

kontrolnoj i 13.59 mg/g u obogaćenoj gljivi. Kod P. ostreatus P70 odreĊen je sadrņaj 

fenolnih jedinjenja u kontrolnom uzorku, ali i u plodonosnom telu gljiva sa 

dodatkom selena iz selenskog kvasca, kompleksa [Zn(dapsesc)] i natrijum selenita. 

Kompleksno jedinjenje je uticalo na smanjenje sadrņaja fenola u plodonosnom telu 

gljive, ali ne znaĉajno u odnosu na kontrolu, dok se selenski kvasac pokazao najbolje 
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u ovom sluĉaju i doprineo povećanom sadrņaju fenola u odnosu na oba - kontrolni i 

uzorak obogaćen selenom iz neorganske soli.  

Sadrņaj ukupnih fenolnih jedinjenja odreĊen Folin-Ciocalteu metodom ne 

mora dati precizne podatke o koliĉini ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima, 

zbog mogućeg prisustva interferirajućih jedinjenja, odnosno jedinjenja koja reaguju 

na isti naĉin kao fenolna jedinjenja u ovoj reakciji (poput ńećera, aromatiĉnih amina, 

vitamina C, organskih kiselina, Fe
+2

, itd.) (Singelton i sar., 1999).  

 

5.4. Hemijska karakterizacija polisaharidnih ekstrakata sa selenom 

Na osnovu analiza sastava gljive G.lucidum obogaćene selenom iz selenita, 

dokazano je da gljiva prevodi usvojen selen u organsku formu inkorporirajući ga 

najvećim delom u proteine (56-61%) i polisaharide (11-20%). TakoĊe je dokazano 

da su jedinjenja proteina i polisaharida rastvorna u vodi i alkalnim rastvaraĉima 

glavna skladińta selena u vińim gljivama (Zhao i sar., 2004). Da bi se pratila 

transformacija usvojenog selena u plodonosnom telu gljive, uraĊena je hemijska 

karakterizacija nepreĉińćenih vrelih vodenih i alkalnih ekstrakata polisaharida. 

OdreĊivan je ukupan sadrņaj selena, ugljenih hidrata, β-glukana, proteina i 

fenola u polisaharidnim ekstraktima. TakoĊe je uraĊena strukturna analiza ekstrakata 

FT-IR spektroskopijom i odreĊen je monosaharidni sastav HPLC metodom. 

 

5.4.1. Prinos polisaharidnih ekstrakata 

 

Na prinose svih ispitivanih ekstrakata polisaharida bez i sa selenom, znaĉajno 

su uticali primenjeni procesi ekstrakcije i koncentracija selena u uzorku. Nakon 

obogaćivanja gljiva selenom, primećeno je znaĉajno smanjenje prinosa 

polisaharidnih ekstrakata, kako vodenih tako i alkalnih (Tseng i sar., 2005). 

Smanjenje prinosa, najverovatnije je posledica vezivanja selena za polisaharide, ĉime 

se smanjuje njihov sadrņaj (Turlo i sar., 2010). Kod svih ekstrakata, primećena je 

negativna korelacija izmeĊu prinosa ekstrakata i sadrņaja selena u uzorcima gljiva. 

Kod gljiva soja P. ostreatus P70 koje su obogaćene selenom iz neorganske soli, 

prinos ekstrakta bio je veći nego kod uzoraka sa selenom dodatim iz organskih 
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jedinjenja. Prinos polisaharida dobijenih vrelom alkalnom ekstrakcijom bio je vińi u 

odnosu na prinos ekstrakta dobijenih vrelom vodenom ekstrakcijom. Pretpostavlja se 

da je razlog ovome to ńto je vreli alkalni tretman bio efektivniji u degradaciji 

ćelijskog zida i ekstrakciji nerastvornih komponenti koje su zaostale nakon 

izdvajanja u vodi rastvornih polisaharida. Vreli alkalni polisaharidni ekstrakti 

dobijeni su ekstrakcijom polisaharida iz taloga koji je zaostao nakon vrele vodene 

ekstrakcije (Klaus i sar., 2011; Klaus i sar.., 2013; Malinowska i sar., 2009). 

 

5.4.2. Ukupan sadrţaj selena u ekstraktima polisaharida 

  

Ispitivanjem sadrņaja ukupnog selena u vrelim vodenim polisaharidnim 

ekstraktima gljiva, uoĉeno je da se vrlo visok sadrņaj selena zadrņava u 

polisaharidima (Tabela 10). S obzirom na to da su ovo nepreĉińćeni ekstrakti 

oĉekivan je visok sadrņaj selena u njima. IzmeĊu svih selenom obogaćenih 

ekstrakata polisaharida, primećena je statistiĉki znaĉajna razlika u sadrņaju selena 

(P<0.05). Kod uzorka Pleurotus ostreatus P70 koji je odgajen pod laboratorijskim 

uslovima, prikazan je sadrņaj selena u polisaharidima dobijenim korińćenjem 

selenita, [Zn(dapsesc)] kao i selenskog kvasca (Tabela 10). Polisaharid izolovan iz 

gljive P. ostretus P70 obogaćene selenom iz kvasca, imao je najvińi sadrņaj selena, 

66,61 µg/g ńto je preko 60 puta vińe nego u kontrolnom uzorku (oko 1 µg/g). 

Poredeći rezultate dobijene za polisaharide izolovane iz plodonosnog tela gljive 

obogaćene selenom iz neorganske soli (52.11 µg/g), moņe se zakljuĉiti da je iz 

organskog izvora selen u većoj meri inkorporiran u polisaharid. Posmatrajući 

polisaharidne ekstrakte izolovane iz gljive obogaćene selenom iz kompleksnog 

jedinjenja [Zn(dapsesc)], zakljuĉeno je da su polisaharidi vezali 29.96 µg/g suve 

mase ekstrakta.  

Poredeći rezulate dobijene za sojeve gljiva obogaćene selenom iz kvańĉevog 

preparata, koncentracija selena u obogaćenim uzorcima bila je znaĉajno veća u 

odnosu na kontrolne uzorke. IzmeĊu svih uzoraka, postojala je statistiĉki znaĉajna 

razlika u koncentraciji selena (P<0.05), ali je dokazana vrlo visoka korelacija 

(r=0.895) u sadrņaju usvojenog selena kod celih gljiva i njihovih vodenih ekstrakata. 
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Tabela 10. Ukupan sadrņaj selena u nepreĉińćenim vrelim vodenim polisaharidnim ekstraktima gljiva Pleurotus spp.  

Rezultati su izraņeni u µg Se/g suve mase. 

 

Tabela 11. Ukupan sadrņaj selena u nepreĉińćenim vrelim alkalnim polisaharidnim ekstraktima gljiva Pleurotus spp.  

Rezultati su izraņeni u µg Se/g suve mase. 

 

 

 

 

 

 

PO=Pleurotus ostreatus; PC = Pleurotus cornucopiae; PS = Pleurotus salmoneostramineus                               

K-Kontrola; SeO3
2—

Natrijum selenit; Karbaz- [Zn(dapsesc)]; SP-Selenski kvasac 

*Unutar istog reda, srednje vrednosti obeleņene razliĉitim slovima se statistiĉki razlikuju, p<0.05, ANOVA, Fisher's LSD 

r- Korelacioni koeficijent odreĊen izmedju celih gljiva i vodenog/polisaharidnog ekstrakta sa selenom 

 POP70  
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µg/g 
0.9±0.1 52.1±0.2
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 29.9±2,6

B
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D
 0.5±0.1 51.8±0.5

E
 0.8±0.1 155.6±4.1

F
 0.895 
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0.9±0.0 16.4±2.1

A
 34.9±0.5

B
 28.1±0.3

DC
 0.3±0.1 30.1±0.1

DE
 0.5±0.1 29.0±0.2

DF
 0.7±0.0 40.7±0.4

D
 0.725 



Doktorska disertacija, Milena D. Savić  

 

75 

 

Najvińi sadrņaj selena naĊen je u ekstraktu gljive Pleurotus 

salmoneostramineus, 155.56 µg/g sa selenom iz organskog jedinjenja. Najmanje 

selena iz kvańĉevog preparata bilo je vezano u ekstraktima gljive P. cornucopiae. 

Ovi rezultati ukazuju na potencijalno iskorińćenje uzoraka sa vezanim 

selenom kao dijetetskih suplemenata. Selen iz proizvodnog supstrata je inkorporiran 

u polisaharide selenom obogaćenih gljiva. Prisustvo selena moņe dovesti do 

znaĉajnog povećanja aktivnosti bioaktivnih polisaharida (Shang i sar., 2009). 

Statistiĉkom analizom utvrĊeno je postojanje znaĉajno veće koncentracije 

selena u vrelim vodenim nego u alkalnim polisaharidnim ekstraktima kod svih 

ispitivanih uzoraka (P<0.05) i to najmanje duplo, ńto znaĉi da se selen najvećim 

delom zadrņava u komponentama rastvornim u vodi, a to je u skladu sa rezultatima 

do kojih je dońao Zhao, L. sa saradnicima 2004. godine. ispitujući raspodelu 

organskog selena u gljivi G. lucidum. U alkalnim polisaharidnim ekstraktima gljive 

Pleurotus ostreatus P70, najvińi sadrņaj selena imao je ekstrakt dobijen iz gljive sa 

[Zn(dapsesc)], 34.98 µg/g, a najniņi iz gljive obogaćene selenom iz neorganskog 

jedinjenja 16.37 µg/g. Poredeći rezultate dobijene za sojeve gljiva obogaćene 

selenom iz kvańĉevog preparata, koncentracija selena bila je znaĉajno vińa u odnosu 

na kontrolne uzorke, kao i u sluĉaju vrelih vodenih ekstrakata. Alkalni ekstrakt gljive 

P. salmoneostramineus imao je najvińu koncentraciju selena, 40.67 µg/g i znaĉajno 

se razlikovao u odnosu na sve ostale sojeve (P<0.05). IzmeĊu polisaharidnih 

ekstrakata drugih sojeva nije bilo znaĉajne razlike u usvojivosti selena, a sadrņaj je 

bio oko 30 µg/g (Tabela 11). TakoĊe, kao i kod vodenog ekstrakta, potvrĊena je 

pozitivna korelacija u sadrņaju selena cele gljive i alkalnog ekstrakta (r=0.725). 

Dodavanje selena u proizvodni supstrat generalno je rezultiralo proporcionalnim 

povećanjem sadrņaja selena u polisaharidima.  

Na osnovu prikazanih rezultata moņe se zakljuĉiti da se organski selen u 

obliku selenskog kvasca moņe koristiti efektivno za biosintezu selenom obogaćenih 

polisaharida. Pretpostavlja se da će ovakvi uzorci imati jaĉe izraņena antioksidativna 

svojstva (Malinowska i sar., 2009). Bazirano na preporuĉenoj dnevnoj dozi za 

odrasle ljude, unos od oko 300 mg  vodenog polisaharidnog ekstrakta dnevno bio bi 

dovoljan da se zadovolje potrebe ĉoveka za selenom. Gljiva je usvojeni selen prevela 
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u organski oblik i veliki deo selena je inkoroporiran u polisaharide, naroĉito 

rastvorne u vodi u kojima se nalazi dosta neĉistoća. Da bi se dobila jasnija slika o 

transformaciji selena u plodonosnom telu ispitivanih gljiva, uraĊena je hemijska 

karakterizacija polisaharidnih ekstrakata. 

 

5.4.3. OdreĊivanje sadrţaja ukupnih ugljenih hidrata u polisaharidnim               

ekstraktima 

Sadrņaj ukupnih ugljenih hidrata znatno je varirao od vrste do vrste, sa 

porastom koncentracije selena. Koncentracija bioaktivnih jedinjenja zavisi od starosti 

plodonosnog tela gljive i uslova ĉuvanja (Minato i sar., 1999). Prisutan selen koji se 

vezuje za ugljene hidrate, uticao je na sadrņaj ukupnih ugljenih hidrata u 

polisaharidnim ekstraktima kako vrelim vodenim tako i alkalnim. Koncentracija 

ugljenih hidrata u vrelim vodenim ekstraktima sa povećanom koncentracijom selena 

za P. cornucopiae, P. salmoneostramineus i P. ostreatus P80 bila je redom 225.6, 

457.6 i 412 mg/g (Slika 14). Razlika u odnosu na vreli vodeni ekstrakt iz kontrolne 

gljive nije bila znaĉajna jedino kod P. cornucopiae, dok je kod                                   

P. salmoneostramineus i P. ostreatus P80 prinos ugljenih hidrata bio oko 1.5 put veći 

kod ekstrakta sa povećanim sadrņajem selena. UporeĊujući vrele vodene ekstrakte 

dobijene iz plodonosnog tela gljive P. ostreatus P70 sa selenom, odgajana uz 

dodatak selenskog kvasca, kompleksnog jedinjenja i selenita, uoĉava se slabiji prinos 

ugljenih hidrata u svim vrelim vodenim ekstraktima sa selenom u odnosu na 

kontrolne. S obzirom na to da su u pitanju nepreĉińćeni vreli vodeni ekstrakti, 

pretpostavlja se da su na prinos, pored prisutnog selena, uticale i druge prisutne 

komponente u ekstraktu, ńto zavisi od soja i vrste gljive. 

TakoĊe, kao u sluĉaju vrelog vodenog ekstrakta, u alkalnim ekstraktima 

gljiva sa povećanim sadrņajem selena P. cornucopiae, P. salmoneostramineus i        

P. ostreatus P80, sadrņaj ukupnih ugljenih hidrata bio je vińi u odnosu na kontrolne 

ekstrakte - 684.3, 665 i 696.4 mg/g (Slika 15). Kod svih alkalnih ekstrakata gljive    

P. ostreatus P70 obogaćenih selenom, sadrņaj ukupnih ugljenih hidrata, kao i kod 

vodenih ekstrakata, bio je niņi u odnosu na kontrolu, osim kod korińćenog selenita. 



Doktorska disertacija, Milena D. Savić  

 

77 

 

 

PO=Pleurotus ostreatus; PC=Pleurotus cornucopiae; PS=Pleurotus 

salmoneostramineus 

K-Kontrola; SP-Selenski kvasac; Karbaz- [Zn(dapsesc)]; it-Natrijum selenit,  

CH-Ugljeni hidrati 

 

 

Slika 14. Hemijski sastav vrelih vodenih polisaharidnih ekstrakata gljiva  

Pleurotus spp. sa i bez dodatog selena 
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PO=Pleurotus ostreatus; PC=Pleurotus cornucopiae; PS=Pleurotus 

salmoneostramineus 

K-Kontrola; SP-Selenski kvasac; Karbaz- [Zn(dapsesc)]; it-Natrijum selenit 

CH-Ugljeni hidrati 

 

Slika 15. Hemijski sastav vrelih alkalnih polisaharidnih ekstrakata gljiva  

Pleurotus spp. sa i bez dodatog selena 
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Sadrņaj  ukupnih ugljenih hidrata u polisaharidnim ekstraktima gljiva bio je u 

opsegu od 27.6-74.4 %, raĉunato na suvu masu gljive (Kozarski i sar., 2011; Klaus i 

sar., 2011).  

Malinowska i saradnici su 2009. godine zakljuĉili da je prinos 

ekstracelularnih polisaharida pri submerznom gajenju micelije L. edodes znatno 

povećan sa  dodatkom selenita u podlogu za submerzni rast. Već je pomenuto da se 

selen u malim koliĉinama ponańa kao antioksidant, ali u većim koncentracijama 

postaje pro-oksidant. Moguće je da veća koliĉina ovih polisaharida predstavlja vid 

odbrane od oksidativnih ońtećenja (Chen i sar., 2006; Park i sar., 2002). MeĊutim, 

sadrņaj intracelularnih polisaharida je bio redukovan. TakoĊe, moguć je uticaj seleno 

jedinjenja na enzime gljive (Turlo i sar., 2011). Iz tog razloga je potrebno proveriti 

antioksidativnu aktivnost ovako dobijenih polisaharida.  

 

5.4.4. OdreĊivanje sadrţaja β-glukana u polisaharidnim ekstraktima 

 

Korińćenjem kita za odreĊivanje sadrņaja β-glukana, utvrĊeno je da je sadrņaj         

β-glukana u vrelim vodenim ekstraktima kontrolnih gljiva bio 3.2-11.5% od 32.23-

115.1mg/g suve mase ekstrakta, a u ekstraktima sa povećanom koncentracijom 

selena 26.1-138.2 mg/g suve mase ekstrakta (Slika 14). Najvińi sadrņaj β-glukana 

uoĉen je kod gljive P. ostreatus P80. Kod svih vrelih vodenih ekstrakata sa 

povećanim sadrņajem selena, detektovan je znaĉajno vińi sadrņaj β-glukana. Ovaj 

pozitivan uticaj na povećanu rastvorljivost β-glukana izuzetno je vaņan zbog 

biolońke aktivnosti vodorastvornih β-glukana kako ĉistih tako i u kompleksu sa 

proteinima (Synytsia i sar., 2009). U sluĉaju soja P. ostreatus P70, kod vodenog 

ekstrakta sa selenom dobijenom iz gljive koja je rasla na supstratu sa neorganskim 

selenom i kompleksom, dońlo je do statistiĉki znaĉajnog smanjenja u sadrņaju            

β-glukana (P<0.05). Iz navedenog se ponovo izvodi pretpostavka da vrsta jedinjenja 

selena ima znaĉajan uticaj na sadrņaj glukana i da je prednost u korińćenju organskih 

jedinjenja selena.  

Koristeći istu metodu, odreĊen je sadrņaj β-glukana u vrelim alkalnim 

ekstraktima polisaharida (Slika 15). U svim uzorcima, osim u ekstraktima gljive 
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P.salmoneostramineus, sadrņaj β-glukana bio je statistiĉki znaĉajno niņi (P<0.05)  u 

odnosu na kontrolu. Sadrņaj β-glukana u alkalnim ekstraktima kontrolnih gljiva bio 

je u opsegu 133.9-291.25 mg/g suve mase ekstrakta, a u ekstraktima sa povećanom 

koncentracijom selena od 100.7-224.8 mg/g suve mase ekstrakta. Kao i kod vrelih 

vodenih ekstrakata, natrijum selenit je prouzrokovao najniņi prinos glukana u odnosu 

na organska jedinjenja selena kod soja P. ostreatus P70. Najvińi sadrņaj β-glukana 

naĊen je u gljivi P. ostreatus P80. Primećeno je da se u alkalnim ekstraktima nalazilo 

i do pet puta vińe β-glukana u odnosu na odgovarajuće vrele vodene ekstrakte 

(poglavlje 5.3.1) ńto je u suprotnosti sa literaturnim podacima (Kozarski i sar., 2011; 

Lee i Kim, 2005) koji navode da se u vrelim vodenim ekstraktima nalazi oko 10 puta 

vińe ukupnih glukana (1.9-26.9%) u odnosu na alkalne (0.1-2.7%) raĉunato na suvu 

masu gljive. Taĉno objańnjenje nije moguće dati bez daljih istraņivanja.  

  

5.4.5. OdreĊivanje sadrţaja ukupnih fenola u polisaharidnim 

ekstraktima 

Primenjeni procesi ekstrakcije, etanolna precipitacija i dodatak selena, 

znaĉajno su uticali na koliĉinu fenola u ekstraktima. Postojala je znaĉajna razlika u 

sadrņaju fenolnih jedinjenja izmeĊu kontrolnih i ekstrakata sa povećanim sadrņajem 

selena dobijenih kod svih ispitivanih seleno jedinjenja (P<0.05). U vrelim vodenim 

ekstraktima, ukupan sadrņaj fenola kod uzoraka sa povećanim sadrņajem selena bio 

je 10-30% veći u odnosu na kontrolne uzorke (Turlo i sar., 2010), osim u sluĉaju 

uzorka sa dodatkom selena iz kompleksa  [Zn(dapsesc)] kod koga sadrņaj fenola u 

odnosu na kontrolu nije bio znaĉajno niņi (6 mg/g). U vrelom vodenom ekstraktu 

gljive P. ostreatus P80 bilo je najmanje fenolnih jedinjenja (2.66 mg/g kontrolnog i 

3.82 mg/g obogaćenog ekstrakta) u odnosu na druge sojeve, kod kojih je sadrņaj 

fenolnih jedinjenja u ekstraktima obogaćenim selenom iz kvasca bio 9.52 mg/g kod 

P. ostreatus P70, 10.2 mg/g kod P. salmoneostramineus i 15.6 mg/g kod 

P.cornucopiae (Slika 14).  

Kada je reĉ o alkalnim ekstraktima, znaĉajna razlika u sadrņaju ukupnih 

fenola (P<0.05) izmeĊu neobogaćenih i selenom obogaćenih polisaharida 
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ustanovljena je kod svih ispitivanih sojeva roda Pleurotus (Slika 15). U ovom 

sluĉaju, efekat je bio suprotan, zabeleņen je znaĉajno niņi sadrņaj fenola u uzorcima 

sa selenom u odnosu na kontrolne, i to do 80%. Uzorak gljive P.ostreatus P80 

obogaćen selenom iz preparata Sel-Plex
®
 imao je najvińi sadrņaj fenola. 

Kod vrelih vodenih polisaharadidnih ekstrakata, uoĉena je jaka pozitivna 

korelacija izmeĊu sadrņaja polifenola i selena (r=0.88). Iako su rezultati ranijih 

ispitivanja polisaharidnih ekstrakata (Huang i sar., 2010) pokazali da se alkalnom 

ekstrakcijom koncentracija fenola  znatno povećava u polisaharidima, u ovom 

sluĉaju rezultat je obrnut. Alkalnom ekstrakcijom je dobijeno i do tri puta manje 

fenolnih jedinjenja nego vrelom vodenom ekstrakcijom. Iako se pri vińoj pH 

vrednosti ekstrakuje vińe polisaharida iz gljive koji su u kompleksima sa 

polifenolima (Wong i Chye, 2009), izgleda da je prisustvo selena u sluĉaju alkalne 

ekstrakcije doveo do smanjenog prinosa polifenola. Dobijene vrednosti za sadrņaj 

ukupnih fenola u polisaharidima slaņe se sa ranije navedenim vrednostima   

(poglavlje 5.3.4). 

 

5.4.6. OdreĊivanje sadrţaja proteina u polisaharidnim ekstraktima 

 

Sadrņaj ukupnih proteina za vrele vodene ekstrakte polisaharida kontrolnih 

gljiva bio je izmeĊu 309.6 i 511.6 mg/g suve mase ekstrakta, a za ekstrakte sa 

povećanim sadrņajem selena 327-526 mg/g. S obzirom na to da su u gljivama u 

najvećem procentu zastupljeni u vodi rastvorni proteini (Zhao i sar., 2008), 

pretpostavlja se da se vrelom vodenom ekstrakcijom izdvojilo dosta neĉistoća pored 

ugljenih hidrata. Vrela vodena ekstrakcija praćena alkoholnom precipitacijom nije 

bila dovoljan uslov za potpuno uklanjanje proteina iz ekstrakta (Slika 14). Prema 

tome, sirovi vreli vodeni ekstrakti su kompleks polisaharida, fenola i proteina, ĉime 

se i objańnjava visok procenat selena koji je kvantifikovan u ekstraktima      

(poglavlje 5.4.2). U vodenim ekstraktima dobijenim iz selenom obogaćenih gljiva     

P. cornucopiae, P. salmoneostramineus i P. ostreatus P80 uoĉava se znaĉajno veći 

prinos proteina (p<0.05) u odnosu na kontrolne ekstrakte. Kod gljive                               

P. ostreatus P70, bilo je obrnuto, s tim ńto je najveći udeo proteina naĊen u 
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ekstraktima gljive obogaćene neorganskim selenom u odnosu na druga dva organska 

izvora.  

Sadrņaj proteina u alkalnim ektraktima kontrolnih gljiva bio je u opsegu 19.9 

i 34.9mg/g, a u ekstraktima sa selenom 13.3-23.9 mg/g suve mase (Slika 15). Najveći 

deo proteina izdvojen je vrelom vodenom ekstrakcijom dok se alkalnom 

ekstrakcijom izdvaja do 20 puta manje proteina. Ovim se takoĊe objańnjava znatno 

niņa koncentracija selena u alkalnim ekstraktima (poglavlje 5.4.2). Sadrņaj proteina u 

alkalnim ekstraktima selenom obogaćenih gljiva bio je znaĉajno drugaĉiji u odnosu 

na kontrolne uzorke svih gljiva, uglavnom u manjoj koliĉini u odnosu na kontrolne 

ekstrakte ili nepromenjen. 

Turlo i saradnici, 2010. godine su pokazali na primeru odreĊivanja 

nutritivnog sastava ekstrakta micelije L. edodes sa selenom, da osim prisutnog selena 

takoĊe i sredstvo za ekstrakciju utiĉe na odnos proteina, ugljenih hidrata, lipida i 

fenola.  

Polisaharidni ekstrakti predstavljaju meńavinu polisaharida, proteina i 

polifenola koji su i dalje prisutni nakon vrele vodene/alkalne ekstrakcije i alkoholne 

precipitacije (Kozarski i sar., 2011; Klaus i sar., 2013) ĉime se iznosi opńti zakljuĉak 

da na nutritivni sastav utiĉe ne samo dodatak selena već i vrsta, starost, uslovi 

gajenja gljive, oblik jedinjenja selena dodat u podlogu i kasnije postupak ekstrakcije 

korińćen u pripremi polisaharida. Pretpostavlja se veća biolońka aktivnost 

obogaćenih gljiva usled povećanja sadrņaja β-glukana, fenola, proteina i delimiĉno 

ukupnih ugljenih hidrata u vrelim vodenim ekstraktima sa dodatim selenom (Turlo, 

2010; Song i Van Griensven 2008). 

 

5.4.7. Strukturna analiza polisaharidnih ekstrakata  

(FT-IR spektroskopija) 

 

FT-IR spektroskopija je tehnika analize koja pruņa informaciju o hemijskim 

vezama ili molekulskoj strukturi organskih i neorganskih materijala. FT-IR 

spektroskopske tehnike se primenjuju u strukturnoj analizi polisaharida i njihovih 

derivata, proteina, nukleinskih kiselina, za karakterizaciju promena u nutritivnom 

sastavu uzoraka (Fischer i sar., 2006). Najvećim delom, organske komponente 
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apsorbuju IR spektre u oblasti 400-4000cm
-1

. Oblast 700-1000 cm
-1

 je spektralni 

interval koji se moņe iskoristiti za istraņivanje konformacionih prelaza                      

D-glukopiranoznih prstenova u polisaharidu. Trake u oblasti IR spektara od 900-

1250 cm
-1

 jedinstvene su za svaki polisaharid i potiĉu od skeletnih vibracija.        

U cilju odreĊivanja prisutnih glikozidnih veza u polisaharidnim ekstraktima 

gljiva, uzorci su snimani FT-IR spektroskopskom metodom, korińćenjem KBr 

diskova. Ekstrakti sadrņe komplekse polisaharida, proteina i polifenola. Dobijeni   

FT-IR spektri ukazuju na to da polisaharidi imaju spektre karakteristiĉne za ugljene 

hidrate (Prilog 3). Na oko 3000-3400 cm
–1

 u IR spektrima ekstrakata nalazi se ńiroka, 

kompleksna traka, koja je rezultat valentnih vibracija OH grupa koje uĉestvuju u 

formiranju vodoniĉnih veza, kao i valentnih vibracija OH grupa molekula 

konstitucione vode (Yu i sar., 2009; Klaus i sar., 2011; He i sar., 2012). Pik dostiņe 

maksimum u spektru jedinjenja koja sadrņe vodoniĉne veze na oko 3615 cm
-1

. Trake 

razliĉitog intenziteta u oblasti 2985–2754 cm
–1 

potiĉu od rotacionih vibracija 

metinskih (CH) i metilenskih (CH2) grupa i intenzitet pikova moņe biti veoma veliki 

zbog velikog broja jedinjenja u ĉijem sastavu se nalaze ove grupe (Kozarski i sar., 

2012; Mitić i sar., 2010). Ńiroke trake karakteristiĉne za amid I i amid II grupe nalaze 

se na 1600-1700 cm
-1

 (karbonil region, potiĉe najvećim delom od vibracije istezanja 

C=O) i 1500-1600 cm
-1

 (deformacione vibracije N-H grupa) (Fischer i sar., 2006; 

Wang i sar., 2007). Prisustvo valencionih vibracija ovih grupa ukazuje na prisustvo 

proteina, kao i amino grupa i ńećera i moguće prisutnih slobodnih aminokiselina. 

Trake karakteristiĉne za amid I, preklapaju se sa trakama u oblasti 1640 cm
-1

 (HOH) 

koje ukazuju na prisustvo vode u strukturi kompleksa (Kim i sar., 2003), samim tim 

se ne mogu iskoristiti pojedinaĉno za identifikaciju amid grupa. Mala koliĉina 

proteina je uoĉena u oblasti karakteristiĉnoj za apsorpcione trake proteina 1600- 

1650 cm
-1

, preklapajući se sa vibracijama aromatiĉnih grupa, najverovatnije 

polifenola. Ńirok opseg traka u ovoj oblasti (amid I) zajedno sa trakama u oblasti 

1575.7-1506.3 cm
-1

 ukazuju na prisustvo α-hitina, tako da se predpostavlja da su α-

glukani kovalentno vezani za druge polimere kao ńto je hitin, i ova struktura je 

zajedniĉka velikom broju gljiva s obzirom na to da se smatra da je hitin glavna 

fibrilarna komponenta polisaharida u ćelijskom zidu vrsta gljive Pleurotus 
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(Moharram i sar., 2008; Kozarski i sar., 2012). Kompleksna traka u oblasti 1300–

1500 cm
–1

 povezana je s jedne strane sa deformacionim u ravni vibracijama CH2 

grupa iz boĉne CH2OH grupe sa druge strane. U istoj IR oblasti nalaze se i 

deformacione vibracije C–O–H grupa iz CH2OH (Mitić i sar., 2010). Pikovi u 

apsorpcionoj oblasti 1410–1520 cm
-1

 odgovaraju amidnoj traci II (vibraciono 

istezanje CN grupa), uz preklapanje sa aromatiĉnim komponentama ńto ukazuje na 

prisustvo produkata degradacije proteina vezanih za polisaharide. Traka u oblasti 

1310-1410 cm
-1

 odgovara valentnim vibracijama OH grupa fenolnih komponenata, 

ĉime se ukazuje na prisustvo pigmenata kao i simetriĉnu rotaciju karboksilne grupe 

(Moharram i sar., 2008; Kozarski i sar., 2012). Karakteristiĉna apsorpcija na     

1376.5 cm
-1

 pripisana je vibraciji grupe C-H u ravni, ńto ukazuje na β-glukane       

(PS SP alkalni- 1377.1cm
-1

, PSSP vodeni- 1373.2 cm
-1

 i POP70 svi alkalni ekstrakti- 

1373.2 cm
-1

). Apsorpcija na oko 1250 cm
-1

 indicira prisustvo hemiceluloze i na    

1242 cm
-1

 malu koliĉinu proteina (Fischer i sar., 2006; Klaus i sar., 2011) samo kod 

vrelih vodenih ekstrakata polisaharida dobijenih iz gljiva obogaćenih selenom 

dodatkom selenskog kvasca (POP70 SP vodeni – 1238 cm
-1

, PSSP vodeni-       

1242.1 cm
-1

, PCSP vodeni ekstrakt- 1238,2 cm
-1

) (Prilog 3). Oblast 1032–1186 cm
−1

 

karakteristiĉna je za molekule glukana. Veliki broj preklopljenih IR traka u oblasti 

1150–1160 cm
-1

 (najvećim delom COC valencione vibracije skeletnih i glikozidnih 

grupa) ukazuju na prisustvo β konfiguracije najvećeg broja glikozidnih veza i samim 

tim na prisustvo polisaharida kao glavne komponente. U oblasti od 975 do 1175cm
-1

 

IR spektri kompleksa mogu pripisati valentnim vibracijama C–O i C–C veza kao i 

deformacionim vibracijama CCH, COH i HCO veza. Apsorpcione trake u ovoj 

oblasti prisutne su u gotovo svim ekstraktima (Sitva i sar., 2012; Kozarski i 

sar.,2012). Svi uzoci gljiva imali su izraņene apsorpcione trake u oblasti 1000-1100 

cm
-1

. Traka na 1080 cm
-1

 ukazuje na prisustvo β-glukana i piranoznu formu glukozil 

ostataka. Drugi pikovi i istezanja karakteristiĉni za β-glukane uoĉeni su u blizini 

1100 i 1040 cm
-1

. Trake na 1032cm
-1

, 1078cm
-1

 i 1151cm
-1

 pripisane su α-

glikozidnim vezama u piranoznom nizu (Maity i sar., 2007; He i sar., 2012; Yu i  

sar., 2009). Trake u oblasti 900-700 cm
-1

 predstavljaju veliki broj slabih 

nerasporeĊenih pikova koji su tipiĉni za identifikaciju mikroorganizama (Fischer i 
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sar., 2006). Trake slabog intenziteta ispod 900 cm
–1

 potiĉu od deformacionih 

vibracija metilenskih grupa van ravni CH veza kao i od samog piranoznog prstena 

(Liu i sar., 2012). Opseg pikova izmeĊu 812 i 692 cm
-1

 ukazuje na prisustvo glukana, 

ali u isto vreme i na moguća preklapanja sa produktima degradacije proteina vezanih 

za polisaharide (Synytsya i sar., 2009). U niskofrekventnom delu spektra treba 

oĉekivati i pojavu traka od vibracija molekula H2O, izmeĊu 400 i 600 cm
–1

 (Mitić i 

sar., 2010). 

Vreli vodeni ekstrakti dobijeni iz uzoraka gljiva obogaćenih selenom iz 

kvasca imali su izraņenije pikove α- i β-glikozidnih veza nego kontrolni ekstrakti 

(poglavlje 5.4.4). TakoĊe, samo kod ovih uzoraka detektovane su slabe apsorpcione 

trake na 1242 cm
-1

 karakteristiĉne za proteine. Posmatrajuci alkalne ekstrakte, jedino 

su spektri karakteristiĉni za α-glukane bili sliĉni u uzorcima sa i bez dodatog selena. 

Apsorpcione trake karakteristicne za β-glukane bili su intenzivniji u kontrolnim 

ekstraktima nego u ekstraktima sa dodatim selenom za sve sojeve gljiva        

(poglavlje 5.4.4). Pretpostavlja se da se selen vezuje za ugljene hidrate i moguće je 

da je tokom alkalne ekstrakcije oteņana ekstrakcija usled prisustva selena. U 

alkalnim ekstraktima najvećeg broja uzoraka pik karakteristiĉan za β-glukan bio je 

odsutan ili sa manjim intenzitetom, ńto ukazuje na to da vrela alkalna ekstrakcija 

degradira potpuno ili delimiĉno polisaharide, naroĉito u osnovnom nizu (Münzberg 

et al., 1995). Na osnovu dobijenih rezultata, moņe se izvesti zakljuĉak da 

kombinacija selena verovatno ne utiĉe na glavnu strukturu polisaharida, ńto je u 

składu sa rezultatima koje je dobio Yu, L. sa saradnicima 2009. godine in vivo testom 

na mińevima.  

 

5.4.7.1. FTIR spektri glikozidnih veza u ekstraktima Pleurotus ostreatus P70 

 

Oba, vreli vodeni i alkalni ekstrakt gljive POP70 K, imaju slabe trake 

karakteristiĉne za α-glikozidne veze na oko 940 cm
-1

 (glukopiranozni niz) i na oko 

760cm
-1

 (C1-H vibracije istezanja u ravni) (Ńandula i sar., 1999). Spektar vrelog 

vodenog ekstrakta POP70 SP imao je prisutne iste pikove α-1,3-glukana, dok alkalni 

ekstrakt istog uzorka pokazuje slabu apsorpcionu traku na 850cm
-1

 karakteristiĉnu za 
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ekvatorijalno orijentisanu C1-H vezu, odnosno za α-D-glikozidnu vezu (Maity i sar., 

2013; Synytsya i sar., 2009) i na 756 cm
-1

 (Prilog C). U vrelim vodenim ekstraktima 

uzorka POP70 SeO3
2-

, α-veze su uoĉene na 940cm
-1

 i 844cm
-1

, dok su na spektrima  

alkalnog ekstrakta detektovana sva 3 pika karakteristiĉna za α-D-glikozidnu vezu 

(945, 844 i 760 cm
-1

). U polisaharidnim ekstraktima uzorka POP70 Zn(dapsesc), 

apsorpcione trake karakteristiĉne za α-glikozidne detektovane su u oblasti oko      

795 cm
-1

 ukazujući na vibraciju istezanja C-H α-glikozidnih veza u furanoznom 

prstenu. Opseg apsorpcionih traka u oblasti 880-900 cm
-1

 specifiĉan je za                  

β-glikozidne veze i samim tim ukazuje na prisustvo β-glukana (Tool i sar., 2004; 

Moharram i sar., 2008; Turlo i sar., 2011). Vreli vodeni ekstrakt gljive POP70 K 

pokazao je pikove β-glukana na 879.5cm
-1

 i ukazuje na deformacione vibracije C1-H 

β-glikozidne veze (He i sar., 2012) dok u alkalnim ekstraktima pikovi specifiĉni za    

β-glikozidne veze nisu detektovani. U vrelom vodenom ekstraktu uzorka POP70SP, 

pik na 879.5 cm
-1

 je detektovan dok u alkalnim ekstraktima pikovi specifiĉni za        

β-glikozidne veze nisu detektovani. TakoĊe, u ekstrakitma uzorka POP70 SeO3
2-

, 

pikovi karakteristiĉni za β-glikozidne veze nisu detektovani. Apsorpcione trake 

karakteristiĉne za β-glukane kod uzorka POP70 Zn(dapsesc) jasno su detektovane, za 

vrele vodene ekstrakte na 875.6cm
-1

 i za alkaline ekstrakte na 895cm
-1

. Nezavisno od 

ovoga, pikovi oko 705 cm
-1

 detektovani su u uzorcima i moņda ukazuju na prisustvo 

produkata degradacije proteina vezanih za polisaharide 

Apsorpcione trake karakteristiĉne za α-glukane bile su istog intenziteta u 

svim vodenim i alkalnim ekstraktima gljive soja POP70. U sluĉaju β-glukana, 

kontrolni uzorci i POP70 Zn(dapsesc) imali su izraņenije pikove u vrelom vodenom 

ekstraktu. POP70 SeO3
2-

 nije pokazao ni jedan pik karakteristiĉan za β-glukan u oba 

tipa ekstrakata, dok je kod ostalih vrelih alkalnih ekstrakta gljive POP70 jedino 

POP70 Zn(dapsesc) imao pik karakteristiĉan za β-glukan, a POP70 K i POP70 SP 

nisu.  
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5.4.7.2. FTIR spektri polisaharidnih ekstrakata gljive Pleurotus ostreatus P80  

  

Apsorpcioni pikovi karakteristiĉni za α-glukane detektovani su u svim 

ekstraktima vrste POP80 (Prilog C). U oba POP80 K ekstrakta, slabo izraņene 

apsorpcione trake su jasno detektovane u opsegu 790-800 cm
-1

. Vodeni ekstrakt imao 

je pik na 798.5 cm
-1

, a alklani na 790.8cm
-1

. Ekstrakti dobijani iż gljive POP80SP 

imali su apsorpcione trake u oblasti 830-870cm
-1

, karakteristiĉni za ekvatorijalno 

orijentisanu C1-H vezu, odnosno za α-1,3-glukozidnu vezu u glukopiranoznom nizu. 

Vreli vodeni ekstrakt uzorka P80 SP imao je pik na 867.9cm
-1

, a alkalni na 837cm
-1

 i 

joń jedan na 790.8 cm
-1

. 

Vreli alkalni ekstrakti uzoraka POP80 K i POP80 SP nisu pokazali pikove 

karakteristiĉne za β-glikozidnu vezu. Vreli vodeni ekstrakt uzorka P80 kontrola imao 

je pika na 875.6 cm
-1

, dok je POP80SP pokazao karakteristiĉni pik na 802.9cm
-1 

(Ńandula i sar., 1999). Detektovani pikovi ukazuju na prisustvo skeletne γ C-H grupe 

β-glikozidne veze u furanozne jedinice. 

IR spektar ekstrakta POP80 K je veoma sliĉan spektru ekstrakta POP80SP i u 

oba su detektovane trake karakteristiĉne za α-glukane sliĉnog izgleda, suprotno        

β-glukanima gde su veze detektovane jedino u vodenim ekstraktima. Nije bilo 

uoĉljivih  razlika izmeĊu FTIR spektara kontrolnih i POP80SP alkalnih ekstrakata. 

Svi pikovi su bili veoma slabi. U vrelim vodenim ekstraktima uzorka POP80K 

ekstrakta, pikovi karakteristiĉni za β-glukane bili su intenzivniji nego u alkalnom 

ekstraktu.  
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Slika16. FT-IR spektar β-glukana (Standard, Sigma Aldrich) 
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Slika 17. FT-IR spektar α-glukana (Standard skroba, Sigma-Aldrich)
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5.4.7.3. FTIR spektri polisaharidnih ekstrakata gljive Pleurotus cornucopiae 

 

Detektovani apsorpcioni pikovii na 802.3 i 767.6 cm
-1

 u vrelom vodenom 

ekstraktu uzorka PC K ukazuje na prisustvo β glikozidne veze u glukopiranoznom i 

furanoznom nizu (Prilog C). Nezavisno od toga, pik na 713.6 cm
-1

 moņe da ukazuje 

na prisustvo produkata degradacije proteina vezanih za polisaharide. Vreli vodeni 

ekstrakt uzorka PCSP imao je pikove karakteristiĉne za β-glukane na 877.6; 798.5 i 

783 cm
-1

. Alkalni ekstrakti imali su manji broj pikova u opsegu β-1,3-glukana nego 

vodeni ekstrakti. PC K nije imao detektovane pikove karakteristiĉne za β glikozidne 

veze, dok je PCSP imala dve karakterisiĉne apsorpcione trake na 800-785 cm
-1

 i 

877.6 cm
-1 

(Moharram i sar., 2008; Klaus i sar., 2011). Pikovi vrelog vodenog 

ekstrakata uzorka PCSP karakteristiĉni za β-glikozidne veze bili su mnogo izraņeniji 

nego u ekstraktu PCSP. 

Vodeni ekstrakt dobijen iz PC K nije imao pikove karakteristiĉne za prisutne          

α-glukane, dok je kod alkalnog ekstrakta dobijenog iż istog uzorka pik detektovan na 

794.6cm
-1

 sliĉno kao i ekstrakti gljive P.ostreatus P80. Vreli vodeni ekstrakt POP80 

SP pokazuje pik karakteristiĉan za α-glikozidnu vezu na 759.9 cm
-1

, a alkalni 

ekstrakt iste gljive ima dva pika na 860.2cm
-1

 i 846.7cm
-1

.  

Vreli vodeni ekstrakt gljive PC SP je izraņeniji nego alkalni ńto ukazuje na 

delimiĉnu degradaciju polisaharida postupkom alkaline ekstrakcije (Munzberg i    

sar., 1995).  

 

5.4.7.4. FTIR spektri polisaharidnih ekstrakata gljive Pleurotus 

salmoneostramineus 

 

Karakteristiĉni pikovi u opsegu 875.9cm
-1

 i 894.5cm
-1

 ukazuju na C1-H 

deformacione vibracije  β-glikozidnih veza (Turlo i sar., 2011) u vrelom vodenom 

ekstraktu uzorka PS K (Prilog C). Vreli vodeni ekstrakt uzorka PS SP imao je takoĊe 

pikove u opsegu β-glukana na 885.3 cm
-1

 i 786.9 cm
-1

, dok alaklni vodeni ekstrakt 

kontrolnog uzorka PS K nema detektovane trake u oblasti karakteristiĉnoj za             

β-glukane. PS SP pokazuje dva  pika na 894.9 i 786.9 cm
-1

.  
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Pikovi karakteristiĉni za α-glukan uoĉeni su u spektru vrelog vodenog 

ekstrakta PSK na 945.1cm
-1

 (α-1,3-glukozidne veze u heksapiranoznom nizu),    

856.7 cm
-1

 (δ C1-H α-glikozidne veze u glucopiranoznom lancu), 817.8cm
-1

 (γ C-H 

grupe u jedinici furanoze) i 798.5cm
-1

. U ekstraktu dobijenom iz PS SP, jedini pik 

koji odgovara α-glikozidnoj vezi detektovan je na 914.2 cm
-1

 (C1-H skeletna grupa u 

glukopiranoznoj jedinici). Alkalni ekstrakt uzorka PS K imao je karakteristiĉne 

pikove na 856,3 cm
-1

 (γ C1-H u furanoznoj jedinici) i 790.8cm
-1

 i PS SP na         

937.3 cm
-1

 i 848.6cm
-1 

(Synytsya i sar., 2009; Klaus i sar., 2011).  

Generlno, u vrelim vodenim ekstraktima, FTIR spektri PS K i PS SP uzorka 

bili su sliĉni. U sluĉaju alkalnih ekstrakta, kontrolni uzorak imao je izraņeniji pik za 

β-glukane. 

 

5.4.8. Teĉna hromatografija polisaharidnih ekstrakata  

 

Polisaharidi vińih gljiva su poznati imunostimulatori ili modulatori imunog 

odgovora (Kozarski i sar., 2011; Malinowska i sar., 2009). Iz tog razloga vrlo je 

vaņno ispitati monosaharidni sastav polisaharida i proveriti uticaj prisustva selena na 

isti s obzirom da se zna da je selen vezan za ugljene hidrate. Najpogodnijom 

tehnikom smatra se HPLC. Ugljeni hidrati nemaju mogućnost UV apsorpcije, iz tog 

razloga, 1-fenil-3-metil-5- pirazolon, PMP se koristi kao marker molekul u detekciji 

monosaharida. Nakon vezivanja sa PMP, redukujući ńećer formira strukturu 2 p-π 

konjugovanog enola sa hidroksilnom grupom PMP-a, ńto dalje omogućava detekciju 

na hromatografu formiranog neutralnog jonskog para izmeĊu PMP derivata i 

organskih amina. Azot u petoĉlanom pirazolin prstenu sa slobodnim elektronom, 

moņe da formira vezu sa silika gelom u C18 koloni i da dovede do kompetitivne 

adsorpcije sa organskim aminima u mobilnoj fazi. Nepolarne grupe PMP, kao ńto su 

benzenova i metil grupa, mogu da uvećaju verovatnoću identifikacije PMP derivata 

na nepolarnoj C18 koloni. U kiselim uslovima, jonizacija azota u PMP delu 

proizvodi vińe mogućnosti za optimizaciju parametara separacije (Tian i sar., 2010).  

Za analizu monosaharidnog sadrņaja ekstrakata odabrano je 10 standarda 

monosharida (Slika 19). Za validaciju metode i saznanja koji procenat monosaharida 
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se gubi tokom hidrolize, standardi su takoĊe pripremljeni kao i uzorci (Tabela 12). 

Rezultati ukazuju na to da se tokom hidrolize korińćenjem 2M TFA gubi izmeĊu 

1.15% i 32.64% monosaharida. Ovim se potvrĊuje da se PMP metod derivatizacije i 

TFA hidroliza u trajanju od 2h uspeńno mogu koristiti za pripremu monosaharida u 

cilju detekcije teĉnom hromatografijom. 
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Slika 18. Hromatogram standarda monosaharida, koncentrovana smeńa 

*Retenciona vremena su naznaĉena u tabeli 12.
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Tabela 12. Proseĉan gubitak monosaharida tokom kiselinske hidrolize sa TFA 

praćene PMP derivatizacijom 

 

 

Kod svih ispitivanih sojeva, najzastupljeniji monosaharidi bili su redom 

glukoza, galaktoza i manoza (Prilog A). Svi sojevi i vrste gljiva su imali drugaĉiji 

monosaharidni sastav. Uoĉene su razlike kako izmeĊu selenopolisaharida i 

kontrolnih, takoĊe i izmeĊu vodenih i alkalnih ekstrakta. Jedino se za sve ekstrakte 

ispitivanih sojeva gljive moņe zakljuĉiti da se nivo glukoze znatno povećava u 

alkalnim ekstraktima u odnosu na vrele vodene. Sadrņaj galaktoze i manoze je 

zavisio od soja gljive. Glukozamin je u polisaharidima prisutan u obliku                    

N-acetilglukozamina koji je nakon kisele hidrolize preńao u glukozamin. Polimer 

galaktozamina je prisutan sa istim karakteristikama kao i glukozamin. 

Kod svih polisaharidnih ekstrakata gljive P. ostreatus P70, najzastupljeniji 

monosaharidi bili su glukoza, galaktoza i manoza (Tabela 13). Kod vrelih vodenih 

ekstrakata, procenat manoze se kretao redom u kontrolnom uzorku 9.2%, u uzorku sa 

dodatim selenom iz kvasca 9.9%, sa dodatim selenom iz kompleksa 13.6% i selenom 

iz selenita 9.5%. Najmanji sadrņaj manoze detektovan je u kontrolnom ekstraktu. 

Kada je reĉ o glukozi kao najzastupljenijem monosaharidu, u svim vrelim vodenim 

ekstraktima dońlo je do povećanja sadrņaja glukoze sem u ekstraktu obogaćenom 

Monosaharidi Gubitak tokom hidolize 

(%) 

Retenciono vreme 

Tr (min) 

D-manoza 7.4 39.553 

D-glukozamin  11.3 40.983 

D-riboza 32.1 43.142 

D-ramnoza 15.3 44.442 

D-galaktozamin  16.3 48.158 

D-glukoza 18.8 51.000 

D-galaktoza 1.1 52.675 

D-ksiloza 32.6 53.175 

D-arabinoza 4.5 53.908 

D-fukoza 15.6 55.650 
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selenom iz kompleksa, suprotno manozi. Glukoza je procentualno bila zastupljena na 

sledeći naĉin: kontrola 77.5%, SP 84.1%, [Zn(dapsesc)] 63.3% i selenit 80.9%. 

Galaktoza je u najvećoj meri zastupljena u polisaharidu sa selenom iz kompleksne 

soli, a najmanje iz kvasca.  

Kada se posmatraju alkalni ekstrakti, kao i u predhodnom sluĉaju, dodatkom 

selena se smanjio sadrņaj monosaharida u odnosu na kontrolni ekstrakt. 

Procentualno, sadrņaj manoze u kontroli bio je 9.5%, a zatim SP 2.5%, [Zn(dapsesc)] 

0.5% i selenit 2.6%. Kod svih uzoraka sa selenom dońlo je do povećanja u sadrņaju 

glukoze u odnosu na kontrolni ekstrakt (k 80.9%, SP 90.8%, [Zn(dapsesc)] 94.6% i 

selenit 87.9%). U sluĉaju galaktoze, situacija nije bila jasno definisana. Najmanji 

sadrņaj je uoĉen kod uzorka sa selenom iz kvasca, 0.04% u poreĊenju sa kontrolom 

gde je detektovano 6.35%. Kod selenita je bilo vińe galaktoze u odnosu na kontrolu, 

7.2%, a kod [Zn(dapsesc)] manje, oko 5%. 

Moņe se pretpostaviti da kod soja P70 i sam tip jedinjenja selena i naĉin 

ekstrakcije utiĉe na monosaharidni sastav polisaharida. Moguće je da uticaj vrńe i 

druge prisutne komponente koje oteņavaju detekciju monosaharida.  

U svim alkalnim ekstraktima iz kontrolnih i obogaćenih gljiva, sadrņaj 

glukoze je bio veći u odnosu na vodene ekstrakte. Manoza je u većem procentu 

prisutna kod svih vodenih ekstrakata. Sadrņaj galaktoze je bio veći u alkalnim 

ekstraktima sa selenom u odnosu na vodene, dok je kod kontrolnih uzoraka situacija 

bila suprotna, sadrņaj galaktoze je bio veći u vrelim ekstraktima.  

Nije bilo znaĉajne razlike u monosaharidnom sastavu izmeĊu kontrole i 

obogaćenih uzoraka, kao ni izmeĊu vodenih i alkalnih ekstrakta. Ostali monosaharidi 

su takoĊe detektovani u uzorcima, ali su prisutni u znatno manjoj koncentraciji sa 

dosta niskim pikovima, a neki su detektovani u tragovima u odnosu na navedena tri 

heksozna monosaharida (Xia i sar., 2011).  
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Tabela 13. Monosaharidni sastav nepreĉińćenih polisaharidnih ekstrakata Pleurotus ostreatus P70. Rezultati su izraņeni u µmol 

       

       K-Kontrola; SP-Selenski kvasac; Karb-[Zn(dapsesc)]; SeO3
2-

 ; Natrijum selenit 

 

 

Monosaharidi 

µmol 

POP70K 

H2O 

POP70SP  

H2O 

POP70 

Karb  

H2O 

POP70 

SeO3
2-

  H2O 

POP70K 

NaOH 

POP70SP  

NaOH 

POP70 

Karb 

NaOH 

POP70 

SeO3
2-

 

NaOH 

D -ksiloza 0.03 0.015 0.019 0.005 0.031 0.013 0.00009 0.081 

D -riboza 0 0 0 0 0 0 0.042 0.001 

D -arabinoza 0.001 0.002 0.00004 0.003 0.0041 0.002 0.001 0.014 

D -manoza 0.28 0.24 0.29 0.18 0.12 0.051 0.012 0.11 

D -glukoza 2.32 2.0 1.34 1.51 2.43 1.81 2.09 3.73 

D -galaktoza 0.25 0.091 0.45 0.12 0.18 0.12 0.11 0.31 

D -fukoza 0.013 0.013 0.019 0.002 0.005 0 0.004 0.007 

D -ramnoza 0 0 0 0.003 0 0 0 0.0002 

D-glukozamin  0.038 0.015 0.004 0.046 0.002 0.002 0.007 0.01 

D-galaktozamin  0.005 0 0 0 0 0 0.002 0 

UKUPNO 2.937 2.376 2.122 1.869 2.772 1.998 2.268 4.263 
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 Kod vrste P. cornucopiae, u vrelim vodenim ekstraktima uoĉen je porast u 

sadrņaju glukoze kod ekstrakta sa selenom iz kvasca (60.2% kod kontrolnih i 67.9% 

kod obogaćenih), zatim do smanjenja u sadrņaju manoze, 5.6% kod kontrolnih u 

odnosu na 5.4% kod selenskih ekstrakata i do znatnog smanjenja u sadrņaju 

galaktoze, 38.86% u kontroli u odnosu na 17.7% u selenskim ekstraktima         

(Tabela 14). 

 Kod vrelih alkalnih ekstrakata, situacija je bila potpuno obrnuta (glukoza 

2.06% u kontroli prema 3.7% SP; manoza 82.5% u kontroli prema 80.2% SP i 11.4% 

galaktoze u kontroli prema 11.5% u SP). Zapravo, sadrņaj glukoze i galaktoze nije se 

znatno promenio u odnosu na manozu. U svima alkalnim ekstraktima kontrolnih i 

obogaćenih gljiva, sadrņaj glukoze je bio veći u odnosu na vodene ekstrakte. Manoza 

je takoĊe bila zastupljena u manjoj koliĉini kod alkalnih uzoraka kontrolnih i 

selenskih polisaharida kao i galaktoza.  

 Nije bilo znaĉajne razlike u monosaharidnom sastavu izmeĊu kontrole i 

obogaćenih uzoraka, kao ni izmeĊu vodenih i alkalnih ekstrakta. Ostali monosaharidi 

imali su znatno niņi pik u odnosu na navedene heksoze, a neki su bili zastupljeni u 

tragovima. 
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Tabela 14. Monosaharidni sastav polisaharidnih ekstrakata Pleurotus cornucopiae 

 

Monosaharidi 

µmol  

PC H2O K PC SP 

H20 

PC K 

NaOH 

PC SP 

NaOH 

D -ksiloza 0.027 0 0.052 0.077 

D -riboza 0.026 0 0 0 

D -arabinoza 0 0.005 0.001 0.0004 

D -manoza 0.104 0.125 0.058 0.107 

D -glukoza 0.923 1.54 2.32 2.286 

D -galaktoza 0.715 0.403 0.323 0.328 

D -fukoza 0 0.016 0.053 0.051 

D -ramnoza 0 0.155 0 0 

D-glukozamin  0.045 0.023 0.003 0 

D-galaktozamin  0 0.002 0 0 

UKUPNO 1.84 2.269 2.81 2.849 

 K-Kontrola; SP-Selenski kvasac 

 

 Kod gljive P. salmoneostramineus, osim navedena tri heksozna 

monosaharida, visok pik je imala i fukoza (Tabela 15).  Pik karakteristiĉan za 

manozu je u svim vrelim vodenim ekstraktima i alkalnim bio niņi kod uzoraka sa 

selenom (1.54% i 1%) u odnosu na kontrolne (12.6% i 2.5%).  Kod vrelog vodenog 

ekstrakta, sadrņaj glukoze je bio veći kod uzoraka sa selenom (64.1% prema 

kontrolnom 25.0%) a kod alkalnog manji, 85.01% prema 65.31%. Galaktoza je u 

vrelom vodenom ekstraktu bila znantno redukovana pri obogaćivanju selenom  

(5.1% i 4.4%) , ali i kod vrelog alkalnog ekstrakta (6.2% i 5.5%). 

U svima alkalnim ekstraktima iz kontrolnih i obogaćenih gljiva, sadrņaj 

glukoze je bio veći u odnosu na vodene ekstrakte kao i kod drugih sojeva. Manoza je 

u većem sadrņaju prisutna kod vodenih polisaharidnih ekstrakata kontrolnih uzoraka, 

a neńto manje kod vodenih ekstrakata sa selenom. Sadrņaj galaktoze je bio veći u 

alkalnim ekstraktima sa selenom u odnosu na vodene. Nije bilo znaĉajne razlike u 

monosaharidnom sastavu izmeĊu kontrole i obogaćenih uzoraka, kao ni izmeĊu 
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vodenih i alkalnih ekstrakta. Fukoza je bila znaĉajno prisutna kod vrelih vodenih 

ekstrakata, i to 2.8% u kontroli i 6.6% u ekstraktu sa dosta selena. 

 

Tabela 15. Monosaharidni sastav polisaharidnih ekstrakata P. salmoneostramineus 

 

Monosaharidi 

µmol 

PSK 

H20 

PS SP 

H20 

PSK 

NaOH 

PSSP 

NaOH 

D -ksiloza 0.002 0 0 0.05 

D -riboza 0.037 0 0 0 

D -arabinoza 0.003 0.0005 0.036 0.004 

D manoza 0.081 0.0007 0.011 0.038 

D -glukoza 0.16 0.029 0.49 0.47 

D -galaktoza 0.33 0.002 0.036 0.21 

D -fukoza 0.018 0.003 0 0.017 

D -ramnoza 0 0.002 0 0 

D -glukozamin  0.011 0.008 0 0.024 

D-galaktozamin  0 0 0 0,017 

UKUPNO 0.642 0.045 0.573 0.83 

  K-Kontrola; SP-Selenski kvasac 

 

 Kod gljive P. ostreatus P80 (Tabela 16) manoza je u svim vrelim vodenim 

ekstraktima i alkalnim bila zastupljenja u manjoj koliĉini kod uzoraka sa selenom 

(8.57% i 5.5%) u odnosu na kontrolne (22.1% i 10.8%). TakoĊe, kod oba ekstrakta, 

sadrņaj glukoze je bio veći kod uzoraka sa selenom (68.6% i 82.5%) prema 

kontrolnom 47.5% i 79.1%. U oba ekstrakta galaktoza je bila znantno redukovana 

selenom (16.1% i 8.3%) u odnosu na kontrolu (27.4% i 9.1%). 

U svima alkalnim ekstraktima iz kontrolnih i obogaćenih gljiva, sadrņaj 

glukoze je bio veći u odnosu na vodene ekstrakte kao i kod drugih sojeva. Manoza je 

u većem procentu bila prisutna kod vodenih polisaharidnih ekstrakata kontrolnih 

uzoraka, a u manjem kod vodenih ekstrakata sa selenom. Sadrņaj galaktoze je bio 

veći u alkalnim ekstraktima sa selenom u odnosu na vodene, dok je kod kontrole 

sadrņaj galaktoze je bio veći u vrelim vodenim ekstraktima.  
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Nije bilo znaĉajne razlike u monosaharidnom sastavu izmeĊu kontrole i 

obogaćenih uzoraka, kao ni izmeĊu vodenih i alkalnih ekstrakta.  

 

Tabela 16. Monosaharidni sastav polisaharidnih ekstrakata P. ostreatus P80 

 

Monosaharidi 

µmol 

POP80K 

H20 

POP80SP 

H2O 

POP80K 

NaOH 

POP80SP 

NaOH 

D -ksiloza 0.001 0.003 0.058 0.074 

D -riboza 0.006 0.034 0 0 

D -arabinoza 0.00002 0 0.003 0.001 

D -manoza 0.42 0.15 0.26 0.21 

D -glukoza 0.91 0.97 2.44 3.08 

D -galaktoza 0.52 0.23 0.28 0.31 

D -fukoza 0.003 0.006 0.023 0.013 

D -ramnoza 0 0 0 0 

D -glukozamin  0.04 0.015 0 0.038 

D -galaktozamin  0.004 0.005 0,012 0.006 

UKUPNO 1.904 1.413 3.076 3.732 

K-Kontrola; SP-Selenski kvasac 

 

Moņe se izvesti zakljuĉak da na monosaharidni sastav ekstrakata utiĉu tip 

selenojedinjenja, soj i vrsta gljive, uslovi gajenja, starost gljive i rastvorljivost u 

razliĉitim rastvaraĉima. Zhong i saradnici su 2010. godine izolovali polisaharidne 

frakcije iz plodonosnog tela gljive P. ostreatus. U ispitivanim polisaharidima je 

uoĉen potpuno razliĉit monosaharidni sastav (Zhong i sar., 2010). MeĊutim, u obe 

frakcije, kao dominantan monosaharid istiĉe se manoza, ńto se razlikuje od drugih 

objavljenih rezultata gde se kao dominantni monosaharid istiĉe glukoza ńto je u 

skladu sa dobijenim rezultatima (Xia i sar., 2011 i Yang i sar., 2012). Zato se moņe 

izvesti zakljuĉak da su polisaharidi ispitivanih ekstrakata heteroglukani  (Zhang i 

sar., 2012). 
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Rezultati dobijeni kod polisaharida ekstrahovanih iz micelijuma L. edodes 

gljive obogaćene selenom takoĊe ukazuju na to da su najzastupljeniji monsaharidi 

redom glukoza, galaktoza i manoza (Malinowska i sar., 2009). 

Razlika u monosaharidnom sastavu nepreĉińćenih vrelih vodenih i alkalnih 

ekstrakata moņe se objasniti time ńto su vodorastvorni polisaharidi nerastvorni u 

alkalijama i obrnuto. Ovo utiĉe na razliku u monosaharidnom sastavu (Zhang i 

Cheung, 2011; Wong i sar., 2007). Tokom alkalne ekstrakcije, ćelijski zid se razara i 

polisaharidi ćelijskog zida se oslobaĊaju. Painter i Frankie su 1940. godine zakljuĉili 

da se razliĉita organska jedinjenja sa selenom razliĉito stabilna u alkalnim 

rastvaraĉima ńto zavisi od sastava jedinjenja i koncentracije alkalija. TakoĊe, kada se 

primenuju razliĉite analalitiĉke metode detekcije upotreba odreĊenih hemijskih 

jedinjenja moņe dovesti do oksidacije i naruńavanja strukture polisaharida. Ova 

tvrdnja je dokazana na primeru gljive P. tuber-regium gde je molekulska masa i 

monosaharidni sastav polisaharida bili drugaĉiji (Wu i sar., 2013).  

Smatra se da su selenoproteini usko vezani za metabolizam glukoze, ali se ne 

zna ńta je uzrok, a ńta posledica (Mao i Teng, 2013). Na ispitivanjima raĊenim na 

biljkama, rezultati su ukazali na to da selen podstiĉe metabilozam ugljenih hidrata sa 

redoks potencijalom (Owusu-Sekyere i sar., 2013). In vitro i in vivo testovima 

dokazano je da selen utiĉe na nivo insulina, tj., na metabolizam glukoze pomaņući 

taloņenje glukoze u mińićima i mastima. Kod populacije sa prekomernim unosom 

selena (oko 200µg dnevno) pretpostavljeno je da dalja suplementacija povećava rizik 

od insulinske rezistencije. Znaĉi da je selen anti dijabetik, ali se u prekomernoj dozi 

ponańa kao pro-dijabetik (Mao i Teng, 2013; Fischer i Whanger, 1977). 
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5.5. Hemijska karakterizacija proteina sa selenom 

  

Mogućnost iskorińćenja jestivih gljiva, kao kvalitetnog izvora proteina u 

ljudskoj ishrani u nerazvijenim zemljama  predstavlja znaĉajan poduhvat (Stojanović 

i Nikńić, 2000; Dabbour i Takruri, 2002) s obzirom na saznanje da neke vrste imaju 

izuzetno visok sadņaj proteina. Proteini predstavljaju nutritivnu komponentu i imaju 

bitnu ulogu u ishrani. Funkcionalna svojstva i prinos proteina zavise u mnogome od 

postupka izolovanja istih. Nijednim postupkom ekstrakcije proteina ne detektuje se 

blizu 100% selena, verovatno zbog postojanja ne-aminokiselinskih selenojedinjenja u 

uzorku, a i suńenjem gljive se verovatno formiraju proteinske strukture koje se ne 

mogu lako degradirati (Stefanka i sar., 2001). Sadrņaj proteina u gljivama zavisi od 

sastava supstrata, od talasa plodonońenja, vremena berbe i vrste (Braaksma i    

Schaap, 1996). Sadrņaj proteina se brzo smanjuje tokom skladińtenja ubrane gljive. 

Du sa saradnicima, 2007. pokazao je da se od ukupno usvojenog selena u plodonosno 

telo gljive G. lucidum, oko 51-61% nalazi u vidu vodorastvornim proteina. 

RasporeĊenost selena u razliĉitim jedinjenjima bila je najvećim delom u 

vodorastvornim, zatim u alkalnim, alkoholnim i na kraju u proteinima rastvornim u 

solima (Zhao i sar., 2008). Ovo je logiĉno ako se uzme u obzir ĉinjenica da se selen u 

ņivim organizmima nalazi u obliku aminokiselina sa sumporom. Iz ovog razloga je 

potrebno primeniti vińe koraka u precipitaciji proteinskih frakcija. Iz navedenog je 

vaņno odrediti sadrņaj selena u vodorastvornim selenoproteinima, aminokiselinski 

sastav i molekulsku masu proteina. Brojni enzimi koje gljiva sintetińe mogu da budu 

supresirani ili aktivirani proizvodnim supstratom, odnosno hemijskim sastavom 

supstrata. Gljive poseduju kompleksni sistem ćelijski zid/membrana i proizvode 

brojne ekstracelularne enzime za degradaciju biopolimera i imaju razvijen sistem 

proteina za prenos molekula kroz ćelijski zid i membranu. Iz navedenog razloga, 

proteini vezani za ćelijski zid i membranu biće izgubljeni tokom ekstrakcije 

intracelularnih enzima. Cilj praćenja transformacije selena u proteinima je izmeĊu 

ostalog poboljńanje statusa bioaktivnih proteina u gljivama, njihovog biomedicinskog 

potencijala i buduće perspektive u razvijanju novih farmaceutskih proizvoda iz 

gljiva.  
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5.5.1. Ukupan sadrţaj selena u proteinima rastvornim u vodi 

 

Dobijeni rezultati ukazuju na ukupan sadrņaj selena u proteinima od 54.68-

134.6 µg/g raĉunato na suvu masu (Tabela 17). Udeo selena u proteinima u odnosu 

na celu gljivu bio je u proseku 44.4-70.3%, ńto potvrĊuje navode Du i saradnika 

(2007). Ukupan sadrņaj selena u selenoproteinima varirao je zavisno od soja. Razlika 

u usvojivosti selena korińćenjem organskih i neorganskih jedinjenja bila je znaĉajna 

(P<0.05). Selen je u proteine iz selenskog kvasca usvojen najmanje u poreĊenju sa 

druga dva ispitivana izvora selena. Iako je ukupan sadrņaj proteina i selena u njima 

vaņan pokazatelj nutritivne vrednosti, ipak je aminokiselinski profil vaņniji 

parametar. Kod nepreĉińćenih ekstrakta proteina moguće je prisustvo drugih, 

neproteinskih komponenti, a takoĊe moņe doći do promena na proteinu koje mogu 

dovesti do pogreńnih zakljuĉaka. Potrebno je dalje ispitati usvojivost niņih 

koncentracija dodatog jedinjenja selena i analizirati preĉińćene ekstrakte. 

 

Tabela 17.Ukupan sadrņaj selena u vodorastvornim proteinima gljiva 

Pleurotus spp. obogaćene selenom 

 

Gljive sa selenom 

Prinos 

vodorastvornih 

proteina 

(mg/100mg) 

Ukupan selen u 

proteinima (µg/g) 

Udeo selena 

u proteinima 

u odnosu na 

celu gljivu 

(mg/100mg) 

P. ostreatus P80 SP 17.4 ± 2.3 97.0 ± 9.1 70.4 ± 8.2 

P. cornucopiae SP 23 ± 3.5 65.6 ± 2.9 53.8 ± 3.5 

P. salmoneostramineus SP 18.6 ± 2.2 134.6 ± 5.5 68.0 ± 2.2 

P. ostreatus P70SP 13.2 ± 3.3 57.5 ± 4.1 44.4 ± 4.1 

P. ostreatus P70 Karbaz 12.8 ± 1.9 60.9 ± 2.9 47.8 ± 0.9 

P. ostreatus SeO3
2-

 11.3 ± 2.1 54.7 ± 5.2 52.8 ± 2.7 

SP–Selenski kvasac; Karbaz-Kompleks cink (selenosemikarbazon); SeO3
2- 

Natrijum 

selenit 

 



Doktorska disertacija, Milena D. Savić  

 

104 

 

Turlo i saradnici su 2010. godine vrńili istraņivanja na selenom obogaćenom 

micelijumu L. edodes. Za vodorastvorne proteine je zakljuĉeno da povećan sadrņaj 

selena u micelijumu smanjuje prinos proteina u odnosu na konrolne uzorke. 

 

5.5.2. Aminokiselinski sastav gljiva sa selenom 

 

Jedan od zadatih ciljeva rada je i odreĊivanje proteinskog sastava gljiva kroz 

aminokiselinski sastav. Kvantifikacija aminokiselina se danas koristi u identifikaciji 

proteina. Cornish Bowden je 1980. godine prvi istraņivao ovu mogućnost primene.  

Naroĉita paņnja je usmerena na sadrņaj aminokiselina metionina i 

selenometionina kod plodnosnog tela sa velikom koncentracijom selena za koje se 

pominje da su nosioci i do 80% ukupnog usvojenog selena u gljivama i najvaņnije 

komponente kada je antikancerogena aktivnost selenom obogaćenih kultura u 

pitanju. Potrebno je proveriti i da li prisutan selen u gljivi menja aminokiselinski 

profil. Analiza aminokiselinskog sastava je kompleksna metoda koja ukljuĉuje 

hidrolizu uzorka, hromatografsko razdvajanje i detekciju aminokiselina. Pravilno 

izvedena hidroliza je preduslov za uspeńnu analizu (Fountoulakis i Lahm, 1998).  

Nema hidrolize koja će dati potpuno oĉuvane aminokiseline, uvek postoji izvestan 

stepen degradacije. Uspeńnost postupka zavisi pre svega od temperature, vremena 

delovanja agensa za hidrolizu i prisutnih aditiva. Protektivni agensi kao ńto su fenol, 

merkaptoetanol, tioglikolna kiselina, indol ili triptamin dodaju se rastvoru uzorka 

kako bi se redukovala degradacija aminokiselina. Alifatiĉni ostaci aminokiselina 

oteņavaju potpuno izdvajanje kiselina i dovode do gubitaka (Zhang i sar., 2012). 

Alkalna hidroliza se najĉeńće primenjuje kod identifikacije manje stabilnih 

aminokiselina kao ńto su triptofan, serin, treonin, arginin, cistein. TakoĊe se ova 

metoda primenjuje kod proteina sa dosta ugljenih hidrata kao ńto je sluĉaj sa hranom 

koja ima visok sadrņaj monosaharida (Fountoulakis i Lahm, 1998). Derivatizacija sa 

OPA reagensom u prisustvu redukujućih agenasa je metoda koja se najĉeńće koristi u 

pripremi esencijalnih aminokiselina.  

Derivatizacija amniokiselina korińćenjem o-ftaladehida (OPA) je najĉeńća 

HPLC metoda u kvantitaivnom odreĊivanju esencijalnih aminokiselina. Ovu metodu 
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je uveo Roth 1971. godine. Prisutan β-merkaptoetanol odreĊuje stabilnost OPA-

merkaptoetanol kompleksa koji reaguje sa aminokiselinama i produkuje 

fluorescirajuće derivate koji se spontano razlaņu. Dodatak merkaptoetanola rezultuje 

redukcijom koliĉine OPA koja direkto kvantifikuje aminokiseline. TakoĊe, rastvaraĉ 

utiĉe na pH reakcione meńavine, te se boratni pufer koristi u te svrhe (Dorresteijn i 

sar., 1996). 

#l/rag UraĊena je kvantifikacija 15 esencijalnih aminokiselina i dodatno 

selenometionina za sve ispitivane vrste roda Pleurotus (Slika 21). Za validaciju 

metode i saznanja koji procenat aminokiselina se gubi tokom hidrolize, standardi su 

pripremljeni kao i uzorci. Rezultati ukazuju na to da se tokom hidrolize korińćenjem 

6M HCl gubi izmeĊu 13.42 i 91% aminokiselina. Korińćenjem 5M NaOH, gubitak 

metionina i selenometionina je iznosio 64%, odnosno 65%. Najosetljivije 

aminokiseline pored metionina i selenometionina bile su i glutaminska kiselina, 

tirozin i lizin (Tabela18). 
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Slika 19. Hromatogram standarda aminokiselina, koncentrovana smeńa
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Tabela 18. Gubitak aminokiselina nakon kiselinske (bazne) hidrolize praćene 

OPA derivatizacijom 

  

*Aminokiseline su kvantifikovane nakon bazne hidrolize 

 

Jednofaktorijalnim  ANOVA testom, utvrĊeno je da se aminokiselinski sastav 

razliĉitih vrsta gljiva nije meĊusobno razlikovao (P<0.05). TakoĊe, utvrĊeno je da 

nije postojala statistiĉki znaĉajna razlika izmeĊu gljive bez i sa povećanim sadrņajem 

selena za sva ispitivana jedinjenja selena u gljivama, kada je reĉ o esencijalnim 

aminokiselinama. To znaĉi da zapravo prisutan selen ne menja aminokiselinski profil 

gljiva, osim kada je reĉ o aminokiselinama sa sumporom (Prilog B).  

Aminokiselinska analiza Pleurotus vrsta ukazuje na dominantnu glutaminsku 

kiselinu (13.1-28.4 mg/g suve mase) i asparaginsku kiselinu 6.8-12.5 mg/g suve 

Aminokiseline Gubitak tokom 

hidrolize (%) 

Retenciono vreme 

tr (min) 

L-asparaginska kiselina 13.4 4.148 

L-glutaminska kiselina 41.1 5.599 

L-serin 22.7 11.535 

L-histidin 18.0 15.197 

L-glicin 19.5 21.523 

L-triptifan  26.1 22.719 

L-arginin 14.9 24.907 

L-alanin 20.4 31.922 

L-tirozin 77.2 32.249 

L-metionin* 64.0 35.153 

L-valin 17.1 35.417 

L-fenilalanin 19.9 35.722 

L-selenometionin* 65.0 35.971 

L-izoleucin 18.1 37.354 

L-leucin 22.9 38.123 

L-lizin 91.4 41.374 
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mase (Tabela 19). Razlog moņe biti taj ńto su ove aminokiseline prekursori iz kojih 

se formiraju boĉni lanci aminokiselina i to su skladińne forme azota (Akindahunsi i 

Oyetayo, 2006). U manjim koncentracijama detektovani su alanin, leucin, metionin i 

triptofan. Kvantifikovano je veoma malo histidina, tirozina i lizina. Ukupan sadrņaj 

aminokiselina se kreće izmeĊu 70 i 107 mg/g suve mase gljive. 

Aminokiselinski sastav Pleurotus vrsta bio je sliĉan onom koji je objavio 

(Mattila i sar., 2002) s tim ńto su u navedenom radu dobijene vrednosti bile neńto 

veće za sve aminokiseline. U odnosu na objavljen sastav Pleurotus vrsta od strane 

Yang i saradnika, 2004. godine, dobijene vrednosti su bile veće, ali je 

aminokiselinski sastav bio sliĉan. TakoĊe, rezultati su bili sliĉni i kod Meng i 

saradnika 2010. koji je objavio aminokiselinski sastav micelijuma P. cornucopiae, s 

tim ńto su dobijene vrednosti za tirozin, fenilalanin, lizin, leucin, izoleucin, histidin i 

glutamin u navedenoj publikaciji bile znatno veće.  
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Tabela 19. Aminokiselinski sastav Pleurotus spp. izraņen u mg/g suve mase gljive 

PO=Pleurotus ostreatus; PC=Pleurotus cornucopiae; PS= Pleurotus 

salmoneostramineus 

K-Kontrola, SP-Selenski kvasac 

n.a.-nije analiziran 

Aminokiseline POP80 

K 

POP80 

SP 

PC 

K 

PC 

SP 

PS 

K 

PS 

SP 

L-asparaginska 

kiselina 
6.8±0.19 8.2±1.08 8.5±2.3 10.1±0.9 9.4±0.3 12.5±0.5 

L-glutaminska 

kiselina 
17.4±0.5 15.4±1.4 20.2±0.4 20.2±1.7 28.4±1.8 27.04±1.8 

L-serin 5.4±0.2 5.5±0.5 7.7±0.6 6.9±0.9 8.1±0.6 8.8±0.3 

L-histidin 1.3±0.0 1.4±0.2 2.4±0.1 1.9±0.1 2.1±0.1 2.3±0.1 

L-glicin 3.3±0.2 3.7±0.8 5.0±0.1 4.9±0.4 5.8±0.3 6.9±0.3 

L-triptifan 6.4±0.1 7.0±0.9 8.6±0.1 8.5±0.6 9.6±1.2 10.9±0.6 

L-arginin 2.6±0.0 3.6±0.3 5.1±0.3 5.1±0.3 1.9±1.7 0.3±0.5 

L-alanin 7.7±0.4 5.2±0.9 6.0±0.1 6.1±0.5 9.7±0.8 10.7±0.5 

L-tirozin 1.3±0.1 1.1±0.1 1.9±0.0 2.7±0.3 2.9±0.1 5.3±0.2 

L-metionin n.a. 0.6±0.0 n.a. 0.8±0.0 n.a. 0.4±0.1 

L-valin 4.7±0.1 7.7±0.6 5.5±0.3 7.7±0.4 8.3±0.4 7.5±0.4 

L-fenilalanin 
3.7±0.1 3.7±0.6 4.5±0.2 4.6±0.4 6.0±0.3 5.7±0.3 

L-SeMet n.a. 0.07±0.0 n.a. 0.12±0.01 n.o. 0.05±0.0 

L-izoleucin 3.5±0.1 3.5±0.3 4.1±0.2 4.3±0.3 5.5±0.2 4.6±0.3 

L-leucin 5.5±0.1 4.9±0.5 7.2±0.2 7.1±0.6 9.3±0.5 9.1±0.5 

L-lizin 0.3±0.0 0.5±0.1 0.6±0.0 0.6±0.0 0.5±0.0 0.7±0.0 
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U svim gljivama sa povećanim sadrņajem selena, metionina je bilo vińe u 

odnosu na selenometionin (Wrobel i sar., 2003). Odnos ove dve aminokiseline kod 

P. ostreatus P80 je oko 10:1, P. cornucopiae 7:1, P. salmoneostramineus 9.5:1, a za 

P. ostreatus P70 0.8:1-2:1 zavisno od dodatog jedinjenja. To znaĉi da supstrat na 

kojem se gljiva gaji i parametri gajenja znatno utiĉu na odnos ove dve aminokiseline 

s obzirom na to da je jedino gljiva     P. ostreatus P70 gajena u drugaĉijim uslovima 

u odnosu na ostale. Kod analize aminokiselinskog sastava, dokazano je da je selenski 

kvasac bio najbolji izvor selena u odnosu na druga dva jedinjenja (Tabela 20). Ovim 

se potvrĊuje da nepreĉińćeni ekstrakti proteina ne daju dovoljno precizne rezultate o 

raspodeli selena u plodonosnom telu gljive zbog visokog sadrņaja neĉistoća 

(poglavlje 5.5.1). 

Iako se u literaturi navodi da je oko 75% ukupnog selena inkorporirano u 

aminokiseline umesto sumpora kod gljiva (Wrobel i sar., 2003; EFSA, 2008), 

rezultati novijih istraņivanja ukazuju na vrlo visok sadrņaj drugih organojedinjenja sa 

selenom, neke mogu imati jaĉu antitumornu aktivnost od Se-Met (Huerta i             

sar., 2006). Zato su potrebna dodatna istraņivanja na temu raspodele selena u 

gljivama. Neke od organskih jedinjenja tipa selenoaminokiselina poseduju 

kovalentnu vezu kojom se ostvaruje veza sa proteinima ili peptidina. Zato se vodena 

ekstrakcija selenskih uzoraka gljiva uglavnom zavrńava efikasnońću ekstrakcije od 

svega 10–40% (Dernovics i sar., 2002). 

Tri amnokiseline sa selenom SeCys, SeMet i neproteinska aminokiselina su 

identifikovane u gljivama A. bisporus i L. edodes. Neproteinska aminokiselina 

naĊena je u proteinskim ekstraktima zbog vodorastvorljivosti i postoji delom u 

precipitatu proteina (Gergely i sar., 2006). Huerta i saradnici, 2005. godine navode  

SeMet kao dominantnu seleno komponentu gljiva Macrolepiota procera, Lepista 

luscina i Boletusluridus. Objavljeno je da je dosta selena kvantifikovano i u vidu 

jedinjenja malih molekulskih masa, najvećim delim selenoproteina (< 10 kDa). 

TakoĊe se navodi i prisustvo SeCys, Se 
+4

 i     Se-metilselenocisteina. 
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Tabela 20. Aminokiselinski sastav gljive P.ostreatus P70 izraņen u mg/g suve mase 

 

Aminokiseline POP70 

K 

POP70 

SP 

POP70 

Karbaz 

POP70 

SeO3
2-

 

L-asparaginska kiselina 6.8±0.2 9.6±0.5 7.8±0.3 6.7±0.9 

L-glutaminska kiselina 13.1±0.2 16.2±0.8 15.5±0.5 12.1±1.5 

L-serin 5.1±0.2 6.9±0.3 6.0±0.1 4.9±0.7 

L-histidin 1.1±0.1 1.6±0.1 1.6±0.1 0.9±0.2 

L-glicin 4.7±0.1 5.9±0.2 4.5±0.3 3.6±0.7 

L-triptifan 8.2±0.1 9.9±0.3 8.5±0.3 6.6±1.2 

L-arginin 5.3±0.0 6.5±0.4 5.9±0.2 3.4±0.6 

L-alanin 10.0±0.2 11.5±0.4 9.1±0.4 7.5±1.3 

L-tirozin 3.2±0.3 5.8±0.3 3.9±0.2 2.6±0.5 

L-metionin n.a. 0.4±0.0 0.1±0.0 0.1±0.5 

L-valin 6.2±0.1 7.5±0.3 6.3±0.3 5.3±0.8 

L-fenilalanin 4.3±0.1 4.4±0.9 4.1±0.1 3.5±0.6 

L-selenometionin n.a. 0.2±0.0 0.2±0.0 0.1±0.0 

L-izoleucin 4.0±0.0 5.5±0.3 4.8±0.3 4.2±0.5 

L-leucin 6.9±0.1 8.5±0.4 5.9±0.2 5.8±1.0 

L-lizin 0.4±0.1 8.5±0.03 0.4±0.0 0.3±0.1 

      K-Kontrola; SP-Selenski kvasac; Karb-[Zn(dapsesc)]; SeO3
2-

 ; Natrijum selenit 

      n.a.-nije analizirano 

 

Ispitivanjem hemijskog sastava micelije L. edodes sa selenom u ranijem 

istraņivanju dokazano je da se povećanjem ukupnog selena sa 23 µg/g suve mase na 

1800 µg/g suve mase sadrņaj selenoaminokiselina povećao sa 23 na 289 µg/mL, ali 

gledajući u odnosu na ukupan selen, taj procenat se drastiĉno smanjuje sa oko 70% 

na svega oko 6% dok je za   Se-Cys dokazano da ne zavisi direktno od sadrņaja 

selena u medijumu. Procenat prevedenog metionina u selnometionin rastao je 

proporcionalan povećanju selena u podlozi (Turlo i sar., 2010). Glavne aminokiseline 

naĊene u polisaharidnom ekstraktu dobijenom iz ovakvog uzorka jesu serin, alanin i 

glutaminska kiselina (Malinowska i sar., 2009). 
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5.5.3. Skrining proteinskog profila (SDS-PAGE gel elektroforeza) 

 

Ekstrakti gljiva sadrņe komplekse proteina sa drugim makromolekulima, kao 

i molekulima male mase. Iz tog razloga se za svaku pripremu uzorka proteina 

podrazumeva nekoliko koraka preĉińćavanja u cilju izolovanja bioaktivnog proteina 

ili proteinskih kompleksa u ĉistoj formi. Jedna od ĉestih metoda jeste metod 

precipitacije sa amonijum sulfatom u kombinacji sa diajlizom (Erjavec i sar., 2012). 

Rastvorljivost protiena zavisi od koncentracije soli u rastvoru. Fiziĉko ońtećenje na 

ćelijskom zidu gljive ili ońtećenje izazvano dejstvom endogenih proteza, dovodi do 

otkrivanja vrlo niskog sadņaja proteina velike molekulske mase (preko 150 kDa). 

Ovo se moņe izbeći korińćenjem inhibitora proteaze ili odgovarajućim puferima 

(Bridge i sar., 2004). Jedan od ciljeva rada bio je i da se ispita raspodela selena u 

proteinskim frakcijama, kao i da se proveri molekulska masa proteina sa selenom i 

uporedi sa proteinima bez povećanog sadrņaja selena. Najĉeńće se primenjuje metoda 

po Laemmli-ju.  Razdvajanje proteina SDS-PAGE metodom koristi se za odreĊivanje 

relativne molekulske mase, raspodelu glavnih proteinskih frakcija u uzorku. 

Dokazano je da niske koncentracije selena stimulińu aktivnost proteza, koja 

hidrolizuje albumin i globulin do aminokiselina ili malih molekula peptida, dok 

visoke koncentracije selena imaju inhibitorni efekt na rast gljiva, dok odsustvo selena 

redukuje prinos (Liu i sar.,2011). Dokazano je da proteini dobijani iż gljive              

G. lucidum obogaćene selenom imaju jaĉe antioksidativno delovanje, koje se 

povećava sa povećanjem selena. Iż ovo razloga, u istom istrazivanju je izolovan ĉist 

protein sa visokim sadrņajem selena kako bi se utvrdila veza izmeĊu sadrņaja selena i 

aktivnosti proteina (Du i sar., 2007). Izolovali su novi vodo-rastvorni seleno-protein 

iż gljive (36 kDa) koristeći postupak amonijum sulfatne precipitacije i preĉińćavanja. 

El-Fakharany i saradnici su 2010. godine preĉistili enzim lakazu (58 kDa) 

antiviralnog dejstva iż plodonosnog tela gljive P. ostreatus. Lektini su izolovani iz 

gljive P. sajor-caju. U poslednjih par decenija poraslo je izuzetno interesovanje za 

lektinima, proteinima sa antiviralnim, antibakterijskim i antifungalnim delovanjem 

(Xu i sar., 2011).   
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Proteini dobijeni iz uzoraka gljiva analizirani su na SDS-PAGE elektroforezi    

(Slika 20). Dobijene frakcije su razvrstane prema molekulskoj masi. Kao ńto je i 

oĉekivano, uzorci gljive su imali ńirok opseg proteinskih frakcija, od oko 9.5-        

110 kDa. Raspored frakcija na SDS-PAGE gelu pokazuje postojanje znaĉajne 

intraspecijske razlike. Vińe od 10 frakcija moņe se vizualizovati u uzorcima. 

Postupkom razdvajanja proteina na SDS-PAGE gelu, najvećim delom se razdvajaju 

frakcije manjih molekulskih masa, manje od 70 kDa , najbolje su razdvojene one 

ispod 30 kDa, u proseku oko 50% u odnosu na ostale uoĉene, u sluĉaju 

vodorastvornih proteina. Nije bilo detektovanih proteina sa molekulskom masom 

većom od 110 kDa. Proteinske frakcije od oko 15 kDa i izmeĊu 30 i 40 kDa bile su 

dominantne za sve prouĉavane sojeve i vrste. Za većinu uzoraka, frakcije su imale 

sliĉne molekulske mase, jedino je kod gljive P. salmoneostramineus detektovana 

traka od 100 kDa. IzmeĊu sojeva prouĉavanih gljiva bilo je primetne razlike u 

prisutnim proteinskim frakcijama, meĊutim prisutan selen u razliĉitom obliku nije 

uticao na promenu molekulskih masa. U soju P. ostreatus P70, dominantne su bile 

frakcije od oko 46 kDa, 36 kDa i 18 kDa. U soju P. salmoneostramineus, od oko     

36 kDa i 17 kDa, a u soju P. ostreatus P80 od oko 40 kDa, 33 kDa i 18 kDa. U soju  

P. cornucopiae, dominantne su bile frakcije od oko 48 kDa, 40 kDa i 18 kDa.  

U ranijim istraņivanjima je utvrĊeno da gljiva Ganoderma lucidum najvećim 

delom transformisan selen iz podloge inkorporira u vodorastvorne proteinske frakcije 

koje su manje od 16 kDa (Zhao i sar., 2004). Osim polisaharida, takoĊe i proteini 

imaju izraņena bioaktivna svojstva (Xu i sar., 2011). Uslovi gajenja su izuzetno vaņni 

za dobijanje visokog procenta proteina u uzorku. Selen je inkorporiran u svim 

proteinskim frakcijama gljive Ganoderma lucidum obogaćene selenom. TakoĊe je 

primećeno da selen nije uticao na distribuciju proteina u uzorcima ńto je sluĉaj i u 

nańim uzorcima. Sa smanjenjem molekulske mase proteinske frakcije, sadrņaj selena 

raste (Zhao i sar., 2004). U istraņivanju raĊenom na gljivi i bakteriji sa dodatim 

selenom, u analiziranom uzorku proteina zakljuĉeno je da sve frakcije proteina mogu 

da usvoje selen, od najmanjih oko 8 kDa pa do onih od oko 140 kDa (Kim i            

sar., 2009). 
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Slika 20. SDS-PAGE vodorastvorljivih proteina prouĉavanih vrsta i sojeva gljiva bez i sa dodatkom selena metodom po Laemli-ju. 

Trake s leva na desno su redom: Standard, P ostreatus P70 kontrola, P. ostreatus P70 Sel-Plex
®
, P. ostreatus Na2SeO3, P. ostreatus P70 

[Zn(dapsesc)], P. salmoneostramineus kontrola, P. salmoneostramineus Sel-Plex
®
, P. ostreatus P80 kontrola, P. ostreatus P80 

Sel-Plex
®
, P. cornucopiae kontrola i P. cornucopiae Sel-Plex

®
. 
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5.6. Optimizacija procesa proizvodnje gljiva 

 

Jedan od ciljeva rada je i prouĉavanje kultivacije i definisanje najboljeg 

naĉina za ńto efikasnije obogaćivanje gljiva selenskim kvascem kako bi se korigovao 

nedostatak u ljudskoj ishrani. 

Sastav ĉvrstog supstrata jedan je od faktora koji utiĉu na rast gljive, na izgled 

plodonosnog tela i prinos biomase. Vicente je 2000. godine ukazao na uticaj 

supstrata za gajenje Pleurotus gljive na kompoziciju aminokiselina i lipida 

plodonosnog tela ńto je vaņno pri proizvodnji gljiva sa selenom. U fazi fruktifikacije 

i reprodukcije gljiva, svetlost ima vaņnu ulogu i moņe direktno ili indiretno da utiĉe 

na njihov rast i morfologiju. Bukovaĉa moņe rasti na razliĉitim materijalima 

ukljuĉujući slamu, kukuruzne klice, ostatke povrća i drugo. Piljevina, strugotina 

drveta i slama sa dodatim suplementima se najĉeńće koriste u komercijalnoj 

proizvodnji. Smatra se da su pńeniĉne mekinje kao dodatak odliĉan izvor Ca, P, K, 

kao i proteina koji su esencijalni za rast gljive. Slama u kombinaciji sa 20% mekinja 

predstavlja idealan supstrat za razvoj micelijuma mnogih lignikolnih gljiva. S 

obzirom na to da se gljive normalno razvijaju na drvetu (Singer, 1962), razumljiv je i 

njihov rast na slami kao celuloznoj sirovini. Enzimi gljiva depolimerizuju, 

razgraĊuju i demineralizuju celulozu, hemicelulozu, lignin u proizvode pottebne radi 

micelijarnog rasta i propagacije. Slama se najĉeńće koristi zbog dobre apsorpcije i 

odrņavanja vlaņnosti potrebne za pravilnu fiziologiju gljive (Stamets, 2000), osim 

toga supstrat je dovoljno rastresit ńto je pogodno za rast micelije. Slama bi trebalo da 

je sveņa i suva. Gajenjem gljive P. florida na pirinĉanoj slami sa prahom pamuka, 

postiņe se veći prinos biomase, sa povećanim sadrņajem proteina, aminokiselina, 

ukupnih lipida dok se smanjuje sadrņaj vlakana i ńećera. Kao dobra kombinacija za 

visok prinos biomase pokazala se i meńavina leńnikovog lista, vlaņne slame i 

otpadnog papira (Vicente et al, 2006). No, za gajenje se mogu koristiti i drugi 

materijali, kao ńto je kobinacija otpadnog papira i pilećeg stajnjaka, ali sa manjim 

prinosom. Najvaņnije je da supstrat bude ĉist, sitno iseĉen i sterilan. 

  Nakon otvaranja dņakova, vrlo je vaņno spreĉiti isuńivanje supstrata ńto se 

postiņe vlaņenjem dva puta dnevno uz odrņavanje vlaņnosti od oko 90%. TakoĊe, 
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vaņno je provetravati objekat u kome se odvija fruktifikacija najmanje jednom 

dnevno, odrņavati temperaturu na 15-20ºC za zimske i do 25ºC za letnje sojeve 

gljiva. Svetlost je bitan faktor za morfologiju plodonosnog tela gljive i preporuĉuje 

se 100-200 luksa oko 13h dnevno (Maksimović i Polak, 1998).  

U cilju definisanja naĉina za ńto efikasnije obogaćivanje gljiva selenom iz 

selenskog kvasca kao odabranog jedinjenja, izvrńeno je ispitivanje na kulturi            

P. ostreatus P70 i Agaricus bisporus.  

Industrijski supstrat za gajenje bukovaĉe pripremljen je na bazi slame (29%), 

bukove piljevine (24%), bukove ńuńke (42%) i gipsa (5%) kao ńto je opisano u 

poglavlju 4. Suvi supstat je navlaņen sa 60% vode. Selenski kvasac je dodat u 

koncenracijama 25, 50, 75 i 100 mg/kg suve mase supstrata. Gljiva je rasla pod 

laboratorijskim uslovima u kontrolisanim parametrima okruņenja.  

Dobijeni rezultati ukazuju na to da razliĉite gljive imaju razliĉitu mogućnost 

usvajanja selena iz supstrata dodatog u formi selenskog kvasca. Prva plodonosna tela 

gljive P. ostreatus P70 su se javila izmeĊu 23. i 28. dana od inokulacije u kontrolnim 

i uzorcima sa niskim procetom selena. Kada su rasle na supstratu sa preko 75 mg/kg 

Se, prva berba je obavljena 3-5 dana kasnije. Prolongacija je takoĊe primećena i kod 

gljive Agaricus bisporus obogaćene selenom iz kvasca.  

 

Tabela 21. Stepen usvajanja razliĉitih koncentracija selenskog kvasca u plodonosno 

telo gljive P.ostreatus P70 

 

mg Se/kg 

komposta 
0 10 25 50 75 100 

µg Se/g 

suve mase 

gljive 

 

0.7±0.1 

 

 

22.4±1.7 

 

 

42.4±3.4 

 

 

88.2±0.9 

 

 

101.1±3.9 

 

 

133.1±2.4 

 

 

Rezultati ranijih istraņivanja (Estrada et. al, 2009) ukazuju na znaĉajnu korelaciju u 

sadrņaju selena u supstratu i u plodonosnom telu. Ńeńir i spore su najbogatije 

selenom i sadrņe znatno vińe mikronutrijenta nego drńka (Falandysz, 2008), ńto 
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ukazuje na nejednaku raspodelu selena u plodonosnom telu tokom fruktifikacije. 

Proseĉan sadrņaj selena u kontrolnim uzorcima gljiva kretao se izmeĊu 0.12 i        

0.68 µg/g ĉime se potvrĊuje inicijalna tvrdnja da je supstrat iz prirode i gljive koje 

rastu na njemu siromańan u selenu.  TakoĊe, gljiva je usvojila znaĉajnu koliĉinu 

selena, preko 10 mg/kg. Sposobnost apsorpcije selena se smanjivala proporcionalno 

sa povećanjem koliĉine selena dodatog u sustrat. Sa dodavanjem 10 mg/kg dobijena 

je gljiva sa 22.41 µg Se/g, a sa 100 mg/kg gljiva sa 133.12 µg Se/g (Tabela 21). 

Toksiĉni efekat na rast gljiva pojavio se dodavanjem kvasca sa 75 mg/kg Se i vińe. 

Prikazani rezultati odnose se na gljive iz prvog fruktifikacionog talasa. Plodonosna 

tela dobijena u drugom talasu imala su oko 50% manje Se od onih u prvom talasu 

(Da Silva et al, 2012). Vetter i Rimoczi, 1993. su dońli do zakljuĉka da je najvińi 

sadrņaj ukupnih proteina kod gajene gljive Pleurotus ostreatus ĉiji je preĉnik ńeńira 

od 5-8cm. Koncentracija proteina je niņa kod starijih gljiva ĉime se objańnjava ova 

ĉinjenica. 

Mogućnost usvajanja selena iz selenskog kvasca potvrĊena je i na gljivi 

Agaricus bisporus kada je selen dodat u kompost zajedno sa vodom za vlaņenje. S 

obzirom na to da gljiva Agaricus bisporus sadrņi dosta proteina, oĉekuje se da moņe 

usvojiti dosta selena ńto je potvrĊeno u ranijim istraņivanjima (poglavlje 2.5). 

Komercijalni kompost je zasejan micelijumom soja A 15. Kompost sa aw - 0.68 

sadrņao je 1.9 % N i 0.08 % NH3. Proseĉna masa jedne vreće iznosila je 19 kg. U 

prvoj fazi proizvodnje (inkubacija - prorastanje supstrata) odrņavna je konstantna 

temperatura supstrata od 25
o
C. Inkubacija je trajala od 18-21 dan. Po prorastanju 

micelijuma nanońena je pokrivka po povrńini hranljivog supstrata koja ima funkciju 

odrņavanja potrebne koliĉine vlage. U trenutku kada je micelijum prorastao pokrivni 

sloj vrńeno je prekopavanje pokrivnog sloja (grabuljanje) kako bi se omogućio rast 

plodonosnih tela po celoj povrńini vreće. Po izvrńenom grabuljanju ubacivan je 

kiseonik u gajilińte, ńto za cilj ima poĉetak formiranja plodonosnih tela 

(fruktifikacija). Temperatura vazduha u gajilińtu kretala se oko 18
o
C. Aplikacija 

selenskog kvasca izvrńena je rastvaranjem u vodi, i to u tri koncentracije preraĉunato 

na koliĉinu selena u preparatu: 35, 70 i 150 mg/kg suvog supstrata. Dodavanje 

selenskog kvasca je obavljeno u proizvodnim uslovima (Ńampinjon centar, Kraljevo) 
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u tri stadijuma proizvodnje ńampinjona: nakon zasejavanja, nakon pokrivanja, nakon 

grabuljanja. 

Gljiva Agaricus bisporus je najvińe selena usvojila u plodonosno telo 

dodatkom selenskog kvasca u kompost odmah nakon inokulisanja micelijumom. 

Velika razlika u koliĉini usvojenog selena, zavisno od trenutka aplikacije, objańnjava 

se ĉinjenicom da se selen zadrņao u pokrivci jer u kasnijim fazama gljiva ima slabiju 

sposobnost apsorpcije selena, a da je u najvećem procentu usvojen selen iz supstrata 

tokom prorastanja micelijuma u ranoj fazi razvoja vegetativnog tela gljive        

(Tabela 22). Za postizanje visoke koncentracije selena u gljivi potrebno je, na osnovu 

navedenih rezultata, selen dodati supstratu odmah pri inokulisanju. 

 

Tabela 22. Usvojivost selena u plodonosno telo gljive Agaricus bisporus pri 

dodavanju razliĉitih koncentracija selenskog kvasca u kompost 

 

Koliĉina 

dodatog                 

selena 

(mg/dţaku) 

Dodatak Se po 

inokulisanju 

Dodatak selena 

nakon pokrivanja 

Dodatak 

selena po 

grabuljan

ju 

100 130 ± 25.2 19.1 ± 8.2 5.4 ± 0.1 

200 192.7 ± 34.2 28.1 ± 12.4 13.8 ± 3.2 

400 275.2 ± 23.3 71.4 ± 9.1 28.4 ± 4.6 

 

Turlo i saradnici su 2008. godine pratili kinetiku usvajanja selena u gljivi L. edodes 

gajenoj submerno, sa dodatkom 20 µg selenita/mL.  Svakodnevnim praćenjem rasta, 

uzorkovanjem i kvantifikacijom selena, moguće je odrediti momenat kada gljiva 

usvaja najvińe selena u skladu sa prinosom biomase. Zakljuĉili su da je to u ovom 

sluĉaju bilo posle 7 dana gajenja, nakon ĉega se starenjem micelije sadrņaj selena 

postepeno smanjuje. 
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5.6.1. OdreĊivanje antifungalne aktivnosti preparata Sel-Plex
® 

 

Veliki broj organizama izazivaĉa bolesti, ukljuĉujući i plesni prisutan je u 

proizvodnom kompostu i pokrivki u gajilińtima industrijskih gljiva gde nanose veliku 

ńtetu (Hatvani et. al., 2007). S obzirom na ĉinjenicu da nekontrolisana upotreba 

fungicida dovodi do pojave sve većeg broja rezistentnih sojeva mikroorganizama uz 

prateće neņeljene efekte, nauĉna istraņivanja se usmeravaju ka pronalaņenju novih 

preparata iz prirodnih izvora kao ńto su biljke i gljive (Sokovic and Van 

Griensven,2006).  Na osnovu navedenog, jedan od ciljeva istraņivanja bio je 

ispitivanje antifungalne aktivnosti selenskog kvasca, preparata Sel-Plex
®
 na patogene 

plesni, nalaņenje nejefektnije koncentracije preparata i kao takvog aplikacija u 

proizvodnji selenom obogaćenih industrijskih gljiva. Efikasnost preparata Sel-Plex
®

 

kao fungicida joń nije dokumentovana.  

Antifungalna aktivnost razliĉitih koncentracija preparata Sel-Plex
®

 

odreĊivana je za pet sojeva plesni: Verticillium fungiola var. fungiola V1V3, 

Trichoderma harzianum P1T6, Trichoderma harzianum Ko1T6, Mycogone perniciosa 

P1M2, i Cladobotryum dendroides Kal1C6. Rezultati ukazuju na snaņno fungistatiĉko 

delovanje preparata na mikopatogene u gajilińtima gljiva (Slika 21). Ĉetiri od pet 

plesni je inhibirano korińćenjem visokih koncentracija organskog izvora selena (150 

ppm) u poreĊenju sa pozitivnom kontrolom. Na mestima negativne kontrole i niņih 

koncentracija preparata, micelija je potpuno prorasla tj., bila je otporna na preparat. 

Sel-Plex
®
 nije znaĉajno inhibirao rast gljive Verticillium fungiola var. fungiola V1V3. 

Porast micelije na sladnom agaru sa dodatim preparatom Sel-Plex
®
 u poreĊenju sa 

kontrolom, prikazan je na slici 21. Rezultati ukazuju na to da porast ispitivanih 

antagonistiĉkih gljiva moņe da se inhibira dodavanjem preparata selenskog kvasca u 

proizvodni supstrat. Razlika u porastu plesni na agaru bez i sa selenom statistiĉki je 

znaĉajna (P<0.05). Znaĉajno se razlikovao porast plesni Verticillium fungiola var. 

fungiola V1V3 od porasta ostalih plesni. V1V3 je inhibirana dodatkom ĉak i niņih 

koncentracija Se u podlogu, 50 µg/mL. Rast micelijuma plesni u svim tretmanima 

bio je kontinuirano i znaĉajno supresiran povećanom koncentracijom selena u 

podlozi (P<0.05).  

E 
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Slika 21. Test antifungalne aktivnosti preparata Sel-Plex
®
.  (A) Mycogone perniciosa 

P1M2,  (B) Cladobotryum dendroides Kal1C6, (C) Trichoderma harzianum Ko1T6, (D) 

Trichoderma harzianum P1T6 sa dodatim preparatom Sel-Plex
®
 koncentracije: 0, 25, 

50, 100 i 150 Se/ml i pozitivnom kontrolom (+). 

 

 

A 
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Slika 22. (A) Verticillium fungiola var. fungiola V1V3 , (B) Trichoderma harzianum 

P1T6, (C) Trichoderma harzianum Ko1T6, (D) Mycogone perniciosa P1M2, (E) 

Cladobotryum dendroides Kal1C6,  Tabela 2. Antifungalna aktivnost preparata 

Sel-Plex
®
 na mikopatogene. Zona inhibicije odreĊena je merenjem preĉnika 

micelijuma (mm). 

 

 

B 

D 

C 

A 

E 



Doktorska disertacija, Milena D. Savić  

 

122 

 

IC50 vrednosti dobijene iz rezultata antifungalne aktivnosti prikazane su u 

Tabeli 23. Vrednost IC50 za Sel-Plex
®

 izraņena kao koncentracija selena, kretala se 

od 31.63 µg/g do 574.4 µg/g. Sel-Plex
®
 ima snaņno fungistatiĉko delovanje na 

Cladobotryum dendroides (IC50 je 31.63 µg/g Se). Primećen je nizak inhibitorni 

efekat preparata na gljive Trichoderma harzianum Ko1T6 i Verticillium fungiola var. 

fungiola V1V3. Za inhibiciju rasta ove dve vrste za 50%, potrebna je 7-18 puta veća 

koncentracija organskog jedinjena selena (Slika 22).  

 

Tabela 23. IC50 vrednosti antifungalne aktivnosti preparata Sel-Plex
® 

 

Indikator mikroorganizmi IC50 (µg/g Se) 

Trichoderma harzianum Ko1T6 229 

Trichoderma harzianum P1T6 64.6 

Mycogone perniciosa P1M2 67.6 

Cladobotryum dendroides Kal1C6 31.63 

Verticillium fungiola var. fungiola V1V3 574.4 

 

Rezultati ukazuju na potencijal korińćenja selenskog kvasca za proizvodnju selenom 

obogaćenih gljiva, sa snaņnim fungistatiĉkim delovanjem na mikopatogene plesni, 

izazivaĉe ńtete u gajilińtima industrijskih gljiva. 

Najefikasnije koncentracije selenskog kvasca koje su inhibirale rast plesni 

jesu koncentracije 70-200 µg/g selena. Dodavanjem koncentracije od 100 mgSe/kg 

supstrata, selen će usporiti fruktifikaciju gljiva za par dana, ali će plodonosna tela 

usvojiti visoke koncentracije selena, oko 100 µg/g za Pleurotus spp. raĉunato na 

suvu masu gljive. Na ovaj naĉin postignut je dvostruki efekat gajenja gljiva sa 

dodatkom selenskog kvasca u proizvodni supstrat-smanjenje kontaminacije u 

supstratu i dobijanje plodonosnog tela gljive sa visokim sadrņajem selena, dovoljnim 

za zadovoljenje dnevnih potreba ĉoveka.   
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6. ZAKLJUĈCI 

 

Cilj ovog rada bio je da se ispita uticaj selena u obliku neorganske soli 

selenita, organskog kompleksnog jedinjenja karbazona i selenskog kvasca u cilju 

nalaņenja novog izvora ovog elementa koji će dobro uticati na prinos biomase i 

dobijanje novog dijetetskog suplementa.  

 

OdreĊivanje brzine rasta micelije 

 

            Praćen je uticaj selenskih jedinjenja na rast micelijuma komercijalnih sojeva 

gljiva Ganoderma lucidum, Lentinus edodes i Pleurotus spp. (Pleurotus         

ostreatus P70, Pleurotus ostreatus P80, Pleurotus cornucopiae i Pleurotus 

salmoneostramineus). Korińćeni su laboratorijski sojevi. Ispitivan je uticaj natrijum 

selenita koncentracije 1-100 µg/mL, kompleksa cink-selenosemikarbazona, 

Zn[(dapsesc)] koncentracije 1-50 µg/mL i selenskog kvasca- komercijalnog 

preparata Sel-Plex
®
 (Alltech Inc., Lexington, USA) koncentracije 1-100  µg/mL. 

Micelijarni rast meren je kao preĉnik rasta ĉiste kulture na agaru sa dodatkom 

razliĉitih koncentracija jedinjenja sa selenom.  

            Neorganska so, natrijum selenit je delovala najtoksiĉnije na rast micelijuma 

bukovaĉe. Snaņno inhibitorno delovanje primećeno je već pri najmanjim 

koncentracijama. Za P. ostreatus selenski kvasac se pokazao kao najbolji dodatak 

selena i u manjim koncentracijama stimulisao je rast micelije. Kompleksno jedinjenje 

u manjim koncentracijama je takoĊe delovalo stimulativno na rast micelijuma gljiva. 

Rast gljive G. lucidum bio je stimulisan neorganskim jedinjenjem selena, a najveću 

stimulaciju rasta pokazao je selenski kvasac. Kada je u pitanju gljiva L. edodes, 

najbolji izvor selena bio je natrijum selenit, a kompleksno jedinjenje i Sel-Plex nisu 

bili zadovoljavajuĉi izvor selena zbog velikog inhibitornog delovanja na rast 

micelijuma već pri niņim koncentracijama.  
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            Usvajanje selena u plodonosna tela gljiva Pleurotus spp. 

 

U radu je ispitivana mogućnost akumulacije i transformacije selena iz selenita 

(100 mg Se/kg supstrata), selenskog kvasca (100 mg Se/kg supstrata) i kompleksnog 

jedninjenja (50 mg Se/kg supstrata) u plodonosno telo modela gljive P.ostreatus P70 

proizvedene u laboratorijskim uslovima. Kod ostalih ispitivanih sojeva (P. ostreatus 

P80, P. salmoneostramineus i P. cornucopiae) koji su odgajani u gajilińtu ʺMycorex 

Mushroom Limitedʺ (Larnak, Cyprus), praćena je samo mogućnost usvajanja selena 

iz selenskog kvasca (100 mg Se/kg supstrata) kao najpogodnijeg izvora selena. 

Gljive su proizvedene u industrijskim uslovima. Ukupan sadrņaj selena u gljivama 

odreĊen je na ureĊaju ICP-OES nakon kiselinske hidrolize sa vodonik peroksidom i 

azotnom kiselinom. 

1. Selen iz Na2SeO3 koncentracije 100 mg/kg efektno je usvojen iz supstrata i 

akumuliran u plodonosno telo P. ostreatus P70 (120 µg Se/g suve mase). Nije 

uoĉena razlika u morfologiji plodonosnog tela bez i sa dodatim selenom. Selen je iz 

organskog kompleksnog jedinjenja uspeńno usvojen i akumuliran u plodonosna tela 

gljive. Sadrņaj selena u obogaćenoj gljivi kretao se u proseku 65 µg/g. Nije 

primećena razlika u izgledu plodonosnih tela bez i sa dodatim selenom.  

2. Izuĉavane vrste gljiva imaju razliĉitu mogućnost apsorpcije selena dodatog 

u supstrat u formi selenskog kvasca. Fruktifikacija je kasnila 3-5 dana kod uzoraka sa 

dodatim selenskim kvascem u koliĉini od 50 mg/kg Se. Ukupan sadrņaj selena je bio 

najveći kod soja P. salmoneostramineus 197.93 µg/g, zatim P. ostreatus P80     

137.84 µg/g, P. cornucopiae 122.11 µg/g,  P. ostreatus P70 133.12 µg/g.  

3. Usvajanje i prisustvo metala u plodonosnom telu gljiva zavisi od ekolońkih 

faktora, genetskih karakteristika svake vrste pojedinaĉno, starosti gljive, kao i oblika 

u kom se elementi nalaze u zemljińtu. Supstrat odreĊuje mobilnost i dostupnost 

metala. Korińćenje selenskog kvasca je potencijalni izvor Se sa nizom prednosti.  

Izloņenost neorganskim jedinjenjima Se izaziva kratkoroĉne i dugoroĉne zdravstvene 

probleme kod ĉoveka. Dodatkom visokih koncentracija Sel-Plex
® 

u supstrat, 70-    

100 mg/kg Se, selen će usporiti rast gljiva 3-5 dana, ali će plodonosna tela usvojiti 
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visok sadrņaj selena, u proseku oko 100µg/g za Pleurotus spp. raĉunato na suvu 

masu uzorka. 

 

            Nutritivni sastav gljiva sa selenom 

 

Ispitivan je hemijski sastav gljiva u cilju utvrĊivanja uticaja selena na 

eventualnu razliku u hemijskom sastavu i praćenja transformacije usvojenog selena u 

plodonosnom telu.  OdreĊivan je ukupan sadrņaj ugljenih hidrata, proteina, lipida i 

fenola i meren je ukupan sadrņaj selena u proteinima i polisaharidima odgovornim za 

akumulaciju najvećeg dela selena.  

1. Sadrņaj ukupnih ugljenih hidrata u celim gljivama odreĊen je 

kolorimetrijski korińćenjem fenol-sumporne metode uz D-glukozu kao standard. 

Postojala je statistiĉki znaĉajna razlika u sadrņaju ugljenih hidrata izmeĊu svih sojeva 

bukovaĉe obogaćene selenom, 20-42.89%. Kod svih ispitivanih sojeva, sadrņaj 

ukupnih ugljenih hidrata u gljivama obogaćenim selenom iz kvasca bio je do 25% 

veći u odnosu na kontrolu. Kada se posmatra uticaj neorganskog jedinjenja ili 

kompleksa, razlika u rezultatu izmeĊu kontrolnog i obogaćenog uzorka nije 

statistiĉki znaĉajna. Dobijeni rezultati svakako potvrĊuju da se selen vezuje za 

ugljene hidrate kao i to da vrsta jedinjenja selena verovatno utiĉe na ekstraktibilnost 

ugljenih hidrata.  

2. Ukupan selen u proteinima odreĊen je na ureĊaju ICP-OES. Uzorak je 

ektrahovan u Tris-HCl (pH 7.5) puferu nakon ĉega je izvrńana precipitacija 

acetonom. Razlika u sadrņaju nepreĉińćenih proteina najpre je izazvana razlikama u 

vrsti, ali i u proizvodnom supstratu i uslovima gajenja gljive. UtvrĊeno je da postoji 

znaĉajna razlika u proteinskom sadrņaju izmeĊu razliĉitih sojeva sa dodatim selenom 

iz kvasca (13.31-23%). TakoĊe je utvrĊeno i da razliĉita jedinjenja selena kod          

P. ostreatus P70 dovode do znaĉajne razlike u sadrņaju proteina (11.32-13.24%). 

Samo je sadrņaj proteina kod gljive obogaćene selenom iz neorganske soli (11.32%) 

bio znaĉajno niņi u odnosu na kontrolu.  

3. Sadrņaj lipida u plodonosnom telu gljiva odreĊen je postupkom koji je 

opisan u AOAC, 1995. Sadrņaj lipida se u gljivama sa dodatim selenom kretao 1.71-
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3.09%. Nije postojala statistiĉki znaĉajna razlika izmeĊu uzoraka sa i bez povećanog 

sadrņaja selena. Kod svih ispitivanih sojeva, pri dodatku selena iz selenskog kvasca 

dońlo je do smanjenja u sadrņaju lipida, meĊutim kod P. ostreatus P70 sa dodatkom 

selena iz kompleksa ili neorganske soli, sadrņaj ukupnih lipida je bio veći u odnosu 

na kontrolne uzorke. Prisutan selen je menjao koncentraciju lipida, ali ne znaĉajno. 

4. Sadrņaj ukupnih fenola odreĊen je spektrofotometrijski korińćenjem Folin-

Ciocalteu reagensa. Sadrņaj fenola je kod gljiva sa selenom bio za oko 30-40% veći u 

odnosu na sadrņaj fenola kod kontrolnih gljiva, osim u sluĉaju dodavanja kompleksa 

[Zn(dapsesc)] gde je sadrņaj fenola bio neńto manji u odnosu na druge uzorke gljive            

P. ostreatus P70. Povećan sadrņaj fenola moņe imati veze sa inhibicijom enzima 

polifenoloksidaze seleno-komponentama kao snaņnim antioksidantima. Iz tog 

razloga se moņe pretpostaviti da su gljive sa selenom snaņniji antioksidansi u odnosu 

na gljive bez dodatog selena.  

 

Hemijska karakterizacija polisaharidnih ekstrakata sa selenom 

 

Radi praćenja transformacije usvojenog selena u plodonosnom telu gljive, 

raĊena je hemijska karakterizacija nepreĉińćenih vrelih vodenih i alkalnih ekstrakata 

polisaharida. OdreĊivan je ukupan sadrņaj selena, ugljenih hidrata, β-glukana, 

proteina, i fenola u ekstraktima. TakoĊe je uraĊena strukturna analiza ekstrakta      

FT-IR spektroskopijom i odreĊen je monosaharidni sastav HPLC metodom. Za 

dobijanje polisaharidnog ekstrakta iz plodonosnog tela gljiva korińćen je postupak 

ekstrakcije vrelom vodom  i alkalne ekstrakcije uz alkoholnu precipitaciju sa 96% 

etanolom na hladnom, 24h. 

1. Nakon obogaćivanja gljiva selenom, primećeno je znaĉajno smanjenje 

prinosa polisaharidnih ekstrakata, kako vodenih tako i alkalnih najverovatnije kao 

posledica smanjenja njihove rastvorljivosti vezivanjem selena. Kod svih ekstrakata, 

primećena je negativna korelacija izmeĊu prinosa ekstrakata i sadrņaja selena u 

uzorcima gljiva. Prinos polisaharida dobijenih vrelom alkalnom ekstrakcijom bio je 

veći u odnosu na prinos vrelom vodenom ekstrakcijom. Pretpostavlja se da je razlog 

ovome to ńto je vreli alkalni tretman bio efektivniji u degradaciji ćelijskog zida i 
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vodo nerastvornih materijala koje su zaostale nakon izdvajanja vodorastvornih 

komponenata.  

2. Ispitivanjem sadrņaja ukupnog selena u vrelim vodenim (merenje na ICP-

OES nakon kiselinske hidrolize), a i alkalnim polisaharidnim ekstraktima gljiva, 

uoĉeno je da se vrlo visok sadrņaj selena zadrņava u polisaharidima. U poreĊenju sa 

polisaharidom izolovanim iz plodonosnog tela gljive P. ostreatus P70 obogaćene 

selenom iz neorganskog izvora, organski je u većoj meri inkorporiran u polisaharidu. 

Poredeći rezulate dobijene za sojeve gljiva obogaćene selenom iz kvańĉevog 

preparata, koncentracija selena u obogaćenim uzorcima bila je znaĉajno veća u 

odnosu na kontrolne uzorke. Dokazana pozitivna korelacija izmeĊu celih gljiva i 

vodenih (r=0.895) i alkalnih ektstrakata (r=0.725) kada je reĉ o sadrņaju selena. 

Statistiĉkom analizom, utvrĊeno je postojanje najmanje duplo veće koncentracije 

selena u vrelim vodenim nego u alkalnim polisaharidnim ekstraktima, ńto znaĉi da se 

selen najvećim delom zadrņava u vodorastvornim komponentama. Alkalni ekstrakt 

gljive P. salmoneostramineus imao je najveću koncenntraciju selena i znaĉajno se 

razlikovao u odnosu na sve ostale sojeve.  

3. Prisutan selen koji se vezuje za ugljene hidrate, uticao je na sadrņaj 

ukupnih ugljenih hidrata u polisaharidnim ekstraktima kako vrelim vodenim tako i 

alklanim. Koncentracija ugljenih hidrata u vrelim vodenim ekstraktima sa 

povećanom koncentracijom selena za P. cornucopiae, P. salmoneostramineus,         

P. ostreatus P80 i P.ostreatus P70 kretala se redom 225.6 mg/g, 457.6 mg/g, 412 

mg/g i 420.4 mg/g . Razlika u odnosu na kontrolne gljive nije bila znaĉajna. S 

obzirom na to da su u pitanju nepreĉińćeni vreli vodeni ekstrakti, pretpostavlja se da 

su na prinos pored prisutnog selena uticale i druge prisutne komponente u ekstraktu, 

ńto ponovo zavisi od sojeva gljive. TakoĊe, kao u sluĉaju vrelog vodenog ekstrakta, u 

alkalnim ekstraktima gljiva sa povećanim sadrņajem selena P. cornucopiae,              

P. salmoneostramineus, P. ostreatus P80 i P. ostreatus P70 sadrņaj ukupnih ugljenih 

hidrata bio je veći u odnosu na kontrolne ekstrakte 684.3 mg/g, 665 mg/g,           

696.4 mg/g i 577.2 mg/g. Moguće je da veći sadrņaj ovih polisaharida predstavlja vid 

odbrane od oksidativnih ońtećenja. TakoĊe, moguć je uticaj seleno jedinjenja na 
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enzime gljive. U alkalnim ekstraktima bilo je vińe ugljenih hidrata kao posledica 

razgradnje ćelijskog zida pod uticajem rastvaraĉa. 

4. Korińćenjem beta glukan kita Mushroom and Yeast β-glucan Assay 

Procedure, utvrĊeno da se sadrņaj β-glukana u vrelim vodenim ekstraktima sa 

povećanom koncentracijom selena kretao 26.1-138.2 mg/g suve mase ekstrakta. Kod 

svih vrelih vodenih ekstrakata sa povećanim sadrņajem selena, detektovan je 

znaĉajno vińi sadrņaj      β-glukana. U sluĉaju soja P. ostreatus P70, kod vodenog 

ekstrakta sa selenom dobijenom iz gljive koja je rasla na supstratu sa neorganskim 

selenom i kompleksom, dońlo je do statistiĉki znaĉajnog smanjenja sadrņaja              

β-glukana. Iz ovoga se pretpostavlja da vrsta jedinjenja korińćenja u suplementaciji 

ima vaņnu ulogu u sadrņaju glukana i prednost je u korińćenju organskog jedinjenja 

selena. Primećeno je da se u alkalnim ekstraktima nalazilo i do pet puta vińe             

β-glukana u odnosu na odgovarajuće vrele vodene ekstrakte. U svim uzorcima, osim 

u ekstraktima gljive P. salmoneostramineus, sadrņaj β-glukana bio je statistiĉki 

znaĉajno manji u odnosu na kontrolu, 100.7-224.8 mg/g suve mase ekstrakta. 

5. Kod vodenog i alkalnog ekstrakta svih uzoraka, postojala je znaĉajna 

razlika u sadrņaju fenolnih jedinjenja izmeĊu kontrolnih i ekstrakata sa povećanim 

sadrņajem selena dobijenih kod svih dodavanih seleno jedinjenja. U vrelim vodenim 

ekstraktima, ukupan sadrņaj fenola kod uzoraka sa povećanim sadrņajem selena bio 

je za oko 10-30% veći u odnosu na kontrolne uzorke, osim u sluĉaju uzorka sa 

dodatkom selena iz kompleksa  [Zn(dapsesc)]. Sadrņaj fenolnih jedinjenja u 

obogaćenim ekstraktima selenom iz kvasca kretao se od 3.82 mg/g do 15.6 mg/g. 

Kod alkalnih ekstrakat efekat je bio suprotan, ukupan sadrņaj fenola kod uzoraka sa 

poveĉanim sadrņajem selena bio je i do 80% manji u odnosu na kontrolne uzorke.  

6. Koncentracija proteina u ekstraktima polisaharida odreĊena je 

spektrofotometrijski metodom po Bradfordu. Sadrņaj ukupnih proteina za vrele 

vodene ekstrakte sa povećanim sadrņajem selena kretao se 327-526 mg/g, a u 

alkalnim ekstraktima sa selenom 13.3-23.9 mg/g suve mase ekstrakta. U vodenim 

ekstraktima dobijenim iz selenom obogaćenih P. cornucopiae,                                   

P. salmoneostramineus i P. ostreatus P80 dobijeno je znaĉajno veći prinos proteina u 

odnosu na kontrolne ekstrakte. Kod gljive P. ostreatus P70, bilo je obrnuto, s tim ńto 
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je najveći udeo proteina naĊen u ekstraktima iz gljive sa dodatim neorganskim 

selenom u odnosu na druga dva organska izvora. Najveći deo proteina izdvojen je 

vrelom vodenom ekstrakcijom dok se alkalnom ekstrakcijom izdvaja do 20 puta 

manje proteina. Ovim se takoĊe objańnjava znatno niņa koncentracija selena u 

alkalnim ekstraktima.   

            7. Polisaharidni ekstrakti predstavljaju meńavinu polisaharida, proteina i 

polifenola koji su i dalje prisutni nakon vrele vodene/alkaline ekstrakcije i 

alkhoholne precipitacije iz ĉega se izvodi generalan zakljuĉak da na nutritivni sastav 

utiĉe ne samo dodatak selena već i vrsta, starost, uslovi gajenja gljive, oblik 

jedinjenja selena dodat u podlogu i kasnije postupak ekstrakcije korińćen u pripremi 

polisaharida. Vrela vodena ekstrakcija praćena alkoholnom precipitacijom nisu bile 

dovoljan uslov za potpuno uklanjanje proteina iz ekstrakta. Iz priloņenog se vidi da 

su nepreĉińćeni vreli vodeni ekstrakti zapravo kompleks polisaharida i proteina, ĉime 

se i objańnjava visok procenat selena koji je kvantifikovan u ekstraktima. 

8. U cilju odreĊivanja prisutnih glikozidnih veza u polisaharidnim 

ekstraktima gljiva, uzorci su analizirani FT-IR spektroskopskom metodom, 

presovanjem KBr diskova. Dobijeni FT-IR spektri ukazuju na to da polisaharidni 

ekstrakti imaju spektre karakteristiĉne za ugljene hidrate. Vreli vodeni ekstrakti 

dobijeni iz uzoraka gljiva obogaćenih selenom iz kvasca imali su izraņenije pikove α- 

i β-glikozidnih veza nego kontrolni ekstrakti. TakoĊe, samo kod ovih uzoraka 

detektovane su slabe apsorpcione trake karakteristiĉne za hemicelulozu. Posmatrajuci 

alkalne ekstrakte, jedino su spektri karakteristiĉni za α-glukane bili sliĉni u uzorcima 

sa i bez dodatog selena. Apsorpcione trake karakteristicne za β-glukane bile su 

intenzivnije u kontrolnim ekstraktima nego u ekstraktima sa dodatim selenom za sve 

sojeve gljiva. Pretpostavlja se da se selen vezuje za ugljene hidrate i moguće je da je 

tokom alkaline ekstrakcije oteņana ekstrakcija usled prisustva selena. U alkalnim 

ekstraktima najvećeg broja uzoraka pik karakteristiĉan za β-glukan bio je odsutan, 

ńto ukazuje na to da vrela alkalna ekstrakcija degradira polisaharide naroĉito u 

osnovnom nizu. Na osnovu dobijenih rezultata, moņe se izvesti zakljuĉak da 

kombinacija selena verovatno ne utiĉe na glavnu strukturu polisaharida. Pored 

navedenog, snimljeni spektri ukazuju i na prisustvo proteinske strukture, feonolne 



Doktorska disertacija, Milena D. Savić  

 

130 

 

komponente ĉime se ukazuje na prisustvo aromatiĉnih jedinjenja, verovatno 

pigmenata. Pikovi koji ukazuju na prisustvo hitina, tako da se pretpostavlja da su α-

glukani kovalentno vezani za druge polimere kao ńto je hitin za koji se smatra da je 

glavna fibrilarna komponenta polisaharida u ćelijskom zidu vrsta gljive Pleurotus.  

9. OdreĊen je monosaharidni sastav polisaharidnih ekstrakata za 10 

monosaharida. Polisaharidni ekstrakti hidrolizovani su sa triflorsirćetnom kiselinom. 

Pre analize vrńena je PMP derivatizacija uzoraka i uzorci su analizirani na RP-HPLC 

ureĊaju. Kod svih ispitivanih sojeva, najzastupljeniji monosaharidi bili su redom 

glukoza, galaktoza i manoza. Jedino se za sve ekstrakte ispitivanih sojeva gljive 

moņe zakljuĉiti da se nivo glukoze povećava u alkalnim ekstraktima u odnosu na 

vrele vodene. Sadrņaj galaktoze i manoze je zavisio od soja i vrste gljive. Moņe se 

pretpostaviti da kod soja P70 i sam tip jedinjenja selena i naĉin ekstrakcije utiĉe na 

monosaharidni sastav polisaharida. Kod gljive P. salmoneostramineus fukoza je bila 

znaĉajno prisutna kod vrelih vodenih ekstrakata, i to 2.82-6.64%. Moguće je da na 

detekciju monosaharida uticaj vrńe i druge prisutne komponente koje oteņavaju 

detekciju. Nije bilo znaĉajne razlike u monosaharidnom sastavu izmeĊu kontrole i 

obogaćenih uzoraka, kao ni izmeĊu vodenih i alkalnih ekstrakta. Ostali detektovani 

monosaharidi su takoĊe komparabilni, ali su prisutni u znatno manjoj koncentraciji 

sa dosta niskim pikovima u odnosu na navedena 3 heksozna monosaharida. Moņe se 

izvesti zakljuĉak da na monosaharidni sastav ekstrakata utiĉu tip selenojedinjenja, soj 

gljive, uslovi gajenja, starost gljive i rastvorljivost u razliĉitim rastvaraĉima. Razlika 

u monosaharidnom sastavu nepreĉińćenih vrelih vodenih i alkalnih ekstrakata moņe 

se objasniti time ńto su vodorastvorni polisaharidi nerastvorni u alkalijama i obrnuto. 

Ovo utiĉe na razliku u monosaharidnom sastavu. Tokom alkalne ekstrakcije, ćelijski 

zid se razara i intramolekulski polisaharidi prelaze u rastvaraĉ.  

 

Hemijska karakterizacija proteina sa selenom 

Sadrņaj proteina u gljivama zavisi od sastava supstrata, od talasa, vremena 

berbe i vrste. Sadrņaj proteina se brzo smanjuje tokom stajanja ubrane gljive. Cilj 

praćenja transformacije selena u proteinima je izmeĊu ostalog poboljńanje statusa 
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bioaktivnih proteina u gljivama, njihov biomedicinski potencijal i buduće 

perspektive u razvijanju novih farmaceutskih proizvoda iz gljiva.  

1. Ukupan sadrņaj selena u vodorastvornim proteinima odreĊen je na ICP-

OES ureĊeju. Dobijeni rezultati ukazuju na ukupan sadrņaj selena u proteinima od 

54.68-134.6µg/g raĉunato na suvu masu. Udeo selena u proteinima u odnosu na celu 

gljivu bio je u proseku 44.45-70.34%, ńto je u skladu sa rezultatima istraņivanja 

drugih autora. 

2. Jedan od zadatih ciljeva rada je i odreĊivanje proteinskog sastav gljiva kroz 

aminokiselinski sastav. Naroĉita paņnja je usmerena na sadrņaj aminokiselina 

metionina i selenometionina kod plodnosnog tela sa velikom koncentracijom selena. 

UraĊena je kvantifikacija 15 esencijalnih aminokiselina i dodatno selenometionina za 

sve ispitivane vrste roda Pleurotus. Aminokiselinski sastav plodonosnog tela gljiva 

odreĊen je na HPLC ureĊaju. Za detekciju selenometionina i metionina primenjen je 

postupak bazne hidrolize sa 5M NaOH na 110°C u trajanju od 16h. Nakon 

neutralizacije, uraĊena je OPA derivatizacija uzoraka. UtvrĊeno je da se 

aminokiselinski sastav razliĉitih vrsta gljiva nije meĊusobno razlikovao. TakoĊe, 

utvrĊeno je da nije postojala statistiĉki znaĉajna razlika izmeĊu gljive sa i bez 

povećanog sadrņaja selena za sva ispitivana jedinjenja selena u gljivama, kada je reĉ 

o esencijalnim aminokiselinama. To znaĉi da zapravo prisutan selen ne menja 

aminokiselinski profil gljiva, osim kada je reĉ o aminokiselinama sa sumporom.  

Aminokiselinska analiza Pleurotus vrsta ukazuje na dominantne glutaminsku 

kiselinu (13.13-28.46 mg/g suve mase) i asparaginsku kiselinu 6.81-12.55 mg/g suve 

mase. Razlog moņe biti taj ńto su ove aminokiseline prekursori iz kojih se formiraju 

boĉni lanci aminokiselina i to su skladińne forme azota. U svim gljivama sa 

povećanim sadrņajem selena, metionina je bilo vińe u odnosu na selenometionin.  

Odnos ove dve aminokiseline kod P. ostreatus P80 je oko 10:1, P. cornucopiae 7:1, 

P. salmoneostramineus 9.5:1, a za P. ostreatus P70 0.8:1-2:1 zavisno od vrste 

dodatog jedinjenja. To znaĉi da supstrat na kojem se gljiva gaji i parametri gajenja 

znatno utiĉu na odnos ove dve dobijene kiseline s obzirom na to da je jedino gljiva    

P. ostreatus P70 gajena u drugaĉijim uslovima u odnosu na ostale. Kod analize 

aminokiselinskog sastava, dokazano je da je selenski kvasac bio najbolji izvor selena 
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u odnosu na druga dva jedinjenja. Ovim se potvrĊuje da nepreĉińćeni ekstrakti 

proteina zbog dodatnih neĉistoća ne daju dovoljno precizne rezultate za tvrdnju o 

raspodeli selena u plodonosnom telu gljive. 

3. Molekulske mase vodorastvornih proteina gljiva analizirane su 

korińćenjem natrijum dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforeze (SDS-PAGE) 

metodom po Laemmli-ju. Ovaj tip elektroforeze vrńen je na 4% koncentrińućem i 

10% razdvajajućem poliakrilamidnom gelu. Dobijene frakcije su razvrstane prema 

molekulskoj masi. Uzorci gljive su imali ńirok opseg proteinskih frakcija, od oko 9.5-

110 kDa. Raspored frakcija na SDS-PAGE gelu pokazuje postojanje znaĉajne 

intraspecijske razlike. Proteinske frakcije od oko 15 kDa i izmeĊu 30 i 40 kDa bile su 

dominantne za sve prouĉavane sojeve. IzmeĊu sojeva i vrsta prouĉavanih gljiva bilo 

je primetne razlike u prisutnim proteinskim frakcijama, meĊutim prisutan selen u 

razliĉitim oblicima nije uticao na promenu molekulskih masa. U soju                            

P. ostreatus P70, dominantne su bile frakcije od oko 46 kDa, 36 kDa i 18 kDa. U 

soju   P. salmoneostramineus, od oko 36 kDa i 17 kDa, a u soju P. ostreatus P80 od 

oko 40 kDa, 33k Da i 18 kDa. U soju P. cornucopiae, dominantne su bile frakcije od 

oko 48 kDa, 40 kDa i 18 kDa. 

 

Optimizacija procesa proizvodnje gljiva 

 

U cilju definisanja naĉina za ńto efikasnije obogaćivanje gljiva selenom iz 

selenskog kvasca, u suvi supstrat za gajenje bukovaĉe dodat je selenski kvasac u 

koncenracijama 25, 50, 75 i 100 mg/kg suve mase supstrata.  Gljiva je rasla u 

laboratorijskim uslovima pod kontrolisanim parametrima. Sposobnost apsorpcije 

selena se smanjivala proporcionalno sa povećanjem koliĉine selena dodatog u sustrat. 

Toksiĉni efekat na rast gljiva pojavio se dodavanjem kvasca sa 75 mg/kg Se i vińe. 

Plodonosna tela dobijena u drugom talasu imala su oko 50% manje Se od onih u 

prvom talasu. Mogućnost usvajanja selena iz selenskog kvasca potvrĊena je i na 

gljivi Agaricus bisporus kada je aplikacija selenskog kvasca izvrńena u tri stadijuma 

proizvodnje: nakon zasejavanja, nakon pokrivanja, nakon grabuljanja. Gljiva 

Agaricus bisporus najvińe selena je usvojila u plodonosno telo dodatkom selenskog 
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kvasca u kompost odmah nakon inokulisanja micelijumom. Velika razlika u koliĉini 

usvojenog selena, zavisno od trenutka aplikacije, objańnjava se ĉinjenicom da se 

selen zadrņao u pokrivci jer u kasnijim fazama gljiva ima slabiju sposobnost 

apsorpcije selena.  

Najefikasnije koncentracije selenskog kvasca koje su inhibirale rast plesni 

jesu koncentracije 70-200 µg/g selena. Preparat je pokazao fungistatiĉko delovanje 

na mikopatogene gljive. Dodavanjem koncentracije od 100 mgSe/kg supstrata, selen 

će usporiti fruktifikaciju gljiva za par dana, ali će plodonosna tela usvojiti visoke 

koncentracije selena, oko 100 µg/g za Pleurotus spp. raĉunato na suvu masu gljive. 

Na ovaj naĉin postignut je dvostruki efekat gajenja gljiva sa dodatkom selenskog 

kvasca u proizvodni supstrat-smanjenje kontaminacije u pogonima i dobijanje 

plodonosnog tela gljive sa visokim sadrņajem selena, dovoljnim za zadovoljenje 

dnevnih potreba ĉoveka.   

 

Rezultati celokupnog istraņivanja ukazuju na to da jestive gljive imaju nizak 

sadrņaj selena u plodonosnom telu, ĉime se potvrĊuje problem deficita u ishrani 

usled osiromańenosti zemljińta. Dobijeni rezultati ukazuju na to da gljive mogu da 

akumuliraju selen iz neorganskih i organskih jedinjenja selena. Prema rezultatima 

eksperimenata, najvećim delom se selen inkorporira u polisaharidnim i proteinskim 

frakcijama rastvornim u vodi. Jednim delom selen se nalazi i u obliku 

selenometionina kako je i pretpostavljeno. U daljem istraņivanju je potrebno dobiti 

preciznije rezultate koji se odnose na transformaciju selena iz organskog jedinjenja 

selena, kao najpogodnijeg izvora selena za dobijanje obogaćenih gljiva. 
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8.1. PRILOG A 

 

Hromatogrami monosaharidnog sastava polisaharida gljiva Pleurotus spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.1.1. Monosaharidni sastav vrelog vodenog ekstrakta PO P70 K 
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   8.1.3. Monosaharidni sastav vrelog vodenog ekstrakta PO P70 Zn(dapsesc) 
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8.1.5. Monosaharidni sastav vrelog alkalnog ekstrakta PO P70 K 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.1.6. Monosaharidni sastav vrelog alkalnog ekstrakta PO P70 SP 
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8.1.7. Monosaharidni sastav vrelog alkalnog ekstrakta PO P70 Zn(dapsesc) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       8.1.8. Monosaharidni sastav vrelog alkalnog ekstrakta PO P70 SeO3
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8.1.9. Monosaharidni sastav vrelog vodenog ekstrakta PS K 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.1.10. Monosaharidni sastav vrelog vodenog ekstrakta PS SP 
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                  8.1.11. Monosaharidni sastav vrelog alkalnog ekstrakta PS K 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                         8.1.12. Monosaharidni sastav vrelog alkalnog ekstrakta PS SP 
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8.1.13. Monosaharidni sastav vrelog vodenog ekstrakta P80 K 

 

 

 

 

 

8.1.14. Monosaharidni sastav vrelog vodenog ekstrakta P80 SP 
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                           8.1.15. Monosaharidni sastav vrelog alkalnog ekstrakta P80 K 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.1.16. Monosaharidni sastav vrelog alkalnog ekstrakta P80 SP 
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8.1.17. Monosaharidni sastav vrelog vodenog ekstrakta PC K 

 

8.1.18. Monosaharidni sastav vrelog vodenog ekstrakta PC SP 
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8.1.19. Monosaharidni sastav vrelog alkalnog ekstrakta PC K 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.1.20. Monosaharidni sastav vrelog alkalnog ekstrakta PC SP 
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8.2. PRILOG B 

 

Hromatogrami aminokiselinskog sastava plodonosnih tela Pleurotus spp. 

 

8.2.1. Aminokiselinski sastav plodonosnog tela P.ostreatus P70, K 

8.2.2. Aminokiselinski sastav plodonosnog tela P.ostreatus P70, SP 
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8.2.3.  Met i Se-Met u plodonosnom telu P.ostreatus P70, SP 

 

 
 

8.2.4. Aminokiselinski sastav plodonosnog tela P.ostreatus P70, Zn(dapsesc) 
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8.2.5. Met i Se-Met u plodonosnom telu P.ostreatus P70, Zn(dapsesc) 

 

 

8.2.6. Aminokiselinski sastav plodonosnog tela P.ostreatus P70, SeO3
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8.2.7. Met i Se-Met u plodonosnom telu P.ostreatus P70, SeO3
2-

 

 

 

8.2.8. Aminokiselinski sastav plodonosnog tela P.ostreatus P80, K 
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8.2.9.  Aminokiselinski sastav plodonosnog tela P.ostreatus P80, SP 

 

 

8.2.10. Met i Se-Met u plodonosnom telu P.ostreatus P80, SP 
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8.2.11. Aminokiselinski sastav plodonosnog tela P.salmoneastreus, K 

 

8.2.12. Aminokiselinski sastav plodonosnog tela P.salmoneastreus, SP 
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8.2.13. Met i Se-Met u plodonosnom telu P.salmoneastreus, SP 

 

8.2.14. Aminokiselinski sastav plodonosnog tela P.cornucopiae, K 
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8.2.15. Aminokiselinski sastav plodonosnog tela P.cornucopiae, SP 

 

 

8.2.16. Met i Se-Met u plodonosnom telu P.cornucopiae, SP 
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8.3. PRILOG C 

 

FT-IR spektri dobijeni snimanjem polisaharidnih ekstrakt gljiva Pleurotus spp. 

 

 

8.3.1.  Spektar vrelog vodenog ekstrakta PO P70 K 

 

 

 

8.3.2. Spektar vrelog vodenog ekstrakta PO P70 SP 
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8.3.3. Spektar vrelog vodenog ekstrakta PO P70 Zn(dapsesc) 

 

 

8.3.4.  Spektar vrelog vodenog ekstrakta PO P70 SeO3
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8.3.5. Spektar vrelog alkalnog ekstrakta PO P70 K 

 

 

 

8.3.6.  Spektar vrelog alkalnog ekstrakta PO P70 SP 
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8.3.7. Spektar vrelog alkalnog ekstrakta PO P70 Zn(dapsesc) 

 

 

8.3.8. Spektar vrelog alkalnog ekstrakta PO P70 SeO3
2-
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8.3.9. Spektar vrelog vodenog ekstrakta PO P80 K 

 

8.3.10. Spektar vrelog vodenog ekstrakta PO P80 SP 
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8.3.11. Spektar vrelog alkalnog ekstrakta PO P80 K 

 

 

 

8.3.12. Spektar vrelog alkalnog ekstrakta PO P80 SP 
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8.3.13.  Spektar vrelog vodenog ekstrakta PC K 

 

 

8.3.14. Spektar vrelog vodenog ekstrakta PC SP 
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8.3.15.  Spektar vrelog alkalnog ekstrakta PC K 

 

 

8.3.16.  Spektar vrelog alkalnog ekstrakta PC SP 
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8.3.17. Spektar vrelog vodenog ekstrakta PS K 

 

 

 

8.3.18. Spektar vrelog vodenog ekstrakta PS SP 
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8.3.19.  Spektar vrelog alkalnog ekstrakta PS K 

 

8.3.20. Spektar vrelog alkalnog ekstrakta PS SP 
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