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REZIME

Lekovita svojstva gljiva baziraju se na prisustu velikog broja bioaktivnih jedinjenja kao
Sto su polisaharidi, terpenoidi, esencijalne amino kiseline, nukleotidi, nukleinske
kiseline, steroli, nezasi¢ene masne kiseline i drugi, kao i znacajnog sadrzaja makro- i
mikroelemenata i vitamina. Imaju sposobnost usvajanja neorganskog selena, njegove
transformacije u organske, bolje iskoristljive, forme i akumulacije.

Ciljevi istraZzivanja su bili: (1) pracenje prinosa biomase micelije 8 vrsta makromiceta i
efikasnosti apsorbcije selena pri kultivaciji u selenitom oboga¢enom medijumu, (2)
proucavanje efekta visokih koncentracija selena na produkciju micelije, morfologiju i
ultrastrukturu hifa, kao 1 na kapacitet apsorpcije i akumulacije kod Pleurotus ostreatus i
(3) odredivanje antioksidativnog, antifungalnog i citostatickog potencijala ekstrakata
neobogacene i selenom obogacene micelije odabranih vrsta.

Najvisi prinos biomase zabelezen je u medijumu bez selena, dok je u njegovom
prisustvu i sa povecanjem koncentracije uo€en linearni pad produkcije. Ganoderma
applanatum je imala naivisi prinos (27.8 g/L), dok je najmanja produkcija izmerena kod
Lenzites betulinus (5.2 g/L). Vrednosti apsorbovanog selena su se kretale u opsegu od
1.4 ng/g (Pleurotus eryngii) do 20.3 pg/g (P. ostreatus). Produkcija biomase P.
ostreatus je bila najveca u odsustvu selena (11.8 g/L), koncentracije od 5.0, 10.0 1 20.0
mg/L nisu imale efekat na rast micelije, viSe koncentracije su znacajno inhibirale prinos
biomase, a koncentracija od 1000.0 mg/L je bila MIC. Koli¢ina apsorbovanog selena se
kretala u opsegu od 251.2 pg/g (pri koncentraciji u medijumu od 5.0 mg/L) do 938.9
ug/g (20.0 mg/L), a procenat usvajanja od 3.6% (100.0 mg/L) do 53.3% (5.0 mg/L). Pri
koncentracijama od 100.0 mg/L i 500.0 mg/L uocena je pojava cigla-crvenkaste boje
micelije sa znafajnim morfoloskim 1 ultrastrukturnim promenama u poredenju sa
kontrolom: manja gustina hifa, tanak celijski zid sa izrazenim ekstracelularnim
matriksom, ucestalija septiranost a rede grananje hifa i pojava klamp-veza. CitoloSkom
analizom je utvrdeno da je selen akumuliran najve¢im delom u ¢elijskoj membrani i
vakuolama, dok su promene na ¢elijskom zidu bile neznatne. Antioksidativni kapacitet
neobogacenih 1 selenom obogacenih etanolnih ekstrakata micelije testiranih vrsta
zavisio je od vrste i koncentracije ekstrakta. Na osnovu ECsy vrednosti ekstrakata

antioksidativna aktivnost je opadala slede¢im redosledom: L. betulinus > G. lucidum >



G. applanatum > P. pulmonarius > P. ostreatus > P. eryngii > T. hirsuta > F. velutipes.
Prisustvo selena u miceliji znacajno je povecalo nivo neutralizacije DPPH radikala koji
je bio u korelaciji sa sadrzajem fenola koji se kretao u opsegu od 8.2 ng GAE/mg suvog
ekstrakta (7. hirsuta) do 35.0 pg GAE/mg suvog ekstrakta (L. betulinus 1 G.
applanatum). Produkcija flavonoida je zabeleZzena samo kod G. lucidum, P. eryngii i L.
betulinus u relativno malim koli¢inama, kako u odsustvu tako i u prisustvu selena.
Mikrodilucionom metodom je utvrden stepen osetljivosti 14 vrsta mikromiceta na
razlicite ekstrakte 1 njihove koncentracije. Ispitivani ekstrakti nisu imali inhibitorni
uticaj na rast Cladosporium sp., Microsporum gypseum i Trichophyton mentagrophytes,
C¢ak su neki stimulisali njihov rasta. Bazirano na MIC vrednostima ekstrakata
antifungalni kapacitet je opadao slede¢im redosledom: G. applanatum > T. hirsuta > L.
betulinus, P. pulmonarius > P. eryngii > G. lucidum, F. velutipes > P. ostreatus.
Nijedan od ekstrakata i koncentracija nije imao fungicidni efekat. Osetljivost testiranih
mikromiceta na komercijalni antimikotik, ketokonazol, je bila mnogo vec¢a u poredenju
sa ekstraktima. Etanolni ekstrakti micelije proucavanih vrsta, bez 1 obogaceni selenom,
su pokazali nisku citotoksi¢nu aktivnost prema HelLa i LS174 ¢elijama u poredenju sa
komercijalnim citostatikom cis-DDP. Na osnovu dobijenih ICsy vrednosti, citotoksicni
potencijal ekstrakata na ispitivane celijske linije je opadao slede¢im redosledom: 7.
hirsuta > G. applanatum > P. eryngii > F. velutipes > G. lucidum > P. pulmonarius >
L. betulinus > P. ostreatus. NajviSu ICsy za HeLa celije imao je ekstrakt micelije 7.
hirsuta (116.3 pg/mL), dok je ekstrakt G. applanatum pokazao najnizi efekat na LS174
¢elija (231.4 pg/mL).

Kljuéne reci: Lekovite gljive, Selen, Morfo-fizioloska analiza, Bioloska aktivnost
Naucna oblast: Biologija
UZa naucna oblast: Biologija gljiva

UDK broj: 546.23::635.8 (043.3)



ABSTRACT

Medicinal properties of mushrooms are based on presence of numerous bioactive
compounds, such as polysaccharides, terpenoids, essential amino acids, nucleotids,
necleic acids, sterols, unsaturated fatty acids etc., as well as on significant content of
micro- and macroelements and vitamins. Mushrooms have ability to absorb inorganic
selenium, to transform it to organic and better bio-available forms and to accumulate it.
The aims of the researche: (1) study of mycelial biomass production and efficiency of
selenium absorption during cultivation in selenite-enriched medium, (2) study of effect
of high selenium concentration on mycelium production, morphology and ultrastructure
of hyphae, as well as capacity of its absorption and acumulation in Pleurotus ostreatus
and (3) determination of antioxidant, antifungal and cytotoxic potential of non-amended
and selenium-amended mycelia of selected species.

The highest biomass yield was noted in the non-amended medium, while in the
selenium presence and with increase of its concentration linear decrease of production
was observed. Ganoderma applanatum was characterized by the best yield (27.8 g/L),
while the lowest production was measured in Lenzites betulinus (5.2 g/L). Values of
absorbed selenium were ranged between 1.4 ng/g (Pleurotus eryngii) and 20.3 pg/g (P.
ostreatus). Biomass production in P. ostreatus was the highest in selenium absence
(11.8 g/L), concentrations of 5.0, 10.0 and 20.0 mg/L had no any effect on mycelium
growth, higher concentrations significantly inhibited yield, and concentration of 1000.0
mg/L. was MIC. Amount of absorbed selenium was in range from 251.2 ng/g (at
medium concentration of 5.0 mg/L) to 938.9 pg/g (20.0 mg/L), and percentage of
absorption from 3.6% (100.0 mg/L) to 53.3% (5.0 mg/L). Appearance of mycelium of
brick-red colour with significant morphological and ultrastructural changes in
comparison with the control was observed at the concentrations of 100.0 mg/L. and
500.0 mg/L. Hyphal density was lower, the cell wall was thick with more expressed
extracellular matrix, septa were abundant, and branch frequency and occurrence of
clamp-connections were rare. Cytological analysis demonstrated that majority of
selenium was accumulated in cell membrane and vacuoles, while changes at cell wall
was insignificant. Antioxidant capacity of non-amended and selenium amended
mycelium extract of tested species depended on species and extract concentration.

Based on extract ECsy value, antioxidant activity decreased in the following order: L.



betulinus > G. lucidum > G. applanatum > P. pulmonarius > P. ostreatus > P. eryngii >
T. hirsuta > F. velutipes. Selenium presence in the mycelium significantly increased
level of DPPHe scavenging, which was in correlation with phenol content that was in
range from 8.2 ng GAE/mg of dry extract (7. hirsuta) to 35.0 ng GAE/mg of dry extract
(L. betulinus and G. applanatum). Flavonoid production was noted only in G. lucidum,
P. eryngii and L. betulinus in relatively low amounts, both in absence and presence of
selenium. Sensitivity level of 14 tested micromycetes on various extracts and their
concentrations was observed by microdilution method. Studied extracts had no any
inhibitory effect on growth of Cladosporium sp., Microsporum gypseum and
Trichophyton mentagrophytes, some of them even stimulated their growth. Based on
MIC values of extracts, antifungal capacity was decreased in the following order: G.
applanatum > T. hirsuta > L. betulinus, P. pulmonarius > P. eryngii > G. lucidum, F.
velutipes > P. ostreatus. None of extracts and concentrations had any fungicidal effect.
Sensitivity of tested micromycetes on commercial antimycotic ketoconazole was
significantly higher in comparison with the extracts. Tested ethanol extracts, without
and with selenium, showed low cytotoxic activity against HeLa and LS174 cells in
comparison with commercial cytostatic cis-DDP. Based on the obtained 1Csy values,
cytotoxic potential of extracts against studied cell lines was decreased in the following
order: 7. hirsuta > G. applanatum > P. eryngii > F. velutipes > G. lucidum > P.
pulmonarius > L. betulinus > P. ostreatus. The highest ICsy for HelLa cells had
mycelium extract of T. hirsuta (116.3 pg/mL), while G. applanatum extract showed the
lowest effect on LS174 cells (231.4 pg/mL).

Key words: Medicinal mushrooms, Selenium, Morpho-physiological characteristics,
Biological activities

Scientific field: Biology

Specific scientific field: Mycology

UDK number: 546.23::635.8 (043.3)
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BEOFB - Institut za Botaniku, Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu
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DMSO — dimetil sulfoksid

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DPPH - 2,2-difenil, 1-pikril hidrazil

ECso — koncentracija ekstrakta koja neutraliSe 50% radikala
FBS — fetalni govedi serum

GAE — ekvivalent galne kiseline

GPx — glutation-peroksidaze

GPx1 — ¢elijska glutation-peroksidaza

GPx2 — gastrointestinalna glutation-peroksidaza

GPx3 — plazma glutation-peroksidaza

H,Se — selenid

H,0; — vodonik peroksid

HAI — Institut za Evoluciju, Uninerzitet u Haifi, Izrael

HCI — hlorovodoni¢na kiselina

HelLa — ¢elijska linija humanog adenokarcinoma grli¢a materice
HMGCoA — 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A

HNOj; — azotna kiselina

ICsp — koncentracija ekstrakta koja inhibira prezivljavanje ¢elija za 50%
LS174 — €elijska linija humanog karcinoma kolone

MA — sladni agar

MFC — minimalna fungicidna koncentracija



MIC — minimalna inhibitorna koncentracija
Milli-Q — bidestilovna voda

MTT - test mikrokulture tretirane tetrazoliumom
Na,COj3 — natrijum karbonat

Na,SeO; — natrijum selenit

NaCl — natrijum hlorid

NaHSeOs3 — natrijum hidrogen selenit

NK — prirodne ¢elije ubice

O, — superoksid anjon radikal

OCI — hipohloritni anjon

*OH — hidroksil radikal

PG — propil-galat

PLGPx — fosfolipo-hidroksiperoksidna glutation-peroksidaza
ppm — milioniti deo jedinice

QE — ekvivalent kvercetina

RNK - ribonukleinska kiselina

RPMI — Roswell park memorijalni institut

RPMI 1640 —medijum za kultivaciju ¢elijskih linija kancera
SDB — Saburo-dekstrozni bujon
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Se® — elementarni selen

SeO32' — selenit

SeO42' — selenat

TBHQ — tert-butil-hidroksihinon



SADRZAJ

Lo UVOD et ettt st ettt et seeesseenee s -1-
1.1. Medicinski znac¢aj odabranih vrsta makromiceta................................ -2-
1.1.1. Vrste roda Pleurotus (Fr. P.) KU ...........cccoueeveieeniiieeeiieeiieeenieens -2-
1.1.2. Vrste roda Flammuling P. KaQrst.............ccccoeeeeiioiieenciiieeeeiiieeeenceeenns -4 -
1.1.3. Vrste roda Trametes FT..........ouiovecuiiiiniiiiiieiiiiieeeeiiee e -6-
1.1.4. Vrste roda Lenzites FT. . .......ccccoovoiieviieiniiieeniieeeiee e seiee s -7 -
1.1.5. Vrste roda Ganoderma P. KQrst. ............ccccoevceeinceeiniieenniieiiieesieeens -8-

1.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakata lekovitih vrsta gljiva................. -9-
1.2.1. Oksidativni Stres i iZAZIVACE ........cccueeveueeercueeiiiieisieeenieeseieesnieesneee s -9-
1.2.2. Antioksidativini MeRANIZAM ...............coccuevvueeviiiaiiiiiiiiieenieeieeeeeeen -12 -
1.2.3. ANLIOKSIAANSI ...t -13 -

1.3. Antifungalna aktivnost ekstrakata lekovitih vrsta gljiva ................... -14 -
1.4. Citoksi¢na aktivnost ekstrakata lekovitih vrsta gljiva....................... -15-
LL50 S IeIL....cooeiiii e -16 -
1.5.1. S€len U DIOSTOT...cc..eveeeeeieeiieeeiieeeieeee ettt -17 -
1.5.2. Metabolizam SELenq ...............ccccueeeeeeuiieeeiiiiieeeecieee e e e -18 -
1.5.3. S€len i ISATANG ..........ooeeeeeeeieeeeeiieee et -19 -
1.5.3. Selen i GLIIVe ......ccc.ueeviiiiiiiiiiiiieteeeteet e -21-

2. CILJEVIISTRAZIVANJA ....cooovviiriiiriineeeieseesesesss s sssssesesseees -22-
3. MATERIJAL IMETODE ........ccooiiiiiieeeeeeeee e -24 -
3.1. Proucavane vrste i priprema inokuluma................c..cocoiinininnennnn. -25-
3.2. Odredivanje produkcije biomase.............c...ccccooeriiniininniniiniecnne - 26 -
3.3. Merenje koncentracije apsorbovanog selena u miceliji ...................... -26 -

3.4. Odredivanje efekta visokih koncentracije selena na morfo-
fizioloSke i ultrastrukturne karakteristike micelije.................................... -27 -

3.5. Odredivanje biololoskih aktivnosti ekstrakata testiranih vrsta

BLIIVAL ..o e -28 -
3.5 KUIEIVACITA ..ottt s -28 -
3.5.2. Priprema ekstrakata micCelife .............ccccceovvuuiiviuimnieeiniieniieeniieennnn, -28 -
3.5.3. Antioksidativing GKEIVIIOST .........ccueeviueeniieiniieieiie ettt -28 -




3.5.3.2. Odredivanje sadrzaja fenola .........oooeveeumeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

3.5.3.3. Odredivanje sadrzaja flavonoida.........eeeeeeeeeeeeeieeeieeeeeeeeeeeeeennnn

3.5.4. Antifungalng QKEIVROSE ...........cooevoueeeiieeiiiiiieiiiieeeeeeeeeeiee e eieee e

3.5.5. CitOtOKSICHA AKTIVIOSE c.coovveeeeeiiiiiiiiieeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeseeenanns

3.5.5.1. Celijske 1inije KANCETA ....v.vvveveeeerereeeeeeeeeereeeseeeser oo seseseseseanens

3.5.5.2. Tretman Celijskih TINIJA coooeeeeeeeeeeeeee oo

3.5.5.3. Odredivanje stepena prezivljavanja ¢elija (MTT test)................

3.6. Statisticka analiza.........
4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Prinos biomase i nivo
makromiceta.........................

apsorpcije selena kod proucavanih vrsta

4.1.1. Sadrzaj selena u kultivacionom medijumu.................cccceevevevueeenunnn.

4.1.2. Efekat koncentracije selena na prinos biomase micelije ...................

4.1.3. Uticaj koncentracije selena na sposobnost apsorpcije......................

4.2. Efekat visokih Kkoncentracije selena na morfo-fizioloSke
karakteristike micelije Pleurotus ostreatus...................cc.cccoeveveeecueeecnnnn.n.

4.2.1. Efekat visokih koncentracije selena na rast i apsorpcioni kapacitet

micelije........cocovveevecueennnnn..

4.2.2. Efekat visokih koncentracije selena na morfologiju i ultrastrukturu

micelije........coouvveeveueennnn..

4.3. Antioksidativna aktivnost...............cccooiiiiiiniiinii
4.3.1. Neutralizacija DPPH radikala .................cccccouevvcueeeniienniiiniieennneann.
4.3.2. Sadrzaj fenola i flavonoida ..................cceceeevceeiniieiniiiiiiieeiiieeeieens

4.4. Antifungalna aktivnost.
4.5. Citotoksicni potencijal..
5. ZAKLJUCCL..........coccnneeenne..
6. LITERATURA ....................



1. UVOD




Uvod

1.1. Medicinski znacaj odabranih vrsta makromiceta

Lekovite gljive imaju dugu istoriju koriS¢enja u narodnoj medicini. Najstariji pisani
podatak (iz 3000. godina pre nove ere) o koriS¢enju gljiva za leCenje raznih bolesti
potice iz Indije. Rimljani su ih smatrali hranom bogova, Egip¢ani su ih prinosili na dar
Bogu Ogzirisu, a narodi Dalekog Istoka su ih zvali “eliksirom zivota®“. Tretman
tinkturama gljiva dugi niz godina je predstavljao nezamenljiv i gotovo jedini poznat i
dostupan vid leCenja drevnih naroda. Poslednjih 50 godina iskustva i znanja
tradicionalne medicine o lekovitim svojstvima gljiva potvrdena su nau¢nim metodama i
klinickim studijama. Za razliku od lekova koji lece posledice ali ne i uzroke bolesti i
imaju niz nezeljenih efekata, preparati na bazi lekovitih vrsta gljiva deluju na
uspostavljanje 1 odrzavanje bioloSke homeostaze kao i poboljSanje odbrambenog
sistema organizma.

Metaboliti velikog broja vrsta gljiva imaju pozitivan efekat na imuni sistem ¢oveka i
stoga se mogu koristiti u tretmanu i leCenju raznih bolesti ukljucujuéi tumore,
kardiovaskularna oStecenja, visok nivo Secera 1 holesterola u krvi, razne vrste infekcija,
alergija, neurodegenerativnih poremecaja 1 dr. Njihovo imunomodulirajué¢e dejstvo
bazirano je na stimulaciji produkcije proteina citokina i perforina koji pospeSuju
aktivnost makrofaga odnosno eliminaciju tumorskih celija (Wasser i1 Weis, 1999a,b).
Lekovita svojstva gljiva se baziraju na prisustu velikog broja bioaktivnih jedinjenja, kao
Sto su polisaharidi (uglavnom o/B-glukani), triterpeni, esencijalne amino Kkiseline,
nukleotidi (adenozin i deoksiadenozin), nukleinske kiseline, steroli, nezasi¢ene masne
kiseline 1 drugi, kao i znacajnog sadrZaja makro- i mikroelemenata (Ca, P, Fe, K, Mg,

Se 1 Ge) i vitamina (B grupe-B1, B2, B3, B5, B6, B11, B12, C i D) (Erjavec i dr., 2012).

1.1.1. Vrste roda Pleurotus (Fr. P.) Kumm

Vrste roda Pleurotus su kosmopolitski rasprostranjene i zbog karakteristicnog
izgleda plodonosnih tela poznate su pod nazivom Sumska ostriga (Slika 1). Njihova
plodonosna tela imaju visoku hranljivu vrednost jer su bogata ugljenim hidratima (3% —
28%, a kod P. ostreatus ¢ak 57% sveze mase), dijetetskim vlaknima (3% — 32%, kod P.

ostreatus do 47% suve mase), proteinima (10% — 30% suve mase, zavisno od vrste),



Uvod

esencijalnim amino kiselinama, posebno alaninom, glutaminom i glutaminskom
kiselinom (25% — 35% suve mase), vitaminima (C, A, B2, B1, D i B3) i mineralima (K,
P, Mg, Ca, Na, Fe, Se, Zn, Cu 1 Mn) a siroma$na lipidima (3% — 5% suve mase)
(Gunde-Cimerman, 1999). Pored znacajnog sadrzaja mikroelemenata, vrste ovog roda
imaju sposobnost da apsorbuju neke od njih iz spoljasnje sredine. Staji¢ i dr. (2002,
2006) 1 Milovanovi¢ 1 dr. (2013) su pokazali da Pleurotus spp. mogu da usvajaju i
akumuliraju selen (Se) iz selenom obogacenog medijuma i na taj nain predstavljaju

njegov odlic¢an dijetetski izvor.

Slika 1. Izgled plodonosog tela: A. Pleurotus ostreatus, B. P. eryngii, C. P.

pulmonarius

Od davnina se P. ostreatus koristio za ublazavanje bolova i relaksaciju misic¢a, kao i
u lecenju ukocenosti ekstremiteta i tetiva. Danas su dokazana lekovita svojstva 8 vrsta
ovog roda: P. ostreatus, P. pulmonarius, P. citrinopileatus, P. tuber-regium, P.
cornucopiae, P. calyptratus, P. eryngii 1 P. dryinus. Ekstrakti micelije i plodonosnih tela
ovih vrsta kao 1 jedinjenja izolovana iz njih 1imaju antihiperholesterolnu,
imunomodulirajucu, antioksidativnu, antitumorsku, antihipertenzivnu,
antihiperglikemijsku, antimikrobnu, antiinflamatornu i antiosteoporotsku aktivnost
(Wasser 1 Weis, 1999a). Lekovitost ovih vrsta bazirana je pre svega na prisustvu
polisaharida, medu kojima su najvazniji B-1,3-D- i B-1,6-D-glukani, koji poseduju
klju¢nu ulogu u aktivaciji makrofaga kao 1 u redukciji nivoa holesterola i glukoze u krvi
(Manzi i Pizzoferrato, 2000). B-glukani iz ekstrakata plodonosnih tela i micelije P.
ostreatus, P. citrinopileatus, P. florida i P. tuber-regium takode poseduju znacajni
antikancerogeni potencijal (Gregori 1 dr., 2007). P. ostreatus, P. eryngii 1 P.
citrinopileatus kao producenti lovastatina, jedinjenja male molekulske mase,

predstavljaju najefikasnije prirodne reducente nivoa holesterola i triglicerida u krvi
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(Wasser 1 Weis, 1999a). Lovastatin je glavni inhibitor HMGCoA reduktaze, klju¢nog
enzima u metabolizmu holesterola, koji katalizuje prevodenje HMGCoA u mevalonat
(Gunde-Cimerman i dr., 1993). Visok antioksidativni kapacitet je takode karakteristic¢an
za vrste ovog roda (Bobek 1 Galbavy, 2001). Metanolni i etanolni ekstrakti P. florida i
P. ostreatus su pokazali izuzetnu efikasnost u redukciji hidroksilnih i lipidnih radikala,
koja je bila u korelaciji sa povecanim sadrzajem fenolnih jedinjenja kao 1 znatno viSom
koncentracijom aminokiselina sa fenolnom grupom (cisteina i metionina) u poredenju sa
drugim testiranim vrstama (Agaricus bisporus 1 Lentinus edodes) (Jayakumar i dr.,
2007). Eringin je odgovoran za antifungalnu, a termostabilne ribonukleaze i protein
xb68ADb za antivirusnu 1 imunomoduliraju¢u aktivnost ekstrakata plodonosnih tela P.
eryngii (Fu i dr., 2003; Wang i Ng, 2004). Ovi ekstrakti takode igraju vaznu ulogu u
stvaranju koStanog tkiva posto sadrze nesteroidna jedinjenja (17 B-estradiol) i neke
sterole koji imaju aktivnost sli¢nu estrogenu (Yaoita i dr., 2002; Kim i dr., 2006;
Shimizu 1 dr., 2006). Eringolizin iz ekstrakata bazidiokarpa P. eryngii je nosilac
citostaticke aktivnosti protiv leukemije kao i1 antibakterijske aktivnosti protiv Bacillus
spp. (Ngai i Ng, 2006), dok je ergotionin antioksidativni agens (Dubost i dr., 2007).
Metanolni ekstrakti P. pulmonarius su efikasnija antiinflamatorna i antitumorska
sredstva od lekova diklofenaka i cisplatina, a takode i dobri antialergijski agensi jer
inhibiraju oslobadanje histamina (Nayana i dr., 2002; Baggio i dr., 2010). P. tuber-
regium se od davnina koristi za tretman obolelih od koznih i kardiovaskularnih bolesti,
dijabetesa, kao 1 osoba sa stoma¢nim problemima i visokim krvnim pritiskom (Stamets,
2000).

Zbog nutritivnih 1 medicinskih svojstava, 5 vrsta roda Pleurotus se komercijalno gaji
1 po godis$njoj svetskoj proizvodnji (900000 t) P. ostreatus zauzima tre¢e mesto posle A.

bisporus i L. edodes (Synytsya i dr., 2009).

1.1.2. Vrste roda Flammulina P. Karst.

Vrste roda Flammulina se tradicionalno koriste u ishrani tokom zimskih meseci, s
obzirom na specifi¢nost klimatskih uslova u kojima rastu. Najpoznatija vrsta roda je F.
velutipes u Japanu poznata kao Enoki, Enokidaki i Enokitaki, dok je u svetu Siroko

prihvacen naziv "zlatna igliCasta gljiva" (Slika 2). Plodonosna tela imaju visoku
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hranljivu vrednost jer su bogata ugljenim hidratima (10.57 g/100g sveze mase) i
Secerima (8.29 g/100g sveze mase) medu kojima su dominantni fruktoza i trehaloza
(4.60 odnosno 2.63 g/100g sveze mase), dok je sadrzaj proteina i masti znatno nizi (0.47
odnosno 0.21 g/100g sveze mase) (Reis i dr., 2012). U mastima su najzastupljenije
polinezasi¢ene masne kiseline (74.3%) dok je procenat zasi¢enih a posebno
mononezasi¢enih znatno nizi (18.5% odnosno 7.2%). Koli¢ina pepela (0.88 g/100g
sveze mase) govori o prisustvu mikroelemenata, a od vitamina najzastupljeniji su

tokoferoli (1.81 pg/100g sveze mase).

Slika 2. Izgled plodonosnog tela Flammulina velutipes: A. samonikla, B. kultivisana

Pored visoke hranljive vrednosti plodonosnih tela, ekstrakti F. velutipes kao 1
pojedinacna jedinjenja se karakteriSu znacajnom bioloSkom aktivnos$¢u, naime poseduju
imunomodulirajudi, antioksidativni i1 antikancerogeni potencijal. Tako su Chang i dr.
(2010) saopstili da polisaharidi 1 proteini izolovani iz plodonosnih tela F. velutipes, pre
svega FVE i EA6, poboljSavaju humoralni imuni odgovor stimulacijom produkcije
mononukleocita, T-limfocita, kao i interleukina (IL-2) i interferona (IFN-y), Sto se
nalazi u osnovi borbe organizma protiv raznih infekcija i tipova tumora. Visok stepen
antikancerogene aktivnosti pokazali su glikoprotein proflamin i protein flamin izolovani
iz plodonosnih tela (Kanatsu i dr., 1963; Ikekawa, 1995). Medutim, i razli¢iti ekstrakti
F. velutipes su imali visok citostaticki efekat, inhibirali su proliferaciju ¢elijskih linija
brojnih tipova karcinoma 1 smanjivali smrtnost za ¢ak 40% (Ikekawa 1 dr., 1969; Gu 1
Leonard, 2006). Ekstrakti bazidiokarpa kao i ergotionein, aromati¢ni tiol izolovan iz
njih, mogu se smatrati dobrim antioksidansima jer sprecavaju oksidaciju
oksiomioglobulina izolovanog iz mesa macke, kao 1 oksidaciju lipida 1 akumulaciju

slobodnih radikala (Akanmu i dr., 1991; Ashida i dr., 2005).
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Visoki sadrzaj aminokiselina i proteina kao i brojni bioloski efekti su dovoljni
razlozi za komercijalnu kultivaciju F. velutipes u zemljama Dalekog Istoka, Evrope i

Severne Amerike.

1.1.3. Vrste roda Trametes Fr.

Predstavnici roda Trametes su rasprostranjeni gotovo u celom svetu, najcesce su
saprobi na panjevima, i u tradicionalnoj medicini naroda Dalekog Istoka 1 Juzne
Amerike se koriste vekovima (Slika 3). Pored brojnih minerala i vitamina plodonosna
tela vrsta ovog roda sadrze visok procenat polisaharida kao Sto je krestin koji je jo$
1977. godine stavljen na listu pomoc¢nih lekovitih sredstava u Japanu. Ovaj polisaharid
pozitivno deluje na imuni sistem stimuliSuci sintezu i aktivnost limfocita, narocito pri
oksidativnom stresu (Yuan i dr., 1996). U kombinaciji sa hemo 1 radio-terapijom krestin
ima antikancerogeno dejstvo protiv razli€itih tipova kancera, kao $to su kancer Zeluca,
jednjaka, rektuma, plu¢a i mle¢nih Zlezda (Kobayashi 1 dr., 1993; Mizuno, 1996).
Brojna klini¢ka ispitivanja su potvrdila da ekstrakti plodonosnih tela 7. versicolor
deluju antiinflamatorno na gornje disajne puteve, urinarni i digestivni trakt, dok
koreolan izolovan iz micelije ima antidijabetski i antiparazitski efekat protiv protozoe

Trichomonas vaginalis (Ikuzawa i dr., 1985; Ying i dr., 1987).

Slika 3. Izgled plodonosnog tela: A. Trametes versicolor, B. T. hirsuta

Za razliku od T. versicolor, lekovita svojstva drugih vrsta ovog roda jos uvek nisu
dovoljno proucena. Objekat novijih istrazivanja je 7. hirsuta ¢iji su ekstrakti micelije i
plodonosnih tela pokazali imunomodulirajuéi, antivirusni 1 antibakterijski efekat

(Sivaprakasam i dr., 2011).
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1.1.4. Vrste roda Lenzites Fr.

U tradicionalnoj kineskoj medicini tinkture 1 ¢ajevi na bazi plodonosnih tela vrsta
roda Lenzites koris¢eni su protiv prehlade i za ublazavanje bolova. Rod je opisan jos
1835. godine od strane Svedskog nauc¢nika Elias Magnus Frisa i do sada je potvrdeno
ukupno 6 vrsta (Slika 4). Sirok spektar razli¢itih jedinjenja je izolovan iz ekstrakata
micelije 1 bazidiokarpa i1 dokazani su njihovi imunomodulirajuéi, antioksidativni,

antitumorski i antimikrobni efekti (Liu, 1978).

Slika 4. Izgled plodonosnog tela: A. Lenzites betulinus, B. L. elegans, C. L. warnieri

L. betulinus je najpoznatiji predstavnik roda i jedna od cesto koriS¢enih lekovitih
vrsta u zemljama Dalekog Istoka. Ekstrakti njegovih plodonosnih tela se odlikuju
znacajnim antibakterijskim efektom i imunomoduliraju¢im potencijalom koji se nalazi u
osnovi antikancerogene aktivnosti protiv HeLa i SMMC-7721, ¢elijskih linija kancera
grlica materice i jetre (Fujimoto i dr., 1994; Ren 1 dr., 2006; Yamag i1 Bilgili, 2006).
Medutim, i neka jedinjenja izolovana iz micelije, kao Sto su betulin A i B 1 polisaharidi,
su visoko efikasni u neutralizaciji slobodnih radikala odnosno inhibiciji rasta nekih
tipova tumora (¢ak 1 do 90%), na primer Sarkoma 180 1 Erlihovog tumora (Ohtsuka i
dr., 1973; Lee i dr., 1996). Rezultati Lee 1 dr. (1996) su pokazali da je betulin A ¢ak
cetri puta efikasniji antioksidans od vitamina E zbog ¢ega ima klju¢nu ulogu u lecenju
nekih bolesti koje su posledica oksidativnog stresa, kao Sto su arteroskleroza, dijabetes,
reumatoidni artritis 1 dr. I pored navedenih bioloskih efekata ekstrakata i jedinjenja L.
betulinus lista aktivnosti jo§ uvek nije kompletirana. Takode treba imati u vidu i

potencijal ostalih vrsta roda koje do sada nisu proucavane.
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1.1.5. Vrste roda Ganoderma P. Karst.

Finski mikolog Peter Adolf Karsten je 1881. godine prvi opisao rod Ganoderma koji
je dobio ime na osnovu morfoloskih karakteristika plodonosnog tela (ganos - svetlosti
derma- koza) (Slika 5). Ovaj rod obuhvata kosmopolitske vrste, medu kojima se neke
intenzivno proucavaju zbog lekovitih svojstava kao i1 uloge u raznim biotehnoloskim
procesima. G. lucidum (ReiSi, Ling Zi, Manentake) smatra se simbolom dobrog
zdravlja, sre¢e i dugovecnosti u Kini, Japanu i Koreji gde se ve¢ vekovima koristi u
tradicionalnoj medicini. Naucna istrazivanja i brojne klinicke studije su potvrdili njenu
lekovitost. Dokazano je da ekstrakti G. lucidum imaju imunostimulirajuci, antitumorski,
antihiperglikemijski i1 antihiperholesterolni efekat kao i da reguliSu krvni pritisak,
spreCavaju stvaranje krvnih ugrusaka i deluju kao kardiotonici. Yoon i dr. (1994) i
Wasser 1 Weis (1999b) su pokazali da se ekstrakti plodonosnih tela G. lucidum mogu
takode koristiti kao prirodni antibiotici jer poseduju antibakterijski 1 antivirusni
potencijal protiv vrsta rodova Staphylococcus, Streptococcus 1 Bacillus koji je baziran
na povecanoj produkciji interferona. U novije vreme, Cesti objekti istrazivanja su 1 G.
applanatum 1 G. tsugae koje se preko 2000 godina intenzivno Koriste u narodnoj
medicini Dalekog Istoka. Pokazano je da ekstrakti ovih vrsta imaju antitumorski,
antimikrobni, antioksidativni, antialergijski, antihipertenzivni i antihiperglikemijski
potencijal kao 1 potencijal u leCenju bronhitisa 1 hepatitisa (Lee 1 dr., 2007; Ma 1 dr.,

2011).

Slika 5. Izgled plodonosnog tela: A. Ganoderma lucidum, B. G. applanatum

Lekovita svojstva vrsta roda Ganoderma poticu od Sirokog spektra jedinjenja kao Sto
su polisaharidi, triterpenoidi, alkaloidi, steroidi, aminokiseline i proteini, vitamini i
minerali (Wasser i Weis, 1999a,b). Mizuno (1995) 1 Lee 1 dr. (2006) su saopstili da su

polisaharidi G. lucidum efikasni u leCenju nesanice, hroni¢nog hepatitisa, bolesti
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bubrega 1 krvnih sudova, hroni¢nog bronhitisa i bronhijalne astme, ¢ira na Zelucu i
dvanaestopalacnom crevu, dok su Chang i But (1986) i Yan (1987) zabelezili pozitivan
efekat kod 92% pacijenata oboleleih od hepatitisa B nakon tretmana sa vulingdanom,
aktivhom supstancom iz plodonosnih tela. Steroidi izolovani iz plodonosnog tela G.
applanatum imaju visok stepen aktivnosti protiv gram-pozitivnih odnosno gram-
negativnih bakterija, aplanoksna kiselina je efikasna u inhibiciji razvoja tumora koze
misa, a visok sadrzaj polisaharida 1 fenola je odgovoran za znacajni antioksidativni
kapacitet njenih ekstrakata (Lindquist i dr., 2005; Kozarski i dr., 2012).

Koliko su znacajna navedena svojstva ukazuje Cinjenica da se G. lucidum sve vise

komercijalno gaji a u nekim zemljama i u industrijskim razmerama

1.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakata lekovitih vrsta gljiva

1.2.1. Oksidativni stres i izazivaci

Kiseonik je esencijalni element za aerobne organizme ali moze biti 1 prouzrokovac
hroni¢nog toksiénog stresa u Celiji. Celijski energetski metabolizam i kori§¢enje
kiseonika su povezani sa stvaranjem slobodnih radikala 1 njihovih neradikalskih
intermedijera koji mogu voditi poreklo od razli¢itih elemenata od kojih su za bioloske
sisteme najvazniji oni poreklom od kiseonika 1 azota. Superoksid anjon radikal (O;’),
vodonik peroksid (H,0,), hidroksil radikal (*OH) 1 atomi kiseonika su reaktivne vrste
koje se neprekidno produkuju in vivo 1 neophodni su za ¢elijske aktivnosti kao §to su
produkcija energije, fagocitoza, regulacija celijskog rasta i sinteza bioloski vaznih
jedinjenja (Yen i Wu, 1999; Xu i dr., 2009). Medutim, u slu¢aju nedovoljnog kapaciteta
¢elijskog antioksidativnog odbrambenog sistema slobodni, visoko reaktivni, radikali
izazivaju oksidativni stres (Turkoglu i dr., 2007; Limén-Pacheco i Gonsebatt, 2009).
Brojna istrazivanja su pokazala da slobodni radikali pri vi§im koncentracijama mogu da
izvrSe atak na bilo koji bioloski molekul, nukleinske i aminokiseline, proteine, ugljene
hidrate, lipide 1 fosfolipide, menjajuc¢i njihovu funkciju u ¢eliji, tkivu 1 organu §to moze
voditi produkciji organskih radikala, peroksidaciji ¢elijske membrane 1 pojavi razli€itih

poremecaja i Celijske smrti (Limon-Pacheco i Gonsebatt, 2009).
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Interesovanje za slobodne radikale pocelo je nakon otkrica da su oni medijatori
brojnih bolesti kao S§to su dijabetes, autoimune, neurodegenerativne, koronarne,
maligne, pluéne, inflamatorne i mnoge druge bolesti (Finkel i Holbrook, 2000).
Izazivaci oksidativnog stresa mogu se podeliti u dve grupe, oksidansi iz spoljas$nje
sredine 1 endogeni celijski oksidansi (Slika 6). Sredinski faktori koji mogu
prouzrokovati oksidativni stres su svrstani u nekoliko grupa:

1. ishrana i stopa metabolizma - brojne studije su pokazale da ishrana siromasna
proteinima 1 kalorijama znacajno produzava zivotni vek i smanjuje nivo
somatskih mutacija 1 stopu pojave kancera zbog redukcije oksidativnih
ostecenja, efikasnije reparacije DNK 1 poboljSanja imunog odgovora (Ames i dr.,
1993). Metabolizam toksi¢nih jedinjenja troSi celijske antioksidanse i Cesto
rezultuje stvaranjem reaktivnih metabolita vece toksi¢nosti,

2. UV jonizujuée zracenje indukuju formiranje O,’, H,O,, *OH, lipid peroksida i
lipid peroksid radikala koji reaguju sa ¢elijskim jedinjenjima i vode produkeiji
organskih radikala i1 pojavi destruktivnih poremecaja kao Sto su kancer,
dijabetes, arteroskleroza, katarakta 1 neurodegenerativni poremecaji,
Alchajmerova i Parkinsonova bolest (Marrot i dr., 2008),

3. visoke koncentracije teSkih metala (hrom, mangan, germanijum, barijum,
olovo) i metaloida (arsenik) - akumuliraju se u specifi¢nim tkivima i organima
izazivajuci oksidativna ostec¢enja (Buchman i dr., 2001),

4. pesticidi - izazivaju poremecaje vise organa,

5. toksi¢ni ksenobiotici - izazivaju produkciju mutagenih metabolita i reaktivnih
jedinjenja kiseonika,

6. policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici - prouzrokuju oksidaciju DNK, proteina i
fosfolipida ¢elijske membrane, mutacije, povecanje nivoa lipid peroksidacije u
krvi, karcinogenezu, teratogenezu i disfunkciju imunog sistema (Kasai i dr.,
2008),

7. aerozagadivacdi dijametra manjeg od 2,5 nm, oksidi azota, razliciti lekovi i
biljna fenolna jedinjenja - prouzrokuju lipid peroksidaciju, oSte¢enja celijskih
makromolekula, smanjenje nivoa vitamina E 1 C 1 povecanje smrtnosti od

pluénih i kardiovaskularnih bolesti (Ames i dr., 1993; Nel, 2005).
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Spoljasnji faktori

Endogeni faktori - ishrana; - UV zradenje;

] ) - pesticidi; - ksenobiotici;
- aerobni .I.ne'taboyzar.n; o - dim cigareta; - soli Fe i Cu;
- destrukcija inficiranih ¢éelija; _ &estice vazduha: - lekovi:

- degradacija masnih kiselina;
- degradacija toksi¢nih jedinjenja
citohrom P450 enzimima.

- stopa metabolizma; - PAHs;
- teSki metali i metaloidi;

- jonizujuce zracenje;

- fenolna jedinienia biliaka.

T

Antioxidativni mehanizmi:

- kataliticko uklanjanje slobodnih radikala;
- vezivanja proteina za metalne jone;
- zaStita makromolekula od oStecenja;

- redukcija slobodnih radikala donorima elektrona

POMOCU

Prirodni antioksidansi:

Sinteti¢ki antioksidanci:
- polifenoli; - karotenoidi;

-vitamin CiE; - peptidi i proteini;
- glutation peroksidaza; - glutation;

- superoksid dismutaza; - flavonoidi;
- neki mikro elementi: - bilirubin

- BHA; - BHT;
- TBHQ; -PG

Slika 6. Izazivaci oksidativnog stresa i antioksidativni mehanizmi (Sema)
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Prema Ames i dr. (1993) endogeni celijski oksidansi mogu nastati na jedan od
slede¢ih nacina:

1. Kkao posledica normalnog aerobnog metabolizma,

2. dekstrukcijom bakterija, virusa ili parazita koji su inficirali éelije pri cemu
nastaju O, H;O,1 OCI,

3. kao rezultat degradacije masnih Kiselina peroksizomima - stvara se H,O,
koji se dalje degraduje u prisustvu katalaza,

4. degradacijom stranih toksi¢nih jedinjenja - aktivacijom citohrom P450

enzima.

1.2.2. Antioksidativni mehanizmi

Kao odgovor na stalno prisustvo izazivaca oksidativnog stresa razliciti
antioksidativni sistemi i mehanizmi su se razvili ne samo kod razli¢itih organizama ve¢
1 u razli¢itim tkivima i organima (Limdn-Pacheco i Gonsebatt, 2009). Razlike u stopi
metabolicke aktivnosti 1 koriS¢enja kiseonika u razli¢itim organelama, tkivima i
organima prouzrokuju znacajne razlike u njihovim antioksidativnim sistemima,
kapacitetu 1 osetljivosti na toksicna jedinjenja iz spoljas$nje sredine. Limon-Pacheco i
Gonsebatt (2009) su pokazali niZi nivo glutationa u mozgu nego u jetri, bubrezima i
miSi¢ima kao 1 aktivnosti organ-specifi¢nih antioksidativnih enzima. Zbog akumuliranja
slobodnih radikala u celijama sa starenjem organizma, postoje znacajne razlike u
ekspresiji antioksidativnih sistema kod adulta 1 embriona (Harman, 2001).

Prema Sarmadi i Ismail (2010) odbrambeni mehanizmi protiv oksidativnih oSte¢enja
indukovanih slobodnim radikalima ukljucuju nekoliko faza (Slika 6):

1. kataliticko uklanjanje slobodnih radikala u prisustvu katalaza, glutation

peroksidaza i superoksid dizmutaza,

2. vezivanje proteina za metalne jone (bakar i gvozde),

3. zaStita od oStecenja makromolekula koje izaziva oksidativni stres,

4. redukcija slobodnih radikala pomoc¢u donora elektrona (glutation, vitamin E (a

tokoferol), vitamin C (askorbinska kiselina), B-karoten, bilirubin i dr.).

Neki mikroelementi, kao $§to su selen, bakar, cink i magnezijum, su vazni u

navedenim odbrambenim mehanizmima jer imaju ulogu kofaktora antioksidativnih
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enzima. Peptidi koji nastaju hidrolizom proteina iz hrane takode mogu imati vaznu
ulogu u neutralizaciji radikala i inhibiciji peroksidacije lipida Sto zavisi od njihove
strukture 1 aminokiselinskog sastava (Sarmadi 1 Ismail, 2010). Ekspresija
antioksidativnog sistema moze biti povezana sa drugim faktorima koji nisu njegov deo,
na primera sa faktorima koji spre¢avaju apoptozu (Jang i Surh, 2003). Medutim, pri
nekim uslovima, odbrambeni, antioksidativni, mehanizmi nisu dovoljno aktivni da
zaStite organizam pa je neophodno dodavanje antioksidanasa hrani (Sarmadi i Ismail,

2010).

1.2.3. Antioksidansi

Antioksidans je agens koji sprecava nastanak ili uklanja nastala oSte¢enja izazvana
slobodnim radikalima (Pryor, 1991). Neki antioksidansi se sintetiSu u organizmu
(endogeni), a drugi unose hranom ili upotrebom dijetetskih dodataka (egzogeni). Prvoj
grupi pripadaju enzimi kao S§to su superoksid-dismutaza, katalaza i glutation
peroksidaza, neenzimski molekuli (glutation, histidin-peptidi, transferin i feritin,
dihidrolipoinska kiselina, redukovani oblik koenzima Q, melatonin i dr.), kao i neki
hemijski elementi (cink i selen) (Slika 6). Medutim, i1 pored postojanja celijskog
antioksidativnog odbrambenog sistema do odredenih oSteenja ipak dolazi.
Antioksidansi se mogu podeliti na prirodne 1 sinteticke (Slika 6). Najcesc¢e koriS¢eni
sinteti¢ki antioksidansi su butil-hidroksitoluen (BHT), butil-hidroksianizol (BHA), tert-
butil-hidroksihinon (TBHQ) i propil-galat (PG). Pored toga Sto usporavaju
peroksidaciju lipida oni mogu biti i toksicni pa je danasnji trend njihova zamena
prirodnim antioksidansima (Nobuyuki i dr., 1985). Za razliku od sintetickih, prirodni
egzogeni antioksidansi nemaju nezeljene efekte, Siroko su dostupni i Sto je najvaznije
potpuno su bezbedni. Najpoznatiji 1 najznacajniji medu njima su vitamini C 1 E,
karetenoidi i polifenoli ukljucujuéi i flavonoide (Fang i Zhong, 2002). Gljive, zajedno
sa biljkama, su znaCajni izvori prirodnih antioksidanasa. Njihova upotreba u
prehrambenoj industriji, umesto sintetickih konzervanasa i drugih prehrambenih aditiva,
znacajno je porasla proteklih decenija (Al-Bakri 1 Afifi, 2007).

Redovno kori$¢enje namirnica sa visokim antioksidativnim potencijalom predstavlja

vazan i efikasan vid preventive ne samo od nastanka razlicitih bolesti ve¢ i odlaganja
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procesa starenja. Odredivanjem antioksidativnog statusa u bioloskim sistemima prati se
uticaj ishrane ili dodataka na oksidativni stres kao i njihov doprinos prevenciji bolesti

¢iji su uzrocnici oksidativna oSte¢enja (Sdnchez-Moreno, 2002).

1.3. Antifungalna aktivnost ekstrakata lekovitih vrsta gljiva

Stare civilizacije Dalekog Istoka su koristile tinkture dobijene iz plodonosnih tela
lekovitih vrsta gljiva najeSée za tretman rana i spreCavanje infekcija. Proucavanja
ekstrakata odredenih vrsta gljiva su pokazala njihov znac¢ajni antimikrobni potencijal. U
zavisnosti od koncentracije mogu inhibirati rast mikroorganizma (bakteristaticki
odnosno fungistaticki efekat) ili ga ubiti (baktericidni odnosno fungicidni efekat). Razne
vrste bakterija i gljiva mogu prouzrokovati brojne bolesti biljaka, Zivotinja i ¢oveka,
smanjenje ili ¢ak potpuni gubitak prinosa kao i kvarenje i propadanje hrane (Garcia i
Blanco, 2000; Gould, 2004; Brown i dr., 2012). Zbog toga kao i zbog ucestale pojave
rezistentnosti na komercijalne antibiotike 1 antimikotike kao posledice dugotrajnog 1
nekontrolisanog koriS¢enja, mikroorganizmi predstavljaju globalni problem za zdravlje 1
ishranu. Sa druge strane, primena komercijalnih antibiotika i antimikotika ima za
posledicu 1 ¢itav niz neZeljenih efekata, visoku toksi¢nost, akumulaciju u lancima
ishrane zbog dugog perioda degradacije i neselektivno delovanje. Yamac i1 Bilgili
(2006) 1 Turkoglu 1 dr. (2007) su istakli da brojne vrste makromiceta sintetiSu razlicita
jedinjenja sa antibakterijskim, antifungalnim i antivirusnim efektom, koja mogu biti
izolovana 1 primenjena u klinickoj praksi. Glavni nosioci navedenih aktivnosti su
polisaharidi, triterpenoidi, lektini, proteini, bakteroliticki enzimi 1 etarska ulja ciji
kapacitet zavisi od metoda ekstrakcije 1 preciS¢avanja (Gao i dr., 2003). Za razliku od
sintetickih antimikrobnih agenasa ¢iji su mehanizmi delovanja dobro poznati 1 baziraju
se na inhibiciji sinteze Celijskog zida, proteina 1 nukleinskih kiselina i1 naruSavanju
funkcije citoplazmatiéne membrane, mehanizmi delovanja prirodnih antimikrobnih
jedinjenja joS uvek nisu poznati i intenzivno se proucavaju. Cushnie i Lamb (2005) i
Karaca (2011) su pokazali da je antifungalna aktivnost lekovitih vrsta gljiva u direktnoj
korelaciji sa njihovim hemijskim sastavom, narocito sa sadrzajem fenola. Flavonoidi

sprecavaju sintezu DNK 1 RNK inhibiraju¢i enzime ukljucene u te procese, narusavaju
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sktrukturu lipidnih slojeva u ¢elijskoj membrani povecavajuéi njenu permeabilnost,

ometaju energetski metabolizam ¢elije, germinaciju spora biljnih i humanih patogena.

1.4. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakata lekovitih vrsta gljiva

Dinamican industrijski i ekonomski razvoj ima niz prednosti ali i negativnih
posledica na spoljas$nju sredinu i drustvo. Danas, bolesti sa najve¢om stopom smrtnosti
u humanoj populaciji su razli¢iti tipovi kancera (Doll i Peto, 1981). Razvoj onkologije i
klinicko lecenje tumora otpoceli su pocetkom XX veka, ali je tek razvojem molekularne
biologije omogucéeno bolje razumevanje ovih bolesti. Brojna istrazivanja su pokazala da
mnogi faktori uslovljavaju pojavu kancera. Poslednjih decenija sve ¢eS¢e se u naucnoj
literaturi srecu dokazi o povezanosti nacina ishrane i pojave kancerogenih oboljenja.
Doll i Peto (1981) su saopstili da je u 35% slucajeva uzrok pojave kancera bila
nepravilna ishrana.
Konvencionalne terapije daju zadovoljavajuce rezultate samo pri tretmanu ranih faza
razvoja tumora ili su apsolutno neefikasne (Chen i dr., 2006). Hemoterapija se odlikuje
mnogobrojnim Stetnim efektima kao Sto su odsustvo selektivne toksicnosti tj. isti efekat
na maligne 1 zdrave celije, pojava mutacija koje se mogu nasledivati i mnogo
agresivnije metastaze pri ponovhom javljanju kancera, zbog ¢ega prirodni preparati
danas zauzimaju sve znacajnije mesto u tretmanu obolelih.
Rezultati brojnih istrazivanja zapocetih jo§ 1966. godine u Japanu pokazuju
znacajnu ulogu ekstrakata gljiva u prevenciji kancera kao i1 njihov snazan citostaticki
efekat i sugeriSu da redovno konzumiranje odredenih lekovitih vrsta gljiva, tokom
duzeg vremenskog perioda, ima pozitivan efekat na prevenciju pojave kancera,
usporavanje razvoja tumora i pojavu metastaza. Thompson (1995), Cao i Lin (2006) i
Chen (2006) su istakli da se ove aktivnosti mogu pre svega pripisati:
1. terpenoidima koji zaustavljaju proliferaciju malignih delija prekidanjem
¢elijskog ciklusa i apoptozom i

2. polisaharidima koji reguliSu ekspresiju gena kancera i poboljSavaju imuni sistem
stimuliSu¢i aktivaciju prirodnih ¢elija ubica 1 proliferaciju limfocita a time i
povecanu produkciju citokina koji je odgovoran za odrzavanje homeostaze

organizma. Lentinan iz plodonosnih tela Lentinus edodes, kalvacin iz Calvatia
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gigantea, proflamin iz F. velutipes, pleuran iz vrsta roda Pleurotus, Sizofilan iz
Shizophillum commune i krestin iz T. versicolor su samo neki od izolovanih
polisaharida za koje je nau¢no dokazano da poseduju citotoksi¢ni efekat (Wasser

1 Weis, 1999a, b).

1.5. Selen

Selen (Se) je esencijalni mikroelement koji je u malim koli¢inama neophodan za
normalno funkcionisanje ¢elija, dok je u visokim koncentracijama toksic¢an. Jos je 1957.
godine Nemacki lekar Klaus identifikovao Se kao komponentu organske supstance koju
je nazvao faktor 3 i pokazao njen pozitivan efekat u sprecavanju nekroze jetre kod
pacova izazvane ishranom bez vitamina E (Rayman, 2000). Kao konstituent glutation-
peroksidaze (GPx) i 30-tak drugih selenoproteina, Se ima imunostimulatornu funkciju,
ulogu u antioksidativnom sistemu i regulaciji nivoa hormona S§titne zlezde (Rotruck i
dr., 1973). Neophodan je za nesmetano funkcionisanje neutrofila, makrofaga i prirodnih
¢elija ubica. Istrazivanja su pokazala da podizanje nivoa Se, naroCito kod osoba sa
njegovim deficitom, vodi ekspanziji T-limfocita 1 prirodnih ¢elija ubica. Shodno tome,
mnogobrojna klinicka ispitivanja su potvrdila vaznu ulogu Se u lecenju razlic¢itih bolesti
ukljucujuéi kardiovaskularne, maligne, dijabetes, sterilitet 1 dr. Deficit Se, koji nastaje
nakon njegovog dugotrajnog odsustva u ishrani, Cesto je povezan sa povecanom
ucestalos¢u kardiovaskularnih bolesti (KeSanske 1 KaSin Bekove) 1 drugih oboljenja
povazanih sa oksidativnim stresom (Rayman, 2000; Daniels, 2004).

Glutation peroksidaza se nalazi u citoplazmi i mitohondrijama celija gde S§titi
membrane od oksidativnih oSte¢enja 1 predstavlja depo Se za sintezu drugih
selenoproteina. Poznate su 4 glutation peroksidaze: Celijska (GPx1), gastrointestinalna
(GPx2), plazma (GPx3) 1 fosfolipo-hidroksiperoksidna (PLGPx). Fosfolipo-
hidroksiperoksidna GPx inhibira peroksidaciju lipida 1 katalizuje esterifikaciju masnih
kiselina do funkcionalnih fosfolipidnih struktura ¢éelijskih membrana (Arthur, 2000).
Medutim, pored navedenih pozitivnih efekata, glutation peroksidaze imaju 1 ulogu u
sprecavanju oksidativnog oSte¢enja RNK virusa, koje moze voditi spontanim
mutacijama sa povecanjem virulencije, $to je pokazano kod koksaki virusa izolovanog

iz obolelih od Kesanske bolesti (Beck i dr., 1995). Takode, neki virusi mogu da uzimaju
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Se od domacina i ugraduju ga u sopstvene proteine i enzimske sisteme ¢ime umanjuju
odbranu organizma. Deficit Se kod domacina povecava stopu apoptoze Cime se
olaksava dalja invazija virusa (Yu i dr., 1999).

Vazni selenoenzimi su tioredoksin reduktaza i jodotironin dejodinaza koja postoji u
tri forme. Prvi od njih je neophodan za produkciju redukovanog tioredoksina koji je
ukljuéen u brojne redoks regulacije i supstrat je za ribonukleotid reduktaze pa tako
ucestvuje u sintezi DNK (Flohé i dr., 2000), dok drugi reguliSe sintezu hormona Stitne
zlezde trijodtironina (T3) i njegovog neaktivnog oblika tiroksina (T4) ¢ime uti¢e na
metabolizam, normalan razvoj i rast (Voet i Voet, 2004).

Od ostalih selenoproteina treba spomenuti:

1. selenofosfat-sintetaze (SPS1 i SPS2) koje ucestvuju u formiranju prekursora

selenocisteina i njihovoj inkorporaciji u druge selenoproteine,

2. selenoprotein P, polipeptid sa 10 selenocisteinskih ostataka koji je prisutan u tri

izoforme 1 ima ulogu u vezivanju Se u plazmi, a zbog prirode kovalentne veze
Se u polipeptidnom lancu verovatno ima 1 antioksidativnu aktivnost (Burk 1 Hill,
2005) i

.....

(Brown i Arthur, 2001).

1.5.1. Selen u biosferi

Selen, metaloid sli¢an sumporu, otkrio je 1817. godine Svedski naucnik Jens Jakob
Bercilijus 1 nazvao ga po boginji Seleni koja u gr¢koj mitologiji simbolizuje Mesec.
Hemijski pripada grupi halogenih elemenata VIa grupe IV periode. U prirodi se nalazi u
relativno maloj koli¢ini, svega 0.05 ppm, kao primesa raznih sulfidnih ruda ukljucujuci
pirit, halkopirit, sfalerit 1 druge, u metaloselenidima a rede u neorganskim jedinjenjima
kao $to su selenid, selenit i selenat (Wiberg i dr., 2001). Rasprostranjenost Se u
zemljinoj kori zavisi od geoloskog sastava terena, najmanje ga ima u magmatskim i
metamorfnim stenama, neSto viSe u sedimentima, a najviSe u glinenim Skriljcima.
Seleniferne oblasti Australije 1 Irske sadrze vise od 0.5 mg/kg Se §to su vrlo toksi¢ne
koncentracije, dok je u regijama sa vulkanskim i granitnim stenama (Brazil, Indija,

Irska, Kina, SAD) zabelezen njegov deficit, < 0.1 mg/g (Dhillon i Dhillon, 2003).
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Nejednaka distribucija Se u pojedinim oblastima predstavlja takozvanu geohemijsku
bolest.

Selen se javlja u tri alotropske modifikacije, elementarna i amorfna koje su crvene
boje i1 kristalna koja je sivoplava. Aerozagadenja, naroCito povecanje koncentracije
oksida sumpora i nastanak “kiselih kiSa”, znacajno smanjuju koncentraciju Se u
zemljistu koje je prva karika u lancu ishrane (Gerhardsson i dr., 1994). Zagadenje mora
teSkim metalima dovodi do opadanja sadrzaja Se u mesu ribe koja predstavlja njegov
bogat izvor. Medutim, problem bioakumulacije Se nastaje intenzivim koris¢enjem

fosilnih goriva i navodnavanjem u selenifernim regijama (Lemly, 1997).

1.5.2. Metabolizam selena

Bioloska iskoristljivost Se zavisi od njegove forme i koncentracije prisutne u
supstratu  kao 1 karakteristika supstrata (sastav, tip, temperatura, pH, salinitet i
koncentracija kiseonika) (Hartikainen, 2005; Poluboyarinova 1 dr., 2009). U prirodi se
nalazi u 5 formi (Lenz i Lenz, 2009):

1. elementarni, nerastvorljivi, teSko iskoristljiv (Se®),

2. isparljiv selenid (H,Se) 1 metal selenidi koji dospevaju u atmosferu putem

bioloskih aktivnosti,

3. tesko isparljivi seleniti (SeO3%),

4. selenati (Se042'),

5. organska jedinjenja selena.
formi selena zbog stvaranja slobodnih radikala. Poznato je da se apsorbovani Se
ugraduje u selenocistein, selenometionin, Se-metilselenocistein i  nekoliko
neidentifikovanih seleno jedinjenja (Falandysz, 2008). Medutim, mehanizmi njegovog
usvajanja, transporta, akumulacije 1 metabolizma zavise od vrste gljive (Melgar i dr.,
2009).

Prema Ip (1998) i Lenz i Lenz (2009), rastvorljivi seleniti i1 selenati mogu u¢i u dva
metabolicka puta (Slika 7):

1. direktna 1ili indirektna metilacija do metilselenola, dimetilselenida 1

trimetilselenonijum jona koji se izlucuju i
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2. redukcija nerastvorljivog Se® koji se moze ili reoksidovati do selenita, rede

selenata, ili redukovati do H,Se koji je prekursor u sintezi selenoproteina.

proteini
A
Metiselenol evaporacija
Se-metionin -
2 N Dimetiselenid ekstrakcija
metilacija I
S Trimetilselenonijum
.. metilacija | .
—  Se-cistein » jon
<
=
Q . ..
v, T metilacij
=
2| <
51 B= ..
215 ) redukciia crvenkasta
= selenit > el .
= < . micelija
e < oksidacija
=
Q
= Lo
3 oksidacij
0]
-
vYy \ 4 joni metala precipitacija
H,Se > metal-Se
metilacij metilacija
Se-cistation
Se-
metilselenocistein
nefunkcionalne
aminokiseline

Slika 7. Metabolicki putevi selena (Sema)

1.5.3. Selen iishrana

Saznanja o Se do skora kontradiktorna (da li je koristan ili toksican) poticu iz
veterinarske medicine. Klinicku sliku trovanja Se kod Zivotinja opisao je jo§ pre 700

godina Marko Polo tokom putovanja kroz Kinu. Endemska selenoza na zapadu

Amerike, zatim takozvano slepo posrtanje i alkalna bolest goveda poznati su jos$ iz XIX
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veka. Otkrivanje esencijalnih uloga Se, proteklih godina, otvara poglavlje o odredivanju
dozvoljenih granica unosa (Goldhaber, 2003).

Toksicnost Se ogleda se kroz poremecaj funkcije imunog sistema i tireoideje kao 1
sinteze hormona rasta zbog oksidacije glutationa i inhibicije GPx S§to dovodi do
nastanka slobodnih radikala i to u znacajnim koncentracijama (Orskov i Flyvbjerg,
2000). Toksi¢ni efekti zavise od forme (organski ili neorganski) i od koliine unetog Se.
Elementarni Se® i vecina metalnih selenida imaju relativno nisku toksi¢nost zbog
njihove niske bioloske iskoristljivosti za razliku od selenita i selenata koji su izrazito
toksi¢ni. Medutim, organski oblici Se imaju visoku biolosku iskoristljivost i toksi¢ni su
u velikim dozama. Tako unos Se u koli¢ini preko 800 pg dnevno daje klinicku sliku
trovanja, selenoza u obliku opadanja kose, slabljenja noktiju, edema pluca, nadrazaja
gastrointestinalnog trakta, mentalne konfuzije i razvoja malignih oboljenja (Whanger i
dr., 1996).

Nedostatak Se, kao i u sluc¢aju prekomernih doza, prvo je opisan kod Zivotinja gde
izaziva usporen rast, slabost sr¢anog misi¢a i muskulature, neplodnost i dr. (Goldhaber,
2003). Proucavanjem povezanosti deficita Se sa oboljenjima kod ljudi pocinje krajem
sedamdesetih godina proslog veka, kada je opisana KeSanska bolest. Nassir 1 dr. (1997)
1 Flohé 1 dr. (2000) su povezali deficit Se sa razvojem brojnih bolesti kod ¢oveka kao
Sto su razli¢iti tipovi kancera, distrofija misic¢a, kardiovaskularne bolesti ukljucujuci 1
endemsku kardiomiopatiju, hiperholesterolemiju 1 muski sterilitet. Generalno gledano,
nedovoljan unos Se rezultira smanjenom aktivnos¢u selenoenzima (Rayman, 2000).

Medutim, bez obzira na poznavanje posledica prekomernog i nedovoljnog unosa Se
u organizam jos uvek ne postoji opste prihva¢ena dnevna doza. Tako, Akademija nauka
SAD iznosi da su optimalne doze Se za odrasle osobe 50 - 200 pg dnevno (Levander 1
Mooris, 1984), po regulativi ekspertske grupe Svetske zdravstvene organizacija iz 1996.
godine dnevna potreba za ovim elementom kod muskaraca je 40 ug a kod zena 30 ug,
dok su po Mihailovi¢ (1996) bezbedne koli¢ine Se do 775 pg dnevno.

Selen je u ishrani prisutan u organskoj i neorganskoj formi kao selenometionin,
uglavnom u hrani biljnog porekla, 1 selenocistein, u hrani zivotinjskog porekla, dok
seleniti 1 selenati nisu prisutni u hrani ali se Cesto koriste kao dodaci. Najbolji izvori Se
u ishrani su selenom obogacéeni kvasac, pSenica i druge namirnice biljnog porekla posto

je njegova iskoristljivost veca iz navedenih izvora nego iz hrane Zivotinjskog porekla
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(Fairweather-Tait, 1997) a posebno iz vode (Valentine, 1997). Prema moguénosti
usvajanja iz hrane, Se spada u grupu umereno dobrih elemenata jer kako isti¢e Evropski
komitet za hranu oko 60% prisutnog Se je moguce apsorbovati (Fairweather-Tait,

1999).

1.5.4. Selen i gljive

Poznato je da veliki broj jestivih i lekovitih vrsta gljiva ima sposobnost usvajanja i
akumulacije Se u formi jedinjenja malih molekulskigh masa (6 kDa) kao Sto su
selenocistein 1 selenometionin. SadrZaj Se kod gljiva varira izmedu 0.6 1 19.5 mg/kg
suve mase 1 zavisi od vrste, mesta i godine branja. Medu prouc¢avanim vrstama najveci
sadrzaj Se je zabelezen kod Boletus edulis (oko 17.0 mg/kg suve mase), dok je znacajna
koli¢ina ovog mikroelementa nadena i kod Macrolepiota sp. (5.0 mg/kg suve mase),
samoniklih vrsta roda Agaricus (2.7 mg/kg suve mase), vrsta iz klase Gasteromycetes
(1.9 mg/kg suve mase), Lactarius torminosus (1.9 mg/kg suve mase) 1 Marasmius
oreades (1.6 mg/kg suve mase) (Slejkovec i dr., 2000). Zbog znacajnog kapaciteta
gljiva da usvajaju Se, trend je obogacivanje komercijalno gajenih vrsta ovim
mikroelementom 1 dobijanje odli¢nih dijetetskih izvora selena. Sun i dr. (1993) su
pokazali da je redovnim konzumiranjem selenom obogacenih plodonosnih tela P.
ostreatus doSlo do zna¢ajnog povecanja nivoa ovog mikroelementa u krvi 1 jetri kao 1
aktivnosti GPx u eritrocitima, a Spolar i dr. (1999) su zabeleZili usporavanje razvoja
hemijski indukovanih tumora redovnom upotrebom selenom obogacenih bazidiokarpa
A. bisporus.

Medutim, na bazi navedenih sposobnost, da apsorbuju i akumuliraju Se, gljive se
mogu koristiti 1 kao bioindikatori zagadenja zemljiSta ovim mikroelementom (Quinche,

1993).
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Ciljevi istrazivanja

Dosadasnja znanja o sposobnosti gljiva da usvajaju i akumuliraju mikroelemente kao
i o ulozi Se u funkcionisanju organizma posluzili su kao baza za postavljanje ciljeva

ovog istrazivanja:

1. pracenje prinosa biomase micelije proucavanih vrsta makromiceta i efikasnosti
apsorbcije Se pri njegovim razli¢itim koncentracijama tokom te¢ne kultivacije u
selenitom oboga¢enom medijumu;

2. pracenje efekata visokih koncentracija Se na produkciju micelije, morfologiju i
ultrastrukturu hifa, kao i1 na kapacitet njegove apsorpcije i akumulacije kod
Pleurotus ostreatus;

3. analiza uticaja Se, prisutnog u ekstraktima micelija proucavanih vrsta, na
antioksidativni potencijal i sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida;

4. analiza antifungalnog kapaciteta ekstrakata Se-obogacene micelije proucavanih
vrsta,

5. testiranje citotoksicne aktivnosti ekstrakata Se-obogacene micelije proucavanih

vrsta.
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Materijal 1 metode

3.1. Proucavane vrste i priprema inokuluma

Kulture proucavanih jestivih 1 lekovitih vrsta gljiva su izolovane iz plodonosnih tela
sakupljenih u Srbiji ili su dobijene iz Instituta za Evoluciju Univerziteta u Haifi, Izrael
(HAI) i ¢uvaju se na malt agar (MA) medijumu u kolekciji kultura Instituta za botaniku

Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (BEOFB) (Tabela 1).

Tabela 1. Proucavane vrste jestivih i lekovitih gljiva

Naucno ime vrste Kod soja Poreklo soja

Izrael, nacionalni park
Nahal Nesher na planini
Karmel, sa Quercus
calliprinos Webb., 1995

Ganoderma applanatum (Pers.:Wallr.) BEOFB 411 vSrbua, Beograd, Bojcinska
Pat. Suma, 2008

Flammulina velutipes (Curt.: Fr.) Sing. HAI 966

Srbija, Beograd, Boj¢inska

Ganoderma lucidum (Leyss.:Fr.) Karst. ~ BEOFB 431 suma, sa Quercis sp., 2008

Rusija, Permski kraj, sa

Lenzites betulinus (L.:Fr.) Fr. BEOEFB 500 Populus tremela, 2009

Pleurg‘tus eryngii (DC.:Fr.) Quél.var. HAI 507 Kultivisani soj, Hawaii,
eryngii Nextlab
Pleurotus ostreatus HAI 592 KW, A. S. Buchalo.
(Jacq.: Fr.) Kumm.

KW, A. S. Buchalo (111), -
Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. HAI 573 VKM (F-2006). Coll.
Rusija, Soci.
Srbija, Novi Beograd, sa

Trametes hirsuta (Wulf.:Fr.) Pil. BEOFB 30 Prunus sp., 2009

Priprema inokuluma se sastojala iz nekoliko faza: (1) inokulacija 100.0 mL
sintetickog medijuma (glukoza, 10.0 g/L; NH4NOs3, 2.0 g/L; K,HPOy, 1.0 g/L; NaH,PO4
x H,0, 0.4 g/L; MgSO4 x 7TH,0, 0.5 g/L; ekstrakt kvasca, 2.0 g/L, pH 6.5) sa 25 diskova
micelije (@ 0.5 cm) 7 dana stare kulture sa MA u 250-mL erlenmajerima; (2) inkubacija
na sobnoj temperaturi (22 + 2°C) na rotor Sejkeru (100 obrtaja u minuti) u toku 7 dana;

(3) ispiranje dobijene biomase (3 puta) sterilnom destilovanom vodom; (4)
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homogenizacija biomase sa 100.0 mL sterilne destilovane vode u laboratorijskom

blenderu.

3.2. Odredivanje produkcije biomase

5.0 mL homogenizovanog inokuluma je koris¢eno za inokulaciju 70.0 mL
modifikovanog sintetickog medijuma (sa glukozom u koncentraciji od 65.0 g/L 1
peptonom kao izvorom azota u koli¢ini od 2.0 g/L) obogadenog natrijum selenitom
(NaySe03) sa pocetnim koncentracijama Se od 300.0 ug/L, 700.0 pg/L, 1000.0 pg/L ili
1300.0 pg/L (Staji¢ i dr., 2006). Medijum bez Se je koris¢en kao kontrola. Te¢na
kultivacija je vrSena na sobnoj temperaturi na rotor Sejkeru 21 dan izuzev vrsta roda
Pleurotus ¢ija je inkubacija trajala samo 9 dana. Dobijena biomasa je filtrirana, ispirana
3 puta sa 50.0 mL sterilne destilovane vode na magnetnoj mesalici na temperaturi od
30°C sa ciljem uklanjanja preostalog Se na celijskom zidu i susena na 50°C do
konstantne mase. Suva biomasa je merena 1 predstavljena kao g/L. Po tri ponavljanja za

svaku koncentraciju Se i vrstu su bila uradena.

3.3.  Merenje koncentracije apsorbovanog selena u miceliji

Suva biomasa micelije (0.1 g) kao 1 medijum obogacen Se pre i posle kultivacije
proucavanih vrsta (2.0 mL) su se tretirali sa 10.0 mL koncentrovane HNO3 i 3.0 mL
koncentrovane HCI. Dobijeni uzorci su bili razblaZeni sa Milli-Q vodom do zapremine
od 20.0 mL. Koncentracija apsorbovanog Se odredivana je hidridnom tehnikom
atomskim apsorpcionim spektrofotometrom (SP 190 Pye Unicam, Engleska).
Standardna kriva je kreirana koriS¢enjem rastvora koji su sadrzali Se u koncentracijama
od 0.0, 10.0, 25.0, and 50.0 pg/L. Dobijene vrednosti su predstavljene kao ug

apsorbovanog Se po g suve biomase ili po L medijuma.
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34. Odredivanje efekta visokih koncentracija selena na morfo-fizioloSke i

ultrastrukturne karakteristike micelije

Efekat visokih koncentracija Se na morfo-fizioloSke i ultrastrukturne karakteristike
micelije prac¢en je kod P. ostreatus HAI 592. Testirane koncentracije Se prisutnog u
formi Na,;SeOs; su bile 5.0 mg/L, 10.0 mg/L, 20.0 mg/L, 50.0 mg/L, 100.0 mg/L, 500.0
mg/L, 1000.0 mg/L, 2500.0 mg/L, 5000.0 mg/L i 10000.0 mg/L. Minimalna inhibitorna
koncentracija Se (MIC) odredena je kultivacijom gljive u mikrotitracionoj ploci, ¢iji je
svaki bunarci¢ sadrzao 90.0 pL Se-obogacenog modifikovanog medijumu i 10.0 pL
homogenizovanog inokuluma, na 25°C u toku 21 dana. Medijum bez Se je koris¢en kao
kontrola. Po tri ponavljanja je uradeno za svaku koncentraciju Se.

Morfologija 1 ultrastruktura hifa, produkcija biomase i1 sposobnost micelije da
apsorbuje Se proucavane su kultivacijom P. ostreatus u 100-mL erlenmajerima koji su
sadrzali 20.0 mL modifikovanog sintetickog medijuma obogacenog selenom u
koncentracijama koje nisu kompletno inhibirale rast, na sobnoj temperaturi, na rotor
Sejkeru u toku 9 dana. Inokulacija je vr§ena sa 1.5 mL homogenizovanog inokuluma.

Morfologija hifa je prouCavana posmatranjem micelije uronjene u glicerin ili
obojene Fuchsine kiselinom svetlosnim mikroskopom (Carl Zeiss Axio Imager 2).

Ultrastrukturne analize su radene na preparatima micelije koji su pravljeni na slede¢i
nacin: micelija je fiksirana u smesi 2,5% glutaraldehida i 0,1 M fosfatnog pufera na 4°C
preko no¢i, postfiksirana u istom puferu koji je sadrzao 1,0% osmijum tetroksid u toku
jednog sata, dehidrisana i uronjena u Araldite smolu. Ultratanki preseci su pravljeni sa
UC6 ultramikrotomom (Leica Microsystem, Germany), rutinski bojeni sa uranil
acetatom 1 olovo citratom i posmatrani pod 80 kV na Philips CM12 transmisionom
elektronskom mikroskopu.

Stopa rasta micelije je odredena merenjem dnevne promene precnika kolonije tokom
20 dana kultivacije gljive u Petri kutiji (@ 90 mm) na Se-obogacenom agarizovanom

modifikovanom sinteticCkom medijumu na 25°C.
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3.5. Odredivanje bioloskih aktivnosti ekstrakata testiranih vrsta gljiva

3.5.1. Kultivacija

Tecna kultivacija je vrSena u 1000-mL erlenmajerima sa 400.0 mL modifikovanog
sintetickog medijuma obogacenog selenom, u formi Na,SeOs i inicijalnoj koncentraciji
od 1.3 mg/L, koji je bio inokulisan sa 30.0 mL homogenizovanog inokuluma, na sobnoj

temperaturi na rotor Sejkeru u toku 21 dana. Medijum bez Se je koriS¢en kao kontrola.

3.5.2. Priprema ekstrakata micelije

Suva Se-obogacena i neobogacena micelija (3.0 g) je ekstrahovana meSanjem sa
90.0 mL 96% etanola na 30°C u toku 72 sata. Dobijeni ekstrakti su filtrirani kroz
Whatman No. 4 filter papir, koncentrovani pod redukovanim pritiskom u rotor
uparivacu (BUCHIR-114, Switzerland) na 40°C i ponovo rastvoreni u 96% etanolu (za
testiranje antioksidativnog potencijala) ili u 5% dimetilsulfoksidu (DMSO) (za analizu

antifungalne 1 citotoksi¢ne aktivnosti) do koncentracije od 32.0 mg/mL.

3.5.3. Antioksidativna aktivnost

3.5.3.1. DPPH test

Antioksidativna aktivnost je odredivana merenjem stepena izbeljivanja ljubicasto
obojenog metanolnog rastvora stabilnog 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazil radikala
(DPPHe) (Blois, 1958). Smesa od 1800.0 uL 4% metanolnog rastvora DPPHe i 200.0
uL ekstrakta odredene koncentracije (serija duplih razblazenja od 32.0 mg/mL do 0.5
mg/mL) je inkubirana 30 minuta u mraku nakon cega je spektrofotometrijski
(CECILCE 2501, U.K.) merena njena apsorpcija na 517 nm. Metanol se koristio kao
slepa proba. Negativna kontrola je sadrzala sve reagense izuzev ekstrakta. Efekat
neutralizacije radikala je odredivan po formuli:

DPPHe neutraliSu¢i efekat (%) = [(Ag-Auzorka)/Ag] X 100,

Ay — apsorbanca negativne kontrole; Ay,oka — apsorbanca reakcione smese. ECsg

vrednost (mg ekstrakta/mL) predstavlja efikasnu koncentraciju pri kojoj se 50% DPPH
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radikala neutraliSe i dobija se linearnom regresionom analizom. Komercijalni

antioksidans, BHA, je koris¢en kao pozitivna kontrola.

3.5.3.2. Odredivanje sadrzaja fenola

Sadrzaj rastvorljivih fenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima Se-obogacdene i
neobogacene micelije odredivan je Folin-Ciocalteu reagensom po metodi Singleton i
Rossi (1965), koris¢enjem galne kiseline kao standarda. 1000.0 nL 10% Folin-Ciocalteu
reagensa i 200.0 pL ekstrakta su reagovali u mraku u toku 6 minuta nakon cega je
dodato 800.0 uL 7,5% Na,COs. Reakciona smesa je snazno promuckana i inkubirana na
rotor Sejkeru (100 obrtaja u minuti) u mraku i na sobnoj temperaturi u toku 2 sata.
Apsorbanca je merena spektrofotometrijski na 760 nm. Smesa bez ekstrakta je koriS¢ena
kao slepa proba. Totalna koncentracija fenolnih jedinjenja je odredena kao pg
ekvivalenta galne kiseline (GAE) po mg suvog ekstrakta, koriS¢enjem jednacine
dobijene iz standardnog grafika galne kiseline:

Apsorbanca = 1.966 x sadrzaj fenola (nug galne kiseline) + 5.346 (R*=0.991)

3.5.3.3. Odredivanje sadrzaja flavonoida

Sadrzaj flavonoida je odredivan koriS¢enjem metode Park 1 dr. (1997). 1000.0 uL
ekstrakta je razblazeno sa 4300.0 pL smeSe koja je sadrzala 4100.0 uL 80% etanola,
100.0 uLL 10% aluminijum nitrata (AI(NO3)3 x 9 H,0) 1 100.0 uL. 1 M vodenog rastvora
kalijum acetata (CH3CO,K). Reakciona smeSa je inkubirana na sobnoj temperaturi u
toku 40 minuta i apsorbanca je merena spektrofotometrijski na 415 nm. SmeSa sa
etanolom umesto ekstrakta je koriS¢ena kao slepa proba. Koli¢ina flavonoida je izraZzena
kao pg ekvivalenta kvercetina (QE) po mg suvog ekstrakta koriS¢enjem jednacine
dobijene iz standardnog grafika kvercetin hidrata:

Apsorbanca = 0.457 x sadrzaj flavonoida (ug kvercetin hidrat) — 0.989 (R* = 0.957)
3.5.4. Antifungalna aktivnost
Testirane su slede¢e vrste mikromicete: Acremonium strictum (BEOFB111m),

Aspergillus ~ flavus (BEOFB221m), A. fumigatus (BEOFB232m), A. niger
(BEOFB252m), A. terreus (BEOFB261m), Candida albicans (BEOFB811m), C. krusei
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(BEOFB821m), C. parapsilosis (BEOFB831m), Cladosporium sp. (BEOFB400m),
Fusarium verticillioides (BEOFB911m), Microsporum gypseum (BEOFB1011m),
Penicillium funiculosum (BEOFB531m), Trichoderma viride (BEOFB612m) i
Trichophyton mentagrophytes (BEOFB1221m), ¢ije se kulture cuvaju na MA na 4°C u
kolekciji kultura Instituta za botaniku BioloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Ove
vrste su se kultivisale na Sabouraud dekstroznom agaru (SDA) na temperaturi od 25 +
2°C u toku 21 dana. Suspenzije spora su pripremane ispiranjem povrSine agara sa
sterilnim 0.9% fizioloSkim rastvorom koji je sadrzao 0.1% Tween 80 (v/v). Stepen
zamucenosti je odredivan spektrofotometrijski na 530 nm i broj spora je podeSavan na
106 CFU/mL (NCCLS, 1998).

DMSO ekstrakti Se-obogacene 1 neobogacene micelije su sterilisani filtracijom kroz
Whatman No. 4 filter papir 1 0.2 um membranski filter. Antifungalni potencijal
testiranih  ekstrakata je proucavan mikrodilucionom metodom kori§¢enjem
mikrotitracionih ploca sa 96 bunarcic¢a (Sarker i dr., 2007). Serije duplih razblazenja
ekstrakata (od 32.0 mg/mL do 0.5 mg/mL) su analizirane. Svaki bunarc¢i¢ je sadrzao
Sabouraud dekstrozni bujon (SDB), suspenziju spora, resazurin i ekstrakt odredene
koncentracije. Smesa bez ekstrakta je koriS¢ena kao negativna kontrola, dok je pozitivna
kontrola sadrzala komercijalni antimikotik, ketokonazol, umesto ekstrakta. Testirane
koncentracije ketokonazola su bile u opsegu od 0.031 mg/mL do 0.002 mg/mL (serija
duplih razblazenja). Efekat 5% DMSO na klijanje spora je takode analiziran njegovim
dodavanjem u smeSu umesto SDB. Mikrotitracione ploce su inkubirane na 25 = 2°C u
toku 72 sata. NajniZa koncentracija ekstrakta bez vidljivog rasta micelije je definisana
kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) (Andrews, 2001). Minimalna
fungicidna koncentracija (MFC) je najniza koncentracija ekstrakta bez micelijskog rasta

nakon reinokulacije 2.0 pL. smeSe na SDA. Eksperiment je ponovljen tri puta.

3.5.5. Citotoksicna aktivnost

3.5.5.1. Celijske linije kancera

Celijske linije humanog adenokarcinoma grliéa materice (HeLa) i humanog
karcinoma debelog creva (LS174), dobijene iz American Type Culture Collection

(ATCC), su koris¢ene u ovim proucavanjima. Ove celijske linije se cuvaju na

-30 -



Materijal 1 metode

preporucenom Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medijumu oboga¢enom
sa 100.0 g/L fetalnog govedeg seruma (FBS) inaktivisanog na 56°C, 3 mM L-
glutaminom, 100.0 mg/mL streptomicina, 100 IU/mL penicilina i 25 mM 4-(2
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic kiselinom (HEPES), pH 7.2 (podeSen sa
rastvorom bikarbonata). Celije su rasle u vlaznoj atmosferi sa 95% vazduha/5% CO,

(v/v),na 37°C.

3.5.5.2. Tretman c¢elijskih linija

Stok rastvori ekstrakata (100.0 mg/mL), napravljeni u 50.0 g/L DMSO, su rastvoreni
u oboga¢enom RPMI 1640 medijumu do potrebnih radnih koncentracija. Inokulacija
neoplasti¢nih HeLa ¢elija (2000 ¢elija po bunarci¢u) i neoplastiénih LS174 ¢elija (7000
¢elija po bunarci¢u) vrSena je u mikrotitracionim plocama sa 96 bunarcic¢a. Nakon 24
sata inkubacije i adhezije ¢elija, ekstrakti u 5 koncentracija (serija duplih razblazenja) su
dodati u bunarci¢e. Finalne koncentracije primenjene na ciljne ¢elije su bile 200.0
pg/mL, 100.0 pg/mL, 50.0 pg/mL, 25.0 pg/mL 1 12.5 pg/mL, izuzev u kontrolnim
bunar¢i¢ima u kojima je Celijama bio dodat samo hranljivi medijum. Kulture su

inkubirane 72 sata.

3.5.5.3. Odredivanje stepena prezivljavanja ¢elija (IMTT test)

Efekat ekstrakata na preZivljavanje ¢elija kancera odredivan je pomoc¢u microculture
tetrazolium testa (MTT test), prema metodu Mosmann (1983) koga su modifikovali
Ohno i Abe (1991). 20.0 pL MTT rastvora [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromide u phosphate-buffering saline] koncentracije od 5.0 mg/mL
je dodat u svaki bunar¢i¢. Uzorci su inkubirani na 37°C u vlaznoj atmosferi sa 95%
vazduha/5% CO; (v/v) u toku 4 sata. Nakon toga, 100.0 uL 10% sodiumdodecylsulfate
je dodato ekstraktu da bi se rastvorio nerastvorljivi produkt formazan koji je rezultat
konverzije MTT boje zivim Celijama. Broj Zivih Celija u svakom bunarcicu je bio
proporcionalan intenzitetu svetlosne apsorbance (A) koja je odredivana pomoc¢u ELISA
¢itaCa ploca na 570 nm 24 sata kasnije. Stopa inhibicije se izraCunavala prema formuli:

Stopa inhibicije ¢elijskog rasta (%) = (Akontrole — Auzorka)/ Akontrole X 100
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ICsp je definisana kao koncentracija ekstrakta koja inhibira prezivljavanje ¢elija za 50%
u poredenju sa kontrolom. Cis-diamminedichloroplatinum (cis-DDP), komercijalni

citostatik, je koriS¢en kao pozitivna kontrola. Svi eksperimenti su uradeni tri puta.
3.6. Statisticka analiza

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna greSka rezultata dobijenih iz
tri paralelna merenja. Za testiranje znacajnih razlika vrSena je One-way analysis of

variance (ANOVA) koris¢enjem STATISTIKA software, version 5.0 (StatSoft, Inc). P-

vrednosti manje od 0.01 su se smatrale statisticki znacajnim.
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Rezultati 1 diskusija

4.1. Prinos biomase i nivo apsorpcije selena kod proucavanih vrsta

makromiceta

4.1.1. Sadrzaj selena u kultivacionom medijumu

Koncentracije Se u Se-obogacenom te¢nom medijumu nakon sterilizacije a pre
inokulacije bile su priblizno tri puta nize od pocetnih. U medijumima sa pocetnim
koncentracijama Se od 300.0, 700.0, 1000.0 1 1300.0 pg/L posle sterilizacije je ostalo
96.0, 210.0, 296.0 odnosno 373.0 ug/L. Ove razlike mogu se objasniti procesom
metilacije na visokoj temperaturi i pritisku pri ¢emu nastaje lako isparljiva forma
dimetilselenid (Birringer i dr., 2002). SadrZaj Se u medijumu nakon kultivacije kretao se
u opsegu od 4.1 ug/L (G. applanatum) do 23.1 pg/L (T. hirsuta) Sto pokazuje razlicite

nivoe apsorpcije i metabolicke puteve kod testiranih vrsta (Grafik 1).

OSadrzaj Se u medijumu  BUsvojen Se

koncentracije Se (ng/g; ng/l)
w
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P.ostrsatus P pulmonarius  P. sryngii L. berulinus G.applananen G. lucidum T hirsuta  F. velutipes

inicijalne koncentracije Se (ug/L); testirane vrste

Grafik 1. Koncentracije Se apsorbovane od strane micelije odabranih vrsta
makromiceta 1 preostale u medijumu nakon kultivacije. (Podaci
predstavljaju srednju vrednost koncentracija tri uzorka. Varijacije su date

kao standardne greske).
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4.1.2. Efekat koncentracije selena na prinos biomase micelije

Analizirane koncentracije Se pokazale su inhibitorni efekat na prinos biomase
testiranih vrsta u poredenju sa kontrolom (Grafik 2). Najveca produkcija biomase
zabelezZena je kod G. applanatum i F. velutipes kultivacijom u kontrolnom medijumu, tj.
u odsustvu Se (27.8 g/L odnosno 25.6 g/L), a najniza kod L. betulinus pod istim
uslovima (5.2 g/L). I pored toga $to je kultivacija vrsta roda Pleurotus trajala samo 9
dana, zbog intenzivnog iskori§¢avanja supstrata, produkcija biomase je bila znacajnija u
poredenju sa ostalim testiranim vrstama (izmedu 20.1 g/L kod P. pulmonarius 1 26.8 g/L

kod P. ostreatus).
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Grafik 2. Prinos biomase proucavanih vrsta gljiva u zavisnosti od koncentracije Se u
medijumu. (Podaci predstavljaju srednju vrednost koncentracija tri uzorka.

Varijacije su date kao standardne greske).

Testirane koncentracije Se nisu pokazale znacajno razliCite efekte na produkciju
biomase, dok je osetljivost na Se zavisila od vrste (P<0.01). Medutim, efekat testiranih
koncentracija Se na prinos biomase je bio sli¢an kod svih proucavanih vrsta. Najbolji

producenti biomase su bili P. ostreatus (16.3 g/L pri koncentraciji od 210.0 pg/L) i F.
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velutipes (u opsegu od 14.3 g/L do 16.1 g/L), dok su najslabiji bili P. pulmonarius (3.1
g/L pri koncentracije od 96.0 ug/L) i L. betulinus (u opsegu od 2.7 g/L. do 3.3 g/L).
Predhodna istrazivanja su pokazala da razli¢ite forme i koncentracije Se utiCu na
produkciju biomase micelije. Izvori Se su imali razli¢ite efekte na prinos micelije kod
brojnih vrsta i sojeva roda Pleurotus (Staji¢ i dr., 2006). Naime, kod nekih od njih
prisustvo Se je imalo za posledicu poveéanje ili smanjenje produkcije u poredenju sa
kontrolom, dok je kod nekih prinos bio isti kao u kontroli. Isti efekat su saopstili
Malinowska i dr. (2008) 1 Stabnikova i1 dr. (2008) tokom kultivacije Hericium
erinaceum u NaySeOs-obogacenom medijumu odnosno kvasca u medijumu sa
NaHSeOs. Inhibitorni efekat Se na prinos biomase objasnili su Chen i dr. (2006) kao
posledicu oksidativnih oStecenja celija indukovanih prisustvom Se i produkcijom

neezimskih jedinjenja u velikim koli¢inama.

4.1.3. Uticaj koncentracije selena na sposobnost apsorpcije

Selen nije detektovan ni kod jedne testirane vrste nakon kultivacije u medijumu koji
nije bio obogacen ovim elementom. Sposobnost apsorpcije Se je bila u pozitivnoj
korelaciji sa koncentracijom u medijumu i znacajno je zavisila od vrste (P<0.01).
Naime, sa povecanjem koncentracije Se u medijumu rastao je i njegov sadrzaj u miceliji
(Grafik 1). Najvece apsorbovane koli¢ine Se zabelezene su kod P. ostreatus, P.
pulmonarius 1 L. betulinus (u opsegu od 18.1 pg/g do 20.3 ng/g) pri koncentraciji Se od
373.0 ug/L, dok je kod drugih testiranih vrsta ta koli¢ina bila od 8.7 pug/g (P. eryngii) do
14.5 pg/g (G. applanatum). NajniZe vrednosti od 1.4 pg/gi 1.5 pg/g zabelezene su kod
P. eryngii odnosno F. velutipes pri koncentraciji Se u medijumu od 96.0 pg/L. Najvisi
procenat usvojenog Se bio je kod P. ostreatus (62.5% pri koncentraciji od 373.0 pg/L)
za razliku od ostalih vrsta kod kojih je procenat apsorpcije bio znatno nizi (od 14.9%
kod L. betulinus do 45.5% kod F. velutipes). Medutim, najnizi nivo apsorbovanog Se
utvrden je kod L. betulinus, 8.1% u medijumu sa Se u koncentraciji od 96.0 ug/L.

Usvajanje Se zavisi od afiniteta same vrste, metabolickog puta, forme i koncentracije
Se 1 karakteristika supstrata (sastav, pH, temperatura i dr.) (Dernovics i dr., 2002;
Wilburn 1 dr., 2004; Hartikainen, 2005). Medutim, Shi 1 dr. (2010) su saopstili da se

organski izvori Se znatno bolje usvajaju kod ljudi i Zivotinja zbog niza karakteristika
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uklju¢ujuéi manju toksi¢nost i manju produkciju superoksida a vecu biolosku
efikasnost. Na osnovu ranijih istrazivanja, utvrdeno je da gljive imaju visok potencijal
akumulacije Se (Falandysz, 2008). Sadrzaj proteina, ugljenih hidrata i lipida, kao 1
sposobnost vezivanja usvojenog Se ¢ini gljive vrednim izvorom hrane (Fairweather-
Tait, 1997). lako je potvrdeno da je micelija ¢ak nekoliko puta efikasnija u usvajanju
Se, istrazivanja su uglavnom fokusirana na obogaéivanje plodonosnih tela koja se
koriste u ishrani (Costa-Silva i dr., 2011). Tako, koli¢ina apsorbovanog Se kod Agaricus
bisporus je bila 160.0 png/g, kod G. lucidum 72.0 ng/g, a kod L. edodes 46.0 ng/g
(Birringer i dr., 2002; Cocchi i dr., 2006; Falandysz, 2008; Costa-Silva i dr., 2011).
Evropski komitet za hranu preporucuje dnevnu dozu Se od 55.0 ug a maksimalnu od
100.0 pg. Imajuéi u vidu da nedostatak Se prouzrokuje razli¢ita oboljenja (Finley,
2006), problem bi se mogao uspesno resiti obogacivanjem hrane selenom i uvodenjem
dodataka bogatih njegovom organskom formom (Stabnikova i dr., 2008). Shi i dr.
(2010) su demonstrirali znacajnu efikasnost polisaharida iz Se-obogacenih plodonosnih
tela G. lucidum u smanjenju oSteCenja sr€anog miSi¢a povecanjem aktivnosti
antioksidativnih enzima i inhibicije peroksidacije lipida. Cinjenica da obogaéivanje
hrane Se u iznosu od 2 ppm (2.0 pg/mg) redukuje razvoj tumora za 50-60% (Ip, 1998)
opravdava interesovanje za proucavanjem potencijala apsorpcije kod razliitih

makromiceta.

4.2. Efekat visokih koncentracija selena na morfo-fizioloske karakteristike

micelije Pleurotus ostreatus

4.2.1. Efekat visokih koncentracija selena na rast i apsorpcioni kapacitet micelije

Rast micelije pri koncentracijama Se od 5.0, 10.0 1 20.0 mg/L je bio identi¢an kao u
kontrolnom medijumu. U poredenju sa kontrolom prisustvo Se u koncentracijama od
50.0 mg/L 1 100.0 mg/L je imalo za posledicu slabiji rast micelije, koncentracija od
500.0 mg/L je znacajno inhibirala rast, dok su viSe kompletno zaustavile rast micelije.
Koncentracija Se od 1000.0 mg/L je predstavljala minimalnu inhibitornu koncentraciju

(Slika 8).
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Slika 8. Uticaj razli¢itih koncentracija Se na rast micelije Pleurotus ostreatus

Stopa rasta micelije je pracena merenjem precnika kolonije na agarizovanom
sintetickom medijumu oboga¢enom Se u koncentracijama od 0.0 do 500.0 mg/L.
Maksimalni dijametar kolonije (090 mm) je zabeleZen 13. dana kultivacije u kontroli
kao 1 pri koncentracijama Se od 5.0, 10.0 i 20.0 mg/L. Prosecna stopa rasta micelije u
kontroli je rasla sa vremenom kultivacije od 2.0 mm u toku prvih pet dana do 5.0 mm
dnevno tokom poslednja Cetiri dana kultivacije. Nesto niza stopa rasta zabelezena je pri
koncentracijama Se od 50.0 mg/L i 100.0 mg/L, 1.5 mm dnevno na pocetku kultivacije
do 3.0 mm tokom preostalog perioda dok je maksimalni rast kolonije dostignut 20. dana
inkubacije. Koncentracija Se od 500.0 mg/L je potpuno inhibirala rast micelije ¢ak i
nakon 20 dana kultivacije i definisana je kao MIC. Sokovi¢ 1 van Griensven (2006)
takode saopStavaju da MIC zavisi od tipa kultivacije.

Produkcija biomase je bila najveéa u kontroli (11.8 g/L) a sa povecenjem
koncentracije Se je opadala (Grafik 3). Tako, pri koncentraciji od 100.0 mg/L prinos
biomase je bio 6.8 g/L a pri 500.0 mg/L produkcija je bila kompletno inhibirana. Mada
su dijametri kolonija bili skoro identi¢ni u kontrolnom kao i u medijumima obogacenim

sa tri poCetne koncentracije Se, prinos biomase je bio znatno manji u prisustvu Se
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(P<0.01). Uoceno je odsustvo korelacije izmedu efikasnosti apsorpcije Se i njegove
koncentracije u medijumu, naime, sa povecanjem koncentracije apsorpcioni kapacitet
micelije je opadao. Zabelezene vrednosti usvojenog Se kretale su se u opsegu od 251.2
ug/g (pri koncentraciji od 5.0 mg/L) do 938.9 pg/g (pri koncentraciji od 20.0 mg/L) Sto
je ujedno i maksimalna apsorbovana koli¢ina Se (Grafik 3). Na vi§im koncentracijama, i
ako je nivo apsorpcije opadao, sadrzaj Se u miceliji je bio visi od dobijenog pri
koncentracijama od 5.0 mg/L 1 10.0 mg/L (P<0.01). Na osnovu rezultata, moguce je
izracunati optimalnu koncentraciju Se u medijumu za produkciju biomase i apsorpciju.
Optimalne vrednosti bi bile izmedu 15.0 mg/L i 20.0 mg/L sa prinosom od 9.0 g/L i
koli¢inom apsorbovanog Se od oko 800.0 pg/g.
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{\ 35.1% 39000

100 i\% I

M.z% - 8000
.
g0 T
- 600.0
6.0
/Jﬁ.z.z%

biomasa (g\L)
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29% 4000
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40

Grafik 3. Produkcija biomase (@ i apsorpcija Se @) kod Pleurotus ostreatus u zavisnosti
od koli¢ine Se u medijumu. (Podaci predstavljaju srednju vrednost

koncentracija tri uzorka. Varijacije su date kao standardne greske).

Dobijeni rezultati pokazuju da se procenat usvojenog Se u biomasi smanjuje sa
povecanjem njegove koncentracije. Najvisi nivo usvajanja od 53.3% je zabeleZen pri
pocetnoj koncentraciji Se od 5.0 mg/L, pri koncentracijama od 10.0 mg/L i 20.0 mg/L
dobijene vrednosti su bile 43.6% odnosno 41.3%, dok su znacajno opale pri

koncentracijama od 50.0 mg/L i 100.0 mg/L (11.2% odnosno 3.6%).
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Dobijeni rezultati potvrduju da su gljive dobri apsorberi Se zbog ¢ega mogu imati
vaznu ulogu u procesima detoksifikacije zivotne sredine (Serafin-Munoz i dr., 2007;
Falandysz, 2008). Brojna istrazivanja su pokazala da razli¢ite vrste, Cak 1 sojevi, imaju
razli¢itu sposobnost apsorpcije 1 akumulacije Se u zavisnosti od stadijuma razvica,
supstrata, forme i koncentracije Se (Ponce de Leon i dr., 2002; Turlo i dr., 2009). Tako,
sadrzaj Se u miceliji Lentinula edodes 1 ¢elijama Saccharomyces cerevisiae, gajenih u
medijumu sa Se u koncentraciji od 20.0 mg/L, je bio 748.0 ug/g odnosno 1825.0 ug/g.
Suprotno navedenim vrstama G. lucidum je imala nizak potencijal inkorporacije Se u
plodonosna tela, samo 29% od koncentracije prisutne u medijumu (Zhao i dr., 2004).

Prema podeli Switras (1999), P. ostreatus HAI 592 se odlikuje hiperakumulacijom
Se, ¢ak viSe od 100.0 mg/kg suve mase. Suhajda i dr. (2000) su pokazali da efikasnost
apsorpcije nije ista tokom kultivacije ve¢ moze varirati. S. cerevisiae je akumulirao Se u
koncentracijama od 1200.0 pg/g do 1400.0 pg/g suve mase u toku eksponencionalne
faze rasta u medijumu obogacenom sa Na,SeO; (30.0 pg/mL Se), dok su vece koli¢ine
uzrokovale jaku inhibiciju rasta (Zhao 1 dr., 2004). Sli¢cne rezultate su dobili i
Malinowska 1 dr. (2008) koji su zabeleZili znaCajnu redukciju prinosa biomase H.
erinaceum tokom kultivacije u medijumu sa 100.0 mg/L Se, dok koncentracija od 25.0

mg/L nije znacajno uticala na rast.

4.2.2. Efekat visokih koncentracija selena na morfologiju i ultrastrukturu micelije

Nakon 9 dana kultivacije P. ostreatus u kontrolnom medijumu razvila se bela i gusta
micelija koja se nije morfoloski razlikovala od one formirane u medijumu oboga¢enom
Se u koncentracijama od 5.0, 10.0, 20.0 i 50.0 mg/L. Medutim, viSe koncentracije
(100.0 mg/L 1 500.0 mg/L) prouzrokovale su pojavu pigmentacije micelije 1 medijuma

karakteristi¢ne cigla-crvene boje (Slika 9).

- 40 -



Rezultati 1 diskusija

500.0 mg/L 100.0 mg/L Kontrola
Slika 9. Izgled kultura Pleurotus ostreatus pri razliitim koncentracijama Se u

medijumu

U kontrolnom medijumu, hife su bile tipi¢ne za P. ostreatus, tankozidne, hijalinske,
dijametra od 2.00 um do 5.94 um, granate, anastomozirane i sa klamp-vezama (Slika
10a). Nasuprot tome, u medijumu obogac¢enom sa Se u koncentraciji od 100.0 mg/L,
gustina hifa je bila manja, njihov precnik je varirao izmedu 3.24 um i 10.50 um, bile su
slabije granate, celijski zid je bio tanak sa mnogo izraZenijim ekstracelularnim
matriksom, bez uocljivih klamp-veza i sa ucestalim septama (Slika 10b). Pri najvisoj
koncentraciji Se na kojoj je rast bio zabeleZzen (500.0 mg/L) gustina hifa je bila
najmanja a karakteristicni “namotaji* hifa su se mogli uvociti. Hife su bile krace,
frekventno septirane, pre¢nika od 4.30 pm do 7.70 pum, sa izrazenijim ekstracelularnim
matriksom i bez klamp-veza (Slika 10v). I ako Sirina hifa nije bila ve¢a od 10.50 um pri
koncentraciji Se od 100.0 mg/L, frekvencija hifa dijametra oko 7.00 um je bila visa pri
koncentraciji od 500.0 mg/L. Mada su navedene koncentracije Se uticale na gustinu 1

morfologiju hifa njihov najznacajniji efekat je bio odsustvo klamp-veza.
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Slika 10. Morfologija hifa u zavisnosti od koncentracije Se u medijumu. a. kontrola; b.

100.0 mg/L; ¢. 500.0 mg/L. (x630)

Poredenjem ultrastrukturnih  karakteristika micelija dobijenih u kontrolnom
medijumu (Slika 11a) i onom obogacenom Se (Slika 11b-d), pokazano je da se
apsorbovani Se akumulira uglavnom u ¢elijskoj membrani i u vakuolama, dok su na
¢elijskom zidu promene bile neznatne. Nasuprot tamnoj celijskoj membrani uzoraka
dobijenih u medijumu sa 500.0 mg/L Se, koncentracija od 100.0 mg/L je uzrokovala
delimi¢no zatamnjenje membrana c¢elije 1 vakuola, koje je verovatno bilo rezultat
inkorporacije Se koji kao antioksidativni agens S$titi Celije od peroksidacije lipida
prouzrokovane akumulacijom metalnih jona u citosolu P. ostreatus (Serafin-Muiozi dr.,

2007). Nasuprot celijskom zidu koji je ostao gotovo nepromenjen, redukcija Celijskog
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sadrzaja je bila u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom Se (Slika 10). Tamne strukture,
vidljive i u kontrolnom i u Se-obogac¢enom uzorku, mogle bi biti proteinska tela jer se
lipidna tela uglavnom ekstrahuju tokom pripreme za TEM (Slika 11b-d). U prisustvu Se
broj navedenih struktura je rastao a promene u njihovom obliku, boji i1 veli€ini su bile
neznatne S§to ih iskljucuje kao moguce depoe Se. Pokazano je i da se redukcija jona Se i
stvaranje amorfnog Se° deSavala oko ovih tela. Prema rezultatima Serafin-Muifioz i dr.
(2007) polisaharid-hitin strukture u ¢elijskom zidu kao i jedinjenja citosola P. ostreatus
vezuju Se. Zbog toga vezivanje Se za ¢elijsku membranu i nagomilavanje u vakuolama
mogu biti esencijalni mehanizmi njegove detoksifikacije.

Predhodna proucavanja su pokazala da vise koncentracije selenita prouzrokuju prvo
akumulaciju Se u miceliji P.ostreatus, a u toku faze opadanja rasta selenit se redukuje
do amorfnog Se® zbog Cega micelija i medijum dobijaju karakteristi¢nu crvenkastu boju
(Korhola i dr., 1986; Gharieb 1 dr., 1995; White i dr., 1995; Poluboyarinova i dr., 2009).
Medutim, pored ovog mehanizma detoksifikacije Brown i Shrift (1982) i Zhao i dr.
(2004) su istakli da vrste koje imaju visok potencijal akumulacije Se mogu inkorporirati
ovaj element iz neorganskih formi u Se-metilselenocistein 1 Se-cistationin, dve
neproteinske selenoamino kiseline koje se produkuju u toku procesa metilacije H,Se
(Slika 7). Tako, S. cerevisiae u prisustvu visokih koncentracija Se u medijumu sadrzi
selenometionin, selenocistein, Se-metilselenocistein 1 selenoetionin (Ip, 1998).
Slejkovec i dr. (2000) i Huerta i dr. (2005) su takode pokazali prisustvo selenocistationa
u supernatantu samlevenih plodonosnih tela Macrolepiota procera, Lepista luscina,
Boletus edulis i B. luridus, dok je Falandysz (2008) nasao Se-metilselenocistein kod L.
edodes 1 A. bisporus.

Intenzivna vakuolarizacija citoplazme, povecana propustljivost ¢elijske membrane i
brojne male citoplazmati¢ne vezikule sa gustim granulama su takode zabeleZene kod S.
cerevisiae nakon rasta u medijumu obogac¢enom sa Se u koncentraciji od 5.0 umol/L
(Gharieb i Gadd, 2004). Medutim, u poredenju sa kontrolom nikakve promene u
ultrastrukturi nisu uocene kod Celija raslih u prisustvu 10 pmol/L  Se-

metilselenocisteina.
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Slika 11. Ustrastrukturne karakteristike hifa Pleurotus ostreatus u zavisnosti od
koncentracije Se u medijumu. a. kontrola; b, ¢. 100.0 mg/L; d, e. 500.0
mg/L. (x15000).

S obzirom na efekte Se na nivou molekula, Lenz 1 Lenz (2009) su saopstili da su
inhibicija rasta Celije, smanjenje sinteze 1 cepanje lanca DNK 1 smrt Ccelije
prouzrokovane nekrozom ili akutnom lizom posledice visokih koncentracija selenita.
Cepanje molekula DNK i smrt ¢éelije su takode bili rezultat toksi¢nih i mutagenih
efekata Na,SeO; na S. cerevisiae (Letavayova i dr., 2008; Manikova i dr., 2010).
Nasuprot selenitima, Ip (1998) i Letavayova i1 dr. (2008) su wuocili da Se-
metilselenocistein samo delimi¢no inhibira stopu rasta i sintezu DNK, ne izaziva
cepanje DNK lanaca, a do smrti celije pre svega dolazi apoptozom. Prema ovim
autorima, mehanizmi aktivnosti selenita i Se-metilselenocisteina su bili razliciti, selenit
je inhibirao rast ¢elije nespecificnim genotoksi¢nim efektom, a metilisane forme Se su
smanjivale stopu rasta odlaganjem S faze.

Jos uvek je nejasno kako neke vrste toleriSu visoke koncentracije Se u spoljasnjoj

sredini. Gharieb i Gadd (1998) su predpostavili da bi glavne strategije rezistentnosti na
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Se 1 njegove detoksifikacije kod gljiva bile: (1) prevencija ili redukcija ulaska Se u
Celiju; (2) akumulacija Se u vakuolama i (3) redukcija selenita do Se° ili njegova
metilacija do isparljivih organskih, manje toksi¢nih, formi.

Sa povecanjem svesti o zaStiti zdravlja, posebna paznja se posvecuje efikasnoj
kontroli emisije Se kao i njegovoj detoksifikaciji koriS¢enjem ekoloski i ekonomski
opravdanih procedura. Vecina filamentoznih gljiva i kvasaca bi se mogle uspes$no
koristiti kao bioremediatori zbog (1) visokog kapaciteta apsorpcije Se; (2) velike
koli¢ine produkovane biomase tokom industrijskih fermentacija 1 (3) znacajne
sposobnosti hitina, njegovih derivata kao i egzopolimera koji formiraju kapsule ili
sluzave slojeve da vrSe bisorpciju koja je bazirana na prisustvu mesta za vezivanje Se
(White 1 dr., 1995). Mada tehnologija mikoremedijacije jo§S uvek nije dobro poznata,
rezultati ovog proucavanja pokazuju da P. ostreatus poseduje znacajan kapacitet

apsorpcije i akumulacije Se.

4.3. Antioksidativna aktivnost

4.3.1. Neutralizacija DPPH radikala

Etanolni ekstrakti i neobogacene i Se-obogacene micelije svih proucavanih vrsta
makromiceta su imali sposobnost neutralizacije DPPH radikala koja je zavisila od
njihove koncentracije, naime na viSim koncentracijama efikasnost je bila veca (Grafici
4,5, 6). Kod svih vrsta, izuzev predstavnika roda Pleurotus, ova aktivnost je bila znatno
veca u prisustvu Se ali mnogo manja u poredenju sa onom kod komercijalnog
antioksidansa, BHA, ¢ija je ECsy vrednost iznosila 13.4 pug/mL. Na osnovu ECs
vrednosti ekstrakata testiranih jestivih i lekovitih vrsta gljiva, antioksidativni potencijal
je opadao slede¢im redosledom: L. betulinus > G. lucidum > G. applanatum > P.
pulmonarius > P. ostreatus > P. eryngii > T. hirsuta > F. velutipes.

Ekstrakti L. betulinus su bili najefikasniji u hvatanju DPPH radikala (oko 88% pri
koncentraciji od 32.0 mg/mL) (Grafik 4). Prisustvo Se u miceliji znacajno je povecavalo
ovaj potencijal (P<0.01) i to do koncentracije ekstrakta od 16.0 mg/mL. Kapaciteti Se-
obogacenog i neobogacenog ekstrakta su se najvise razlikovali pri koncentraciji od 8.0

mg/mL (71.6% odnosno 34.8%), dok je pri koncentraciji od 32.0 mg/mL razlika bila
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neznatna. Ova visoka efikasnost ekstrakata L. betulinus potvrdena je ECsy vrednostima.
U Se-obogacenom ekstraktu ova vrednost je bila 6.8 mg/mL a u neoboga¢enom 15.9
mg/mL.

Drugi po sposobnosti hvatanja DPPH radikala bili su etanolni ekstrakti vrsta roda
Ganoderma 1 to posebno oni obogaceni Se. Generalno, ekstrakti Se-obogacene micelije
G. lucidum su imali vis$i kapacitet hvatanja radikala nego ekstrakti G. applanatum
(Grafik 5). Medutim, uprkos slicnom sadrzaju Se u miceliji ovih vrsta, 14.0 pg/g
(Milovanovi¢ 1 dr., 2013), njegov efekat na antioksidativni kapacitet bio je suprotan,
naime stimulatorni kod G. applanatum, $to je bilo u saglasnosti sa rezultatima Turlo 1
dr. (2010), odnosno inhibitorni kod G. lucidum. Ekstrakti Se-obogacene micelije G.
applanatum su bili oko dva puta efikasniji hvata¢i DPPH radikala od ekstrakata
neobogacene micelije. Dobijene vrednosti u prisustvu Se su bile izmedu 3.1% (pri
koncentraciji od 0.5 mg/mL) i 67.1% (pri koncentraciji od 32.0 mg/mL), dok su se u
ekstraktima bez Se kretale u opsegu od 1.3% do 33.9%. Kod G. lucidum aktivnost je
takode rasla sa povecanjem koncentracije ekstrakta, od 1.4% do 71.6% u neobogacenim
ekstraktima odnosno od 1.3% do 48.6% u Se-obogacenim (Grafik 5). Ovi rezultati su
takode bili potvrdeni ECsy vrednostima koje su kod G. applanatum bile 21.5 mg/mL u
Se-oboga¢enom ekstraktu odnosno 46.9 mg/mL u neobogacenom, dok su u istim
ekstraktima G. lucidum ove vrednosti bile 21.1 mg/mL odnosno 31.3 mg/mL.

Ekstrakti neobogacenih micelija proucavanih vrsta roda Pleurotus su bili aktivniji u
hvatanju DPPH radikala od onih Se-obogacenih (Grafik 6). Ove razlike u aktivnostima
su bile znacajne (P<0.01) kod P. eryngii 1 P. pulmonarius, posebno pri viSim
koncentracijama ekstrakata (>4.0 mg/mL), dok su kod P. ostreatus bile neznatne.
Ekstrakti neobogacenih micelija su pokazali progresivho povecanje aktivnosti sa
koncentracijom. Tako su dobijene vrednosti kod P. eryngii bile izmedu 7.3% i 51.8%, a
kod P. pulmonarius izmedu 12.6% i 57.5% (pri koncentracijama od 4.0 mg/mL odnosno
32.0 mg/mL). Medutim, kod P. ostreatus ove razlike su bile neznatne (oko 1%) pri svim
testiranim koncentracijama (Grafik 6). ECsy vrednosti su takode potvrdile ovi rezultate.
Naime, u ekstraktima micelije P. eryngii 1 P. pulmonarius neobogacene selenom bile su
30.9 mg/mL odnosno 27.1 mg/mL, dok su u Se-obogacenim ekstraktima bile 63.7
mg/mL odnosno 41.2 mg/mL. Suprotno ovim vrestama, kod P. ostreatus razlike su bile

minimalne, 28.8 mg/mL odnosno 29.2 mg/mL.
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Rezultati 1 diskusija

Efikasnost neobogacenih ekstrakata micelije 7. hirsuta u hvatanju slobodnih radikala
je bila oko 50% pri koncentraciji od 32.0 mg/mL a prisustvo Se gotovo da nije uticao na
nju (Grafik 4). I kod ekstrakata ove vrste bio je zabeleZen trend rasta aktivnosti sa
povecanjem njihove koncentracije, koja je posebno visoka bila pri koncentraciji od 32.0
mg/mL (53.2% u prisustvu Se odnosno 51.3% u njegovom odsustvu). ECsy vrednost Se-
obogacenog ekstrakta je bila 30.1 mg/mL a neobogacenog 30.6 mg/mL.

Mada je F. velutipes bila najneefikasnija u hvatanju slobodnih radikala, znacajne
razlike u nivoima aktivnosti ekstrakata neobogacene micelije i one Se-obogacene su
zabelezene (P<0.01). Ekstrakt Se-obogacene micelije je imao bolji efekat u poredenju sa
kontrolom 1 pokazao je progresivno povecanje kapaciteta na koncentracijama ve¢im od
8.0 mg/mL (od 4% pri koncentraciji od 8.0 mg/mL do 15% pri 32.0 mg/mL) (Grafik 4).
Ovi rezultati su takode bili potvrdeni ECsy vrednostima koje su bile 30.5 mg/mL u
ekstraktu Se-obogacene micelije odnosno 43.8 mg/mL u neobogacenom.

Danas je datoteka antioksidativnog potencijala vrsta ovih rodova veoma bogata i to
uglavnom rezultatima dobijenim sa ekstraktima plodonosnih tela i pojedinacnih
izolovanih jedinjenja. Medutim, i malobrojni podaci pokazuju znac¢ajni nivo aktivnosti
ekstrakata micelije. Tako, metanolni 1 vodeni ekstrakti micelije G. fsugae su imali
znatno viSu sposobnost hvatanja DPPH radikala (85.7% pri koncentraciji od 10.0
mg/mL odnosno 52.9-91.2% pri koncentracijama od 1.0-20.0 mg/mL) od etanolnih i
metanolnih ekstrakata plodonosnih tela Italijanskog soja G. lucidum (60% odnosno 45%
pri koncentraciji od 0.5 mg/mL) mada nizu od komercijalnih antioksidanasa, o-
tokoferola i BHA (Mau i dr., 2001, 2005; Saltarelli i dr., 2009). Razli¢iti ekstrakti
micelije i plodonosnih tela brojnih vrsta roda Pleurotus su se takode karakterisali
visokim antioksidativnim kapacitetom. Sposobnost etanolnih ekstrakata plodonosnih
tela 1 micelije P. citrinopileatus da hvataju DPPH radikale je bila visoka (94.9%
odnosno 92.8%) kao 1 etanolnih i vodenih ekstrakata plodonosnih tela P. ostreatus, P.
ferulae i P. sajor-caju (ECsy vrednosti su bile nize od 14.0 mg/mL) (Lee i dr., 2007;
Tsai i dr., 2009; Finimundy i dr., 2013). Ekstrakti plodonosnih tela P. ostreatus i P.
florida su takode imali visoki potencijal redukcije jona gvozda odnosno hvatanja «OH
radikala 1 inhibicije peroksidacije lipida (Jose 1 Janardhanan, 2000; Jayakumar 1 dr.,

2009). Znacajnu sposobnost neutralizacije DPPH radikala ekstraktima F. velutipes
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saopstili su Bao 1 dr. (2010) koji su pokazali vecu efikasnost ekstrakata micelije (skoro
4 puta) u odnosu na plodonosna tela.

Mada su kapaciteti neutralizacije slobodnih radikala i ECsy vrednosti etanolnih
ekstrakata micelije 8 proucavanih vrsta makromiceta bili znatno nizi u poredenju sa
onima kod plodonosnih tela i posebno nekih izolovanih jedinjenja, Cinjenice da se
micelija moze brze i jeftinije dobiti u velikim koli¢inama kao i da ima vecu sposobnost
apsorpcije mikro elemenata (Staji¢ i dr., 2006; Milovanovi¢ i dr., 2013), sugerisu da ona

treba da bude objekat intenzivnijeg proucavanja.

4.3.2. Sadrzaj fenola i flavonoida

Jestive 1 lekovite vrste gljiva predstavljaju depo brojnih bioloski aktivnih jedinjenja
koja pojedinacno ili u kombinaciji sa drugima imaju znacajan antioksidativni kapacitet i
mogu se smatrati potencijalnim prirodnim antioksidansima (Jayakumar i dr., 2009; Liu 1
dr., 2010; Xia i dr., 2011). Medu njima se po aktivnosti isticu fenolna jedinjenja koja
nemaju mutageni efekat i imaju vaznu ulogu u zastiti od nekoliko degenerativnih
bolesti. Kako su istakli Lee 1 dr. (2007) njihova zastupljenost u ekstraktima gljiva je
razli¢ita od vrste do vrste, ¢ak od soja do soja, 1 u veéini slucajeva je u direktnoj
korelaciji sa antioksidativnim potencijalom. Totalni sadrzaj fenola u Se-oboga¢enom
ekstraktu L. betulinus je bio ve¢i od onog u neobogac¢enom (35.0 odnosno 25.7 ug
GAE/mg suvog ekstrakta) 1 u direktnoj korelaciji sa sposobnos¢u hvatanja DPPH
radikala (R* vrednost je bila 0.989 u ekstraktu neobogacene micelije odnosno 0.957 u
Se-obogacenoj). Se-obogaceni ekstrakti G. applanatum i G. lucidum su bili skoro dva
puta bogatiji fenolnim jedinjenjima od onih neobogacenih. Naime, totalni sadrzaj fenola
u neobogacenim ekstraktima je bio 14.5 odnosno 12.4 ug GAE/mg suvog ekstrakta, a u
Se-obogacenim 34.9 odnosno 18.1 ng GAE/mg suvog ekstrakta i u direktnoj korelaciji
sa antioksidativnim kapacitetom (R”> vrednosti u neobogaéenim ekstraktima G.
applanatum 1 G. lucidum su bile 0.9958 odnosno 0.9811, a u Se-obogacenim 0.9947
odnosno 0.9693). Koli¢ina produkovanih fenola je samo kod P. ostreatus bila veca u
neobogacenim ekstraktima (9.5 u odnosu na 8.9 ng GAE/mg suvog ekstrakta), dok su
kod P. eryngii i P. pulmonarius Se-obogaceni ekstrakti bili neznatno bogatiji (Tabela 2).

Poredenjem efikasnosti ekstrakata micelije vrsta roda Pleurotus u hvatanju DPPH
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radikala i zastupljenosti fenola u njima uo&ena je direktna korelacija (R* vrednosti su
bile od 0.937 do 0.995 u ekstraktima neobogacene micelije odnosno od 0.977 do 0.999
u Se-obogacenim ekstraktima). Kao i kod P. ostreatus, veéi sadrzaj fenola u
neobogacenim ekstraktima u odnosu na one Se-obogacéene zabelezen je i kod 7. hirsuta
(12.3 odnosno 8.2 ug GAE/mg suvog ekstrakta). Ekstrakti F. velutipes, i to posebno oni
Se-obogaceni, su imali znacajnu koli¢inu fenola (14.5 odnosno 9.5 pg/mg suvog
ekstrakta) koja je bila u linearnom odnosu sa njihovom efikasnos¢u u hvatanju radikala
(R? je bio 0.989 u ekstraktu neobogacene micelije odnosno 0.957 u onom Se-

obogacenom).

Tabela 2. Sadrzaj fenola i1 flavonoida u ekstraktima micelije proucavanih vrsta

makromiceta
Koncentracija fenola Koncentracija flavonoida

Vrste (ug GAE/mg suvog ekstrakta) (ug QE/mg suvog ekstrakta)

kontrola Se-obogaceni kontrola Se-obogacdeni
P. eryngii 219+34 242 +5.1 2.8+0.7 29+0.0
P. ostreatus 95+1.2 8.9+0.8 - -
P. pulmonarius 141+1.2 179 +£0.3 - -
F. velutipes 89+1.8 129+1.1 - -
T. hirsuta 123+ 1.1 8.2+1.8 - -
L. betulinus 25.7+£2.1 35.0£5.5 43+£0.7 56+0.6
G. applanatum 145+1.4 349 +£6.6 - -
G. lucidum 124+£1.0 18.1£0.5 46+0.9 41+1.1

Za razliku od fenolnih jedinjenja koja su sintetisale sve prouCavane vrste
makromiceta, flavonoide su produkovali samo G. lucidum, P. eryngii i L. betulinus 1 to
u relativno malim koli¢inama kako u prisustvu tako i u odsustvu Se (Tabela 2).
Medutim, direktna korelacija izmedu sposobnosti hvatanja DPPH radikala 1
zastupljenosti flavonoida u ekstraktima ovih vrsta je bila zabeleZena. Tako su dobijene
R” vrednosti za neobogaéene odnosno Se-obogaéene ekstrakte G. lucidum bile 0.977 i

0.987, a za P. eryngii u opsegu od 0.958 do 0.990 odnosno od 0.928 do 0.987.
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Kako su istakli Saltarelli i dr. (2009) antioksidativna aktivnost se uglavnom bazira
na redoks svojstvima fenola koji im omogucavaju da funkcioni$u kao redukujuéi agensi
ali 1 kao donori vodonika. Naime, zahvaljuju¢i prisustvu hidroksilnih grupa koje su
donori protona fenolna jedinjenja mogu da reaguju sa slobodnim radikalima
transformisu¢i ih u stabilne molekule (Lee i dr., 2007). Povecani antioksidativni
kapacitet Se-obogacene micelije moZe se objasniti Cinjenicom da selenomolekuli
reaguju sa slobodnim radikalima (*OH, *H) i uspesno ih neutraliSu (Shen i dr., 2010).
Medutim, Jayakumar i dr. (2008) su otisli jos dalje sugeriSuc¢i da ekstrakti gljiva
ispoljavaju antioksidativni efekat na nivou gena ukljuenih u antioksidativni
odbrambeni sistem.

Direktnu zavisnost antioksidativnog kapaciteta od sadrzaja fenola potvrdili su brojni
rezultati (Chen i dr., 2008; Saltarelli i dr., 2009; Bao i dr., 2010; Kozarski i dr., 2012; Li
1 dr., 2012). Fenoli su bili odgovorni za visoku antioksidativnu aktivnosti etanolnih
ekstrakata G. lucidum, G. atrum i1 G. applanatum (Saltarelli 1 dr., 2009; Kozarski 1 dr.,
2012; Liidr., 2012), ekstrakata plodonosnih tela vrsta roda Pleurotus (Yang i dr., 2002;
Jayakumar i dr., 2009; Tsai i dr., 2009; Finimundy i dr., 2013), kao i metanolnih
ekstrakata neobogacene 1 Se-obogacene micelije L. edodes (Turlo i dr., 2010). Turlo i
dr. (2010) su istakli da je oko 50% veca koncentracija fenola u Se-obogacenim
ekstraktima rezultat njihovog uces¢a u detoksifikaciji od selenita. Flavonoidi, i ako nisu
prisutni kod mnogih vrsta jestivih i lekovitih gljiva (Karaman i dr., 2009), mogu biti
jedni od glavnih nosioca antioksidativne aktivnosti kod vrsta koje ih sintetiSu. To su
potvrdili Jayakumar i dr. (2009) koji su zabelezili njihove visoke koncentracije u
ekstraktima nekih sojeva P. ostreatus 1 linearnu korelaciju izmedu zastupljenosti i
antioksidativnog potencijala.

Medutim 1 neka druga jedinjenja kao $to su polisaharidi, proteini, peptidi, amino
kiseline, fitosteroli, askorbinska kiselina, nukleotidi i organske kiseline, pojedinac¢no ili
sinergisti¢ki, mogu biti nosioci antioksidativne aktivnosti (Chen i dr., 2008). Nasuprot
sugestiji Liu 1 dr. (2010) da jedinjenja velike molekulske mase imaju ograni¢enu
antioksidativnu aktivnost zbog kompleksnih struktura i redukovane sposobnosti
prolaska kroz ¢elijske membrane, Kozarski i dr. (2012) su pokazali visoku efikasnost
polisaharida G. applanatum i G. lucidum u hvatanju slobodnih radikala $to je povezano

sa posedovanjem hidroksilnih grupa i sa tendencijom vezivanja za fenolne kiseline.
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Visoki nivoi neutralizacije slobodnih radikala ekstraktima polisaharida izolovanih iz
ovih vrsta (od 77.5% do 81.9% pri koncentracijama od 1.0 mg/mL do 10.0 mg/mL
odnosno 94.8% pri koncentraciji od 2.5 mg/mL) su potvrdeni niskim ECsy vrednostima
(0.1 mg/mL) koje su bile sli¢ne onima dobijenim za a-tokoferol i askorbinsku kiselinu
(ECs0<0.1 mg/mL). Tseng 1 dr. (2008) su takode saopstili visoki antioksidativni
kapacitet polisaharida izolovanih iz micelije i plodonosnih tela G. tsugae. ECsg
vrednosti polisaharida micelije su se kretale u opsegu od 10.49 mg/mL do 11.22
mg/mL, dok je antioksidativni kapacitet onih iz plodonosnih tela bio ¢ak 100% pri
koncentraciji od 20.0 mg/mL, oko 20% ve¢i od vrednosti dobijenih za BHA 1 a-
tokoferol pri istoj koncentraciji (78.1% odnosno 79.2%). Polisaharidi 1 seskviterpenoidi
F. velutipes su takode bili aktivni u neutralizaciji slobodnih radikala (Shi i dr., 2012;
Wang i dr., 2012).

4.4. Antifungalna aktivnost

Stepen osetljivosti 14 mikromiceta, medu kojima je bilo saproba, biljnih,
zivotinjskih 1 humanih patogena, na etanolne ekstrakte neobogacenih i1 Se-obogacenih
micelija testiranih jestivih 1 lekovitih vrsta gljiva bio je razlicit (Tabele 3-5). Analizirani
etanolni ekstrakti su imali fungistaticki ali ne 1 fungicidni efekat na 11 testiranih vrsta
mikromiceta, dok rast Cladosporium sp. i oba prouzrokovaa dermatomikoza,
Microsporium gypseum i Trichophyton mentagrophytes, ne samo da nisu inhibirali ve¢
su ¢ak 1 stimulisali. Bazirano na MIC vrednostima etanolnih ekstrakata micelija
testiranih makromiceta vidi se da je antifungalni kapacitet opadao slede¢im redosledom:
G. applanatum > T. hirsuta > L. betulinus, P. pulmonarius > P. eryngii > G. lucidum, F.
velutipes > P. ostreatus.

Ekstrakti Se-obogacene 1 neobogacene micelije G. applanatum su pokazali
uniformni antifungalni efekat na sve vrste mikromiceta izuzev na Candida parapsilosis
i Trichoderma viride za koje je Se-obogacen ekstrakt bio dva puta efikasniji. I ako su
MIC vrednosti ekstrakata G. applanatum 1 G. lucidum bile izmedu 4.0 mg/mL 1 16.0
mg/mL, ekstrakti G. applanatum su bili znatno aktivniji (Tabela 3). Tako, dok su

ekstrakti G. lucidum pri koncentraciji od 4.0 mg/mL inhibirali rast jedino C. albicans,
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ekstrakti G. applanatum na toj koncentraciji su pokazali isti efekat na A. flavus, A.
Sfumigatus, Candida spp., F. verticilloides i T. viride.

MIC vrednosti ekstrakata Se-obogacene i neobogacene micelije L. betulinus su bile
identi¢ne za sve testirane mikromicete izuzev za A. fumigatus, A. niger i T. viride za
koje su bile dva puta nizZe u prisustvu Se (Tabela 4). Kod ekstrakata 7. hirsuta takode je
zabelezena ista efikasnost protiv vecine proucavanih mikrogljiva, dok su protiv A.
strictum, A. flavus, C. krusei i F. verticillioides aktivniji bili neobogaceni ekstrakti.
Poredenjem MIC vrednosti, pokazalo se da je antifungalni potencijal ekstrakata T.
hirsuta 1 L. betulinus protiv proucavanih vrsta mikromiceta gotovo identican (MIC
vrednosti su bile 4.0 mg/mL ili 8.0 mg/mL) izuzev u slucaju A. fumigatus i A. niger
kada je ekstrakt L. betulinus bio dva puta slabiji antifungalni agens (MIC su bile 16.0
mg/mL odnosno 32.0 mg/mL). C. albicans je bila najosetljivija i dobijena MIC
ekstrakata je bila 4.0 mg/mL.

Prisustvo Se u miceliji prouc¢avanih vrsta roda Pleurotus skoro nije imao nikakav
efekat na antifungalnu aktivnost ekstrakata (Tabela 5). Tako, kod P. ostreatus MIC
vrednosti i Se-obogacenih i neobogacenih ekstrakata su bile identicne za sve
proucavane vrste mikromiceta. Medutim, duplo ve¢a MIC Se-obogacenog ekstrakta P.
eryngii, u poredenju sa neobogacenim, je dobijena za A. flavus i F. verticillioides (16.0
mg/mL odnosno 8.0 mg/mL) kao 1 za T. viride (8.0 mg/mL odnosno 4.0 mg/mL).
Nasuprot P. eryngii, ekstrakt Se-obogacene micelije P. pulmonarius, u koncentraciji od
4.0 mg/mL, je znacajno inhibirao rast samo F. verticillioides. Poredenjem efikasnosti
testiranih ekstrakata, P. pulmonarius je bila najefikasnija sa MIC od 4.0 mg/mL za 5
vrsta mikromiceta, dok su ekstrakti druge dve vrste pri istoj koncentraciji inhibirale rast
samo 7. viride.

U slucaju F. velutipes, MIC Se-obogacenih ekstrakata su bile nize, izuzev za C.
albicans, gde je neobogaceni ekstrakt bio dva puta efikasniji i za A. strictum i T. viride
gde je aktivnost obogacenih 1 neobogacenih ekstrakata bila ista (Tabela 4).
Najosetljivije vrste su bile C. krusei i C. parapsilosis, sa MIC ekstrakta obogacene
micelije od 2.0 mg/mL, dok su najrezistentnije bile A. fumigatus 1 A. niger €iji je rast
bio inhibiran samo pri koncentraciji neobogacenog odnosno Se-obogacenog ekstrakta

od 32.0 mg/mL 1 16.0 mg/mL.
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Osetljivost testiranih vrsta mikromiceta na komercijalni antimikotik, ketokonazol, je
bila mnogo veca. Tako, najniza analizirana koncentracija ketokonazola od 0.0019
mg/mL je bila MIC za Cladosporium sp., M. gypseum i T. mentagrophytes, dok je
koncentracija od 0.0039 mg/mL bila MIC za Penicillium funiculossum 1 T. viride a
MEC za Cladosporium sp., M. gypseum i T. mentagrophytes. Rast micelije A. strictum,
A. flavus, A. fumigatus, C. albicans, C. krusei i C. parapsilosis je bio inhibiran pri
koncentraciji ketokonazola od 0.0078 mg/mL koja je takode bila i MFC za A. flavus, P.
Sfuniculosum 1 T. viride. Koncentracija od 0.0156 mg/mL je bila MIC za A. niger, A.
terreus i F. verticillioides a MFC za ve¢inu testiranih vrsta, dok je 0.0313 mg/mL imala
fungicidni efekat na A. niger 1 A. terreus (Tabele 3-5). Negativna korelacija izmedu
koncentracija ekstrakata i komercijalnog antimikotika su zabelezene kod Cladosporium
sp., M. gypseum 1 T. mentagrophytes koje su bile rezistentne na ekstrakte testiranih
makromiceta ali najosetljivije na ketokonazol. Razlike u rastu micelije izmedu
negativne kontrole 1 5% DMSO nisu zabeleZene.

Ova skoro ujednacena antifungalna aktivnost ekstrakata neobogaéenih 1 Se-
obogacenih micelija prou¢avanih makromiceta moze se objasniti slicnim sadrzajem
polifenolnih jedinjenja (Finimundy i dr., 2013). Fenoli uklju€uju¢i i flavonoide su jedni
od nosioca antimikrobne aktivnosti u ekstraktima jestivih i lekovitih vrsta gljiva posto
inhibiraju klijanje spora (Tim Cushnie 1 Lamb, 2005). Antimikrobni potencijal
polifenola baziran je na prisustvu visoko reaktivnih hidroksilnih grupa kao i drugih
delova prstena koji imaju visok afinitet za vezivanje za proteine ¢ime inhibiraju
enzimske reakcije mikroorganizma (Havsteen, 1983). Antifungalna aktivnost polifenola
ne zavisi samo od strukture ve¢ 1 od polarnosti molekula, naime nedostatak polarnih
grupa povecava njihovu lipofilnost S§to olakSava njihovu difuziju kroz celijsku
membranu mikroorganizma (Picman i dr., 1995; Barron 1 Ibrahim, 1996). Medutim, kod
nekih vrsta gljiva, na primer kod Laetiporus sulphureus, nema pozitivne korelacije
izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja i antimikrobnog efekta njihovih ekstrakata
(Karaman i dr., 2010).

Dosadasnja istrazivanja akcenat su stavljala na proucavanje antimikrobne aktivnosti
ekstrakata plodonosnih tela ili iz njih izolovanih jedinjenja. Nasuprot odsustvu
antifungalne aktivnosti ekstrakata plodonosnih tela G. capense (Ngai 1 Ng, 2004),

vodeni i metanolni ekstrakti bazidiokarpa G. lucidum su se karakterisali znacajnom
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efikasnos¢u protiv A. niger i Mucor mucedo (Sridhar i dr., 2011). Posebno aktivna
jedinjenja su bila seskviterpenoidi, ganoderi¢na kiselina 1 ganomicini, izolovani iz
plodonosnih tela G. atrum i G. pfeifferi, kao i ganodermin iz G. lucidum Cije su 1Csy
vrednosti za Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum i Physalospora piricola bile 15.2
uM, 12.4 uM odnosno 18.1 uM (Saltarelli i dr., 2009; Li i dr., 2012). Za razliku od
ekstrakata vrsta roda Pleurotus koji ili nemaju nikakvu antimikrobnu aktivnost ili je ona
neznatna (Li 1 dr., 2008), peptidi pleurostrin i eringin izolovani iz plodonosnih tela P.
ostreatus 1 P. eryngii znaCajno su inhibirali rast F. oxysporum i Mycosphaerella
arachidicola (Chu 1 dr., 2005). Nasuprot njima, terpenoidi (enokipodini F, G i I)
izolovani iz micelije F. velutipes su pokazali slab antifungalni efekat protiv A. fumigatus
i potpuno odsustvo aktivnosti protiv C. albicans (Wang i dr., 2012). Medutim, etanolni
ekstrakt posebno Se-obogacene micelije F. velutipes HAI 966 su bili mnogo efikasniji u
inhibiciji rasta Candida spp. od ekstrakata soja koriS¢enog u proucavanjima Wang 1 dr.
(2012).

Mada se ekstrakti micelije proucavanih vrsta makromiceta ne mogu pohvaliti
dobrom antifungalnom aktivno$¢u, njihova istrazivanja se trebaju nastaviti u pravcu

izolovanja i1 karakterisanja jedinjenja i testiranja njihovog potencijala.

4.5. Citotoksic¢ni potencijal

Ekstrakti proucavanih vrsta su pokazali nisku citotoksi¢nu aktivnost i protiv HelLa 1
LS174 ¢elija u poredenju sa citostatikom cis-DDP koji je koris¢en kao pozitivna
kontrola (Tabela 6). Na osnovu ICsy vrednosti najaktivniji protiv HeLa ¢elija su bili
etanolni ekstrakti i Se-obogacene 1 neobogacene micelije 7. hirsuta (116.3 ug/mL
odnosno 191.4 ug/mL) kao i Se-obogacene micelije G. applanatum (192.9 pg/mL), dok
je protiv LS174 celija najefikasniji bio neobogaceni ekstrakt P. eryngii (196.1 ng/mL).
Citotoksi¢ni efekat na HeLa i LS174 ¢celije nisu imali neobogaceni ekstrakt P.
pulmonarius 1 Se-obogaceni ekstrakt P. ostreatus, dok neobogaceni ekstrakt G. lucidum
nije delovao na LS174 Ccelije (>400.0 pg/mL). Testirani ekstrakti 7. hirsuta i G.
applanatum su imali znatno nizi efekat na LS174 Celije, kao Sto su ekstrakti P. eryngii
bili manje efikasni u zaustavanju proliferacije HeLa celija (Tabela 6). Ekstrakti P.

ostreatus 1 P. pulmonarius, i to posebno Se-obogaceni, su bili znatno slabiji citotoksi¢ni
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agensi, narocito protiv HeLa ¢elija za koje su se njihove ICsy vrednosti kretale od 333.2
ng/mL do ¢ak >400.0 pg/mL. Nizak citostaticki efekat je takode zabelezen i1 za
neobogaceni i Se-obogaceni ekstrakt L. betulinus, posebno na LS174 ¢elije za koje su
ICsp bile visoke, 379.61 pg/mL odnosno 398.72 pug/mL. ICsy ekstrakta neobogacene
micelije F. velutipes za HeLa 1 LS174 Celijje su bile 259.7 pg/mL odnosno 338.5 pg/mL,
za ¢ak 360 odnosno 130 puta vece od onih dobijenih za cis-DDP (0.62 pg/mL odnosno
2.57 pg/mL) (Tabela 6).

Tabela 6. Citotoksicna aktivnost etanolnih ekstrakata neobogacene 1 Se-obogacene
micelije testiranih makromiceta 1 komercijalnog citostatika protiv HeLa 1

LS174 ¢elijskih linija (ICsp)

ICso (ug/mL)
HeLa LS174
kontrola Se-obogaceni kontrola Se-obogacdeni

P. eryngii 251.3+3.6 3355+1.8 196.1 +2.8 3259+35
P. ostreatus 396.2+ 1.5 >400.0 3814 +1.2 >400.0
P. pulmonarius >400.0 3332+£25 >400.0 286.8 £1.8
F. velutipes 259.7+£0.7 331.9+0.5 338.5+0.9 348.5+0.3
T. hirsuta 1914+ 1.6 116.3+2.3 303.0+2.6 275.4+0.9
L. betulinus 3454+ 14 3599+ 1.3 3796 £ 1.4 398.7+34
G. applanatum  273.1 £ 1.3 1929 +£2.0 231.4+£0.5 2421+ 1.7
G. lucidum 356.2+25 2843 +3.6 >400.0 3160+ 1.9
cis-DDP 0.62+0.11 2.57+£0.27

Mada su brojna bioloski aktivna jedinjenja (razli¢iti tipovi seskviterpena,
polisaharidi, B-D-glukoprotein kompleksi, proteini, lektini, masne kiseline, fenolna
jedinjenja, steroidi i steroli) izolovana iz micelije i plodonosnih tela proucavanih
makromiceta (Leung i dr., 1997; Ng i Wang, 2004; Chen i dr., 2008; Li i dr., 2008;
Saltarelli i dr., 2009; Tong i dr., 2009; Wang i dr., 2012; Yang i dr., 2012; Finimundy i
dr., 2013; Yi i dr., 2013), citotoksi¢ni potencijal njihovih ekstrakata micelije protiv
HeLa, LS174 i ¢elija leukemije miSa (RAW264.7) je bio veoma nizak (Li i dr., 2012).
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Kod vecine proucavanih vrsta obogac¢ivanje micelije Se izazivalo je dodatno smanjenje
aktivnosti protiv HeLa 1 LS174 celija. Medutim, ekstrakti ovih vrsta kao i1 njihova
pojedinacna jedinjenja su imali jak antiproliferativni efekat na druge celijske linije.
Tako su Jayakumar i dr. (2009) zabelezili in vivo inhibiciju rasta tumora ekstraktima P.
florida, a Finimundy i dr. (2013) visoku aktivnost ekstrakata P. sajor-caju protiv Hep-2
1 HeLa c¢elijskih linija. Rastvorljivi homopolisaharidi, izolovani iz plodonosnih tela F.
velutipes, bili su veoma efikasni u regresiji Sarcoma-180 ¢celija in vivo a
heteropolisaharidi u zaustavljanju proliferacije ¢elija kancera pluca (A549) i1 zeludca
(BGC-823) (Leung 1 dr., 1997; Yang i dr., 2012). Seskviterpenoidi ove vrste su imali
umerenu citostaticku aktivnost protiv ¢elijskih linijja humanog kancera jetre (HepG2),
dojke (MCF-7), zeludca (SGC7901) i A549 (Wang i dr., 2012), dok su steroli izazivali
visoku stopu inhibicije (57%) C¢elija humanog glioma (U251) (Yi i dr., 2013).
Citostaticki potencijal lektina izolovanog iz ekstrakta plodonosnih tela G. capense
protiv splenocita miSa, ¢elija leukemije (L1210 1 M1) i HepG2 je bio ¢ak visi od
aktivnosti komercijalnog proizvoda konkavalina A (Ngai i Ng, 2004).

Ekstrakti micelije i bazidiokarpa kao i pojedina¢nih jedinjenja gljiva baziraju svoj
citotoksi¢ni efekat na jednom od tri do sada opisana mehanizma: (1) proliferaciji B-
¢elija ili/i T-¢elija (Chen i dr., 2008; Saltarelli i dr., 2009); (2) aktivaciji imunog sistema
1 na taj nacin produkciji y-interferona sa antiproliferativnim efektom na ¢elije tumora
(Chang i dr., 2010) i (3) inaktivaciji ribozoma (Ng 1 Wang, 2004). Medutim, bez obzira
na mehanizam citotoksi¢ne aktivnosti, rezultat tretmana ekstraktima 1/ili jedinjenjima
jestivih i lekovitih gljiva su promena morfologije ¢elija tumora, redukcija njihove
veli¢ine 1 regulacija balansa izmedu proliferacije i apoptoze (Li i dr., 2008; Tong 1 dr.,

2009; Finimundy i dr., 2013).
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Zakljucci

Na osnovu rezultata istrazivanja mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

» Prisustvo Se u medijumu u inicijalnim koncentracijama od 300.0, 700.0, 1000.0

1 1300.0 pg/L uticalo je na prinos biomase micelije i stepen apsorpcije tokom

tec¢ne kultivacije:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

obogacivanje medijuma Se u odabranim koncentracijama imalo je
inhibitorni efekat na prinos biomase testiranih vrsta u poredenju sa
kontrolom;

najvec¢a produkcija biomase zabeleZzena je kod G. applanatum i F.
velutipes kultivacijom u kontrolnom medijumu (27.8 g/L. odnosno 25.6
g/L);

sposobnost apsorpcije Se je bila u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom
u medijumu i zavisila je od vrste;

najvecu sposobnost apsorpcije Se imali su P. ostreatus, P. pulmonarius i
L. betulinus (u opsegu od 18.1 pg/g do 20.3 ug/g) pri koncentraciji Se od
373.0 ug/L, a najmanju P. eryngii i F. velutipes (1.4 pg/g odnosno 1.5
ug/g pri koncentraciji Se od 96.0 nug/L).

» Visoke koncentracije Se (od 5.0 mg/L do 10000.0 mg/L) uticale su na

produkciju micelije, morfologiju i ultrastrukturu hifa, kao 1 na kapacitet njegove

apsorpcije i akumulacije kod P. ostreatus:

X/
L X4

K/
°

X/
°

koncentracije od 5.0, 10.0 1 20.0 mg/L nisu imale efekat na rast micelije, u
prisustvu 50.0 mg/L 1 100.0 mg/L Se rast je bio slabiji, pri 500.0 mg/L
znacajno inhibiran, dok je 1000.0 mg/L bila minimalna inhibitorna
koncentracija;

produkcija biomase je bila najvec¢a u kontroli (11.8 g/L) a sa povecenjem
koncentracije Se je opadala, pri koncentraciji od 100.0 mg/L prinos
biomase je bio 6.8 g/L a pri 500.0 mg/L produkcija je bila kompletno
inhibirana;

korelacija izmedu efikasnosti apsorpcije Se 1 njegove koncentracije u
medijumu je odsustvovala, naime, sa povecanjem koncentracije stepen
apsorpcije je opadao, od 53.3% pri koncentraciji od 5.0 mg/L do 3.6% pri
100.0 mg/L;
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¢ koli¢ina apsorbovanog Se kretala se u opsegu od 251.2 pg/g (pri
koncentraciji od 5.0 mg/L) do 9389 ug/g (pri koncentraciji od 20.0
mg/L);

% bela i gusta micelija se formirala i u kontrolnom i u medijumu
obogac¢enom Se u koncentracijama od 5.0, 10.0, 20.0 i 50.0 mg/L, dok se
micelija cigla-crvene boje obrazovala pri koncentracijama od 100.0 mg/L
1 500.0 mg/L;

¢ tankozidne, hijalinske, granate, anastomozirane hife sa klamp-vezama i
dijametrom od 2.00 pm do 5.94 um su bile karakteristicne za kontrolni
medijum; $ire (3.24 pm i1 10.50 pum) i slabije granate hife sa tankim
¢elijskim zidom a izrazenim ekstracelularnim matriksom i bez uocljivih
klamp-veza formirale su se pri koncentraciji od 100.0 mg/L, dok su pri
koncentraciji od 500.0 mg/L hife bile krace, frekventno septirane,
pre¢nika od 4.30 um do 7.70 um, sa izraZenijim ekstracelularnim
matriksom, bez klamp-veza, i obrazovale su karakteristi¢ne “namotaje®;

% apsorbovani Se akumulirao se uglavnom u C¢elijskoj membrani i u
vakuolama, dok su promene na ¢elijskom zidu bile neznatne;

s cCelijski sadrzaj se redukovao 1 nivo redukcije je bio u pozitivnoj korelaciji
sa koncentracijom Se, a tamne strukture vidljive i u kontrolnom i u Se-
obogac¢enom uzorku su bila proteinska tela.

» Etanolni ekstrakti i neobogacene i Se-obogacene micelije svih proucavanih vrsta
makromiceta su imali sposobnost neutralizacije DPPH radikala:

¢ na osnovu ECsy vrednosti ekstrakata antioksidativni potencijal je opadao
slede¢im redosledom: L. betulinus > G. lucidum > G. applanatum > P.
pulmonarius > P. ostreatus > P. eryngii > T. hirsuta > F. velutipes;

¢ prisustvo Se u miceliji znacajno je povecavalo potencijal neutralizacije
DPPH radikala;

¢ nivo hvatanja DPPH radikala bio je u direktnoj korelaciji sa sadrzajem
fenola koji se kretao od 8.9 ug GAE/mg suvog ekstrakta kod P. ostreatus
do 35.0 ug GAE/mg suvog ekstrakta kod L. betulinus 1 G. applanatum;

¢ flavonoide su produkovali samo G. lucidum, P. eryngii i L. betulinus u

relativno malim koli¢inama kako u prisustvu tako i u odsustvu Se;
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» Etanolni ekstrakti micelije prou¢avanih makromiceta imali su fungistaticki ali ne

i fungicidni efekat na 11 testiranih vrsta mikromiceta, dok su na rast

Cladosporium sp., Microsporum gypseum 1 Trichophyton mentagrophytes

delovali stimulativno:

X/
L X4

X/
L X4

bazirano na MIC vrednostima ekstrakata antifungalni kapacitet je opadao
slede¢im redosledom: G. applanatum > T. hirsuta > L. betulinus, P.
pulmonarius > P. eryngii > G. lucidum, F. velutipes > P. ostreatus;
osetljivost  testiranih mikromiceta na komercijalni antimikotik,
ketokonazol, je bila mnogo veca;

negativna korelacija izmedu koncentracija ekstrakata i ketokonazola je

zabelezena kod Cladosporium sp., M. gypseum u T. mentagrophytes;

» Etanolni ekstrakti micelije proucavanih vrsta su pokazali nisku citotoksi¢nu

aktivnost i protiv HeLa i protiv LS174 ¢elija u poredenju sa citostatikom cis-

DDP:

*
L X4

na osnovu ICsy vrednosti najaktivniji protiv HeLa ¢elija su bili ekstrakti 7.
hirsuta i Se-obogacen ekstrakt G. applanatum, a protiv LS174 Celija
neobogaceni ekstrakt P. eryngii;

neobogaceni ekstrakt P. pulmonarius i Se-obogaceni ekstrakt P. ostreatus
nisu imali citotoksi¢ni efekat na HeLa 1 LS174 ¢elije, a neobogaceni

ekstrakt G. lucidum nije delovao na LS174 ¢eljje.
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1. AyropcTBO
@AyTopCTBo - HEKOMEPIHjaIHO
3. AyTopcTBO — HEKOMEPIHjalTHO — O€3 mpepaje
4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIIU]JAITHO — JIUTH 1OJ] UCTUM yCIIOBUMA
5. AyropctBo — 0e3 nmpepaje
6. AyTOpCTBO — JAENUTH MOJ UCTUM yCIIOBHMA
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1. AyropctBo - Jl03BOJbaBaTe YMHOXKABaKE, TMCTPUOYIIHM]Y M jABHO CAOIIIITaBambE JIea,
U Tpepajie, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha HayWH ojpeheH o cTpaHe ayTopa WIH
JlaBaolia JUIEHIIe, YaKk M y KomepuujanHe cBpxe. OBO je Hajclio00IHHU]ja O] CBHUX
JIMIICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepIjaaHo. Jl03BoJbaBaTe YMHOXKABAE, JUCTPUOYIIN]Y U jaBHO
CaoMIITaBamke JieNa, U mpepaje, ako Ce HaBele MME ayTopa Ha HauyuH ojpehen ox
CTpaHe ayropa Wid JaBaolia JimieHie. OBa JIMICHIIA HE J03BOJbaBAa KOMEPIHjAIHY
ynotpeOy nena.

3. AyropctBo - HekoMepuujanHo — 0e3 mnpepane. Jlo3BosbaBaTe YMHOKaBambe,
IUCTpuOyLMjy W jaBHO CaoNIITaBamke [ena, 0e3 MpoMeHa, NpPeoOIMKOBamba WIH
ynorpebe aena y cBOM Jey, ako Ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oxpeheH ox crpaHe
ayTopa miM fgasaona juneHne. OBa JHUIIEHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPIMjAIHYy YIOTpeOy
nena. Y oJHOCY Ha CBE OCTaJie JIMIEHIIe, OBOM JIMIIEHIIOM Ce OrpaHnuaBa Hajehu oOum
npaBa Kopuiihema aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpIHMjaJHO — JAENUTH IOA HCTUM YycioBuMa. Jlo3BoJbaBare
YMHOXXaBame, JUCTPUOYILMjy ¥ jaBHO CAOMINTaBamke Jeia, U Mpepaje, ako ce HaBene
UMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH oj cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMIECHILE M aKo ce
npepajga AUCTpUOyUpa IOJ HCTOM WIM CIMYHOM JuueHuoM. OBa JMlLeHIa He
JI03B0OJbAaBa KOMEPIHjaIHy yroTpeOy aeia U mpepaja.

5. AyropctBo — 0e3 mpepaze. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, NUCTPUOYLHU]Y U jaBHO
CaoIIITaBame Jena, 6e3 MpoMeHa, MPeoOIMKOBakba WIKM YIOTpede Jiena y CBOM Jiely,
aKo ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HauuH oJpeleH o1 cTpaHe ayTopa MM J1aBaolia JIMULEHIIE.
OBa nuIIeHIIa 103B0JbaBa KOMEPLUjaJIHy yIIOTpeOy Jena.

6. AyTOpcTBO - JeIWTH TIOJ WCTUM YyciaoBuMa. J[03BoJbaBaTe YMHOXaBame,
TUCTpUOYIIM]jy U jaBHO CAOMINTaBame JieNa, U mpepaje, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha
HauuH ojnpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUICHIIE W akKo ce Ipepanaa
TUCTpuOyrpa TOJ HWCTOM WM CIHMYHOM JuieHioM. OBa NHIleHIIa J03BOJhaBa
KOMepIMjanHy yrnotpedy aena u mnpepaaa. CinuyHa je copTBEPCKHM JHIEHIIAMA,
OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.
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